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Introducción

1.- PROBLEMATICA DEL CANCER DE VEJIGA

Las neoplasiasvesicalesconstituyenhoy en día un graveproblema,con

una gran repercusiónclínica y terapéutica,a pesarde los importanteslogros

obtenidosen el conocimientode ciertosaspectosde su biología~”2’3’4>.

EL cáncer vesical representaaproximadamenteel 2% de todas las

neoplasiasy constituyeun problemade ámbito mundial. La “American Cáncer

Society” estimó en 47.100 el número de nuevos casos de cáncer vesical

diagnosticadosen 1990en EE.UU, y la muertede 10.200americanoscomocon-

secuenciade la enfermedad(5>.Las tasasobservadasen los registrosde población

espaíioles(19-23x 100.000varonesy 1,3-3,8x 100.000mujeresparael período

1980-1983),sc sitúan en unafranja intermedia/altaentrelas de los paíseseuro-

peos<6~.

La tendenciaactual en Españaes haciaun aumentode la incidenciade

cáncerde vejiga. El Libro Blancode la Oncologíaen España,calculéuna tasa

mediade incidenciade 11,66 x 100.000parael período 1975-1979,con un in-

crementoanual del 7,43% de dicha tasa~7~.

El carcinomavesical es másfrecuenteen el hombreque en la mujer, en

unaproporcióndc 2 a 5, segúndiferentesestudios.Ocupaen el varón el cuarto

lugaren cuantoa incidenciatumoral,si bien su posiciónpasaal 90 lugarcuando

se estimanlas muertes que produce, lo que indica que la mayoríapuedenser

curados.En la mujer su incidenciaes menor ocupandoel lugar 80 de todos los

tumores,y estandoen la posiciónnúmero 12 en cuantoa letalidad.

Las tasasde incidenciay mortalidaden el varón se han incrementadoen todo el
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Introducción

mundo. Es evidenteque dosde los principalesfactoresde riesgo (tabaquismoy

factores laboralescarcinógenos)tienen mucha mayor prevalenciaen el scxo

masculino~8>. Es probable que en un futuro próximo declinen estas tasas en

concordanciacon la disminuciónprogresivadel númerode fumadores.

En cuantoa susposibilidadesglobalesde curación, los datos basadosen

una serie de registrosde población de EE.UU., muestranun aumentode las

supervivenciasa los 5 años, que ha pasadodel 61% en los casosdiagnosticados

entre1970-1973,al 77% en los casosdiagnosticadosentre1979 y 1984~~~.

La incidencia del cáncer vesical aumenta con la edad, siendo más

frecuente en personas mayores de 60 añosy poco común antes de Jos 40

años~’0~.

En España,se observaun claropredominioentrelos 65-80años~”kAde-

máshay quedestacarque enpacientesjóvenesla mayoríade los tumoresson de

bajo grado,papilaresno invasivos, con menosriesgode recurrenciasque otros

similaresen pacientesde edadmásavanzada~12>.

El carcinomade célulastransicionales,que representaaproximadamente

el 90-95% de las neoplasiasvesicales,tieneunahistoria natural queoscila desde

indolentea muy agresivo. Y es importantepredecir la conductadel tumor por

varios motivos:1 ~paraadministrarun tratamientoracional;20 paraefectuarun

seguimientológico y adecuado;y, 30 paraproporcionaruna informaciónreal al

pacientey a los familiares.

Es un hechocomprobadoque entreel 70% y 80% de los tumores

2



Introducción

vesicalesson superficialesen el momento del diagnóstico, de ellos el 80%

permanecencomo talesdurantetoda su evolución. En general, estos tumores

tienen buen pronóstico en cuanto a supervivencia;el 80% de los pacientes

sobrevivena los cinco añosy sólo un 10% llegan a morir por tumor<’3~.

Sin embargo,entre un 60% y un 80% de los pacientespresentaránal

menosuna recidiva local; de tal forma, que existe una relacióndirecta entre

frecuenciade recidivas,posibilidadesde progresióny reducciónen la superviven-

cia, aunqueporel momentono estádefinida cualitativamenteni estácuantifica-

Aproximadamenteentreel 10-20% de los tumoressuperficialespapilares

evolucionanhaciacarcinomasinvasivos. Así, aunquepodríamosestableceruna

clara separaciónentretumoressuperficialese infiltrantes con valor pronósticoy

terapéuticodiferentes,nuncapodremosafirmar que un tumor superficialno sea

en realidaduna faseprecozen la evolución de un tumor agresivoe infiltrante.

Estehechohaceque la búsquedade criterioscapacesde definir precozmenteel

potencial biológico del tumor seaunanecesidad.

En los últimos años se han desarrollado importantesavancesen el

conocimientode la biologíadel cáncervesical. Unade las líneasprioritariasde

la investigaciónuro-oncológicaha sido identificar factoresde valor pronósticoy

descubrir rasgoscaracterísticosrelacionadosdirectamentecon la enfermedad

neoplásicacapacesde ofreceruna informaciónobjetivay cuantificablesobre la

evolución y respuestaal tratamiento de los carcinomasvesicalesde células

transicionales.La informaciónasí obtenidanos proporcionaríalas basesparaun

mejor manejode estostumores,orientándonosen la adopciónde una actitud

3



Introducción

terapéuticainicial, en el seguimientopostoperatorioyen la detecciónde recidivas

tumorales.

Los avancesconseguidosen el conocimientode las basesmolecularesde

la carcinogénesishan permitido identificar una serie de genesdirectamente

relacionadoscon la regulacióntanto del crecimientocelularnormaly neoplásico

como con los fenómenosde diferenciación-desdiferenciacióncelulares. Estos

geneshan sidodenominadosoncogenes.

Los estudiosrealizadossobre la expresión de oncogenesen distintas

neoplasias(pulmón, mama...)han aportadodatos de gran importanciay han

establecidonuevosfactorespronósticosen las mismas.El análisis de distintos

proto-oncogenesen los tumoresvesicalesde célulastransicionales,y su relación

con las característicasclínicasy anatomo-patológicasde los mismosmejoraráel

conocimientode las propiedadesbiológicasbásicasde las célulasneoplásicas,y

puedeaportarinformaciónrelevanteacercadel diagnóstico,evolucióny factores

pronósticosde estostumores.

2.-CARCINOGENESIS

Desdelas primerasobservacionespublicadashaceya másde dos siglos,

la mayor parte de los datos disponiblesacercade las causasdel cáncerhan

apuntadohacía un origen ambiental, impulsando con gran fuerza las investi-

gacionesen el campo de lacarcinogénesisquímica.Sin embargo,a pesarde sus

grandeslogros, con el esclarecimientode multitud de aspectosy matices
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Introducción

experimentales,sehaestablecidouna hipótesismultisecuencial.

1-lace tan sólo dosdécadasse desconocíaaún el mecanismoíntimode la

cancerización,aunquesele sospechabarelacionadocon el efectomutagénicode

los carcinógenossobreel material genético~’617~.

En estos momentos parece claro que cualquieraque sea la causa

inicial(carcinógenosvíricos,físicoso químicos), para que una célulanormal se

conviertaencancerosay transmitaa susdescendienteslascaracterísticastumora-

les, el cambio tiene que estarmarcadode algún modo en su material genético.

Esto implica que, si bien los agentesdesencadenantesde cáncer puedenser

múltiples,todosellosactúansobreun sustratogenéticocomúndentrode lacélula.

Esto conduceal paradigmagenéticoque domina hoy por hoy la investigación

básica sobre el cáncer: “ el material genético es el blanco central de la

carcinogénesisy las célulascancerosascontienenlesionesgenéticasqueson las

responsablesúltimas delfenotipotumoral “(1S>~

Los acontecimientosque llevan al desarrolloy propagacióndel fenotipo

maligno son complejos,múltiples e interactivos. Estos hechostienen lugar de

formasecuencialy desarrollanaberracionesfenotípicasprogresivasqueconllevan

la adquisiciónde la posibilidadde la proliferación desordenada,la invasión de

tejidos adyacentesy la capacidadde metastatización.

El cáncer puede ser causadopor un daño genético que conlleve la

expresióno función biológica anormal de genes, lo cual se sustentapor los

siguienteshechos:existeuna predisposiciónhereditariaa padecercáncer,se han

detectado alteracionescromosómicasen las células cancerosasy se han

descubiertouna seriede genes(proto-oncogenes)cuyamutaciónproduce

5
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3.- DESCUBRIMIENTO DE LOS ONCOGENES RETROVIRICOS

La investigación biológica básica sobre el cáncer se remonta a los

comienzosde nuestrosiglo, cuandoen 1911 Francis PeytonRousdescubrióun

virus causantede sarcomasen aves. EJ virus, pertenecientea la familia de los

retrovirus, fue denominadoRous SarcomaVirus(RSV) y permitió el estudioen

el laboratoriodel fenómenode la transformacióncelular~’8’21’22>. Sin embargono

fue hastala décadade los 70 cuando se consiguió identificar el gen v-src,

constituyentedel genomadel RSV, comoel agentecausantede la transformación.

Posteriormente,y graciasal desarrrollode las técnicasde manejodel material

genético,se pudocomprobarque existíaunaversiónnormal, no activadadel gen

v-srcen todaslas célulasde poíío y se le denominóc-src’23~.

La similitud funcional entre ambasversionesquedóprovadacuandoel

equipode Hanafusaconsiguióqueun mutantede RSV, parcialmentedefectivoen

el gen v-src y por tanto incapazde transformarcélulas, recuperarasu capacidad

transformantepor recombinaciónconel c-srcpresenteen las célulasnormales(24>.

Establecidala semejanzaestructural y funcional de las versionesc- y y- de

oncogenes,parecíarazonableconsiderarqueestasúltimasse habíanoriginadode

las primeras, y así se propusodenominarproto-oncogenesa las versiones

celulares~25’26>.

Homólogosdel genc-src se encontraronen numerosasespeciesanimales,

incluido el hombre,con un alto nivel de conservación.Esteresultadoindicaba

que se tratabade un gende granimportanciaen la regulaciónde la proliferación

celular.

7
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Por extensión,se vio luegoqueprácticamentetodoslos oncogenesviricos

tienenun homólogocelular~2733~delcual habríanaparentementederivado~34~,al ser

sus homologías, tanto a nivel de nucleótidos(2729303536>como de productos

codificados~37’38~ muy significativas y conseguirseexperimentalmente,por

transducción,la produccióndeoncogenesretrovíricosapartir de cultivos celula-

y animales~4145~.

Para distinguir las distintas veriones de un mismo oncogénse acordó

anteponerlesletras, asíel c-srces la versióncelular y el v-src la versiónpresente

en el RSV.

Sehanelaboradomodelosde losmecanismospor losqueciertosretrovirus

han incorporadoproto-oncogenesque, comoconsecuenciade su instalaciónen el

genomavírico y de los eventualesprocesosde recombinacióny otrasalteraciones

queello conlleve, han adquiridocapacidadtransformante~~~.No se tratapuesde

que las versionescelularesde oncogenespertenezcana virus endógenos,como

proponíanHuebnery Todaro,sinode genescelulares que en su momentofueron

capturadospor retroviruse incorporadosa su genoma.

La posibilidadde transformarin vitro células normalesen tumoralespor

incorporaciónde DNA libre extraído de células tumoralesy las técnicasde

ingenieríagenética, permitieron donaroncogenesdominantesprocedentesde

tumores. Así, del DNA de células de carcinomade vejiga humanose clonó el

oncogéndenomadoc-Ha-ras<47’9>.

Hay que recordarque hastaentoncessólo se habíandonadooncogenes

virales. Los grupos dirigidos por Robert A. Weinberg, Mariano Barbacid y

Michael Weiglerusaronel c-Ha-rascomosondaparadetectarsucorrespondiente

8
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proto-oncogénen el genomade célulashumanasnormalesmediantetécnicasde

hibridaciónde DNA; cuandoambosgenesse compararon,se observóquetenían

idéntica secuenciade basesexceptounamutaciónpuntual(unaguaninadel proto-

oncogénestásustituidapor timina en el oncogén);por consiguientese estableció

queuna simple mutaciónpuntualpuedeconferir capacidadtransformantea un

gen<scI>.

Durantelos últimos 20 años se han descubiertouna gran variedadde

retrovirus capacesde inducir tumoresen una gama de animalesexperimentales

y que son portadoresde genesadquiridosde la células huéspedactivadospor

diferentestipos de alteraciones.(TABLA1).

9



Introducción

Oncogén Retrovirus,y especie Tumorde origen Localización celular Función bioquímica

Sarcoma felino
sarcoma felino
sarcoma aviario
veritroblastosis aviaria
sarcoma murino
sarcoma murino
sarcoma murino
sarcoma aviario
sarcoma aviario
leucemia murina
sarcoma felino
sarcoma murino
sarcoma murino
sarcoma aviario
sarcoma del simio
veritroblastosis aviaria
sarcoma muririo
sarcoma aviario
v.mielocitomatosjs aviaria
v.mieloblastosis aviaria
mieloblastosis aviaria
carcinoma aviario
v,reticuloendoteliosis

Transm em brana
Transmembrana
Transmembrana
Tra n smembrana
Membrana interna
Membrana interna
Membrana interna
Membrana interna
Membrana interna
Membrana interna
Membrana interna
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Núcleo
Núcleo
Núcleo
Núcleo
Núcleo
Núcleo
Núcleo
Núcleo

Receptor factor crecimiento
Receptor factor crecimiento
Receptor factor crecimiento
Receptor factor crecimiento
Transductor (Proteína 6)
Transductor(Proteína O)
Transductor(Proteína O)
Proteína tirosina quinasa
Proteína tirosina quinasa
Proteína tirosina quinasa
Proteína tirosina quinasa
Proteína serina/treonina quinasa
Proteína serina/treonina quinasa
Proteína serina/treonina quinasa
Homólogo cadena 5 PDGF
Receptor hormona tiroidea
Regulador transcripción
Regulador transcripción
Regulador transcripción
Regulador transcripción
Regulador transcripción
Regulador transcripción
Regulador transcripción

TABLA 1: OncogenesRetrovíricos.

y-fms
v-kit
y- ros
v-erbB
v-Ha-ras
y-Ra-ras
y- Ki- ras
v-src
v-yes
y-ab)
v-fgr
y- mos
y- raf
wmil
y- si s
v-erbA
v-fos
V-jLln

y- myo
v-myb
v-eys
v-ski
y- reí

10
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4.- ONCOGENES Y GENES SUPRESORES

Un tumormalignoesun conglomeradode célulascancerosas,descendien-

tes todasellas de una célula “fundadora”. Tal célulaancestralera antesnormal,

y desempeñabasu funciónregularen algúntejido. Perosufrió un cambiocrítico

y, como resultadodel mismo, empezóa dividirse y proliferar en respuestaa

alguna orden interna, haciendo caso omiso a los estímulos externos que

normalmenteregulanel crecimientocelular. Estaúnica célula generarálos miles

de millones de células, igualmentealteradas,queconstituyenla masatumoral.

Parasabercuál es el factor determinantedel desarrollode un cáncerdebemos

conocerqué alteracionesha sufrido la célula fundadora.

El blancocentralde la carcinogénesisson los genescelulares,secuencias

de DNA que contienenla informaciónnecesariapara la síntesisde unaproteína.

Seránalteradospor la acciónde diferentesmutágenoso carcinógenos(compuestos

químicos,radiaciones,virus...).

Las lesionesgenéticasencontradasen las célulascancerosasson de dos

tipos: dominantesy recesivas.El blanco de las alteracionesdominantesson los

protooncogenes.Las alteracionesde tipo recesivotienencomodiana losasídeno-

minadosoncogenesrecesivos,anti-oncogeneso genessupresoresdel crecimiento.

Esta nomenclaturade tipo operativo esun tanto desafortunada,ya que refleja

solamenteel modoen queestosgeneshansidodescubiertos,pero no indicanada

acercade su funcióncelular normal~5153~.

Los proto-oncogenesconstituyenun grupo de genesdel genomacelular

implicadosen el control de la reproducción,crecimientoy diferenciación
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celulares~54> . Los proto-oncogenescodifican la transcripciónde moléculasde

mARN que son traducidosa proteínas.Las proteínaspuedenser factoresde

crecimiento, receptoresde factoresde diferenciacióny crecimimiento,factores

transductoresde señalesy factoresde transcripciónnuclear<55~.El pasode proto-

oncogén a oncogén activado se produce medianteuna serie de alteraciones

genéticas tales como mutaciones puntuales, traslocaciones,delecciones y

amplificacióngénica~56”.

Los genesdenominadosgenesrecesivoso genessupresorespertenecena

un grupo de genescuyos productosestáninvolucradosde forma diversaen la

regulaciónnegativade la proliferacióncelular. La pérdidaen la célulade uno de

estosgenessuponela proliferaciónde forma incontroladade la misma(17>.

EQUILIBRIO TISULAR

DIFERENCIACION PROLIFERACION

Genes SUPRESORES Genes INDUCTORES

FIG.2: En los tejidos normalesse mantieneuna tasademográficacelular en la

que la supervivenciade las células, su diferenciaciónfuncional, su muertey su

proliferación, se mantiene en un equilibrio dinámico. Este equilibrio es el

resultado de acciones contrapuestas.Unas inducen proliferación, otras la

suprimen.En la transformacióncancerosa,el equilibrio se rompe.
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Por tanto existen dos mecanismosde mutación hacia la proliferación

celular incontrolada. El primero consisteen convertir en hiperactivoun gen

estimulador;estetipo de mutacióntiene un efectodominante(essuficienteconque

el cambioafectea unade las dos copiasdel gen en la célula; el gen alteradose

denominaoncogén(siendoel alelonormalunproto-oncogen).El segundoconsiste

en inactivarun geninhibidor: estetipo de mutacióntieneun efectorecesivo,para

que la célula quede libre de la inhibición es necesarioque las dos copiasdel gen

en la célula esténinactivadaso deleccionadas;al gen perdidose le llama, gen

supresorde tumores.

El descubrimientode los mecanismosíntimos queinducenla transforma-

ción de unacélulanormalen unacélulacancerosa,ha abiertonuevasexpectativas

con respectoal desarrollode nuevasestrategiasparael diagnósticoy tratamiento

del cáncer. El problemabásicoparael uso de los oncogenescomomarcadores

en el diagnósticodel cáncer, no es tanto de aspectotécnicocomopráctico. Es

necesarioestablecerel valor clínico de la informaciónreferentea la presenciade

oncogenesen pacienescon cáncer. Ensayosclínicos multicéntricos deben ser

realizadosen los que la activacióndel oncogénpuedacorrelacionarsecon los

parámetrosclínicos y con la respuestade los tumoresa diferentesprotocolos

terapéuticos(58>

Por tanto,sepuedeargumentarque el problemade descifrarel proceso

neoplásicoes algo que está haciéndosecadavez menoscomplejo y, por ende,

másalcanzable.

Actualmente se conocen unos 60 proto-oncogenesy oncogenes, su

localizacióncromosómica,localizacióncelular, tipo proteico y función.

(FIG.3).

13



Introducción

FACTORES
DE

CRECIMIENTO

A,

»
7 NuCLEO N

a
¡

o
<—4--
TRANSCRIPCION

GENES
SUPRESORES

RS
psa

RfCEPTORES VE FACTORES
DE CRECIMIENTO Y
PROTEINQUINASAS

U-ras
TRANSDUCTORES

DE SEÑAL 1<-ras
N-ras

)NCOGENEE
-
4~dUCLEARES

C-myo

tos

erb-A

‘un

DESARROLW

FIG. 3: Representaciónesquemáticade los diferentesgruposde oncogenesy su

localizaciónen la célula.

