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Introduccion

1. El tumor vesical urotelial papilar sin invasion de la

muscular propia

1.1 Epidemiologia

El tumor vesical urotelial (TVu) genera una gran carga
asistencial en los programas de salud a nivel mundial. El cancer
vesical, englobando todos los estadios y grados, es el séptimo
mas frecuente en varones y el decimoséptimo en mujeres.
Puntualmente, el TVu presenta una incidencia a nivel mundial
de 294.345 y 88.315 casos anuales en hombres y mujeres,
respectivamente. A nivel general, 2.7 millones de personas en
el mundo tienen antecedentes de haber padecido o padecer un
tumor vesical (1,2,3).

En los paises occidentales el TVu constituye la cuarta
neoplasia mas frecuente y la segunda uroldgica, por detras del
cancer prostatico. La prevalencia europea es de 112.819 y
30.736 casos anuales en hombres y mujeres, respectivamente.
En este ambito social el carcinoma de células transicionales
representa la variedad histolégica predominante, con el 93-95%

de los tumores vesicales (2).
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Con respecto a Espafa, el TVu presenta una alta
incidencia en comparacion con otros paises europeos. Ocupa el
primer lugar si se tiene en cuenta sélo a la poblacién masculina,
con un alta incidencia, 51.2 por 100.000 hombres,
estandarizada por edad, y una tasa de mortalidad del 18.1 por
100.000 (1,2).

El TVu es el quinto cancer mas frecuente en la poblacidn
espainola, siendo el cuarto cdncer mds frecuente en varones,
después de préstata, pulmén y colorrectal.

En la actualidad, las cifras del TVu en Espafia con respecto a
la prevalencia se estiman 11.227 y 1.781 nuevos casos anuales
con respecto a hombres y mujeres (2).

Las proyecciones en Espafia hasta el afio 2022 revelan
resultados diferentes segln el sexo, ya que en las mujeres se
prevé un aumento de la incidencia, con un porcentaje anual de
cambio del 19,24% (periodo 2008-2022), mientras que en los
varones no se producird un descenso significativo del nimero

de casos (4).

El TVu NoMinv es el mas frecuente de los tumores
vesicales, ya que dicho diagndstico se presenta en un 75-85%
de los pacientes con tumor vesical primario (2-3).

En cuanto al seguimiento a largo plazo del TVu NoMinv,
un 30-80% de los casos recidivardn y un 1-45% progresaran a

musculo-invasivos (infiltrantes) en 5 anos tras el diagndstico
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inicial. Como consecuencia, el TVu NoMinv es una enfermedad
crénica que puede presentar eventos oncolégicos a lo largo del
tiempo que requieran la administracion de repetidos
tratamientos, tanto quirdrgicos como médicos, por lo que es el
tumor que presenta el coste mas elevado de tratamiento de
por vida por paciente, superando a tumores como el
colorrectal, mama, prdstata y pulmén, ocupando los primeros
lugares en cuanto a los gastos totales en atencidn médica

(2,3,5).

1.2 Definicion histopatoldgica y clasificacion TNM y grado

OoMS

Un 95% de las neoplasias vesicales son de naturaleza
epitelial, de las cuales un 75-90% se diferencian hacia
neoplasias de tipo transicional o urotelial Los carcinomas
uroteliales muestran distintos patrones de crecimiento
tumoral, que incluyen el crecimiento papilar (el mas frecuente,
apareciendo en un 70%), sésil, infiltrante, nodular, mixto e

intraepitelial plano (carcinoma in situ) (6,7).