513

Int-2

N

N

c

erb-B1

noii

ab!
me

DIFERENCIACION

14



Introducción

5.- MECANISMOS DE ACTIVACION DE LOS ONCOGENES

Hastaahorase han descubiertounos60 proto-oncogenescadaunode los

cualesse puedetransformaren un oncogén.El genpuederesultaralteradopor

unamutaciónpuntual,a travésde unatranslocacióncromosómca,o por inserción

de un elementogenéticomóvil comoes un retrovirus. El cambiopuedeocurrir

en la región quecodificaparala proteína,de forma que se produzcaun producto

hiperactivo,o puedeocurrir en regionesadyacentesde control, de forma que

simplementeel gen resulta sobreexpresado.Los principales mecanismosde

activaciónde los oncogenesse detallana continuación:

A. -Transducción retrovírica.

Este mecanismotiene su origen duranteel procesode recombinación

genéticao transducciónpor el que el virus adquiereel gen celular normal,

convirtiéndoloasí en un oncogén~59~.Existendoscaminospor los cualesun proto-

oncogénse puedeconvertiren un oncogénpor incorporaciónen un retrovirus: la

secuenciadel gen puedeestaralterada o truncadade maneraquecodifiquepara

unaproteínacon una actividad anormal, o bien el genpuede quedarbajo el

control de promotorespotentesy activadoresdel genomaviral de forma que su

producto se sintetice en excesoo en circunstanciasno apropiadas;a menudose

producenambosefectosa la vez. Los retrovirustambiénpuedenejercerefectos

oncogénicossimilarespor otro sistemaque no implica recogergenesde la célula

huéspedy transportarlosde célulaa célula: simplemente,las copiasde DNA del

RNA viral se puedeninsertaren el genomade la célula huéspeden lugares

cercanosa proto-oncogenes,o incluso dentro de ellos. La alteración genética

resultante se denomina mutagénesispor inserción,y el genoma alteradoes

heredadopor toda la progeniede la célula. La inserciónpuede activar el gen

celularen cuestiónprovocandosimplementesuhiperexpresión,sin más,o puede

ademásmutarlo.

15



Introducción

B. - TrasLocaciones.

Las traslocacionesde oncogenesseencuentrande maneramuy frecuente

en ciertasenfermedadesmalignashematológicas«O~>.En linfomasde célulasB,

incluyendoel linfoma de Burkitt, el oncogén c-myc, que normalmenteestá

situadoen los brazoslargosdel cromosoma8 humano,aparececon alta frecuen-

cia translocadoa otros cromosomasdondeestánlos genesde las inmunoglobuli-

nasgeneralmenteal cromosona14, y en menornúmerode casosa los cromoso-

mas 2 ó
22(M>• La translocaciónes recíproca,puespartede las secuenciasde

nucleótidoscorrespondientesa genesde las inmunoglobulinassituadosen el

cromosoma 14 son translocadosal cromosoma 8. Como resultado de la

translocaciónse incrementala expresióndel gen myc, al versesometidoa la

mismaregulaciónqueel gen del anticuerpo.Así, durantela respuestainmunoló-

gicaa un antígeno,talesgenesse transcribenmuy activamente.Unatraslocación

que afectaal proto-oncogénc-myc seha encontradoen el carcinomahereditario

de células renales~
65~.

C. - Multiplicación(amphficación).

Enestemecanismolo que sucedeesqueen virtud de unaalta replicación,

dentrode unacélula puede llegar a habermuchascopias de un protooncogén,

secuencialmenterepetidasa lo largode un cromosoma,o comopartículasextra-

cromosómicasdispersas.El resultadoes la hiperexpresióndel proto-oncogén

afectado~~>.En tumoresuroteliales se ha encontradoamplificación del oncogén

c-ki-ras, asícono de otrosproto-oncogenesde la familia ms<67~.

D. - Mutaciónpuntual.

Las mutacionespuntualessustituyenunabasede DNA por otra.Así,si un

protooncogénde una célula normal sufreuna mutaciónpuntual por acciónde

16



Introducción

radiacioneso un carcinógenoquímico, la mutaciónpuedehacer quecambie la

informaciónque determinala síntesisde unaproteína.La proteínaa]teradapuede

inducir uno o másde los cambiosasociadosconel crecimientocanceroso.Es un

modo de activación tan efectivo que ha permitido descubrir oncogenespor

transfección,es decir, por transferenciade genesentrecéjuiasde mamíferosen

cultivos in vitro, por medio de su DNA~68~>. Esto condujo al hallazgo de los

primeros oncogenes“autóctonos” de tumores humanos, en líneas celulares

procedentesde carcinomasde vejiga y pulmón. Los oncogenescelulares

resultaronser homólogosde los oncogenesretroviricos y-Ha-rasy v-Ki-ras y,

asombrosamente,su única diferencia conel proto-oncogennormal radicabaen

la basede un solonucleótido,unaguaninaen el pro-oncogencambiadapor timina

en el oncogénactivo. Unamutaciónpuntualen un gen normal de aproximada-

mente5.000 nucleótidoslo convertíaen carcinogénico,y no por un aumentodel

nivel de expresión,sinopor dar lugaraunaproteínamutadaen un soloaminoáci-

do, valina en lugar de glicina, en la posición l2(7O~71)

La Tabla II resumelos mecanismosde activaciónde oncogenesque han

sidodescritosen distintos tumoresurológicos.

Los genesc-Ha-rasmutadoshan sido tipificadosen tejido de carcinoma

vesical(72>y en otrosmuchostipos de tumor. Este oncogénesenefectouno de los

másfrecuentementeidentificados,comogen transformante.

Otros miembrosde la familia de oncogenesras han sido identificados

comoproto-oncogenesactivadosen tumoresurogenitales.El proto-oncogénN-ras

seencontrócono gen transformanteen líneascelularesde teratocarcinoma~73~
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PROTO-ONCOGENES ALTERADOS EN TUMORES UROGENITALES

TABLA II: Alteraciónde proto-oncogenesen tumoresurogenitales.

Alteración Oncogen Cáncer Referencia

Mutación c-Has-ras Líneas celulares de carcinoma de vejiga Krontiris and Ceoper

c-Has-ras Tejido de carcinoma vesical Fujita et al.

N-T&S Líneas celulares de teratocarcinoma Coaper et al.

c-K~-ras Adenocarcinoma de próstata Peehí et al.

Tranelocación C-myc Carcinoma renal hereditario Drabkin et al.

AmplIficación c-K¡-ras Tumor urotelial Fujita et al.

c-fnis Carcinoma renal Slalom et al.

c-myc Adenocarcinoma de próstata Fleming et al.

c-myc Seminoma Sikora et al.

Deleccián Tumor de Wilms Koufos et al.
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6.— PRODUCTOS DE LOS ONCOGENES Y SUSFUNCIONES

Comootros genes,los oncogenesdeterminanproteínas,moléculasfunda-

mentalesen el mantenimientode la estructurade las células, que catalizan,

además, sus reaccionesbioquímicas, estableciendosu forma y función. Las

proteínasdeterminadaspor los oncogenesdesarrollanfunciones anormalesy

provocan la transformaciónde unacélula normal en cancerosa.Tras intensas

investigacionessabemosya quelasproteínas“transformantes”presentanunaserie

de característicasfuncionalescomunes,lo que sugiere que no son muchoslos

mecanismosque originanel cáncery quequizá lleguena conocersealgúndía<74>.

Los productos proteicos de los oncogenes, también denominados

oncoproteinas,desempeñanpapelesclaves en el control de la proliferación y

diferenciacióncelulares.

Dependiendode] mecanismode activaciónde los oncogenesque se haya

producido,las proteínasse veránalteradasde una forma u otra. La estructuray

funciónde unaproteínavienendeterminadaspor el ordende susaminoácidos,de

forma que el cambio de uno solo de ellos puede acarrearconsecuencias

importantes.La mutaciónpresenteenel genrasalterauno de los aminoácidosdel

producto genético, convirtiéndo la proteínanormal en oncogénica.En otras

ocasionesla activaciónpuededebersea un efectode “dosis”. Encomparacióncon

las correspondientescélulas normales, algunas proteínas oncogénicas se

encuentranen cantidadesmuy altas en las células transformadas.Ello puede

debersea un fallo en la regulacióngénicao a que hay muchascopiasdel gen

correspondiente.En célulastransformadaspor virus, la proteínaoncogénicase

fabrica en grandescantidadesporque el oncogénfuncionacomo un gen virico

activo~75~.
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7.- ONCOGENESIS MULTISECUENCIAL

Existe abundanteinformaciónque demuestraque el cánceres un proceso

de eventosmúltiples acumulativos.El análisis realizado en diversos sistemas

tumorales(colon,pulmón, mama)ha confirmadoque las distintasneoplasiasson

el resultado de la acumulaciónprogresiva de lesiones de tipo dominantey

recesivoen algunoo variosde los genesidentificados. La potenciade un solo

oncogénesextraordinariamentelimitada. Por consiguiente,aunquela activación

de algúnoncogénseael primer acontecimientoquedesencadeneel procesocarci-

nogenético,no bastaella sólapara provocar la apariciónde un tumor malig-

no(7677>. Las pruebasexistenteshasta ahorasugierenque los tumorespueden

iniciarse mediante la activación de un oncogén,pero la progresióndel tumor

implica la adquisiciónde másoncogenes.El númerode alteracionesnecesariose

desconoce,si bien un estudiobasadoen procesosestadísticosapuntanhaciaun

mínimo de cinco etapastantoen hombrescomo roedores(78>.Existenprobable-

mentealgunoscuyaactivacióncontribuyea la invasióny la metástasis~79>.

La célula cancerosa,que adquiere ventaja proliferativa desarrollando

oncogenesqueestimulanel crecimientocelular, puedeincrementarsu capacidad

de multiplicacióndeshaciéndosede los genesquehastaesemomentolimitaban su

crecimiento.

La historianatural del cáncerde colon es un ejemplomuy demostrativo

de la carcinogénesismultisecuencial~80~.Durante los últimos años se ha ido

descubriendoun evidenteparalelismoentre las etapasclínico-evolutivasy la

acumulaciónprogresivade alteracionesgenéticas,la mayorpartepor deleción,

en los cromosomas5,17,y 18 y unasolapor activación,la de un oncogénK-ras.

Algo similar sucedeen el carcinomade vejiga. La figura 5 refleja el esquemadel
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procesode transformacióncelularneoplásica,propuestoporalgunosautores,para

el carcinomade vejiga~81~.
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El conocimientodetallado de la correlación entre esta progresiónde

erroresgenéticosy los estadiosclínicosde la enfermedadestáempezandoapoder

ser utilizadodesdeel puntode vistadel diagnósticoy pronósticoclínicos.

El esclarecimientode todos los mecanismosque controlanla proliferación

celularnorma!juntoconla regulaciónde dichosmecanismosdurantelosprocesos

de diferenciacióny desarrollode organismossuperioreses uno de los mayores

desafíosque tiene antesí la investigaciónbásicasobreel cáncer.

8.- ONCOGENESY CANCERDE VEJIGA

* ONCOGEN erbB-2/NEU

El oncogénerbB-2esun genrelacionadoconel gen del receptordel EGF

y por tantocon los oncogenesretroviricosy celulareserbB. Estudiosmoleculares

y bioquímicoshandemostradoqueel protooncogénhumanoerbB-2 estálocaliza-

do en el brazo largo del cromosoma17 y codifica una proteínatransmembrana

de 185.000 daltons que poseeactividad tirosina quinasa~82~. Esta proteínaes

probablementeun receptorde la superficiecelularpara un factor de crecimiento.

La identificacióninicia] de estegen comoun oncogénse llevó a caboen lineas

celularesde neuroblastomasde rataderivadasde un tumor inducidopor el carci-

nógeno químico N~nitroso~metilurea(S2>.En todos los casos examinados, la

activación del oncogén tuvo lugar medianteuna mutaciónpuntual dentro del

dominiotransmembrana.Estamutaciónactivadoracausala sustituciónde un ami-

noácidohidrofílico (valina) por un aminoácidohidrofóbico (ácido glutámico).

En tumoreshumanos,la activacióndel protooncogénerbfi-2 no parece
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estar mediada por mutacionespuntuales. En estos tumores el potencial

oncogénicono se debea una mutacióncon actividad constitutiva, sino a una

hiperexpresión del receptor c-erbB-2 original, como ocurre en diversos

adenocarcinomashumanosy líneascelularesderivadas,especialmentede mama,

ovario y

Masui et al/87~ estudiaronen el carcinomade células transicionalesde

vejiga de rata inducido con diversos productos químicos la existencia de

mutacionespuntiformesdel ADN quecodificael dominio intramembránicode la

proteínap185(NEIJ). Sus resultadosindicaron quedicha mutaciónno existíay

que, por lo tanto, no es el mecanismode activaciónen el cáncervesical.

El mecanismopor el cual la expresión elevadadel oncogénerbB-2

incrementala posibilidadde desarrollode carcinomasde humanosesdesconoci-

do. La identificacióndel ligandode estereceptorayudaráal entendimientode su

papel fisiológico. Estudiospreliminaresindican que la contribucióndel oncogén

erbfi-2 al desarrolloneoplásicoen humanosrequiere un nivel determinadode

expresiónpor encimadel cual ejerceun efectoneoplásico~88>.La expresióndel

gen erbB-2 bajo el control reguladordel virus 5V40 no inducetransformación

maligna. Sin embargo,cuandoestassecuenciasson reemplazadaspor elementos

reguladoresmáspotentescomolos presentesen retrovirus, se puedeobservarla

transformacióneficiente de fibroblastos de roedores. La comparaciónde los

nivelesde expresióndelproductodel oncogénerbB-2en estascélulasindicanque

aquellascélulastransformadascontienenaproximadamentede 3 a5 vecesel nivel

de expresiónde dicha proteínacon respectoa fibroblastos no transformados.

Estasobservacionesponende manifiestoque la determinacióndel papel que el

gen erbB-2 puedateneren tumoreshumanosrequeriráuna cuantificaciónmuy

precisade sus nivelesde expresión.
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El productodel protooncogénerbB-2esexpresadoen niveleselevadosen

urotelio, túbulo distal y proximal,epitelio gastrointestinaly epitelio bronquialdel

feto(89). Aunque esta proteínararamentees expresadaen tejidos normalesdel

adultoexceptotúbulorenal(89)el oncogénc-erbfi-2 esconfrecuenciaamplificado

y sobreexpresadoen ciertostumorescomocarcinomagástrico<%>,mama<Ql), ova-

rio~91~ y carcinomade vejiga~92~~.

Es interesanteanotarque la amplificacióndel oncogénerbB-2 se corre-

laciona con la progresiónmaligna de estos tumores. Se ha propuestoque la

amplificación del oncogénerbB-2 tiene más valor para predecir el desarrollo

agresivode los tumoresde mama, que los métodosdiagnósticosutilizadoshasta

ahora, talescomonivelesde receptoresde progesteronay estrógenos.Además

en tumoresvesicalesla expresiónde esteproductose correlacionababien con el

gradoy estadiode la neoplasia(9398>

Recientementese realizaron estudiosen células obtenidasde lavados

vesicalesencontrandoamplificacióndel oncogénerbB-2encélulasneoplásicasde

tumoresgradoII y gradoI1I<~~>.

La evolución del oncogénc-erbB-2 en pacientesconcarcinomavesica]ha

sido tambiénestudiada,se ha encontradoque dicho oncogéntiene significado

pronósticocon la recurrenciay progresión. De forma resumidalos autores

refieren quela cuantificaciónde la proteínapi85 en tumoresvesicalesde células

transicionalespuedeser utilizadapara identificar subgruposde riesgocon mal

pronóstico.

Como se ha indicadocon anterioridadel producto del gen erbB-2 es un

receptorde transmembranafácilmenteaccesibledesdefuera de la célula. Así
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pues,es concebibleque su expresiónelevadaen cáncereshumanospuedaser

moduladacon anticuerposespecíficos.De hecho, la transformaciónmalignade

fibroblastosde roedoresinducidapor el oncogénmutadode rataerbB-2pudoser

revertida por un anticuerpomonoelonaldirigido contra el dominio externodel

productode estegen~99>. Así pueserbff-2 es el oncogenmásaccesible,y quizás

el primero contra el cual se puede intentar realizaruna terapeúticasistemática

básicasobreoncogenes.
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* ONCOGENES RAS

Los genesras constituyenuna familiagénicaquese encuentraentodoslos

organismos(1~>.En la actualidadse conocentresgenesras que se handesignado

II-ras, K-ras, N-ras. La evidenciade queestosgenescelularespodíanllegara ser

activadoscomooncogenes,se manifestópor primeravez por la trasducciónde

dosgenesras de mamíferos,el JI-ras y K-ras en las estirpesHarveyy Kirsten del

virus del sarcomamurino. Los genesras han acaparadogran interés,puestoque

en 1982 se identificaroncomolos alelos tranformantesde unagranpartede los

tumoreshumanos(1~>.Los oncogenesras tambiénse ha encontradoen un alto

porcentajede tumoresanimalesinducidospor carcinógenosquímicosy físicos<lOl>.

Los tresgenesras codifican proteínasestructuraly funcionalmentemuy

parecidasde 21 Kd, por lo que se las conocegenéricamentecomoproteínasp2l

y, másrecientementeproteínasras~’~t

Las proteínasp21-rastienecomopropiedadbioquímicamáscaracterística

su abilidad por unir e hidrolizar GTP. El ciclo de las proteínasras se puede

representaren su forma activapor el complejop21-ras¡GTPy la forma inactiva

por el complejop21-ras/GDP.La inactivaciónde la proteínase producecomo

consecuenciade la actividadGTPasaintrínseca.Se piensaque las proteínasras

se encuentranen la célula en equilibrio entre un estadoinactivo y un estado

activo. En situaciónnormal y en ausenciade estimulo, la proteínaestaríaen

estadoinactivo, caracterizadopor unaconformaciónque permite la fijación de

GDP. Al ser estimulada,intercambiaGDP por GTP lo que se traduce en un

cambiode la conformaciónmolecularque la convierteen activa. Este cambio

conformacionalpermitiríaque las proteínasinteraccionasencon moléculasefecto

ras, paraasídarcomienzoa la transducciónde señalesmitogénicas.Unavez que
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la interacciónentre las proteínasras activadasy las moléculasefectorasse ha

producido,éstasvolveríaninmediatamentea la formano activada,porconversión

del GTP en GDP, a expensasde su funciónGTPasaintrínseca.Si la duraciónde

la interaccióncon la moléculaefectoraes más largaque la del estímulooriginal

o seefectúasobrevariasmoléculasefectorasen sucesión,antesde la inactivación

completa, la amplificación de la señal está garantizada.Si se estabilizaen la

forma activa, seproduceunaseñalizacióncontinúacapazde transformar.Recien-

temente se ha identificado un factor denominadoGAP (GTPaseActivating

Protein), capaz de acelerar la reacción GiPasaintrínsecade proteínasras

normalesdel orden 100-200veces. Este factorcarecede efectoestimulantede la

GTPasade proteínasmutadas.El factor GAP podría ser tanto un represorde la

actividad de p21.-ras como su efector., o un componenteesencial para la

interaccióncon el efector~1011~>.(FIG.6).

Respuesta

Estímulo Bloqueo porp2 1 Activa Mutación Oncogénica

GDP/GTP

PiQi.
p21 Inactiva

FIG.6: Modelopara la regulación de la proteína ras “p21 “.
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Losgenesraspuedenadquirirpropiedadestransformantespormecanismos

cuantitativos y cualitativos. La mayor parte de los oncogenesras deben su

carácter transformantea unaúnica mutaciónpuntual dentro de sus secuencias

codificantes~’0’1~”>.Sin embargo,unaexpresiónalta (20a 100 veces)de genesras

no mutados, puede también inducir ciertas manifestacionesneoplásicas. En

términosgeneraleslas propiedadesneoplásicasinducidaspor altaexpresiónde los

genesras sonmáslimitadasque las propiedadesneoplásicasinducidaspor niveles

normalesde expresiónde susalelosmutados.Hastael momentoseconocensiete

mutacionespuntualesen los protooncogenesras que confieren esta capacidad

oncogénicaa sus productos. Proteínasnormalesras contienenglicina en la

posición 12, un residuo que pareceser necesariopara su función normal. La

sustituciónde Jaglicina en la posición 12 porcualquierotroaminoácido,da como

resultadola activaciónoncogénicade las moléculasras.

Puestoque las proteínasras estánen equilibrio entre la forma inactiva

(que une GDP) y la activa (que une GTP), las mutacionesque conduzcana la

estabilizaciónde las proteínasras en su estadoactivodeterminaránun fluir conti-

nuo de señalesmitogénicasquedarán lugar a la transformaciónmaligna. Este

modelo tambiéntiene en cuentaque la alta expresiónde proteínasnormalesras

puede conducir a la transformaciónmaligna. Puesto que la transformación

malignarequierela presenciade unaciertacantidadde proteínaactivadaras, una

expresión elevada de proteínas normales ras puede crear en la célula la

concentraciónnecesariade proteínasrasen estadoactivo paraproducir la trans-

formaciónneoplásicasin quenecesariamentesealtereel equilibrio entresuestado

activoe inactivo.

Los oncogenesras se ha encontradoen una gran variedadde cánceres

humanos.Se han identificadoen carcinomasde vejiga, mama,colon, riñón,
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hígado,pulmón,ovario, páncreasy estómago(105>.Comomedia, los oncogenesras

estánpresentesen un 10 al 15% de los procesosmalignoshumanos.Sinembargo,

la relativa incidencia de los oncogenesras varía mucho. Mientras que los

oncogenesras se hanencontradoraramenteenciertosprocesosmalignoscomunes

tales como carcinomasde mama, se han identificado en el en el 40% de los

carcinomasde colon. En términosgeneralesse puedeafirmar que los oncogenes

ras son los genestransformantesmás frecuentementeencontradosen el cáncer

humano.

No obstanteesposibleque la incidenciade la activaciónoncogénicaras

en las neoplasiashumanasno se hayavaloradoen sujustamedida.En los últimos

añosel desarrollorecientede metodologíasmuchomás sofisticadassugiereque

en determinadasneoplasiaslos oncogenesras son más abundantesde lo que

anteriormentesehabíasospechado.Unade estasnuevasmetodologíasde diagnós-

tico es la reacciónen cadenade Ja polimerasao PCR. Con estametodoJogíase

ha podido establecerqueaproximadamenteel 40% de los carcinomasde colon

humanosllevan los oncogenesK-ras activadospor existenciade mutaciones

puntualesúnicasdentrode su codon 12.

Pulciani et al.<106) demostraronque el ADN aisladode la línea T24,

procedentede carcinomade vejiga humano,y otras líneasde diversostumores,

producíapor transfecciónla transformaciónde los fibroblastosmurinosNIH/3T3

y que las células transformadaseran tumorigénicasen los ratonesatímicos. El

fenotipo maligno se heredabadurantevariosciclos celularesin vitro. El análisis

por Southernblot demostróque el responsablede la transformaciónera un solo

fragmentodel ADN de NH¡3T3 que conteníael oncogénde T24, c-H-ras.

Sehaencontradoamplificaciónde c-Ki-ras enmuy pocaslineascelulares
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procedentesde cánceresuroteliales.Más frecuenteesla expresiónaumentadade

e-Ha-rasen célulasde carcinomasy lesionesprecancerosasde vejiga~107~.

En las muestrasde los cánceresurológicosse han encontradomutaciones

de c-rasconpocafrecuencia,entre3 y 10%. Seha registradounamutacióndel

codón 12 de c-Ha-ras en diversas líneas celulares in vitro procedentesde

carcinomade vejiga, comolas líneasT24~108’09> y EJ~110~. Mediantetransfección

se encontró en 2 de 38 carcinomasde vejiga oncogenesc-Ha-ras con una

mutaciónde unabase del codón 61, que incorporabanarginina en un caso y

leucinaen otro, en Jugarde glutamina<M>.

Joneset al.~1’> provocaroncarcinomasvesicalesen 344 ratas Fischer

medianteN-butil-N-(4-hidroxibutil)nitrosamina.Seobservóqueen el 20% de los

casosla transformaciónneoplásicase asoció a mutaciónde una basedel codón

61 del oncogén c-Ha-ras; las pruebas tumorigénicasen ratones desnudos

(atímicos)fueronpositivasy la transferenciagenéticaa células 3T3 provocósu

transformación.Sin embargo,en otrasde las líneasseprodujo la transformación

por la actividad del proto-oncogénc-Ha-ras normal, cuando se sumabaa la

alteraciónexistenteen otros oncogenes.

Otro procesoque se ha encontradoasociadoa los cánceresurotelialeses

la elisión de c-Ha-ras. A vecesestá elidida la región cromosómica1 Ip, donde

está el locus de c-Ha-ras, hecho hallado en el 45% de las líneas celularesde

carcinomade vejiga(í¶2>. Las elisionespuedendejaraal alelo de la cromátidano

elidida en condicionesde ser derreprimidoy sobreexpresado.

Amplificaciones del c-Ha-ras se han observadoen un 5% de estos

tumores,no comprobándoserelaciónconel pronóstico,mientrasquedelecciones
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de su locus pudieron constatarseen el 16%, y mutacionesen un 10%. En

animalesesteoncogénse asociaa progresionestumorales,mientrasque estudios

inmunohistoquimicoshan demostradouna negatividadpara el epitelio normal,

negatividado discretapositividaden las lesioneshiperplásicaso papilomasy una

intensatinción en displasiasy carcinomas,teniendo,en estosúltimos, un papel

en los estadios iniciales y correlacionándoseinversamentecon el grado y

diferenciación~’13’114)
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* ONCOGEN erbB-1(EGF-R)

El proto-oncogénc-erbB-¡ dirige la producciónde un receptorparael

factor de crecimientoepidérmico(EGF).

Los tumoresse consideranhoy día comounacaricaturade los procesos

normalesde crecimientoy renovacióncelular en los que subyaceunaexpresión

disreguladade genesimplicadosde forma relevanteen el desarrollocelulat”5>.

Se denomina factor de crecimiento, de forma genérica a cualquier

sustanciaque poseeuna acciónestimulanteo inhibidora sobre el crecimiento

celular~”6~. Los factores de crecimientoconstituyenun sistemade señalesque

organizany coordinanel crecimientoy la diferenciacióncelulares~”7>.

Estassustancias,sonpuesmediadoresfisiológicosy tambiénpatológicos

del crecimientoy reparacióncelulares,quetomanpartetantoen la embriogénesis

comoen los procesosde cicatrizacióny, de carcinogénesis~”7’118>.

Una de las constantesquelascélulastumoralesexhibenen los cultivosde

líneascelularesesla disminuciónde susrequerimientosnutricionalesdependientes

del medio de cultivo; se sugierepues, queellasmismasson capacesde sintetizar

determinadassustanciasque sonnecesariasparasu crecimiento.Dichasobserva-

ciones fueron las que llevaron al estudio y descubrimientode los múltiples

factoresde crecimientoque se conocenen la actualidad~”9>.

El Factor de CrecimientoEpidérmico (EGF) fue aisladopor primenvez

en 1962 por Cohen de la glándula submaxilardel ratón<’20~. El equivalente

humanodel EGFlo detectóy aislóen orinaGregoryal aislarla urogastrona,cuya
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composiciónquímicaera en extremoparecidaa la del EGF murino. Gregory

concluyeen su trabajoque la urogastronay el EGFeran una mismacosa~’21>.

El EGE, un polipéptido de 53 aminoácidos,es detectableen plasma

normaly prácticamenteen todos los fluidos biológicos(orina, sudor, leche...)y

es expresadopor multitud de tipos celularesen diversosórganosy tejidos como

cerebro, médulaadrenal,riñón, glándulasalivar, glándulasgástricasy duode-

nales<’22> y en el árbol respiratorioy susglándulas~123~.

Estas sustancias,en su mayoríade vida media corta y niveles séricos

basalesmuy bajos, ejercensu acciónde forma autocrina,paracrina,yuxtacrina,

endocrinae intracrina<115116~.

Sus múltiples accionesson mediadasa travésde su receptor,el EGF-R.

Este receptores una glicoproteinade I7OkDa pertenecientea la familia de

receptorestirosinquinasa,que se localizaen todas las membranascelulares.Su

secuenciacompletafue obtenidaen 1974 a partir de su gen codificador que se

encuentraen el cromosoma7(116)

La activacióndel EGF-R, conlíevala puestaen marchade unacompleja

seriede reaccionesintracelularesen las queestánimplicadosdiferentesmediado-

res, que culminancon la replicacióndel DNA y división celular.

El papel del EGF en la transformacióntumoral puedellevarsea caboa

travésde mecanismosdiferentes:

Aumentode su expresiónmedianteamplificacióngénica, incremento

de la transcripcióno disminuciónde su metabolismo.
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2.- Estimulaciónautocrina.

3.- Alteracionesestructuralesdel receptoro activación del mismo por

productosproteicosendógenos.

Estructuralmenteel EGF-R se relaciona con el producto proteico

codificadopor el oncogénv-erbB-J, y con el del c-erbB-2/NEU, la proteína

pl85.

EJ v-erbB-J, oncogéndel virus de la eritroblastosisaviar, que produce

eritroblastosisy sarcomasen las aves infectadas,codifica una proteína muy

parecidaal EGF-R,difiriendo en que carecede casi todo el dominio externo~’24~.

El EGF-Rha sido identificadoen célulasde diversostumoreshumanoso

líneascelularestumorales.Los receptoreshansidoestudiadosporvariosmétodos

que incluyen tinción inmunohistoquimicadel receptor,RIA, o análisis de DNA

o RNA.

Hoy por hoy existenindicios de la implicacióndel EGE y de su receptor

en diversostipos tumorales.Nivelesincrementadosdel EGF-Rhansidoencontra-

dos en carcinomade mama<125”26>,gliomas~127128>,cáncerde pulmón~129>,tumores

del tracto genital femenino<’30131>y cáncerde vejiga<’32133>

El EGF es excretadoen orina en altasconcentracionesen forma activa

biológicamente~’34”35~.Estudiospreliminaresindicanquela distribuciónde EGF-R

en urotelio de célulasmalignasy premalignases superiorque en urotelio nor-

mal~’36>. Por otraparte,al menosin vitro, las células de urotelionormalson más

refractariasal potencial efecto tumorigénicode EGF como estimulacióndel

crecimientoe inducciónde actividadde la ornitina decarboxilasaque las células
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de TCC. Varias líneasde experimentaciónindican que el EGF juega un papel

importanteen el desarrolloy crecimiento de TCC. Se ha informado que las

concentracionesde EGF-R se correlacionancon la agresividadbiológica del

tumot’35>.

El análisisdel contenidode EGF-Rpor mediode inmunohistoquimicaha

sugeridoque la positividadde EGF-Rpuedeestarasociadacon factoresde peor

pronóstico,comoalto gradotumoral, y alto estadio~’26’134>.

Estopermitiríaclasificarlos tumoresvesicalesmalignosendiferentescate-

goríaspronósticasmediante la determinacióndel EGF-R en muestrasde tejido

tumoral.
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* ONCOGENES NUCLEARES

El grupo de oncogenesnuclearessecaracterizapor constituir auténticos

factoresde transcripción.Supapelconsisteen regularla expresiónde unabatería

de genesinvolucradosdirectamenteen la regulaciónde la proliferacióno diferen-

ciación celular.

Entre los másestudiadosse encuentranla familia de oncogenesmyc (C-

myc, N-mycy L-myc).

Losproto-oncogenesC-myc, L-mycy N-myc,son los homólogoscelulares

de v-myc,el oncogéntransducidopor el virus MC29 de la mielocitomatosisaviar

y otros tres retrovirusaviarios,cuya accióntransformanteinduceunavelocidad

de proliferación casi doble que la inducida por retrovirus portadoresde otros

oncogenesy se acompañade inmortalización<’37~.

El gen C-mycestáaltamenteconservadodurantela evoluciónpuestoque

ha sido encontradoen los genomasde humanos,roedores,poííos y peces.Hay

aproximadamenteuna conservaciónen términosde aminoácidosdel 90% entre

los genesdel ratón y del hombre.

El protoancogénhumanoc-myccodificadosproteínasde 64 mil y 67 mil

daltons<138~.Estasmoléculasestánfosforiladas,tienenun alto contenidoenprolina

y estánlocalizadasen el núcleo~’39~. La proteínaP67tiene la mismasecuenciade

aminoácidosque la proteínaPM exceptopor la presenciade 15 aminoácidos

adicionalesen su amino terminal. No se sabehastael momentosi las proteínas

P67 y PM c-myc tienendiferentespropiedadesbiológicas.
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Lasproteínasc-myc tienenuna vida mediamuy corta(20-30 minutos) lo

cual esapropiadoparaun gen quejuegueun papel reguladoren la proliferación

celular<138>.

Desdelos primerosestudiosse conocela importanteparticipaciónde c-

mycen la mitogénesisy diferenciacióncelular,comogen de respuestaprimaria

ante los estímulosque activanla entradaen ciclo de lascélulasen reposoprolife-

rativo~140>. En estas circunstanciasse producesiempre un rápido y transitorio

aumentode su expresiónquedura unaspocashorasy desciendeprontoa lo largo

de eseciclo y de los sucesivos,en tanto no se vuelva a la situaciónde reposo

proliferativo<14¡>. La expresiónde mycesnecesariay suficienteparala prolifera-

cion.

La activación oncogénicade los genesde la familia mycpuedeproducirse

por tresmecanismosaparentementediferentes.El primer mecanismo,es el que

ocurre en la transducción retrovíricay en la mutagénesispor inserción.En ellas

el proto-oncogénquedatruncado, sin sus regionesreguladorasni los sitios de

iniciación normal de la transcripcióny, además,bajo e] control directo de los

promotores e intensificadoresviricos.

En el segundomecanismo,la hiperexpresiónse debea unamultiplicación

repetitiva o amplificación génica, descubiertainicialmente en N-myc en el

neuroblastomay detectadaposteriormenteen otros tumoresy en otros miembros

de la familia. Constituye un factor pronósticode primer orden en el neuro-

blastoma<142”43>.

En el tercer mecanismo,la hiperexpresiónse debea una translocación

cromosómica,fenómenoconstanteen los plasmocitomase inmunocitomas
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murinos y en e] linfoma de Burkitt humano(340,341).En éste Ja trasJocación

constantey característicat(8; 14)(q24;q32)implica un intercambiomutuo entre

la región distal de la rama larga del cromosoma8, que lleva todo o partedel

proto-oncogénc-myc y la equivaJentede] cromosoma

Se ha observadouna expresión aberrantede este gen en numerosas

neoplasiashumanas,líneascelularesy tumoresinducidosen animalestransgéni-

cos. Se ha evidenciadounaalta expresiónen lesionesneoplásicasde cabezay

cuello, colon~’45~ y cervix~’46~.

Estudiossimultaneandola valoracióndel anticuerpopor inmunofluores-

cenciay la del contenidode ADN mediantecitometriade flujo~’47~ demuestranun

mayorcontenidode estaproteínaen relacióncon el incrementoen la síntesisde

ADN, observándoseincluso una mayorexpresiónen la mucosanormal respecto

a la tumoral lo que permite a estos autoressugerir la posibilidad de que una

disminuciónen la síntesisde estaproteínaintervengaen la patogeniadel cáncer.

Asimismo también se ha sugerido la posibilidad de que un aumentoen la

expresión de c-myc por parte de las células del estromaconlleve un mejor

pronóstico.

Sonescasoslos trabajosrealizadosacercadel comportamientode losonco-

genesc-myc en tumoresurológicos.

El oncogénc-myc se ha encontradoamplificadoen el adenocarcinomade

próstatay en la hiperpíasiabenignade la próstata~’48~.En el tumor de Wilms se

encontró sobreexpresadoel oncogénN~myc(l49>. En lo que respectaa tumores

vesicalesse ha encontradouna correlación entre la expresiónde c-myc y la

recurrenciao invasiónen unaserie de tumoresvesicalessuperficiales.Al mismo
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tiempo se ha sugeridoque el nivel de metilacióndel oncogénc-myc puede

correlacionarsecon el estadioy gradotumoral en las neoplasiasvesicales<150>.

GENES SUPRESORES

En los últimos años se ha descubiertola existenciano sólo de genes

‘dominantes” capacesde inducir la transformación celular al alterarse su

expresión,sino tambiénde genescuyosproductosestáninvolucradosde forma

diversaen la regulaciónnegativade la proliferación celular y cuya alteración

conlíevaa la transformacióncelularpor falta del mismoo a su supresión.Repre-

sentantesde estegrupo son: el gendel retinoblastoma,y el gen que codifica la

proteínap53.

* Gen supresorp53

El gensupresorp53, localizadoen la región p13 del cromosoma17<151>,

codificala expresiónde unafosfoproteinade53 kDa; p53 fue primeroconsidera-

do un marcadortumoral,posteriormenteun oncogén<’52”53~y, finalmente,un gen

supresor<154’155”56~.La expresión de la proteína p53 hizo su aparición en la

literaturacientíficaen 1979<157>.En principio llamó la atenciónpor aparecerabun-

dantementeen las célulastumoralesy en relacióncon la infecciónde las células

porel virus SV4O. Por ello seinterpretó,inicialmente,comoun antígenotumoral

o la expresión de un oncogén.

En 1982 Crawfordy cols. basándoseen la apariciónespontáneade anti-

cuerposanti-p53en pacientescon cáncerde mamaadelantaronque la relación
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entreel excesode estaproteínaen lascélulasneoplásicasy la malignidad,debería

buscarse, tanto en su simple sobreexpresión,como en Ja alteración de su

estructuramolecular,o en la alteraciónde su presentación<158>.Pronto se supo

quela proteínap53de la célulastumoraleseramásestableque la queapareceen

la célulasnormales.Rotter y cols. aportaronla evidenciade que, en las células

de la leucemiaL12, el caráctermalignoseasociaigualmentea la ausenciade p53

como a la presenciade unapS3aberrante.

Comoen el casode los demásgenessupresores,su inhibición, elisióno

mutación favorecela carcinogénesis.La proteínadel genpS3nativo detieneeJ

ciclo celular al final de la faseGí e impide la entradaen la fase 5, por acción

sobreel complejode iniciación de la replicacióndel DNA o por activaciónsobre

los genesde paso de Gí a5. La falta depi? favoreceel mantenimientoindefini-

do del ciclo celular.

El pi? conmutaciónpuntualproduceunaproteínaque no puedeentraral

núcleo y se queda en el citoplasma<159> y tiene actividad cancerígena<1~>,

convirtiendoen cierta manerael gen supresoren oncogén.Cuandocoexisteun

aumentode la expresióndel genpi?nativo conproteínade un genpi? mutado,

seelimina la actividadtransformadorade estaúltima<’61’54>.

Ha sido demostradala cooperaciónentrela falta depi? o de su mutación

y la acciónde oncogenesras en el procesode carcinogénesis<162163>.

Al igual que c-myc y c-myb,el pi? mantienenindefinidamentea la célula

transformada<¡MJÓS>.Se ha comprobadoque la vida mediade la proteínap53 es

máslargaen célulastransformadascon respectoa las normalesy que determina
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dos clones de DNA que codifican p53 puedeninmortalizar lineascelularesen

cultivos<lM>.

Con técnicasde secuenciación,se han estudiadolosdistintoscodonesdel

genp53 en los que ocurrenestasmutaciones.Cadamutacióndaría lugar a una

proteínaalterada;algunasde estasalteracionesconsistensolamenteen unapérdida

de su funcionamientohabitual mientras que otras se ha comprobadoque

adquierencapacidadtransformantesobredeterminadaslíneascelulares.La mayor

partede las mutacionesestansituadasentrelos residuos aminoácidos130 a 290;

principalmenteen cuatroregionesde la proteína: los residuos117-142,171-181,

234-258 y 270~28616716s>. Todas estas alteraciones genotípicas originan

variacionesen las oncoproteinas.