La descripcidn histopatoldgica debe comenzar por la
definicion de los cambios epiteliales tanto citoldgicos como
arquitectonicos, describiendo asi la hiperplasia y la displasia

para luego acabar con la definicion de carcinoma urotelial.
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Se entiende como Hiperplasia a la presencia de una
mucosa marcadamente engrosada sin atipias citoldgicas ni
anomalias arquitectdnicas. El urotelio hiperplasico se dispone
formando ondulaciones con pliegues delgados de mucosa en
forma papilar de alturas variables, en ausencia de tejido
inflamatorio adyacente. La ausencia de atipias citoldgicas y ejes
fibrovasculares la distingue de la neoplasia papilar. Esto ocurre
en el papiloma (Grado 0) o papiloma urotelial, es una lesién
papilar con un centro fibro-vascular delgado cubierto por
mucosa vesical de aspecto normal. No posee mas de siete
capas de células epiteliales ni ninguna anomalia histoldgica.
Pueden aparecer en la misma vejiga que un cancer urotelial (6-
9).

La displasia se describe como una lesiéon premaligna donde
existen alteraciones citolégicas como irregularidades en el
contorno nuclear, distribuciéon levemente alterada de la
cromatina o eosinofilia citoplasmatica. El epitelio displdsico no
tiene mayor cantidad de capas celulares o de figuras mitoticas
(8-9).

La neoplasia urotelial presenta como cambios citolégicos
una densidad celular aumentada, alteraciones morfolégicas
nucleares que varian desde nucleos levemente elongados hasta
cambios notables en el tamario, la forma, la polaridad, en la
distribucién de la cromatina y en la existencia de mitosis

atipicas en las formas mas indiferenciadas (8-9).
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Con respecto a su clasificacion anatomopatolégica, el
TVu se basa en la estadificacidn y la gradacion.

La estadificacion se define como un sistema de
clasificacién que se fundamenta en una serie de datos clinicos e
histoldgicos que caracterizan la extensién del proceso
neoformativo (invasion del espesor tisular, nimero de ganglios
afectos y existencia de metastasis) (10).

En cuanto a la profundidad de invasion del tumor, es
importante recordar las capas que presenta el tejido vesical,
desde la mas externa partiendo de la luz vesical que seria el
urotelio, hasta la mas interna que seria la grasa perivesical y la
serosa. De las distintas capas cabe destacar el urotelio, formado
por un espesor celular que suele oscilar de tres a siete capas,
existiendo una de células basales sobre la cual descansa una o
mas capas de células intermedias. La capa mas superficial estd
compuesta por grandes células en paraguas. El urotelio
descansa sobre la membrana basal de la lamina propia. En la
ldmina propia existe una tdnica muscular de la mucosa
(muscularis mucosae) que tiene fibras dispersas de musculo liso
y un plexo vascular. Las siguientes capas serian la muscularis
propia y las mas externas nombradas con anterioridad, que son

la grasa perivesical y la serosa (6,8) (figura 1).
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Ta—urotelio
Superficiales
T1—I4mina propia (Noinvasién de la muscular propia)

T2—Muscular (Invasién de lamuscular propia/infiltrante)

Figura 1. Histologia vesical y estadios del tumor vesical urotelial papilar.

La clasificacion TNM aprobada por la Union
Internationale contre le Cancer, revisada en 2009 estratifica a
los tumores desde el estadio Ta, que indica que el tumor es no
invasor, hasta el T1, donde el tumor ya se considera como
invasor porque afecta al tejido conectivo subepitelial que
comprende la lamina propia y la muscularis mucosae. Cabe
diferenciar el concepto de invasor (pT1) con el de infiltrante o

invasién de la muscular propia (pT2) (Tabla 1) (10).
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Tabla 1. Clasificacion TNM del tumor vesical.