Las mutacionesen el genp53 parecenser ]as alteracionesgenéticasmás

frecuentesen cáncereshumanos.Se suponequeen la mayor partede las neopla-

siasexisteuna mutacióndepS3y en algunasuna supresiónfuncionalo molecular

depS3.

Los estudiosrealizadosen el carcinomade colon han encontradoque un

75-80% de los mismosmuestrauna alteraciónen ambosalelosparael pi?; uno

por deleccióny el otro por mutacionespuntuales.Son estasúltimas las que dan

lugar a la síntesisde la proteínaalterada<’69>.Se han visto alteracionesgenéticas

similaresen cánceresde pulmón,mama, riñón, próstatay vejiga.

En el cáncerde mamase ha encontradounaexpresiónaumentadadepi?

mutado en el núcleo. La presenciade dicha proteína se correlacionacon la

indiferenciación, atipias, numero de mitosis y grado histológico del tumor,

considerándoseun factor de mal pronósticoen los carcinomasde mama.
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En los tumoresvesicalesse ha visto unaexpresiónde pS3mutanteen un

51-54% de los mismos<¶70171>.Siendolos tumoresinfiltrantes los que presentan

una mayor positividaden relacióncon los tumoressuperficiales<’70>.Aproxima-

damenteun 60% de los tumoresinvasivoscontienenpi? mutaday aproximada-

menteun 90% de los tumorescon estamutaciónllevanasociadala pérdidade un

alelo del cromosomai7p que contieneel gen

Recientementehan sido detectadasmutacionesde pi? en el DNA de

sedimentosy citologíade orina de pacientesconcáncervesical no tratado,esto

permitiría el screeningen individuos de alto riesgo o como control en el

seguimientode los pacientestras el tratamiento<172>.

Gen supresor Retinoblastoma<Rb)

Otro ejemplo de gen supresorde la transformacióntumoral es el gen

relacionadocon el retinoblastoma.El gen Rl’ se sitúa en la región q14.11 del

cromosoma13. Codifícaunafosfoproteinanuclear,con un PM de 110-116kDa,

comúnmentedenominadaRB-1 o simplemente Rb. Esta proteína tiene la

capacidadde unirse in vitro al DNA. Puesto que los niveles de proteína

permanecenestablestodo el tiempo, pareceque la fosforilizacióny no la expre-

sióndel genes la forma de regularsu función y actividad, indudablementerela-

cionadacon el ciclo celular<173’74”75>.

Durantelas fasesGO/G1 se encuentradefosforiladay aparecefosforilada

durantelas fasesS-G2-M.

La fosforilización en la transiciónG1ISalteraríala fución de pRB,
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colocándolaen un estadopermisivo para la progresióndel ciclo celular.

LaproteínaRl’ hiperfosforilizada,al igual quela unidacononcoproteinas

viricas, seencuentrafuera del núcleo,al contrarioque la hiposfosforilizada,que

se mantieneestrechamenteunidacon algunaestructuranuclear,de modo que la

(hiper)fosforilizaciónen la transiciónG1/S tendríapor objeto liberaresaunión,

quedebeser la que impide la progresióndel ciclo<’76>. Esto se apoyaen el hecho

de que las proteínasRl’ mutadasaisladasde diversostumorese inactivas, por

tanto, comooncosupresoras,hanperdidoesta situaciónde anclajefirme en el

núcleo<~77>

En su forma salvaje,pareceinterveniren la regulaciónde la transcripción

de otros genesy suprimela expresiónde c-fos y de N-myc. Generalmente,su

fallo seproducepor deleccióncompletao parcial; concretamentese han descrito

deleccionesde los exones2 1-27. La proteínacodificadapor el gen truncadoes

de unos95 kDa y falla en su desplazamientoal núcleo,por lo que puedeaparecer

acumuladaen el citoplasmade las células anómalas.

La oncoproteinaE7 de los virus del papilomahumano16 y 18 se unea

la proteínaRB-¡ formandocomplejosinactivos; lo mismoocurrecon el antígeno

LT de virus 5V40 y con el antígenode adenovirusEla.

La carencia, malformación o inactivación de la proteína RB—I determina

la apariciónde transformacionesmalignasen célulasde diferentestejidos.

Se ha descritola presenciade unaproteínaRB conunadelecciónde un

dominio de 35 aminoácidosen el carcinomade vejiga. Se piensa que este

fragmentoes necesarioparaque la proteínapuedaejercersu función<’78>.
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Hipótesis

HIPOTESIS

Las neoplasiasuroteliales son lesionestumoralesde difícil valoración,

debiéndosefundamentalmenteestefenómenoa una gran heterogeneidadde sus

lesiones,una biología tumoral multiforme y una evoluciónpotencial hacia la

invasióndesdesusmanifestacionesiniciales. Su biologíatumoral le confiereuna

evoluciónimprevisiblequehacedifícil efectuarun diagnósticocorrectodeforma

precoz.Durantelas últimasdécadasunade las líneasprioritariasde investigación

uro-oncológicahasido identificarfactoresdevalorpronóstico,esdecir, descubrir

rasgoscaracterísticosrelacionadosdirectamentecon la enfermedadneoplásica,

capacesde ofreceruna informaciónobjetivay cuantificablesobrela evolución y

respuestaal tratamientode los carcinomasvesicalesde célulastransicionales.La

informaciónasí obtenidanosproporcionaríalas basesparaun mejor manejo de

estostumores,orientándonosen la adopciónde unaaptitudterapeúticainicial, en

el seguimientopostoperatorioy en la detecciónprecozde recidivastumorales.

El desarrollode las técnicasde biologíamolecularen los últimos añosha

supuesto un poderosoimpulso para la investigación oncológica, aportando

información sobre las modificacionesgenotípicasy fenotipicasacaecidasen las

célulascancerosas.Nosparecepor tantodel máximointerésanalizarla expresión

de los principalesoncogenesimplicadosen el cáncervesical y correlacionarlos

condiversosparámetrosclínicose histopatológicosparadeterminarsu importan-

ciapronóstica.Pretendemosanalizarsi estosestudiosañadenalgunainformación

acerca de la evolución de los pacientescon carcinoma vesical de células

transicionales,pudiendoselecionarun grupode pacientesconalto riesgode desa-

rrollar recidivastumoraleso fallecerpor estetipo de neoplasia.En estesentido,

la posibilidad de adoptarmedidasterapeúticasadicionalespodría mejorar el

pronósticode estosenfermos.
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Nospareceasimismointeresanteemplearsencillastécnicasde laboratorio

parala detecciónde la expresiónde oncogenespuestoque, en casode demostrar

valor pronóstico,son fácilmenteaplicablesa la rutina hospitalaria.

En vista del estadoactual de la atencióna los pacientescon carcinoma

vesical,pareceobligagotratar de identificar nuevaslineasde investigaciónque

intentenmejorarla comprensióndel comportamientobiológico del tumor, y con

ello tratar de modular de la forma más beneficiosapara el paciente dicho

comportamiento.Entreellos, la determinaciónde expresiónde oncogenespuede

constituir una ayuda en la atencióny el control clínico de los pacientescon

cáncervesical,y contribuir a mejorarsu pronóstico.Por otra parte, la ausencia

de elementosdiagnósticosfiablesen su evaluaciónasociadosala bajasensibilidad

que poseíanotros métodosdiagnósticosmás tradicionalesindujeron a llevar a

caboestudiosexhaustivosa cercadel comportamientobiológico de estetipo de

tumoresuroteliales.

La identificacióntempranade aquellostumoresquepresentaránun curso

agresivo mejoraría el pronóstico del cáncer vesical al permitir una acción

terapéuticaadecuadamás temprana.

Aproximadamenteun 10-20% de T.superficialespapilaresevolucionana

carcinomanodularinvasivo. La predicciónde esaevoluciónmalignaesuno de

los problemasen el manejode los tumoresvesicales.

Los mecanismoscelularesquemedianel comportamientoheterogéneode

los tumorespermanecedesconocido.A pesarde ello, avancesrecientesen la

biología tumoral han sugeridouna serie de marcadoresque puedenayudar a

clasificara los tumoresen relacióna las diferenciasbiológicasentre ellos.
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En la propiacélula tumoral se encuentranmuchasde las características

que van a determinarel comportamientobiológico tumoral. De ahíel interésde

los estudiosrealizadossobreel DNA y ciclo celular,oncogenes.Estasvariables

junto al restode los factorespronósticospodríanexplicarlas variacionesen el

comportamientobiológico tumoral de forma individualizada y realizar una

caracterizaciónbiológica de los tumoresvesicales.
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Objehvos

OBJETIVOS

1. Iniciar un protocolode estudiode la biologíamolecularde los carcinomas

vesicalesde célulastransicionalesquepermitacaracterizarbiológicamente

estostumores.

2. Determinar las concentracionesde las oncoproteinasp185(neu)y pl75

(EGF-R)en tejidoneoplésicodecarcinomasvesicalesde célulastransicio-

nalesy en tejido urotelial sano.

3. Analizarpor inmunohistoquimicala expresiónde la oncoproteinap53 en

tejido neoplásicode carcinomasvesicalesde célulastransicionalesy en

tejido urotelial sano.

4. Relacionarlas oncoproteinasanalizadascon las característicasclínicasy

anatomopatológicasde los tumoresvesicales.

5. Determinar los factores pronósticosen cuantoa la supervivenciay al

tiempolibre de enfermedadutilizandolos parámetrosclínicos,anatomopa-

tológicosy oncoproteinasestudiadas.
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Pacientesy Método

La edadmediaen los varonesfué de 69.7±9.71,con un rangoentre41

y 93 años. En el grupode mujeres concarcinomavesical la edadmediafue de

64.4+15.9,siendoel rangode 23-80 años.

SEXO MEDIA DS MINIMA MAXIMA

TUMORVESICAL HOMBRES 69,7 9,71 41 93

MUJERES 64,4 15,9 23 80

GRUPOCONTROL HOMBRES 69,7 6,9 61 90

TABLA III: Edad media de los pacientes
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II.- METODO

11.1-METODOLOGíA CLíNICA

1) Grupo Control

Comoya mencionamosanteriormenteel grupo control estuvocompuesto

por 20 muestrasde tejido urotelial obtenido antesdel cierre de las paredes

vesicalesen pacientessometidosa adenomectomiatipo Freyer.

2) Grupo con cáncervesical

El estudiode estegrupo de pacientesse llevó a caboen tresetapas:a)

etapapreoperatoria,b) intervenciónquirúrgica y, e> etapapostoperatoria.

a) Etapa preoperatoria.

Se realizó,sistemáticamente,entodoslos pacientesunadetalladahistoria

clínica,estudiosradiológicos(UIV, TAC), estudiosultrasonográficos,endoscopia

urológica, citologíaurinariay determinacionesanalíticasbásicas.

b) Etapa operatoria

Duranteel acto quirúrgico (RTU,cistectomía)seprocedióa la obtención

de unamuestratumoral,quese dividió en dosfragmentos:uno de ellosdestinado

al estudio histopatológicoy el otro para el estudio de oncogenes.El primer

fragmentofué fijado inmediatamenteen formol al 10% durante12horas,incluido
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en parafinay teñido segúncriterio del especialistaen Anatomía Patológica.El

segundofragmento se introdujo en un tubo de plástico y, a continuación, se

congelóen el mismo quirófanointroduciéndoloen un termoconnitrógenoliqui-

do. En ningún caso el tiempo transcurridoentre la extracción de la pieza

quirúgicay la congelaciónde la muestrasobrepasólos cinco minutos. Una vez

transportadala muestra,seprocedióa su almacenamientoen un ultracongelador

de -800C, hastael momentode su procesamientodefinitivo.

e) Etapa postoperatoria

Con objeto de analizarla posibleinfluenciapronósticaque pudieratener

el análisisde diferentesoncogenes,serealizó un estudioy seguimientoclínico de

los pacientes.

El seguimientopostoperatorioconsistióen:visita médica,estudiosradioló-

gicos diversos(UIV, TAC, ECO), endoscópicos y pruebas analíticas. La

periodicidadde las revisionesfue cadatresmeses,duranteel primeraño y cada

seismesesa partir de esemomento.

El seguimientode nuestrogrupode pacientesse realizóduranteunamedia

de 15.06+6.84meses.

La mortalidada consecuenciadel cáncervesical duranteel periodode

seguimientofue de 15 pacientes(26.15%).

Duranteel periodode seguimientopresentaronrecidivade la enfermedad

24 pacientes(36.9%).
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11.2-METODOLOGIA ANALITICA

* Estudio histopatológico

.

El estudioanatomopatológicofue realizadopor dos patólogosde forma

independiente.En cada caso se demostróla naturalezade la muestra: tejido

tumoral en los especimenesprovenientesde losenfermosconcáncery tejidouro-

telial sanoen la muestrasde los pacientesutilizadoscomogrupo control.

Todaslas muestrasse fijaron inmediatamenteen formol al 10% por un

periodoaproximadode 12 horasy se incluyeronen parafinamedianteun sistema

automáticode inclusión de tejidos en vacío.

Los cortesde aproximadamente5 micras fueron teñidoscon la técnica

convencionalde Hematoxilina-Fosina.

En cadatumor se estudióel tipo histológico, estadiotumoral y gradode

diferenciación. En relación con el grado de diferenciación,los tumoresfueron

distribuidossegúnla ClasificacióndeBroders<’80>que contemplacuatrogrados:

Grado 1 (biendiferenciado)

Grado TI (moderadamentediferenciado)

Grado III (mal diferenciado)

Grado IV (anaplásico).
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Los tumoresvesicalesfueron divididos siguiendo la Clasificaciónde

Jewett-Marsball<181>que distingue los siguientesestadios:

* Estadio0= carcinomain situ

* EstadioA=invasiónde la láminapropia

* EstadioB~ = invasión de la muscularsuperficial

* EstadioB
2 invasiónde la muscularprofunda

* EstadioC = invasiónde la grasaperivesical

* EstadioD1= invasiónde órganosvecinos,metástasisganglionares

linfáticas regionales.
* Estadio D2= metástasisganglionaresyuxtaganglionaresy/o metástasis

a distancia.

Por últimomencionarquede unaforma prácticay parafacilitar el manejo

estadísticohemospreferido clasificar los tumoresvesicalesen superficialese

infiltrantes.

* Procesamientode lasmuestrastisulares

.

Parala preparaciónde las muestrastisularessesiguióel siguienteproceso:

1t- Trituración conun microdismembrador.

2v.- Pesadodel tejido triturado.

55



Pacientesy Método

30• Homogeneizacióndel tejido con potter vidrio teflon en buffer

TRIS-UCI a pH 7,4 (TRIS 0,1 M, EDTA 0,015 M, 10% glicerol,

0,01% monotioglicerol). Se homogenizala suspensióndel tejido

tres veces durantequince segundoscadavez y se transfiere el

homogeneizadoconpipetaPasteura un tubo de policarbonatopara

su centrifugación.

40 Centrifugacióna baja velocidad (1500 rpm, 10 minutos, 40C)

obteniéndoseun precipitado (pellet) que contiene la fracción

nucleary el sobrenadante(citosol y membranas).

50 Ultracentrifugacióndel sobrenadantea 40.000 rpm durante60

minutos, a 40C. De esta forma obtenemosun sobrenadanteque

contieneel citosol y un pelletdondeestáncontenidaslas membra-

nas.

6o.~ Distribución del citosol en alícuotaspara la cuantificación de

proteínas . Las membranasse guardanresuspendidasen buffer

TRIS. Ambos especímenesson congeladosa -80”C hasta el

momentode ser procesadosdefinitivamente.
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TEJIDO

4
PULVERIZAR

4
PESAR

HOMOGENEIZAR

4
CENTRIFUGAR

PELLET
SOBRENADANTE

ULTRACEN GAR MEMBRANAS4 RECEPTOR EGF

SOBRENADANTE

4
ALICUOTA

PARA
DETERMINAR

D 1 ST ¡ NTOS
PARAMETROS
Rl O LO G 1 COS

FIG.8: Procesamiento de muestras tisulares

CITOSOL
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* Cuantificaciónde proteínas c¡tosólicasyde membrana

.

La determinaciónde proteínasen el citosol y en membranase realizó

siguiendoel métodocuantitativode Lowry<’82>. El trabajose realizacon uncon-

tenidoproteicocomprendidoentre0.3 y 2.5 mg/mí, diluyéndoseen buffer TRIS

las muestrasque excedanestosvalores.

* Determinacióndeoncoproteinapl 85/NEU

.

El oncogenNEU codificaunaproteínaconun PesoMolecularde 1 85KD

conocidacomopl85. La determinaciónde dichaproteínase realizó medianteun

ensayo ELISA (OncogeneScienceR).Por tanto se trata de un inmunoanálisis

enzimático tipo “sandwich” que utiliza dos anticuerpos: un anticuerpomono-

clonal de ratón, para capturadel antígenoy, otro, policlonal de conejoparasu

detecciónque reconoceel dominioexternode la pl85.

La cantidadde anticuerpoque seha unidoal antígenose mide conuna

IgG anti-conejoconjugadaconperoxidasade rábanopicante.Esteenzimacataliza

la conversión de O-phenylendiaminaen un producto coloreado.La lectura se

realiza en un espectrofotómetroa 492 nm, siendo la concentraciónde p185

presenteen la muestradirectamenteproporcionalal color desarrollado.

Los coeficientesde variacióninter-ensayoparadosconcentracionesde 20

y 142 HNU/ml fueron respectivamentede 5%(n=32)y de 3.6%(n=32).Los

coeficientesde variaciónintra-ensayoobtenidosparaesasdosmuestrashansido

de 5.9%(n= 8) y 1.5% (n= 8) respectivamente.La sensibilidaddel métodofue de

10 HNU (1 HNU==0.05 fmol/mg de proteína)
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La equivalenciade unidades“UNU’ (HumanNeu Units) y fm (fentomo-

les) es de 1 HNU=O,5 fm.

* Determinacióndel ReceptordelFactordeCrecimientoEpidérmico

(EGF-RI

La cuantificación del EGP-R se llevó a caboen las membranasque fueron

descongeladasy homogeneizadasde nuevo.

La determinacióndel EFG-R se realizó con un kit de la casaVIENNA

LABR, que utiliza un método de radioligando. El análisis consiste en la

incubaciónde 75 ul de preparadode membranacon 75 ul de EGF-1125en

presenciay ausenciade un excesode 200 vecesde EGF no marcadode forma

que se establezcauna competencia.Tras una incubación de dos horas a

temperaturaambiente,el EGF libre es separadodel complejo EGF-Receptor

mediantela adición de un precipitante(gamma-globulina>y centrifugación.El

precipitadoque contieneel complejoligado se lleva a un contadorde radiación

gamma.

El cálculo del contenidode EGF-k se realizacon arregloa la siguiente

fórmula:

N0totalde uniones-N0deunionesinespecíficasX 1000 = fmol de EGF-Rimgprot
Contajetotal Prottot.
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Lasmuestrasseprocesaronporduplicadodándosecomopositivasaquellas

que presentabanuna diferencia mayor al 90% entre los enlaces totales e

inespecificos.

La sensibilidad del método se determinó utilizando una muestra de

placentadiluida en buffer TRIS y manteniendola concentraciónde proteínaen

2,5 mg/ml con BSA (seroalbúminabovina). La sensibilidadobtenidaen nuestro

análisisfue de 1. 1 fmol/mg de proteínas.

Como “Control” se utilizó unapreparaciónde membranasde placenta

humana,con una concentraciónmedia de proteínade 228±52.1fmol/mg de

proteínaoscilandoen un rangode 133 y 402 fmol/mg de proteína.

* Método inmunobistoquímico para la determinación del oncogén

p53.

Las técnicas inmunohistoquimicaspermiten la identificación de un

constituyentede la célulao del tejido in situ medianteunareaccióninmunológica

en la que la moléculaa localizaractúacomoantígenoen la reacción.

El procedimientoque hemosseguidoen esteestudiofué el siguiente:

A). PREPARACIONDE LAS MUESTRAS

.

Se emplearonlos tumoresincluidos en parafinasobre los que se había

realizadoel estudioanatomopatológicoprevio. De cadabloque seleccionadose

realizaroncortesde 5 micrasde grosor.Inmediatamenteantesde iniciar la técnica
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fue necesariodesparafinarlose hidratarlos, lo que se realizó de la siguiente

forma:

i) Xilol 15 minutos

u) Alcohol 100~ 5 minutos

iii) Alcohol 960 5 minutos

B> PROCEDIMIENTODEL ENSAYO

.

Se realizó medianteel sistemaperoxidasaantiperoxidasa(PAP).(REF.-

Sternberger,1970)

1 O•~ Inhibiciónde la peroxidasaendógena.

i) Las preparacionesse incluían en una soluciónal 0,1 % de l~l2O2

(peróxidode hidrógeno)enmetanolabsoluto,durantetreintaminu-

tos.

u) LavadoconPBS (Phosphatebuffered salme)0,01 M a pH 7,2

durante5 minutos.

20.-Paramejorarla exposiciónantigénicasometimosel materialenuna

solución de Buffer Citrato 0,01 M, pH 6,0 a dos pasessucesivosde 7 minutos

de duraciónen un microondasa 750 W.

30 Anticuerpo primario:

i) Incubaciónde los corteshistológicosconel anticuerpoprimariodurante

16 horasen cámarahúmedaa 40C. Comoanticuerpoprimario se utilizó
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el anticuerpomonoclonal de ratón NCL-p53-D07 (NOVOCASTRAR)

diluido a 1/50 en TRIS-Albumína.

u) Comocontrol negativoseempleó suerode ratón normalen NS con

albúminaséricabovina.

iii) Lavadocon PBS,haciendotrescambiosde 5 minutoscadauno.

40 Incubacióncon el anticuerpopuente(inmunoglobulinade cabra

antiratón)durante45 minutosa temperaturaambiente.Lavado con PBS, de la

mismaforma que en el pasoanterior.

50• Complejopexoxidasa-antiperoxidasade ratón. Se cubrían las

muestrascon 50-100lambdasde estereactivodurante20 minutos.A continuación

se hacíantres lavadoscon NS de 5 minutoscadauno.

60.-Sustratocromógeno.Paravisualizarel complejoantígeno-anticuer-

po-enzimaseutilizó 3,3’ diaminobenzidinatetrahidrocloruro(DAR). Sepreparaba

en el momentode usarla ya que su vida mediaes corta, disolviendo5 mg de

DAR (Sigma,D-563711) en 10 ml de TRIS 0,2 M. En el momentode revelarse

añadian100 ul de peróxidode hidrógenoal 1 %. La reacciónde la peroxidasacon

el peróxidode hidrógenoconviene a la DAR en un productoinsolublede color

pardo-rojizovisible con el microscopioóptico.

i) Se cubría totalmente cada preparación durante 10 minutos con

diaminobencidina.

u> Despuésse llevabaa caboel lavadocon aguadurante10 minutos.
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70 Contratinción. Se usó hematoxilina

i) Se incluíanen un recipienteconhematoxilinadurante1 minuto.

u) Lavadocon aguadurante1 minuto.

30•~ Deshidratación y montaje de las preparaciones.

i). Deshidrataciónen alcoholescrecientesde 960 y 1000 durante5

minutosen cadaunode ellos.

u) Aclarado en xilol.

iii)Montaje con DPX (Depex Mounting Medium-Prod
36125R)

C) VALORACION DE LOS RESULTADOS

La tinción inmunohistoquimicase evaluabapor la coloraciónparduzca

observadaen el núcleode las célulasneoplásicas.

Pararealizarunavaloraciónsemicuantitativade los resultadosobtenidos

se considerabael porcentajede células teñidasde la siguienteforma:

* 0: negativosaquelloscasosen los que la presenciade núcleos

positivosera inferior al 10%,
* 1:10-25%de nucleosteñidos

* 2: 25-75% de nucleosteñidos

* 3: >75 ?o de nucleosteñidos

Comocontrolespositivosse utilizaron muestrasde positividadconocida,

empleandocorteshistológicosde un adenocarcinomade colon.
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III. ANALISIS IEISTADISTICO

Los datos obtenidos en el estudio recibieron tratamiento estadístico

medianteel empleode un ordenadorpersonalCOSMO PCcompatible.

Diseñamosunabasede datosconel programaDBASE III PLUSen la que

cadapacienteestabarepresentadopor una “ficha” definidapor 33 campos,los

cualessignificabancadauno de los datosrecogidosencadaindividuo, asimilados

a 33 variablesestadísticasde caráctertanto cuantitativocomocualitativo.

Los diferentesparámetrosfueronestudiadoscon el paqueteestadístico

SPSSy PRESTA.

Previo al análisis estadísticose estudió la bondad de ajuste de cada

variablea unadistribuciónnormal, con la pruebade Kolmogorov-Smirnov.Se

emplearontest no paramétricosen aquellasvariablesque no se ajustabana una

distribuciónnormal.

El análisisestadísticode nuestrosresultadosha comprendidodospartes:

una primeradescriptivay la segundacomparativa.

1.- Estadísticadescriptiva.

En cada variable cuantitativase determinaronlas clásicasmedidasde

centralizacióny dispersión:mediaaritmética,mediana,rangoy desviacióntípica.

Paralas variablescualitativasse hanobtenidolas frecuenciasabsolutasy

relativasporcentuales.
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2.-Estadísticacomparativa.

Se analizaronlasdiferenciasentrelosparámetrosclínicosy oncoproteinas

de los pacientesclasificadospor estadiosy por las característicasmicroscópicas

del tumor.

Seaplicaron los siguientestest estadísticos:

* Pruebade Chi-Cuadradoo pruebaexactade Fisher:parael estudio

de relacióno asociaciónentrevariablescualitativas.

* PruebadeMan-Whitney:paradetectardiferenciassignificativasentre

variablescuantitativascuandoéstasno se ajustabana unadistribuciónnormal.

* CurvadeKaplan-Meier:paraestudiarla probabilidadde supervivencia

asícomola probabilidadde mantenerselibre de enfermedad.Las diferenciasen

ambosparámetrosen basea distintasvariablesfue determinadacon el test de

Log-Rank<’83>.

* Análisis multivariante: Regresiónmúltiple de Cox.En la investiga-

ción clínica a menudonos interesaconocersi un determinadosuceso(variable

respuesta),comoesla aparaciónde recidivay/o metástasiso el fallecimientotras

la intervenciónquirúrgica por una neoplasiadeterminada,ocurrirá o no y los

factores(variablesexplicativas)quepotencialmentepuedeninfluir en la aparición

del suceso.El análisis de cadafactor por métodosunivariantesnos ofreceuna

idea previa de la importanciaque presentala variable de forma aislada. Para

conocersu importanciarelativa teniendoen cuentala posible interrelacióncon

otrasvariablesesprecisoexaminarlasde un modo simultáneomedianteun
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Pacientesy Método

análisis multivariante,el métodode regresiónde Cox es el másadecuadopara

conocerla interrelacióne importanciarelativade diferentesfactoresrelacionados

conel tiempo de supervivenciao de recidivatumoral. Se tratade un métodono

paramétricode regresiónque tieneen cuentael diferenteperiodode seguimiento

de los distintos enfermos.La regresiónde Cox estableceun modelopredictivo

que permitecalcular la probabilidadindividual de fallecimientoo recidiva, que

estaráenfunción del tiempolibre de enfermedado supervivenciay del valorque

tomanlasvariablesexplicativasseleccionadasen esepaciente.En esafunción se

incluyen solo aquellasvariablesque influyen de forma significativa en que el

sucesoocurra o no.
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Resultados

1.- DATOS EPIDEMIOLOGICOS

1.1.-SEXO

La proporción hombres/mujeresen el grupo de pacientescon cáncer

vesical fue de 54/11. Los hombresrepresentabanel 83,08% del total de la

muestra y las mujeresun 16,92%. El grupo control fué constituidoexclusiva-

mentepor varones,ya que comose indicó anteriormentese empleócomotejido

vesical sanoel recogidoen pacientesportadoresde una hiperpiasiaprostática

benignasometidosa unaadenomectomíasuprapúbicatipo Freyer.(FIG. 9>.

HOMBRES

54

83%

17%

11

FIG. 9: Distribución de los pacientes con cáncer vesical según el sexo.
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4.- DETERMJNACION DE ONCOGENES EN TEJIDO

VESICAL

4.1.-RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

(EGF-R)

a) Grupo Control.

El tejido urotelial sano presentéun valor medio de 2.54 fmol/mg de

proteínacon unaDS= 1.63

b) Grupo con carcinomavesical

La concentraciónmediade EGF-Ren los pacientescon carcinomavesical

fue de 14.54 fmol/mg de proteínacon unaDS=14.71.

Entre ambosgrupos existe una diferenciaestadísticamentesignificativa

(p<0.001).

MEDIA DS MEDIANA RANGO P

T.VESICAI 14.54
14.71

9 0.2-64.8
*

CONTROL
2.54 1.63 2.5 0.1-6.2

* p < 0.001

TABLA IV Concentraciónde EGF-R en los gruposcontrol y cáncervesical.
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MEDIA DS MEDIANA RANGO

CONTROL 122.08 84.20 98.5 38.5-399.2 *

T. VESICAL 921.25 644.07 816.6 53,8-3804

* P < 0,001

TABLA V: Concentracióndepl8S (Neu) en los gruposde estudio.

Si analizamosla FIGURA 18 se puedever que ambosgrupospresentan

distribucionespara estavariablemuy diferentes.

Las concentracionesfueron significativamenteinferioresen las muestras

control que en las muestrascarcinomatosas(p< 0.001).
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4.3.- ONCOGEN P53

Parael análisis estadísticode la expresiónde p53 en los dos grupos

estudiadosrecurrimosa tablasde contingenciapuestoquesetratade unavariable

cualitativa.

a) Grupo control

Ningunode los casosutilizadoscomo control resultépositivo.

b) Grupo cáncer vesical

El oncogenp53 fue positivo en un 50.8 %(n=33) de los casos. La

FIGURA 17 refleja los porcentajesobtenidosparacadauna de las valoraciones

quesehicieron al analizardicho oncogén.

La tablaqueaparecea continuaciónnos distribuye los individuos según

sunivel de p523 y el diagnóstico.

O (N) 1(N) 2(N) 3(N)

T.VESICAL (32)

49.2%

(10)

15.4%

(16)

24.6%

(7)

10.8%

CONTROL (20)

100%

(0)

0%

(0)

0%

(0)

0%

N= númerode casos

TABLA VI: p53 en los gruposcontrol y cáncervesical.
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5.- RELACION DE LOS ONCOGENIES CON LAS CARACTE-

RISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS TUMORES

5.1.- ONCOGENES Y ASPECTO TUMORAL

El aspectopapilar se asociócon concentracionesmásbajas de EGF-R,

13.41 fmol/mg de proteínafrente a 21.38 fmol/mg de proteínaquepresentaron

los de aspectosólido. No obstanteno detectamosdiferencia estadísticamente

significativaentreambosgrupos.

._

N
0CASOS MEDIA DS RANGO P

PAPILAR 26 13.41 11 63 0.2-42 *

SOLIDO 8 21.38
-_.

21.69 0.5-64.8

* No significativo

TABLA VII: Concentraciónde EGF-R (finol/mg de prot) en relación con el

aspectotumoral.

En relacióncon la oncoproteinapl 85(NEU)son los tumorespapilareslos

que presentaronconcentracionessuperiores 1038.85+684.52HNU/mg de

proteína,en los de tipo sólido el valor medio de la misma fue de 848+524.19

UNU/mg de proteína. En este caso tampoco existía diferencia estadística

significativa.
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¡NOCASOSI MEDIA DS RANGO P

PAPILAR 34 1038.8 684.5 53.8-3804

*

SOLIDO 11 848.70 524.19 253.7-2125.8

* No significativo

TABLA VIII: Concentraciónde NEU(HNU/mg de prot.) en relación con el

aspectotumoral.

Con respectoal p53 los tumorespapilares fueron negativos en un

58.82%(n=20)frente a un 27.27%(n=3)de los tumoressólidos. Cabedestacar

queun 36.36%de los tumoressólidospresentaronuna tinción fuertementeposi-

tiva, con más deI 75% de núcleos teñidos y sólo se encontróun 2.94% de

tumorespapilarescon eseporcentaje.

lo i 2

20 5 81
PAPILAR

58.82% 14.71% 23.53% 2.94%

3 1 3 4
SOLIDO

27.27% 9.09% 27.2% 36.3%

TABLA IX: Expresióndep53 en relación conel aspectotumoral
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5.2.-ONCOGENESY UNI/MULTIFOCALIDAD TLJMORAL

Los tumores únicos fueron más frecuentesque los múltiples, siendo estos

últimos los que tenían concentracionesmás elevadas EGF-R, 13.30 y 16.22

fmol/mg de proteína respectivamente.(FIG.23).

IN MEDIA~ DS RANGO

ÚNICO 27 13.30 16.42 0.2-64.8 *

MÚLTIPLE 20 16.22 12.26 0.5-42

* No significativo

TABLA X: Concentración de EGF-R<finol/mg de prot) en relación a la

característicade uni/mult¡focalidadtumoral.
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Con respectoal NEU los tumoresúnicosteníanunosniveles de 850.52

HNU/mg deproteínamientrasquelos tumoresmúltiplesalcanzaronunaconcen-

tración mediade 1046.10UNU/mg de proteína.(flG. 24)

MEDIA DS RANGO N P

UNICO 850 5 661.0 76-3804 36 *

MULTIPLE 1046 1 629.8 53.8-2776.7 27

* No significativo

TABLA XI: Concentraciónde NEU ( HNU/mg. prot.) en relación a la

característicade uni/mul~focalidadtwnoral.
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Los tumoresmúltiples fueron positivospara la oncoproteinap53 en

63.90% (n=23), en cambio los tumoresúnicos presentaronpositividad en

36.1% (n=13)delos casos.(FIG.25).

un

un

O(%) 1(%) 2(%) 3(%)

UNICO 13

36.11%

1

16.67%

11

30.56%

1

16.67%

MULTIPLE 17

62.96%

1

14.81%

1

18.52%

3

3.70%

TABLA XII: Expresiónde P53 en relacióna la característicadeuni/mult¡foca-

lidad tumoral.
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6.- RELACION DE LOS ONCOGENIES CON LAS CARACTE-

RISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DEL TUMOR.

6.1.- ONCOGENIES/ESTADIODE JEWETT-MARSHALL

La clasificaciónde los pacientescon cáncersegúnel estadiode Jewett

reflejó que en el caso del EGF-R los tumorespertenecientesal grupoD tenían

concentracionessignificativamentesuperioresa las que presentabanlos casos

agrupadosen el estadioA. En los tumoressuperficialesla concentraciónmedia

del receptorde EGF fue de 10.49 fmol/mg de proteína frente a los tumores

infiltrantes en los que el nivel medio fue de 25.13 fmol/mg de proteína.

Existiendounadiferenciaestadísticamentesignificativaentreambosp<0.05.

(nG. 26).

ESTADIO N0CASOS MEDIA DS RANGO

A 34 10.49 10.13 0.2-42

B 9 24.12 15.97 2.3-47.6

C 2 20.55 14.75 5.8-35.3

D 2 34.3 30.5 3.8-64.8

TABLA XIII: ConcentracióndeEGF-R <finol/mgprot) en relaciónconel estadio

de Jewetí-Marshall.
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Con respectoa la proteínapl85 las concentracionesmás elevadasse

dieron en los tumoresque pertenecíanal estadioB. Al agruparlos tumoresen

dosgrupos:superficialese infiltrantes se observóqueeran los tumoresinfiltran-

tes los que alcanzaronniveles superioresde pl85. Los tumoressuperficiales

presentaronuna concentraciónmedia de 924.86 HNU/mg proteína, en los

tumoresinfiltrantes los niveles medios paradicha proteínafueronde 910. Sin

embargono seencontrarondiferenciasestadísticamentesignificativasentreambos

grupos.(nG. 27)

[ESTADIO N0CASOS MEDIA DS RANGO

A 45 924.86 562.6 76-2776.7

B 10 1077.1 960.3 253.7-3804

C 3 349.5 429.3 53.8-355.5

D 2 832.7 705.3 334-433.1

TABLA XIV: Concentracióndepl8S(HNU/mgprot) en relación conel estadio

de Jewett-Marshall.
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Al analizarel comportamientodel p53 respectoal estadiotumoral llama

la atenciónla asociaciónde esteoncogéncon el carácterinfiltrante del tumor.

Ningunode los tumoresdel estadioA presentóunatinción fuertementepositiva

siendoun 58% de los tumoresclasificadosen este estadionegativosparaese

oncogén.En cambio,en los tumoresinfiltrantes un 80% de los mismosfueron

clasificadoscomomoderadamenteo fuertementepositivos.(HG. 28).

ESTADIO~ O

A 58%

1 2 3

20% 22% 0%

B 20% 0% 50% 30%

C 0% 0% 0% 100%

D 50% 0% 0% 50%

TABLA XV: Expresiónde p53 en relación con el estadiode Jewett-Marshall.
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6.2.- ONCOGENESY GRADO DE DIFERENCIACION

LasconcentracionesdeEGF-R máselevadasseencontraronen los tumo-

res másindiferenciados:6.73, 14.48 y 17.07fmol/mg de proteínaparalos tumo-

res bien diferenciados,moderadamentey poco diferenciadosrespectivamente.

Existen diferenciasestadísticamentesignificativasal compararlos tumoresbien

diferenciadoscon los tumoresmoderadamentediferenciados (p<0.05), y al

compararlos tumoresbien diferenciadoscon los pobrementediferenciadoso

anaplásicos.(HG. 29).

N0 MEDIA DS RANGO

BIEN DIFERENCIADO 6 6.73 4.05 0.2-10.2

MODERADA

DIFERENCIACION

22 14.48 15.55 1.3-64.8

POCODIFERENCIACION 19 17.07 15.48 0.5-47.6

ANAPLASICO 6 13.05 14.1 2.3-47.6

TABLA XVI : Concentraciónde EGF-R (fmol/mgdeprot.) en relación con el

grado de diferenciaciónde Broders.
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En relación con el NEU no se observandiferenciassignificativas con

respectoal gradodediferenciación.Son los tumoresmoderadamentediferencia-

dos los que presentanconcentracionesdiscretamentesuperioresa las de los

tumores bien diferenciados o a las de los pobrementediferenciados. Los

resultadosobtenidosfueron892.81, 971.76, 817.72UNU/mg proteínapara los

tumores bien diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente

diferenciadosrespectivamente.(HG. 30).

MEDIA DS RANGO

BIEN

DIFERENCIADO

11 892.8 521.3 181.4-1922.2 *

MODERADAMENTE

DIFERENCIADO

29 971.7 569.0 161-2776.7

POBREMENTE

DIFERENCIADO

25 817.7 780.7 53.8-3804

* No significativo

TABLA XVII: Concentraciónde NEU(HNU/mg de prot) en relación con el

grado de d<ferenciaciónde Broders.
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El oncogenp53 presentóun comportamientosimilar al EGF-R. Los

tumoresbien diferenciadosfueron en un 72.73% de los casos negativospara

dichooncogeny el 27.37%restantepresentóuna tinción debilmentepositiva.En

cambio,los tumorespobrementediferenciadostuvieronunatinciónmoderadamen-

te o fuertementepositivaen un 64% delos casossiendonegativostansólo en un

28% de los mismos.(HG.31).