Tumor

primario

Tx Tumor primario que no se suele evaluar

TO No hay evidencia de tumor

Ta Carcinoma papilar no invasivo

Tis Carcinoma in situ. Tumor plano

T Tumor que invade el tejido conectivo
subepitelial
Tumor que invade la muscular

T2 T2a. Invasién superficial de la mitad interna del

musculo
T2b Invasién profunda (mitad externa)

Tumor que invade tejidos perivesicales
T3 T3a Microscdpicamente
T3b Macroscépicamente (masa extravesical)

Tumor que invade drganos externos contiguos
T4 T4a Préstata, Utero o vagina
T4b pared pélvica o abdominal

En la actualidad no hay un consenso claro en separar y
considerar como grupo prondstico diferente a los tumores con
una microinvasion de la lamina propia (mas alld de la
membrana basal, siendo una invasién focal y estando a 0,2 cm
de la membrana basal mas cercana). La subestratificacion de la
profundidad de la invasion de la [dmina propia en invasion sin
sobrepasar la muscularis mucosae (pTla) o mas allda de la
muscularis mucosae y del plexo vascular (pT1b), tampoco ha
ofrecido beneficios. Por ello la OMS no recomienda

subestratificar a los tumores pT1 (8).
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Con respecto a la gradacion, ésta se define como un

sistema de clasificaciéon basado en la diferenciacién celular, la
arquitectura tisular y el grado de mitosis (10).
En 1973 la OMS propuso una clasificacidon basada en el grado
de anaplasia celular, siendo en la actualidad la clasificacién mas
utilizada. Divide a los tumores en bien, moderadamente vy
pobremente diferenciados, correspondiendo a los grados uno,
dos y tres, respectivamente (tabla 2).

En 2004 se publicé una reestructuracién de Ia
clasificacién de los grados, avalada por la OMS y la Sociedad
Internacional de Patologia Uroldgica. El cambio consiste en la
nueva redefinicion de las lesiones papilares en: lesiones con
bajo potencial de malignidad y carcinomas uroteliales de bajo o
alto grado. La caracteristica principal estriba en que el grado 2
(intermedio), que esta sujeto a mucha controversia, fue

eliminado (dibujo 2) (11,12).

Grado 1 Grado 2 Grado 3 OMS 1973

PUNLMP | Bajo grado l Alto grado OMS 2004

Figura 2. Equivalencia entre la clasificacion OMS 1973 y la clasificacion

OMS 2004 de los tumores uroteliales papilares. (13).
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El grado G1 o tumor bien diferenciado (OMS 1973), se
define como un urotelio engrosado que tiene mas de 7 capas
de células y éstas sélo muestran anaplasia y pleomorfismo
leves. La alteracion de la maduracién celular desde la base
hasta la superficie es leve y existen muy pocas figuras mitéticas
de localizaciéon basal. Cuando estan limitadas sélo a la mucosa
también se les llama tumores uroteliales papilares de bajo
potencial maligno (OMS 2004) (6-9,14).

Los tumores moderadamente diferenciados grado 2
(OMS 1973), tienen un centro fibrovascular mas ancho, una
alteracion mayor de la maduracion celular desde la base hasta
la superficie y pérdida de la polaridad celular. El cociente
nucleo/citoplasmatico es mayor que el anterior grado vy
presenta mayor pleomorfismo nuclear y nucléolos
prominentes. Pueden verse algunas figuras mitdticas (6,9).

En la clasificacion OMS 2004 se considera el Carcinoma
urotelial papilar no invasor de bajo grado cuando se encuentra
un tumor con una descripcidon parecida al tumor papilar
urotelial de bajo potencial maligno pero con mayores
variaciones en cuanto a la polaridad nuclear y el patrén de
cromatina. Los nucleos son uniformemente alargardos con
diferencias en forma, contorno y distribucién de la cromatina.
Los nucléolos pueden estar presentes en algunas células. Las

mitosis, poco frecuentes, se observan preferentemente en la
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zona basal. Los tumores suelen ser usualmente diploides
(8,9,14).

Los tumores pobremente diferenciados grado 3 (OMS
1973) y el carcinoma urotelial papilar no invasor de alto grado
(OMS 2004), se caracteriza por presentar células que no se
diferencian a medida que progresan desde la membrana basal
hasta la superficie. Se observa un pleomorfismo nuclear
pronunciado, con un cociente nucleocitoplasmatico alto. Las
figuras mitéticas pueden ser frecuentes (6,9,14).

Los cambios que se realizaron en la nueva clasificacién,
agrupan también a pacientes que podrian ser incluidos en el
grado 2. En la clasificaciéon de la OMS 2004, los carcinomas
papilares no invasores de alto grado presentan una
arquitectura papilar, donde esta papila presenta multiples
ramas y el patrén predominante es el desorden con muchas y
marcadas variaciones ya comentadas, puede observarse una
anaplasia localizada o difusa. El espesor del urotelio varia
considerablemente y a menudo se observan células no
cohesionadas. Los tumores son usualmente aneuploides
(8,9,14).

Por ultimo, el carcinoma in situ es un tumor que se
presenta en el 25% o mdas de los pacientes con tumores
superficiales de alto grado. Se caracteriza por su desorden
estructural. Presenta una anaplasia nuclear idéntica al tumor de

alto grado. Los nucleos alargados son muy pleomdrficos e
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hipercromaticos y adquieren una engrosada y densa
distribucién de la cromatina. Se pueden evidenciar grandes
nucléolos. Las mitosis atipicas son muy frecuentes. La célula ha
perdido su polaridad y el citoplasma suele ser eosinofilico o
anfofilico. Estos cambios epiteliales pueden darse en todo el
espesor urotelial o en la membrana basal. Suelen ser lesiones
multifocales y difusas. La lamina propia suele presentar un
infiltrado inflamatorio, edema y congestidn vascular. Las células

son aneuploides (6,8,14).

1.3 Diagndstico y tratamiento

El manejo de inicio de un TVu consiste en la reseccién
transuretral de todas las lesiones visibles en la mucosa vesical.
La muestra resecada debe incluir la parte exofitica del tumor, la
l[dmina y la muscularis propia, lo que permite también realizar
posteriormente el diagnéstico (11,13, 15).

La quimioterapia intravesical posterior a la cirugia
(adyuvancia) juega un papel importante en descender la tasa
de recurrencias, pero no la progresién, en los tumores
superficiales de bajo-moderado grado. La Mitomicina C, la
doxorrubicina, tiotepa, epirrubicina o la gemcitabina son
sustancias que han sido utilizadas en este tipo de tratamiento

con similares resultados. En la actualidad las guias europeas
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también optan por recomendar el empleo de BCG intravesical
ante tumores Ta/T1 grado 2 de la OMS 1973 (8-10).

Existen diversos esquemas de inicio del tratamiento asi
como las dosis utilizadas y el numero de instilaciones, ya que
hay controversias sobre cual seria el esquema adecuado, lo que
si que estad claro es que no se exceda del afio de duracién
(10,15,16).

El tratamiento en el postoperatorio inmediato tras
acabar la cirugia se basa en destruir el tumor microscépico
residual y las células sueltas en vejiga con la finalidad de
prevenir la implantacién y el crecimiento rdpido de las
recidivas. Este efecto ha sido observado sobre todo en tumores
primarios Ta de bajo grado no multicéntricos. En este tipo de
tumores se cuestiona si es mejor la instilacion en el
postoperatorio inmediato (en las primeras 24 horas tras la
reseccion) que la adyuvancia posterior ya que se ha
demostrado una reduccion de la tasa de recidiva. En los TVu
multicéntricos y en las recidivas que son Ta, el beneficio es
incierto y en Tumores T1 o CIS no se evidencia una mejoria.

(9,10,13,15).

La inmunoterapia intravesical con bacilo de Calmette-
Guérin (BCG) de manera adyuvante estd reservada para
tumores de alto grado (G2/G3), Tl de elevada tasa de

recurrencia o CIS, ya que su instilacion presenta elevada
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toxicidad. Como se ha comentado anteriormente también se
recomienda su uso en tumores Ta/T1 grado 2 (9). Es una
terapia mas eficaz que las sustancias anteriormente nombradas
en cuanto a prevenir recurrencias. Los resultados con respecto
a la progresién y a la supervivencia cdncer-especifica son

controvertidos (9,10,15-17).