~_Ny(%)

N

Ny(%)

N

Ny(%)

N

Ny(%)

BIEN

DIFERENCIADO

(

(72.7%)

(

(27.3%)

(

(0%)

(

(0%)

*

MODERADA-

MENTE

DIFERENCIADO

17

(58.7%)

(

(17.2%)

(

(24.1%)

(

(0%)

POBREMENTE

DIFERENCIADO

(

(28%)

(

(8%)

(

(36%)

(

(28%)

* No significativo

TABLA XVIII: Expresióndep53en relacióncon el gradode diferenciaciónde

Broders.
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7.-EVOLUCION POSTOPERATORIA DE LOS PACIENTES AFECTOS

POR CANCEL INFLUENCIA DE LOS DATOS ANALIZADOS EN EL

DIAGNOSTICO: SUPERVIVENCIA Y RECURRENCIA.

Se realizó un seguimientode los pacientesduranteun períodomedio de

15.9±6meses.

La mortalidadfue de 27.7% (n=18). De los pacientesfallecidos, tres

fueronexcluidosdel estudiode supervivencia.Uno de ellos por la coexistencia

de carcinomavesical y carcinomade mamaconmetástasisoseas,y otrosdospor

la coexistenciade carcinomavesicaljunto con un adenocarcinomade próstata.

La supervivenciaen los carcinomasfue estudiadaestableciendocurvasde

supervivenciaparalos diversosvaloresde cadauno de los parámetrosde posible

importanciapronóstica.

1.- En relacióncon Jasupervivencia:

* Característicasclínicasyanatomopatológicas.

a) Característicasclínicas.

Lasdosvariablesestudiadasfueronla edady el sexode los pacientes.Al

agrupara los pacientesporedaden dosgrupos,mayoro igual de 70 y menores

de 70 años, se encontróuna diferenciasignificativa (p <0.05)respectoal hecho

de fallecer o no (HG. 32). De los pacientesque tenían más de 70 años

fallecieronun 39.39% (n=13) de los mismos, frentea un 8.69% (n=2) de los

que teníanmenosde 70 años.
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En cambio la variablesexono reflejó ningunadiferenciaestadísticamente

significativacon respectoa esemismoacontecimiento.Las mujerespresentaron

un porcentajede mortalidadligeramentesuperioral de los varones.Fallecieron

un 44.4% (n=4) de las mismasy un 23.4% (n= 11) de los hombres.<FIG.33).

c) Característicasmorfológicasdeltumor

La probabilidadde supervivenciase vio influenciadapor la configuración

macroscópica del tumor. Un 87.5% (n=28) de los pacientesportadoresde

tumorespapilares permanecíanvivos al término del estudio, en cambio los

tumoressólidoscondicionaronun peor pronósticoy sólo 11.12% (n=2) de los

mismossobrevivíanparael mismo periodo de tiempo. La comparaciónde las

curvasde Kaplan-Meiermedianteel test de Log-Rankdemostróque eran esta-

disticamentediferentescon unaprobabilidadp <0.001. (FíO. 34).

No se encontrarondiferencias significativas en lo que respectaa la

supervivenciacuandose estudiósu relación con la existenciade tumoresúnicos

o múltiples. De los pacientesportadoresde tumoresúnicosfallecieron34.48%

(n= lO) y un 19.23% (n=5) de los pacientescon tumoresmúltiples.(FIG.35).
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c) Característicasanatomopatológicasdel tumor.

- Estadiode Jewett-Marhall

La profundidadde invasión en la pared vesical en el momento del

diagnóstico,se correlacionóestrechamentecon la supervivencia.Fallecieronun

13.63% (n=6) de los pacientesportadoresde tumoressuperficiales frente a un

75 %(n=9)delos pacientesportadoresde tumoresinfiltrantes. El análisisestadís-

tico medianteel testde Log-RaniK reflejó queexistíaunadiferencia estadística-

mentesignificativa entreambosgrupos(p<0.001).(HG.36).

- GradodediferenciacióndeBroders

El gradode diferenciacióntumoral fue otro de los factoresquecondicionó

la supervivenciade forma significativa.Duranteel períodode seguimiento(n= 15

meses)no falleció ningún pacientecon tumor bien diferenciado. Un 52.38%

(n= 11) de los tumoresde alto grado fallecieron duranteese tiempo, y en ¡os

carcinomasmoderadamentediferenciadosel porcentajede mortalidad para el

mismoperiodofue del 16% (n=4).

La comparaciónentrelos tumoresmoderadamentediferenciadosy poco

diferenciadoso anaplásicosresultóserestadisticamentesignificativa (p <0.001).

<HG. 37).
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d) Supervivenciay expresiónde oncoproteinas

Se investigó la expresiónde oncoproteinasy su influenciasobreel hecho

de fallecero no.

Para la proteína p185(NEU) y el EGF-R fue necesariorealizar una

estratificaciónde los mismosparaseleccionarel puntode cortequemostrarauna

mayor significaciónen cuantoa la posibilidadde sobrevivir.

En el casode EGF-R las concentracionesmáselevadasse observaronen

los pacientesque fallecieron 15.07+14.89(fmol/mg prot), en los pacientesque

sobrevivíanlos nivelesmediosde EGF-Rfueron12.47±11.1(fmol/mg prot>. El

análisisde las curvasde supervivenciaparadistintospuntosde corteenel EGF-R

no reflejó diferenciasestadísticamentesignificativasparael hechode fallecer o

sobrevivir.El valor de EGF-Rque establecíamayoresdiferenciasfue EGF-R=6

fmol/mg de proteína.(FíO. 38).

En relacióncon la proteínapl85 la concentraciónmediaen el grupo de

pacientesque fallecieron fue de 1151.1±856.1(HNU/mg prot.), los pacientes

que no murieronpresentaronunaconcentraciónmediade 928.7 (HNU/mg prot).

No seencontróun valor de plSSquecondicionaraunpeorpronóstico.(FIG.39).

La expresióndep53se relacionóde maneraestadísticamentesignificativa

conlas tasasde supervivencia.Los tumorescon mayor índicede positividadson

los que presentaronunapeorevolución,fallecieronun 83% de los mismosfrente

a un 14% de los tumoresnegativosparadichooncogén.(FIG.40).
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—NEU>875 NEUc875

FIG. 39: Supervivencia/NEU
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FIG. 40: Supervivencia/Expresión de p53
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B.- En relaciónconel intervalo libre deenfermedad.

En el estudiode intervalo libre de enfermedadse incluyen50 pacientes.

No se consideraron15 casos:3 fallecenen un períodomuy corto trasla resección

transuretral(1-2 meses),3 se les practicócistectomíacomotratamiento,y 9 casos

sepierdenporquelos pacientesno hanacudidoa revisiónen ningunaocasión.

Durantee] períodode seguimiento,24(36.9%)de los pacientespresenta-

ron recurrenciasdel tumor.

a) Característicasclínicasde los pacientes

Al analizarla edady el sexode los pacientesno seencuentrandiferencias

significativasen relacióncon el intervalo libre de enfermedad.(FIG.41-42).

b) Característicasmorfológicasdelospacientes

No seobservandiferenciassignificativasal considerarel aspectotumoral

como factorque pudierainfluir en la recurrenciadel tumor.(FIG.43)

De igual forma el hechode serportadorde un tumor único o múltiple

tampococondicionóun peor pronósticorespectoal hechode sufrir recurrencia

tumoral.(FIG.44)
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e) Característicasanatomopatológicasdel tumor

* Estadiode Jewett-Marshall

La probabilidadde mantenerselibre de enfermedadfue superioren los

pacientesportadoresde tumores superficiales que en aquellos con tumores

infiltrantes. De los pacientescon tumoressuperficialespresentaronrecurrencia

de la enfermedadun 44.18% frentea un 71.4% de los pacientescon tumores

invasivos. La comparaciónentreambosgrupos medianteel test de Log-Rank

reflejó que existía una diferencia estadísticamentesignificativa entre ellos

(p<0.01>.(FIG.45).

* Gradodediferenciaciónde Broders

El gradode diferenciacióntumoral no condicionóun peor pronósticoen

cuantoa la mayoro menorprobabilidadde sufrir recaídasde la enfermedad.Los

pacientesportadoresde tumoresbien diferenciadospresentaronrecaídade la

enfermedaden un 57%(n= 15) de los casos, en cambio los tumores bien

diferenciadossufrieron recaídasen un 22.2%, si bien la diferencia no fue

significativa<FíO. 46).
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ONCOGENES

La informaciónpronósticaen cuantoa la mayor o menorprobabilidadde

sufrir recaídasde la enfermedadtambiénfue demostradaparael NEU. En este

sentido, la probabilidadde mantenerselibre de enfermedadfue de 63% al

finalizar el período de seguimientopara los tumores que exhibieron una

concentraciónde estaoncoproteinamenorde 875 HNU/mg proteína,frentea un

39% de los tumores con valoresde pi85 superiores(p<O.05) (FIO. 47).

Al estudiarel EGF-R en relación con este mismo acontecimientose

observóqueun 66.6%de lospacientesque teníanconcentracionesde esereceptor

superioresa 6.5 fmol/mg proteínapresentaronunarecaídafrentea un 38.4% de

los que teníanconcentracionesinferiores. Sin embargo,el análisisestadísticono

reflejé diferenciassignificativasentre los mismos(FíO. 48).

La expresiónde p53 si condicionóun peor pronóstico.Los tumoresque

expresaronp53 con una tinción moderadao fuertementepositiva sufrieronuna

recaídaen un 60% de los casosy de los tumoresnegativosparadicho oncogén

lo hicieronen un 42%.(FIO.49).
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ANALISIS MULTIVARIANTE: REGRESION DE COX

Una vez establecidascuales eran las variables que influían en la

supervivenciay en el intervalo libre de enfermedad,realizamosunaregresiónde

Cox. El modelo estadísticode Cox permite establecercuales de los factores

relacionadoscon la supervivenciao la recidiva tumoral tiene factor pronóstico

independiente.

Conrespectoa la supervivencia,en nuestroestudio,habíamosencontrado

que el estadio tumoral, la configuración morfológica del tumor, grado de

diferenciacióny expresión de p53 influían sobre el hecho de fallecer. Tras

realizar la regresiónde Cox sólo se puedeconsiderarcomo factor pronóstico

independienteel estadiotumoral (p <0.05). El p53 esla segundavariable que

ejerce unamayor influenciasobrela supervivencia(p<0.]).

En relacióncon el intervalo libre de enfermedadtras realizar las curvas

de Kaplan-Meierhabíamosencontradodiferencias significativas al analizar el

estadiotumoral, la expresiónde p53 y p185(NEU).En estecasola regresiónde

Cox indicó queningunade estastresvariablespuedeserconsideradacomofactor

pronósticoindependiente.
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Discusión

El cáncerocupahoyen díaun puestode primerordenen la problemática

sanitariamundial. En ascensiónconstantedesdecomienzosde siglo, representa

actualmentela segundacausade muerte, sólo precedidapor las enfermedades

cardiovasculares.

El cáncer vesical representaaproximadamenteel 2% de todas las

neoplasiasy constituyeun problemade ámbito mundial~’83~. En cifras absolutas

es uno de los más habitualesde la población masculinatras el carcinomade

pulmón,próstata,colorrectal, y, en ocasiones,el carcinomagástrico(IM).

Los datosepidemiológicosy clínicosde nuestraserieson comparablesa

la mayoríade las seriespublicadaspor diferentesautores.En este sentido, el

carcinomavesical afecta en mayor medidaa varones,en unaproporción que

viene a ser de 3 a 1. En nuestroestudioesta proporción fue mayor corres-

pondiendo54 de los casosa hombresy 11 a mujeres.

Es una neoplasia que afecta fundamentalmentea personasde edad

avanzada.Un 80% de los casosde carcinomavesical se producenentrelos 50

y 79 años,con un pico en la prevalenciaa los 70 años~185>~’8tLa edadmediade

los pacientescon carcinomavesical en nuestraseriefue de 69,09 añossólo un

3.08 % teníanmenosde 50 años. Las neoplasiasmalignasde esta localización

sonexcepcionalesen edadesinferioresa 40 años. El grupocontrol seleccionado

presentóunaedadmediade 69,7 añossimilar a la de los pacientescon tumor

vesical, lo que facilitó el análisisestadísticocomparativoentreambosgruposde

pacientes.El conjuntode hallazgosepidemiológicosde nuestraseriecoincedecon
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las característicasepidemiológicosde otros estudios, lo que nos permitió

confrontaradecuadamentenuestrosdatoscon los obtenidosen otras series.

Las neoplasiasurotelialesson lesionesde difícil valoración,debiéndose

fundamentalmenteestefenómenoa unagranheterogeneidadde suslesiones,una

biologíatumoralmultiformey unaevoluciónpotencialhaciala invasióndesdesus

manifestacionesiniciales<187488~.Esto hacenecesariollevar a cabounaperfecta

caracterizaciónbiológciade los tumoresy justifica plenamentenuestrotrabajo.

El patrón básicode las neoplasiasvesicalesse caracterizapor tumores

superficialespapilares y tumores infiltrantes de aspectonodular(lS9.l~>. Los

tumorespapilaressuelenser múltiples y con frecuenciadesarrollanrecurrencias

tras la reseccióntransuretral,pero generalmentetienenun buenpronóstico.En

cambio,los tumoresde tipo nodulartienentendenciaa desarrollarseen solitario,

invaden la capamusculary consecuentementetienenun peor pronósticoincluso

cuandoson tratadosconcistectomíaradical.

Debemosmencionarqueen nuestraserielos tumorespapilaresrepresenta-

ron un 52.31% de los casoscorrespondiendotan sóloun 16.9% del total a los

tumoresde aspectosólido. Observamosque un 81.8% de los tumoressólidosse

presentaroncomoformasúnicas,mientrasque los tumorespapilaresteníanuna

mayor tendenciaa asociarsecon formasmúltiples.

Los carcinomasde vejiga se puedendividir en dosgrupos-superficiales

e infiltrantes-conimportantesdiferenciasen su historianatural~’91~.Aproximada-

menteun 80% de los tumoressuperficialespermanecenconfinadosa la mucosa

y submucosamientrasque la mayoríade los tumoresinvasivosestánasociados
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con un peor pronósticoy tendenciaa las metástasis.

Aproximadamenteun 10-20% de los tumoressuperficialesevolucionana

carcinomasinfiltrantes(l~l94>y la predicciónde la llamada“progresiónmaligna”

es uno de los seriosproblemasen el manejode los carcinomasde vejiga.

LLegadosa este punto son varias las cuestionessobre biología tumoral

quecontinúanconfundiendoaclínicosy científicos:¿Quécaracterísticasdelimitan

las diferencias entre displasia, metaplasia,hiperpíasia, carcinoma in situ y

carcinomafranco?¿Porquéalgunostumoressuperficialespermanecenlocalizados

mientrasqueotros queparecenmorfológicamenteidénticossevuelveninvasivos,

metastásicoso ambos?.Sin duda alguna estasrespuestasno han podido ser

resueltasen su totalidad, naciendopor este motivo la necesidadde caracterizar

biológicamentelos tumoresvesicales.

En las últimasdécadasse haproducidoun impulsoen la actitudde dirigir

los esfuerzosde investigaciónhaciala biologíacelular y molecular,conel ánimo

de encontraren el conocimientode los mecanismosquecontrolany gobiernanla

proliferacióncelulardesordenadaque constituyela neoplasia,nuevasestrategias

terapeúticas.

Al mismo tiemposebuscanen su senodatosde interéspronósticoquenos

permitanseleccionarpoblacionesde distinto comportamientobiológico sobrelas

que aplicar de forma más individualizada los regímenesterapeúticos.De una

forma análogaa lo que ocurre,en cuantoa pronóstico,con los diferentestipos

histopatológicosde carcinomavesical,debemosmencionarquela caracterización

biológicadel cáncerurotelial de vejiga esuno de los objetivosque persiguela

126



Discusión

biología molecular. Siguiendo esta línea de trabajo podremos conocer el

pronósticoexactode cadapaciente.

Para queestos eventoslleguena producirseseránecesarioquealgunas

técnicasbásicasen biología celular sean puestasa punto, (desarrollo de los

cultivos de líneas celularesy de las técnicasde donacióndel DNA,etc). Del

mismo modo ha sidonecesarioel conocimientode la expresióny regulaciónde

los procesosneoplásicosdesdesu origengenético(oncogenes,genessupresores>

parapodervislumbrarel lugarexactoquea estosmecanismosy mediadoresde

la señal integradosen el crecimientocelular lescorresponde.El estudiode estos

fundamentosquetienenlugaren los tumores ha ayudadomuchoa la compren-

siónde los mecanismosnormalmenteimplicadosen la regulacióndel desarrollo

celular.

La determinacióncuantitativao cualitativade la expresiónde oncogenes

o de susproductospodríaserde utilidad en la clasificacióndelos tumoresdentro

de diferentescategoríaspronósticas.Esta información podríacomplementara

otros factorespronósticoestablecidoscomo sonel grado y el estadiotumoral,

comoha ocurrido en el carcinomade mamacon EGF-R y el c-erbB-2~’95’96~.

Muchos han sido los intentos por clasificar a los tumoresvesicalesde

acuerdoa distintasvariablesquedeterminensu pronóstico. Las variablesmás

establecidashastaestos momentoshan sido patrónde crecimiento(papilar vs.

sólido»19?>,estadiotumoraUí9?298>y gradode diferenciación<’~2~>,cadauno de ¡os

cuales ha demostradotener implicacionespronósticas.Otros factorescomo la

expresiónde determinadosoncogenes(261202>y la presenciade EGF-Restánsiendo

valoradosperosu significadoclínico o pronósticoaúnno ha sido incorporadoen

127



Discusión

el sistemaactual de clasificación.Posiblementenuestralínea de trabjo permita

realizaruna interesanteclasificaciónpronóstica.

Puestoqueel cáncervesical esuno de los tumoresmás comunesen la

sociedadOccidentaly su incidenciaparecequeestáaumentandoparecejustificado

el estudiode su biologíamolecularcon el fin de aclararlos interroganteshasta

ahoraplanteados~191~.

En la búsquedade marcadorestumoralessensiblesy específicospara

carcinomasde vejiga, la expresiónde variosoncogenes(comoc-erbB2,c-erbBl)

y genessupresores(p53) han sido objeto de estudio. Aunque los resultadosno

han sido concluyentes,estasoncoproteinasparecenser importantesmarcadores

que puedenayudara catalogarmejor los tumoresde células transicionalesde

vejiga(4>.

GEN TUMOR SUPRESORp53

El gen supresorp53 estáadquiriendocadavez mayor importanciaen

oncología,hastael puntode queconsideramosque en el momentoactual es uno

de los que mayoresexpectativassuscitaen los investigadoresde estecampo.

La inactivaciónde los genessupresoresp53 y Rb, pareceser un hecho

importanteen la patogénesisde distintasneoplasias,lasevidenciassugierenque

la inactivación de p53 se correlaciona con la adquisición por las células

neoplásicasde un fenotipo invasiv&03>.
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La pérdidade una región cromosómicaespecíficarepresentauno de los

mecanismosde inactivaciónde los genessupresores.Se ha observadoque la

pérdidadel cromosoma17p es un hechobastantefrecuenteen muchostumores.

Trabajospionerosen cáncerde colon revelaronque la mayoríade los tumores

avanzadoshabíanperdido el brazo corto del cromosoma17(201 En este área

deleccionadase sitúael genp53queyahabíasidopreviamenteidentificado.Esta

delección es frecuentementeacompañadapor una mutación del alelo que

permanece(2~.2O5Z~>,lo que conlíevaa una inactivaciónde la proteínacodificada

por el gen. Las mutacionesdel gen supresorpi3 parecenser las mutacionesmás

frecuentesen cáncerhumano, identificándoseen aproximadamenteel 50% de

diversasneoplasias,que incluyen mama~207~,colon~208~y pulmón<2~~.