Aunque es necesario un esquema de dosis de
mantenimiento, el nimero dptimo de instilaciones durante el
periodo de tratamiento y la frecuencia de éstas y duracién del
periodo de mantenimiento no estad definido, por ello existen
diversas pautas de actuaciéon, aunque un periodo de
mantenimiento igual o mayor a un afio es recomendable

(9,10,15-17).

La cistectomia radical no esta indicada de inicio para el
tratamiento del TVu NoMinv, ya que los beneficios (la
superviviencia cancer-especifica es mayor comparada con los
pacientes con enfermedad musculo-invasiva) adquieren un
segundo plano con respecto a la morbi-mortalidad que genera
esta cirugia (8,9-12).

La indicacién actual se basa en todo paciente con un TVu
NoMinv pero con elevado riesgo de progresién. Seria
cuestionable en tumores sin invasién de la muscular propia si

se trata de pacientes jovenes con tumor vesical T1 y con al

33



Marcadores inmunohistoquimicos en el tumor vesical urotelial sin invasion muscular grado 2

menos uno de estos factores de mal prondstico: multifocalidad,
CIS asociado, infiltracion de uretra prostatica, tumor dificil de
resecar. La indicaciéon mds utilizada es tras una recurrencia de
un tumor T1 (sobre todo de alto grado) o CIS después de un

fallo de la instilacién de BCG (9-11,15-17).

1.4 Variables clasicamente utilizadas para predecir el
prondstico de un tumor vesical urotelial papilar sin

invasién de la muscular propia (pTa/pT1)

1.4.1 Variables clinicas

14.1.1 Edad

La edad es un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de un TVu, pudiendo observar un aumento de la
incidencia en pacientes afiosos. Varios estudios demograficos
han observado que una edad superior a los 65 anos presenta
once veces mas incidencia de céncer vesical con respecto a la
poblacién general y quince veces mayor tasa de mortalidad que
el resto de poblacidon de menor edad (18,19).

Diversas hipdtesis han sido propuestas como
mecanismos de asociacion entre la edad y el tumor vesical,

como es la inestabilidad gendmica asociada a un aumento en
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las mutaciones, por ejemplo del oncogen p53 y una
hipermetilacion del ADN de genes supresores tumorales,
generando una silenciacion de estos (19).

Otra de las teorias se basa en el acumulo de
interacciones con agentes carcinégenos aumenta conforme
aumenta la edad. Por ultimo, el envejecimiento genera déficit
en el vaciado vesical, por lo que se genera mayor tiempo de
contacto de la orina, una orina mas concentrada dado que los

pacientes afiosos suelen beber menor cantidad de liquidos (19).

1.4.1.2 Sexo (género)

Con respecto al sexo, aunque el tumor vesical es mas
frecuente en hombres, el prondstico suele ser peor en las
mujeres, ya que en ellas debutan en un estadio mas avanzado.
Las mujeres suelen presentar en un mayor numero de
ocasiones una enfermedad multifocal y tumores de mayor
tamaiio (19,20).

Existe algun trabajo publicado que afirma que los
pacientes con un TVu NoMinv de alto grado T1G3 del sexo
femenino presentan mayor riesgo de recurrencias, progresiéon y
muerte cancer especifica en comparacién con los del sexo
masculino en ausencia de CIS en la uretra prostatica (21).

Varios estudios atribuyen a la mujer una mayor

incidencia proporcional de TVu NoMinv, existiendo diversas
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teorias, unas referentes a un menor espesor de la pared vesical
con respecto a la vejiga masculina y otras en referencia a que el
tumor sin invasion de la capa muscular propia puede
comportarse como un tumor sensible a cambios en los
esteroides. (22).

Por un lado, un estudio epidemiolégico observéd que las
mujeres postmenopausicas presentan un mayor riesgo de
desarrollar un TVu que las premenopausicas. Por otro, en la
mujer se producen mas polimorfismos en el cromosoma 8q24
lo que genera una pérdida en la expresidon del receptor
androgénico en las células perdiendo la sensibilidad a los
andrégenos y activando mecanismos alternativos como el del
factor de crecimiento de la insulina y el de la proteina
transportadora 2 (binding protein 2) generando un tumor con
mayor potencial metastasico. Todo ello podria ocurrir en

etapas tempranas del tumor (19,22).

1.4.1.3 Diabetes mellitus

Existe en la literatura un trabajo retrospectivo que
implica a la diabetes mellitus como un factor predictor
independiente de recidiva, progresién y superviviencia en el
TVu NoMinv. De hecho la presencia de una hemoglobina
glicosilada mayor de 7% estuvo asociada a una distribucién

multicéntrica y a un mayor grado tumoral (23).
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Otro estudio prospectivo evidencié que la mortalidad
atribuida al cancer vesical era mas frecuente en pacientes con
un tiempo de duracién de la diabetes largo en el tiempo y
observando que el uso de insulina y el consumo de tabaco

aumentaban el riesgo de mortalidad cancer especifica. (24).

1.4.1.4  Hipertension arterial

Con respecto a esta enfermedad, un estudio de cardcter
retrospectivo afirma que existe una cierta asociaciéon del TVu
con pacientes que presentaron hipertensién tratada
médicamente, de otro modo, los pacientes con hipertensién no
tratada presentaron menor riesgo de cancer vesical, generando
la hipdtesis que los farmacos antihipertensivos como los
diuréticos o los calcioantagonistas podrian ser los causantes. La
teoria de cédmo la hipertensidon puede reducir el riesgo de
padecer cancer vesical no esta del todo dilucidado. Los autores
especulan con la posibilidad de que el estrés oxidativo
generado en la hipertensién induce el mecanismo de apoptosis

también en células neoplasicas (25).

1.4.15 Exposicion laboral

Existen en la literatura cientifica diversos estudios

epidemioldgicos ya clasicos que corroboran el aumento de la
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incidencia del cancer vesical con la exposicién a determinadas
sustancias que incluso pueden categorizar a determinados
oficios con un mayor riesgo carcinégeno. Ejemplos de ellos son
la exposicion a hidrocarburos policiclicos aromaticos en la
industria del aluminio o como el aumento de la incidiencia en
los pintores por los componentes quimicos en las pinturas y
disolventes como las aminas aromaticas. Todos estos estudios
son retrospectivos (2,26-28).

En 2001 se publicé un estudio prospectivo en Holanda
para analizar dichas exposiciones, encontrando una asociacion
con respecto al contacto con los componentes anteriormente
citados: aminas aromaticas, hidrocarburos policiclicos
aromaticos, diesel, componentes en pinturas (bencidina,
dioxane, cloruro de metileno) y sobre todo en trabajadores que
consumian tabaco. (2,26-28).

Existen otras exposiciones laborales de riesgo como la
industria del caucho (2-naftilamina) y peluqueria (aminas

aromaticas) (2, 26-28).

1.4.1.6 Consumo de tabaco

Diversos estudios demuestran la fuerte asociacién del

consumo de tabaco con la incidencia de cancer vesical. El

consumo de tabaco triplica el riesgo de desarrollar cancer

vesical y genera tasa de mortalidad elevada (4).
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Existen trabajos publicados que relacionan también
dicho consumo con un peor grado y estadio y un mayor tamafio
tumoral al diagndstico, asi como un aumento de la progresién y
un descenso en la supervivencia cancer-especifica. Incluso la
duracidn del consumo de tabaco y la cantidad pueden influir en
la evolucién del paciente que ha presentado o presenta un
tumor vesical, encontrando una relacién dosis-respuesta
(29,30).