Dada la importanciaque parecetener el gen supresorp53 en cáncer

humanonospareció del máximointerésestudiarla expresiónde dichooncogén

en el carcinomavesical de célulastransicionales.

En nuestroestudio la expresiónde este oncogénha sido determinada

mediante inmunohistoquimica.La valoración de la inmunorreactividadde los

núcleosconlos anticuerposque detectanla oncoproteinapi3 varíaen diferentes

trabajos.Generalmentetodos los autoresvalorancasospositivosy negativos,si

bien algunosdiferencian grupos en función del porcentajede células positi-

vas.Soimet al.(2¶O> consideran+ (<5% de núcleos positivos), ++(5-10%),

+++ (10-40%) y ++++(>40%). Otros consideranpositivos a partir del

y algunosno establecengruposy sóloconsideranpositivos los casosen

los que la mayorpartede los núcleosson inmunorreactivos<2¡2>.Nosotroshemos

establecidocuatro grupos:“0” cuando no aparecíaningún núcleo teñido,“1”

cuandoaparecíanteñidosmenosdel 25%, “2” si el porcentajedenúcleosteñidos
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estabacomprendidoentreel 25-75% y “3” para los casosque presentabanmás

de un 75% de positividad.

Los tumoresvesicalesen nuestraserieexpresaronp53 en un 51% de los

casos,presentandoen un 10.77%(n=7una inmunorreactividadfuertemente

positiva.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores.

Wright<213>informaque un 54% de los tumoresde vejiga son positivosparap53,

presentandoun 18% de los mismos una tinción intensay el 36% restante

exhibieronuna tinción positivadébil.

Sidranskyy suscolaboradoresanalizaron18 tumoresprimariosde vejiga

y encontraronmutacionesen p53 en el 61 % de los mismos, representandola

primeraalteracióngenéticacomúnen las neoplasiasde estalocalización~2141.

Debemosrecalcarquetodo trabajocientíficoque sepreciedebeincluir un

grupo de controlessanos. En este sentido,de las muestrasde tejido urotelial

normal queanalizamosen nuestroestudiono resultó positivaningunade ellas.

Estosdatosson semejantesa los obtenidospor otrosautores,quienesdescriben

la inexistenciade inmunorreactividadparap53 mutanteen urotelio normal, sin

afectaciónneoplásica~215~.YE DW y colsexaminaronla expresiónde p53 en 67

casosde carcinomasde célulastransicionalesdevejigay en 6 controlesnormales.

La tinción nuclearde p53 fue detectadaen un 51% de los pacientesconcáncer

y ninguno de los controles resultó positivo~216~. Por otra parte Sarkis(217>

describieronnegatividadinmunohistoquimicaen célulasnormales.
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Un tema debatidopor diferentesautoresha sido la localización de la

alteracióndel gen supresorp513 en el procesocarcinogenético.Entendiendola

cascadacarcinogenéticacomounaacumulaciónde alteracionesgenotípicasque

dan lugar a modificaciones en la diferenciacióny proliferación celulares, se

discute si la alteraciónen el gen supresorp53 podría ser un acontecimiento

tempranoque facilitaría la posterioralteraciónde otros geneso por el contrario

tiene lugar en las últimasfases.

Al analizarel comportamientodel p53 respectoal estadiotumoral llama

la atenciónla asociaciónde este oncogéncon el carácter infiltrante de los

tumores.

Estudios citogenéticos revelan que la pérdida del brazo corto del

cromosoma17 junto conlas mutacionesen el genPS3 se aprecianfundamental-

menteen tumoresconestadiosavanzadosy alto gradoy son rarasen los tumores

superficiales.Los resultadosde nuestroestudio,y de la bibliografíaen general,

muestranuna incidenciasuperioren tumoresvesicalesinfiltrantes.

En nuestraserieningunode los tumoressuperficialespresentóunatinción

fuertementepositiva siendoun 42% de los tumoresclasificadosen esteestadio

positivosparaesteoncogén.En cambio,en los tumores infiltrantesun 80% de

losmismosresultaronser moderadamenteo fuertementepositivos.En el estudio

realizadopor YE DW et al. encontraronla proteínap53 en un 36% de los

tumoressuperficialesy en un 71 % de los carcinomasinfiltrantes~216~.En general

podemosconsiderarque es rara la expresión mutada de P53 en tumores

superficiales,pudiendoalcanzarun 60% en carcinomasinvasivos.
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Wee et al. la expresiónde p53 se encontróen un 92% de los carcinomas

invasivos, 86% de los carcinomasin situ, y en un 28% de las areasdisplásicas.

El hechode quela proteínap53 seexpresetambiénencasosde displasiay carci-

nomain situ nos hacesuponerque las mutacionesen estegen puedentenerun

papel en la patogénesisdel carcinomavesical. La expresióndep53 puedeserun

indicadorde progresiónde la enfermedaddesdedisplasiaa carcinomain situ y

carcinomainfiltrante~215~.

La principal limitación del p53 en estosmomentoses que las mutaciones

en estegenparecenseruno de los últimos eventosqueocurrenen la progresión

del tumor, estolimita la utilización de este test como screeningpara detectar

recurrenciasen tumoresprimarios.

El grupo de Cordon refiere en uno de sus trabajosque la acumulación

nuclear de p53 se asociacon progresióntumoral. Analizaron43 pacientescon

carcinoma de células transicionalesTi, tratados con resección trasuretral

exclusivamente,utilizando métodos de inmunohistoquimica.En 18 casos la

tinción nuclearfue negativa, y 25 muestrasmostraronun patrónhomogéneoo

heterogéneode inmunorreactividad.La tasade progresióncomparandolos dos

grupos, fue superioren aquellospacientesque teníanun patrónhomogéneoo

heterogéneode expresiónde la proteínaPS3mutada(20% tasade progresiónpor

añoversus2,56/)(217)

Posteriormenteese mismo grupo estudió la expresión de p53 en 54

pacientescon tumoresTa y 31 concarcinoma“in situ”. Tras realizarun análisis

multivariante,encontraronque la expresiónnuclearde la proteínap53 mutadaes

el predictormásimportantede progresiónen ambaspoblaciones<218~.
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Datossimilaresson expuestosporSprucket al.~219>enun estudiorealizado

en carcinomas“in sitiÉ’, en el que observaronque la expresiónde la proteína

nuclearp53 es un eventoprecozen la formaciónde carcinomas“in situ”, y que

la presenciade la mismaexplicabasu propensióna invadir.

El estudiodelgradohistológicodemostróquela positividadde PS3estaba

asociadasignificativamenteconel gradotumoral. Nuestroestudiodetectó

una mayor tendenciaa expresarp53 en aquellostumoresde alto grado. Los

tumoresbiendiferenciadosfueronen un 72.7%de los casosnegativosparadicho

oncogén y el 27.3% restante presentóuna tinción débilmentepositiva. En

cambio, los tumorespobrementediferenciadostuvieron una tinción moderada-

menteo fuertementepositiva en un 64% de los casossiendonegativostan solo

un 28% de los mismosy el 8% restantepresentóuna tinción positiva débil

(<20% de núcleosteñidos>.

Los trabajos publicadoshasta ahora han sido unánimesal asociar la

expresiónde p53 con el grado de diferenciacióntumoral(215220>.Kamel et al.

afirman quela positividadfue significativamentesuperioren los grados11-111que

en los tumoresbiendiferenciados(p=O.004Y220>.La mayorpositividadseencontró

en los tumoresde gradoIII (78%), 48% en gradoII y 33% en los de grado1.

Otrosdosfactorescon los quecomparamosla expresiónde la oncoprotel-

na pS3 fueronlascaracterísticasmorfológicasdel tumor, el aspectotumoral y la

presentaciónúnica o múltiple de los mismos. En este sentido, como puede

observarseen la tabla IX y en la figura 22, resultó que fueron los tumorescon

aspectosólido los que expresaroncon mayor frecuencia la proteínap53, un

72.5% de los casosfueronpositivos,en cambiolos tumorespapilaressólo fueron
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positivos un 39.1% de los mismos.

Por último y en relacióncon el númerode tumores, se observóque en

aquelloscasos en los que el tumor era único, se expresabaeste oncogéncon

mayor frecuencia(63.9%).

La correlación con el grado y el estadio tumoral sugiere que las

mutacionesenp53 puedenestarasociadasconunaevoluciónmásagresivade los

tumores. Por tanto, la expresiónde p53 constituyeuno de los pilares sobrelos

que se apoyala caracterizaciónbiológicadel carcinomatransicionalde vejiga.

La expresiónde pS3 ha sido relacionadaconunamenorsupervivenciaen

diferentes neoplasias. Según Visakorpi el riesgo de muerte en pacientes

portadoresde carcinomade próstatafue 12 vecessuperioren los casoscon p53

positivo.

En nuestro estudio la expresiónde p53 en los tumoresvesicalesde

células transicionalescondicionó una menor supervivencia.Los tumorescon

mayor índice de positividad son los que presentaronuna peor evolución,

fallecieronun 83% de los mismosfrentea un 14% de los tumoresnegativospara

dicho oncogén.La curvade supervivencia(Fig. 40) esmuy demostrativapara

estehecho, los tumoresqueexpresaronen mayorporcentajela oncoproteinap53

son los quepresentanunamayorprobabilidadde fallecer.

En relación con el intervalo libre de enfermedadlos tumoresque

expresaronp53 con una tinción moderadao fuertementepositiva sufrieronuna

recaídaen un 60% de los casosy los tumoresnegativoslo hicieronen un 42%
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RECEPTOR PARA FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

Los factoresde crecimientoy en generallas moléculas“señal” implicadas

en los procesosde crecimientoy proliferacióncelular vieron la luz en los años

50-60 graciasa los ensayosbiológicosque Cohen,Levi Montalchini y Metcalf,

entre otros,realizabanen la caracterizaciónde los factores de crecimiento

epidérmicoy neuronal,asícomode los fatoresestimuladoresdel crecimientode

colonias(221>.

El EGF-Rha sidodeterminadopor diversosgruposde trabajo,endiferen-

testipos detumoresy líneascelularestumorales~222~~medianteel empleode dos

tipos de técnicasbásicamente:radioligando-radioinmunoensayoy técnicasde

inmunohistoquimicacon el concursode diferentesanticuerposmonoclonales.

La relaciónentre la expresiónde EGF-Ry comportamientoclínico ha

sidoestudiadoen detalleen carcinomasde mama,en los quese ha visto que la

positividad de este receptor se correlacionacon la ausenciade receptoresde

estrógenosy presenciade nódulos positivos<~2S22l). Demostrandoque en esta

neoplasiala expresión de EGF-R constituyepor sí mismo un dato de peor

pronósticoindependientede otrasvariables.

Hallazgossimilaresse hanencontradoen pacientesafectosde carcinomas

de esófagoy de ovario~228’229>en los que se ha visto la asociaciónde nivelesde

EGF-Relevadoscon menorsupervivencia.

Messing~JO>informó en 1984 que ciertaslíneasde célulastransicionales

tras la aplicaciónde EGF respondíana esteestímulocreciendoy dividiéndose.
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Aproximadamenteen esos mismos años Gustersonet al.<231> detectabanpor

inmunohistoquimica la presencia de EGF-R en varios tumores humanos

incluyendoel carcinomade vejiga.

Los métodosutilizados en la medición de la expresiónde EGF-R en

carcinomade célulastransicionalesestánbásicamenterepresentadospor la

inmunohistoquimicay las técnicasde radioligandoy radioinmunoensayo.Siendo

el métodode inmunohistoquimicael empleadoconmayorfrecuenciaenla mayor

partede los trabajospublicados.

La técnica de inmunohistoquimicautiliza anticuerposmonoclonales

dirigidos contrareceptoresde EGFen seccionesde tejido de tumoresprimarios

de vejiga~2301.

El otro método de estudiopara determinar la exprexiónde EGF-Res

mediante radioinmunoensayo(RIA).Se basaen determinar la unión de EGF

marcadoconun isótopo radioactivo(1125>aunafraccióndemembranascelulares

homogeneizadasy calcular la concentraciónde receptor. A diferenciade las

técnicasinmunohistoquimicasesun métodocuantitativoen el que la concentra-

ción de EGF esunamedidaobjetiva.

El métodode radioligandoes más sensiblea la hora de detectartumores

conconcentracionesbajaso moderadasde EGF-R.No obstante,existeunabuena

correlaciónentreel métodode inmunohistoquimicay de radioligandocuandolos

tumorespresentanconcentracionesde EGF-R superioresa 35 fmol/mg prot~232~.

El métodode radioligandoseguidoen nuestroestudioes sencillo, nos
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permitela cuantificación de unaforma objetiva, y seencuentrabienestablecido

en nuestrocentro,dadoqueel procedimientoseguidoessimilar al empleadoen

el procesamientode otros tipos de muestrastumorales,como cáncerde mama

por ejemplo.

La amplificaciónde DNA y/o sobreexpresiónde RNAm del receptorpara

EGF se ha asociadoconel potencialmaligno de varios tumoreshumanos.Para

determinarla frecuenciade amplificaciónde DNA y sobreexpresiónde RNAm

del EGF-R en carcinomasde vejiga , evaluaron12 tumoresvesicalesmediante

Southernhibridaciónno encontrandoamplificaciónen ningunode los 12 tumores.

Se encontrósobreexpresiónde RNAm de EGF-R en un 36% de los tumoresde

vejiga y se piensaquepuedejugarun papel en la tumorigénesisde lasneoplasias

vesicales~233~.Resultadossimilaresencontrarontrasestudiar31 tumoresde vejiga

medianteSouthernblotting solo se demostróamplificación del gen en un solo

caso de los 31 tumores¿234>.

Con objeto de analizar la presenciade Receptorespara el Factor de

Crecimiento Epidérmicose decidió escogerunapoblación control con la que

podercompararlos nivelesde EGF-Ren tejido tumoral.Comoya se indicó los

sujetos control seleccionadosfueron pacientesportadoresde una hiperpíasia

prostáticabenignacandidatosa unaadenomectomíasuprapúbicatipo Freyer. La

cuantificacióndel contenidode EGF-Rentejido urotelial sanorevelódiferencias

significativascon respectoa las muestrastumorales.

Pocosdatosaportala literaturarespectoala concentraciónde EGF-Ren

tejido urotelial sano. Neal y cols. establecencomo límite superior en tejido

urotelial sanola concentraciónde 10 fmol/mgprot. considerandocomonegativos

137



Discusión

paraEGF-R aquellostumoresque presentanconcentracionesinferioresa ese

nivel.En nuestraserie la concentraciónmásalta encontradaen tejido urotelial

sanofue la de 6.8 fmol/mg prot. Estableciendoeste valor comonivel “cut-off”.

En diversos estudios realizados mediante inmunohistoquimicano se

encontrópositividadparaEGF-R en tejido sano~235~en estudiosinmunohistoquí-

micos, encontraronmínima reactividad del EGF-R en células de urotelio

superficial normal. Estos autoresa su vez observanque cuando se encuentra

expresiónde receptoresparaEGFen urotelio sano,estosaparecenen las células

de la capabasaldel urotelio, en cambio,en lesionespremalignasy malignasson

las célulassuperficialeslas quepresentanmayorconcentraciónde receptorespara

EGF~35>.

Una vez que establecimosque el tejido urotelial neoplásicopresentauna

sobreexpresiónde EGF-R,analizamosla relaciónde estereceptorcondistintas

variablesclínicasy anatomopatológicasdel tumor en un intentode establecerel

papel que dicho receptorjuegaen el carcinomade célulastransicionales.

Dos de los factores pronósticosmás importantesen el carcinomade

célulastransicionalesde vejiga sonel estadiotumoral y el gradode diferencia-

ción. Nuestraserie confirmó claramentelos datos precedentes(Fig.36-37).Se

trataahorade estudiarlas relacionesentreestasdosvariablesanatomopatológicas

y la expresióndel receptorparael factor de crecimientoepidérmicoen tumores

vesicales.
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El pronósticodelcáncervesicalestáfuertementeasociadoconla categoría

tumoral~236238>:pacientescontumoresde alto estadiotienenmayorposibilidadde

desarrollarmetástasiso de morir.

La literatura precedentees uniforme a este respecto.Son los tumores

infiltranteslos quepresentanmayoresconcentracionesde EGF-R,existiendouna

diferenciaestadísticamentesignificativa entreambosgrupos.

Nealet al. estudiaronmedianteinmunohistoquimicala presenciadeEGF-

R en 101 tumoresde vejiga, un 48% fueronpositivosparadicho receptor.Una

relaciónsignificativaseencontróentrela categoríatumoraly positividadde EGE-

R. La positividadparael receptorde EGF se asociasignificativamentecon el

estadiotumoral y gradode diferenciació(p<0,001)(239).

Enun trabajorealizadopor el grupode Neal(240>encontraronque la mayor

parte de los tumores invasivos conteníanEGF-R(21 de 24) comparadocon

tumoressuperficiales(7de 24).

Cuandoseempleóel métodode radioligandopara la cuantificaciónde los

receptoresde EGF en las membranasde las células tumorales,se consideraron

positivos30/47tumoresanalizados,siendoindetectableel EGF-Ren un 32% de

loscasosanalizados.Lasconcentracionesalcanzadaspor los tumoressuperficiales

fueronsignificativamenteinferioresa las de los tumoresinfiltrantes. Los niveles

encontradospor Neal et al!232> oscilan en un rangomuchomás amplio que el

establecidoen nuestroestudio.Siendo 64 fmol/mg proteínael valor másalto

alcanzadoen nuestraserie, datoquecontrastaampliamenteconestosautoresque

refierenquelos tumoresinfiltrantespresentanunaconcentraciónmediade EGF-R
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de 142 fmol/mgprot. Nuestrosresultadosson másacordescon losexpuestospor

Smith et al.~241~. Estosautoresencuentranquelos tumoressuperficialespresentan

unaconcentraciónmediade 12.4fmol/mgprotsiendosignificativamenteinferior

a la encontradaen los tumoresinfiltrantes conun valor mediode 99.9 fmol/mg

prot y unamedianade 20,5 fmol/mg prot).

La presenciade niveles superioresde EGF-R en tumoresinfiltrantes

implica un posible papel del receptor de EGF en la invasión de los tumores

vesicales<241>.Estos datos son similaresa los expuestospreviamentepor nuestr

grupo.

Hoy en díaotra de lascaracterísticasmorfológicasque ayudanaetiquetar

másexactamentecadatumor en cuantoa su comportamientoes el gradode

diferenciacióncelular. Sehanencontradodiferenciasen el pronósticode los

pacientesal randomizarlos tumoresen funciónde estavariable.

Smith~241>utilizandoinmunohistoquimicademostróunarelaciónsignificati-

va entreexpresiónde EGF-R , alto estadioy gradotumoraly mal pronóstico.En

nuestrotrabajolos tumoresmásindiferenciadosexpresaronconcentracionesmás

elevadasde EGF-R.Morenoy cols.(242>obtienenresultadossimilares,en su serie

los tumoresbiendiferenciadosalcanzanconcentracionesde 6,7 fmol/mgproteína

frente a22,2 fmol/mgproteínaquetienenlos tumorespobrementediferenciados.

Existiendodiferenciasestadísticamentesignificativasentre ambosgrupos.

Neal et al. tras realizarun análisis inmunohistoquimicoen carcinomas

vesicales de células transicionalesinforman que la positividad de EGF-R

determinabaun peorpronóstico. En nuestrotrabajoencontramosque la
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concentraciónmediade EGF-Ren los pacientesque fallecieronfue superiora la

de aquellos que permanecíanvivos al finalizar el estudio (15.07 vs 12.47

fmol/mg prot). No obstante,el análisis de las curvasde supervivencia(Fig. 38)

no reflejó que existierandiferenciasestadísticamentesignificativasentre ambos

grupos.