Con respecto al cese del consumo de tabaco, no existen
diferencias en cuanto a la progresién entre exfumadores (diez o
mas anos sin consumo) y no fumadores, pero un cese del
consumo de tabaco puede reducir el riesgo de recidiva (29,30).

El humo del tabaco contiene mas de sesenta sustancias
carcinégenas que pueden inducir cambios genéticos,
epigenéticos e inestabilidades, generando tumores muy

agresivos, también en el caso del carcinoma vesical (29,30).

1.4.1.7 Consumo de alcohol

El papel del alcohol en la etiologia del cancer vesical es
plausible, de hecho diversos componentes de las bebidas
alcohdlicas son eliminados por la orina, en particular el
acetaldehido, que puede causar dafios en el ADN y que es
declarado agente carcinégeno en humanos. Pero por otro lado,

existen bebidas alcohdlicas con efecto diurético, como la
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cerveza, que aumentarian el vaciado exponiendo la mucosa
vesical poco tiempo a dichas sustancias disueltas en la orina.
Existe en la literatura un meta-anadlisis que descarta la
asociacion entre la incidencia del cdncer vesical y el consumo

de alcohol (31).

1.4.2 Variables anatomo-patoldgicas clasicas

1.4.2.1  Estadio tumoral pTa/pT1

Un TVu NoMinv se define como pTa cuando no afecta el
tejido conectivo subepitelial, luego no es invasor (32). En este
grupo de pacientes, si ademas presentan un bajo grado tumoral
G1, la progresién es un evento infrecuente, pero la tasa de
recurrencia es alta, pudiendo alcanzar un 35-71% antes de 5
anos de evolucién (32-34). En cuanto a la progresién, puede
ocurrir en el 2% de los Ta G1-2 y el 10-15% de los TaG3 (35).

La supervivencia se encuentra entre un 82-96% en los
tumores de bajo grado y en un 74-90% en los de alto grado

(12).

La invasion de la ldmina propia constituye la
enfermedad pT1 e incluye un variado rango de penetrancia

tumoral, pero nunca llegando a la muscular propia. En diversos
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estudios se demuestra que el estadio T1 es un factor de mal
prondstico en cuanto a la progresién. Esta aceptado que los T1
de alto grado son los que presentan mayor riesgo con un indice
de progresion que oscila entre el 10y el 54% (11,33,34,36).
Cuando se habla de progresién en un TVu NoMinv se
estd indicando el hecho de que éste invada la capa muscular
(pT2) con lo que el riesgo de muerte cancer especifica aumenta

con la edad (36).

1.4.2.2 Grado tumoral (OMS 1973)

Un gran numero de pacientes diagnosticados de un TVu
papilar no infiltrante presentan un grado 2 en la clasificacion
OMS de 1973. En muchas series estudiadas, un gran porcentaje
de pacientes en donde se produce una progresion de
enfermedad partian de un diagndstico primario como G2 en
mas ocasiones que como G3 (1).

Ni el estadio, ni el grado ni el estatus del tumor (recidiva o
primario) se relacionan con las recidivas (36).

El grado tumoral es un factor prondstico en cuanto a la
progresion, siendo el G3 o el carcinoma de alto grado tumoral

el que con mas frecuencia progresa (1,11).
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1.4.2.3  Volumen, tamaiio y disposicion tumoral

Se ha evaluado el tamafio como variable prondstica en
la literatura. En unos trabajos utilizando el asa de reseccion
como referencia (suele medir unos 7mm de ancho) se
categorizo al TVu en tres tamafios que varian desde los tumores
menores de 1,5cm a los mayores de 3cm. El limite de 3cm se
observé como factor prondstico con respecto a un tumor

vesical sin invasién de la muscular propia (37,38).

Con respecto al volumen tumoral, un trabajo estudid la
importancia del peso tras la reseccion transuretral,
concluyendo que un tumor que pese a partir de 6 gramos podia
influir en la recidiva. (39).