En relación con el intervalo libre de enfermedadlos tumores con

concentracionessuperioresde EGF-R(>6.5fmol/mgprot) presentaronrecidivas

en un 66.6%de los casos,en cambiolos tumoresconconcentracionesinferiores

sufrieronrecaídasen un 38.4%de los casos.Resultadossimilaresobtuvieronel

grupode Nealy colaboradoresen su estudio,en el que encontraronun índice de

recurrenciassignificativamentesuperioren tumorescon EGF-Rpositivo que en

tumoresque no expresabandicho receptor.

Todos los datos expuestoshasta aquí sugieren que la presenciade

receptoresde EGF en cáncerde vejigaestáasociadacon la invasiónmuscular,

pobrementediferenciacióny posiblementeconun peor pronósticoclinico~239~

La informaciónpronósticaasociadaa la determinacióny medición de

algunassustanciasexpresadaspor las célulastumorales,ha sidounode los fines

másperseguidospor la investigaciónen biologíatumoralporquesu consecución

significaría la correctaindicación de abordajesterapéuticosagresivosdesdeel

momentodel diagnósticode la enfermedadneoplásicaasí como la adecuadae

individualizadainstauraciónde tratamientosadyuvantes.
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C—erbB-2/NEU

El proto-oncogénc-erbB-2 codifica una proteína transmembranaque

muestraunahomologíaparcial con el EGF~R(243>.

Es probable que el HER-2/neu sea un receptor para un factor de

crecimiento,pero el ligando aún no ha sido identificado. El mecanismopor el

queHER-2/neutransformacélulasnormalesenmalignaspermanecedesconocido

pero parecerazonablepensarque un incrementoen la expresiónde receptores

parafactoresde crecimientopuedacontribuiraun crecimientocelular incontrola-

do.

Los resultadosde estudiosiniciales de c-erbB-2 en neoplasiashumanas

sugirieronque la amplificación y/o sobreexpresiónde esteoncogénpodríaestar

confinada a los adenocarcinomas~2”),pero tanto la amplificación como la

sobreexpresiónhansidodemostradosencarcinomade célulasescamosasde bron-

La importancia pronóstica del oncogén c-erbB-2 está ampliamente

demostradaen determinadasneoplásiascomo el carcinomade mama, vejiga,

cáncergástrico y de ovario(246249>.

La amplificacióno sobreexpresióndel genc-erbB-2 ha sido relacionada

con un peorpronósticoen tumoresde mama(250>,la supervivenciaeramáscorta

para aquellos pacientesportadoresde tumores que expresaronla proteína

p185(neu),que para los tumoresnegativos<251’2521.
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Asimismo en cáncergástrico el porcentajede supervivenciapara los

pacientesportadoresde tumoresqueexpresaronla oncoproteínapl8S fue de 11 %

frenteaun 50% de los quefueronnegativos~253~.Trasrealizarun análisismultiva-

riante sedemostréel valor pronósticoindependientede esteoncogén.

Los proto-oncogenespuedenpromoverla tumorigénesispor alteraciones

en la proteínaque codifican o por una sobrepoducciónde la misma.

En tumoreshumanosla activación del protooncogénerbB-2 no está

mediadapor mutacionespuntuales.En estostumoresel potencial oncogénicono

sedebea una mutaciónconactividadconstitutiva,sinoa unahiperexpresióndel

receptorc-erbB-2. Por ello nos resultó del máximo interés realizarun análisis

cuantitativode la proteínapiSS en tumoresvesicales.

La mayoría de los trabajos realizadosen tumoresvesicalessobre el

oncogénc-erbB-2estánbasadosenpruebasinmunohistoquimicasencontrándonos

importantesdiscrepanciasacercadel porcentajede positividad encontradaen

tumoresvesicales.

La proteínap185(NEU) ha sido detectadaen neoplasiasvesicalespor

algunosautoresen tan sóloun 2% de los carcinomas<254~.Mientrasqueen otros

estudiosestaoncoproteinase observóen este tipo de neoplasiasentreun 51 .8%

y un 74•3%(25525ó)~La variación en estosdatospareceresidir en los criterios

escogidosparadeterminarun resultadocomopositivo.

La técnicade enzimoinmunoanálisisutilizadaen nuestroestudiopermite

realizarun análisiscuantitativode las concentracionesde p185 en tejido vesical
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neoplásico.Se trata de una técnicano sujeta a valoracionessubjetivasy que

puedereflejar la sobreexpresióndel oncogénc-erbfl-2. Estatécnicahabía sido

establecidaconanterioridadparael estudiode la expresiónde p185 encarcinoma

de mamay carcinomano microciticode pulmon.

La técnicaqueempleamosen nuestroestudioparadeterminarla expresión

de estaoncoproteinanospermitió conocerlas diferenciascuantitativasen lo que

serefierea concentraciónde pISSentretejido urotelial sanoy tejido neoplásico

de carcinomavesical de células transicionales.La concentraciónde pl8S fue

significativamenteinferior en tejido urotelial sano (p <0,001). Siendo 399.2

HNU/mg prot la concentraciónmás elevadade pl8S dentro del grupo control.

Solamente20%(n=13) de los tumorespresentaronnivelesinferioresa esevalor.

Esto apoyaríala teoríade que en neoplasiashumanasla activacióndel

oncogénc-erbB-2 es debidaa unahiperexpresióndel mismo.

A diferenciade lo que ocurrecon las otrasdos oncoproteinasanalizadas

(p53 y EGF-R), la proteínapi85 no se asociacon tumoresindiferenciados,las

concentracionesmáselevadasse obsevaronen las neoplasiasmoderadamente

diferenciadas,no obstante,no encontramosdiferenciasestadísticamentesignifica-

tivas al comparar los diferentesgrupos. Los estudiosde Nakapoulov(25?>han

descritopor inmunohistoquimicaun 60% de positividades,siendomásfrecuente

en carcinomas transicionales.Estos autores describenque c-erbB-2/neu es

independientedel grado y estadiotumoral. Estos datos son similares a los

descritospor nuestrogrupoen esteestudio

Enla literaturanumerosostrabajoscorrelacionanla expresióndeloncogén
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c-erbB-2 con carcinomas bien diferenciados~258’~9>,con mayor tendenciaa

metastatizar~9261~y peor pronóstico~2~262>.

En lo que respectaal estadiotumoral se observaronconcentraciones

superioresdeplSS en los tumoresinfiltrantesque en los tumoressuperficiales.

Siendola diferenciaentreambosgruposmuy discreta.Datos similaresrefieren

Wright et al., observaronqueun 25% de los tumoresinfiltrantesfueronpositivos

paradichooncogénfrenteaun 8% de los tumoressuperficiales,sin existir entre

ambosgruposdiferenciassignificativas~263>.

A pesarde no correlacionarseconel estadiotumoral, estono excluyeel

oncogénc-erbB-2comoposiblefactor pronóstico.En cáncerde mamaocurren

hechossimilares(263>.

Conrespectoal pronóstico,algunostrabajoshan aseguradoque la

sobreexpresióndel proto-oncogénc-erbB-2secorrelacionaconel tiempolibre de

enfermedady con la supervivenciamientrasque otros obtienenla conclusión

opuestabasadaendiferentesdatos.Nosotroshemosencontradoquelos pacientes

que fallecieron presentaronconcentracionessuperiores de la oncoproteina

p185(NEU),sinembargo,la expresiónde dichooncogénno influyó significativa-

mente en la supervivencia.En cambio, este papel parece tener una mayor

importanciaen las recidiva tumoral. Detectamosdiferencias estadísticamente

significativasen lospacientesqueconconcentracionessuperioresa 875 HNU/mg

prot.
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FACTORES PRONOSTICOS

En los carcinomasvesicalesde célulastransicionaleslos dosparámetros

más frecuentementerelacionadosconel pronósticoson, para la mayoríade los

autores,la infiltración de la capa musculary el gradode diferenciación.

Sereconocenen la actualidadunaseriede característicaspatológicasque

se consideranpredictorasdel cursoclínico del carcinomade vejiga.

En 1946 Jewetty Strong(264>demostraronpor primeravez la importancia

de la profundidadde infiltracióncomovariablepronósticaenel carcinomavesical

y propusieronun sistema de estadiajeque fue posteriormentemodificado por

Marshall(2M>. Está claramenteestablecidala diferenciapronósticaen cuantoa

supervivenciase refiere entre aquellospacientescon tumoresconfinadosa la

láminapropia y aquellosque presentaninfiltración de la capamuscular<266>.

La profundidadde invasión en la pared vesical en el momento del

diagnóstico,se presentacomouno de los factorespronósticosmás importantes

y secorrelacionaestrechamentecon la supervivencia~267268~.

Entumoressuperficialesel porcentajede supervivenciaesdel 70% o más,

en tumoresinfiltrantes se reducea un

En nuestraserieen los tumoressuperficialesel porcentajede superviven-

cia fue de 86.3%mientrasque en los tumoresinfiltranteserade25%- Encontran-

do unadiferenciaaltamentesignificativacuandocomparamosmedianteel método
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estadísticode Log-Ranklas curvasde supervivenciade tumoressuperficialese

infiltrantes.

La capacidadinvasoradelos tumoressuperficialessueleserescasacuando

no invaden la lámina propia(lasupervivenciaa los 5 añosdel grupo Ta es la

misma que la del grupo control). De todos modos,el comportamientode estos

tumoreses muy variable (nos referimosfundamentalmentea los TI> y podría

estarinfluidopor unaseriede factorespronósticosqueanalizaremosacontinua-

ción. Hay que teneren cuentaque, aproximadamente,un tercio de los tumores

Ti tratadossólo con reseccióntransuretralvan a experimentarunaprogresión.

Por otra parte, la cistectomíaradical cura a casi todos los pacientes,pero

disminuyela calidadde vida y es innecesariaen muchoscasos.

El gradotumoral es junto con la profundidadde invasiónel otro factor

pronósticoimportante~270273>.

La mayoríade los tumoresTaGI se comportancomo una enfermedad

benignaque no amenazala vida de los pacientes.

Los grados1 y III son buenosfactoresde prediccióndel curso clínico,

pero el grado II(aproximadamenteel 45% de los casos) tiene poco valor de

predicción. Estevalor podríaaumentarseasociandootrosdatos(Z?4>.

Carbinet a1Y15>handividido el gradolien una forma benigna(gradolía)

y otra maligna (gradolib). De 124 pacientescon CCT los que teníangrado 1

alcanzaronunatasade supervivenciaa los 5 añosdel 100%, los lía del 92%, los

lib del 43% y los III del 44%. A la vista de estosresultadoshan propuesto
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clasificarestostumoresen gradoA(l+lla)-94% de supervivenciaa los 5 años,

gradoB(IIb+III)44% y gradoC(IV)-27%.

De los pacientesquecomponennuestroestudiono falleció ningunode los

que eran portadores de tumores bien diferenciados. Estableciéndoseuna

diferencia estadísticamentesignificativa entre los tumores moderadamente

diferenciados(GradoII) y los tumorespobrementediferenciados(GradoIII). El

porcentajede supervivenciaen los tumoresde gradoII fue de 84%, en cambio

los tumoresde alto grado sólo sobrevivíanun 47.6%.

El tamañotumoraly el númerode tumoresoriginaleshansidoconsidera-

dospor algunosautorescomofactorespronósticos.Sedesconocela razónpor la

cual unospacientespresentanun tumor único y otros tienen varios tumores.

Nosotros no observamosdiferencias significativas en lo que se refiere a la

supervivenciaentrelos tumoresúnico y múltiples.

La configuraciónmacroscópicadel tumor es otra importante variable

pronóstica. Los tumores papilares implicaron habitualmente una mayor

supervivencia,un 87,5% de los pacientesportadoresde tumorespapilares

permanecíanvivos al término del estudio,en cambio, sólo un 11,12% de los

mismossobrevivíanparael mismoperíodode tiempo. Estopuededebersea que

los tumorespapilarestienden a ser de bajo grado,se presentanen un estadio

tempranoy tienenun comportamientomenosagresivoque los de presentaciónno

papilar<271276>

El carcinomade células transicionalesde vejiga es una neoplasiaque

afectafundamentalmentea personasde edadavanzada.La edadmediade los
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pacientesanalizadosen nuestrogrupo fue de 69,09 años. Al realizarel análisis

estadísticounivariantecomprobamosquelos pacientesconmásde 70 añoshabían

fallecido en mayor medidaqueaquelloscon unaedadmenor. No pareceestar

bien definido si la edadpuedeser consideradacomoun factor pronóstico.Hay

autoresque sugieren una débil relaciónentreedadavanzaday mayor grado y

estadio~277>.Se ha demostradoque en los pacientesmayoresde 65 añosel alto

grado tumoralestres vecesmás frecuenteque entre los 50 y 64 años(2?S>.Sin

embargo,estudiosen menoresde 40 añosno handemostradoque la evolución

seadiferentea la de las personasmayores(l?9>.

Porlo quese refiereaparámetrosbiológicoshansidomuchoslos intentos

por encontrarun parámetroque nosdefinaa los tumoresconun comportamiento

másagresivo.

Uno de los oncogenesmásestudiadoen las neoplasiashumanasha sido

el oncogénc-erbB-2/neu.Comoya indicamosla sobreexpresiónde esteoncogén

en tumoresde mamaestáconsideradocomoun factor pronósticoindependiente.

Ha sido descritopor algunosautoresque la expresiónde este oncogén

condicionaunamenorsupervivenciaen tumoresvesicalesde célulastransiciona

les(280281>.Por nuestraparte,el análisiscuantitativode la proteínap185 codificada

por el c-erbB-2/neuno demuestraque existan diferencias significativas en la

supervivenciaentrelos pacientesque expresaronmayor concentraciónde dicha

proteínaque en aquelloscon concentracionesinferiores.

Algo similar sucede con el receptor para el factor de crecimiento

epidérmico.Neal et al. informantrasel estudioinmunohistoquimicodel EGF-R
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Discusión

en tumoresvesicalesque el EGF-Rpuedeserconsideradocomoun factor

pronósticoindependiente.En nuestra serie no podemosconsideraral EGF-R

como unavariableque influya en la supervivenciade los pacientes.

El p53 sí condicionóun pronósticomás desfavorable.Aquellos tumores

con menosdel 25% de inmunorreactividadnuclear positiva presentaronuna

supervivenciasignificativamentesuperiora aquelloscon másdel 25% de células

positivas.

Tras realizar la regresiónde Cox para determinarcualesde todos los

parámetrosqueen el análisisestadísticounivariantehabíanmostradodiferencias

significativas respectoa la supervivencia,sólo encontramosque el estadio

tumoral esel único factor pronósticoindependiente.

Otro de los hechosque más preocupande los carcinomasde células

transicionalesde vejiga es el alto índice de recurrenciasque presentanlos

pacientesportadoresde estetipo de neoplasia.Por ello, analizamosel pronóstico

no sólo en cuanto a la probabilidad de supervivenciasino en cuanto a la

probabilidadde permanecerlibre de recidivasde la enfermedad.

El estadioes un factor muy importantede recurrencia,Wolf y cols. han

publicado una tasa de recurrenciadel 47% en Ta y del 74% en Ti. De igual

manera,nosotrosobservamosque el estadiotumoral influía significativamente

sobre el hecho de permanecerlibre de enfermedad.Un 55%(n=24) de los

pacientescontumoressuperficialespermanecíanlibresde enfermedadal final del

estudio y tan sólo un 28 %(n=2) de los pacientescon tumoresinfiltrantes no

habíansufrido ningunarecidiva.
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Discusión

El gradohistológicofue otra de las variablesque influyó en la aparición

de recurrenciatumoral. Diversos trabajosapuntan que el gradotumoral es en

tumores superficialesun factor pronóstico importante para la predicción de

posterior recurrenciay progresión.No obstantecon la introducciónde nuevos

parámetrosbiológicosde relevanciapronóstica,la importanciadel gradotumoral

comofactor pronósticose ha visto reducida.

La configuraciónmorfológica del tumor junto con la presentaciónúnica

o múltiple de los mismosno afectóal hechode mantenerselibre de enfermedad.

De los parámetrosbiológicos analizadosel receptorpara el factor de

crecimientoepidérmicono determinóun peorcomportamiento.Encambio,tanto

la expresiónde p53 como de p185(neu)condicionaronun mayor porcentajede

recurrencias.Pudimoscomprobarcomoenaquellostumoresconconcentraciones

de p185(neu)superioresa 875 HNU/mgproteínael intervalo libre de enfermedad

fue significativamenteinferioral de los tumoresconconcentracionespor debajo

de esenivel (p<O,OS).

Resultadossimilaresse apreciaroncon el oncogénp53, la presenciade

másde un 25% de célulaspositivas significó un mayorporcentajede pacientes

con recurrenciatumoral.

El análisismultivariable reflejóque ningunade lasvariablesanalizadasse

puedeconsiderarfactor pronósticoindependiente,en lo quea intervalo libre de

enfermedadse refiere.
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Discusión

El estudio de la expresión de oncogenesy genes supresoresen los

carcinomasvesicalesde célulastransicionalesposibilita, como seevidenciaen

este trabajo, la identificación de los tumoresmás indiferenciadosy con peor

pronóstico.

Pensamosqueesprecisoapuraral máximoel estudiode cadaespecímen

de cáncervesical resecado,para aumentarel número y la fiabilidad de las

correlacionesclínico-patológicasconel objetode disponerde nuevosparámetros

pronósticosy criterios de selecciónterapéutica.
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Conclusiones

Enbasea los resultadosobtenidosenel presenteestudiosepuedenextraer

las siguientesconclusiones:

1. Lasconcentracionesde la oncoproteinap185(NEU)y delReceptorpara

el FactordeCrecimientoEpidérmicoen tejido neoplásicodecarcinomasvesicales

de células transicionalesson significativamentesuperioresa las encontradasen

tejido urotelial sin afectacióntumoral.

2. La expresiónde pS3 se observóen un alto porcentajede tumores

vesicales,no encontrándoseexpresiónde estaoncoproteinaen tejido urotelial sin

afectacióntumoral.

3. Los tumoresde aspectosólidopresentaronunamayorexpresióndepS3

y del EGF-Rque los tumorespapilares.

4. No existe una correlaciónsignificativa entre la expresiónde pl8S,

EGF-R y p53 en carcinomasvesicalesy la característicade uni/multifocalidad

tumoral.

5. Detectamosunarelaciónsignificativa entre la expresiónde p53 y del

EGF-Ry el gradode infiltración tumoral,siendolos tumoresinfiltranteslos que

evidenciaronunamayorexpresiónde los mismos.

6. La expresiónde p53 y de EGF-R se asoció significativamenteconel

gradode diferenciacióndeBroders. Encontrándoselas mayoresconcentraciones

en los tumoresmásindiferenciados.
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Conclusiones

7. La expresiónde p185(NEU)no mostrócorrelaciónconningunode los

parámetrosestudiados.

8. La expresión de pS3 se asoció significativamentecon una peor

supervivenciay con una mayor probabilidadde recidivar.

9. Una concentraciónde p185(NEU) superior a 875 HNU/mg prot

conílevaunamayor probabilidadde recidivar.

10. La Regresiónde Cox determinaque sólo el Estadio Tumoralpuede

ser consideradocomo factor pronósticoindependienteen los tumoresvesicales

de célulastransicionales,siendola oncoproteinap53 la variableque le siguecon

mayor relevancia.

11. La determinaciónde los oncogenesp53, c-erbB-2 y EGF-R permite

establecersubgruposcon un peorcomportamientobiológico, contribuyendoala

caracterizaciónbiológica de estetumor.
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