En otros trabajos se ha observado la importancia de la
multicentricidad como factor de riesgo. Se define
multicentricidad como mas de dos tumores localizados en
distintas regiones de la vejiga (37,40). En un estudio de 187
pacientes con una media de seguimiento de 58 meses, la tasa
de recurrencia fue del 90% en pacientes con tumores
multicéntricos en comparacién con los tumores Unicos, que fue

de un 46% (34).
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1.5 El tumor vesical urotelial papilar sin invasion de la
muscular propia de grado 2 y su comportamiento

incierto. é¢son suficientes las herramientas descritas?

1.5.1 Reproductibilidad de la puntuacion de Ia
EORTC/CUETO

La European organisation for research and treatment of
cancer EORTC en 2006 publicé unas tablas predictivas de
puntuacion para valorar la probabilidad de recidiva y/o
progresion al afio y a los 5 afios de pacientes con tumores
vesicales Ta/T1 a los cuales no se les realizé una segunda RTU y
terapia de mantenimiento con BCG (37).

El trabajo de la EORTC estd basado en la recogida de los
datos de 2.596 pacientes incluidos en 7 ensayos fase 3. Dichas
tablas integran los seis factores clinicos y patoldgicos mas
significativos: numero de tumores, tamafio del tumor, tasa de
recurrencia previa, categoria T, presencia de CIS concomitante
y grado tumoral (37).

La sociedad Europea de Urologia sugiere el uso de las
tablas de riesgo de la EORTC, como asi dice en las guias sobre el
manejo del TVu NoMinv (9).

La validacién externa de un modelo prondstico como el

de la EORTC conlleva comprobar que dicho modelo encaja
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satisfactoriamente con pacientes no utilizados en la confeccién
original. Dicha validacién con respecto a la puntuacion de la
EORTC no ha sido aun efectuada en una serie prospectiva y de
tamafio considerable. Por otro lado, las puntuaciones fueron
sacadas en base a una muestra en donde pocos pacientes de
alto riesgo fueron tratados con BCG y ninguno realizé una
pauta de BCG de mantenimiento (39,40).

No obstante, no hay un claro consenso de que estas
tablas de puntuacion puedan ser utilizadas de manera
universal, aunque existen trabajos que verifican una correcta
validacién externa, concretamente en cuanto a la recidiva, hay
otros que muestran la poca reproductibilidad de las
puntuaciones en muestras pequefas de pacientes, con
discordancias en cuanto a las probabilidades de recidiva y/o
progresion (41,42).

Otra limitacién de la puntuacion de la EORTC es que no
puede ser aplicada en pacientes con lesiones difusas o
multiples CIS, en donde no se pueda precisar el tamano
concreto, el nimero de tumores. Ademas, las variables tamafio
del tumor y nimero de tumores son muy subjetivas y pueden
variar segln el observador, asi como las variaciones
interobservador al diagnosticar el estadio y el grado del tumor.
En diversos estudios también se ha demostrado que la recidiva
y la progresion son influenciadas por otras variables no

utilizadas en la puntuacion EORTC (22,40,43,44) .
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En 2009 el grupo Club Uroldgico Espafol de Tratamiento
Oncolégico (CUETO) public6 un sistema de puntuacién
desarrollado a partir de los datos de una serie de 1062
pacientes con tumores de medio y alto riesgo tratados con BCG
en 4 ensayos del grupo desde 1990 a 1999, basado en la
sistematica llevada a cabo para el desarrollo de las tablas
publicadas por la EORTC en 2006. El objetivo del estudio del
grupo CUETO fue determinar un modelo predictivo para los
pacientes tratados con BCG y con una pauta de mantenimiento
(36).

Estudios comparativos de ambas clasificaciones llegaron
a la conclusion de que en comparacion con la puntuacién del
CUETO, las tablas de la EORTC sobreestiman la probabilidad de
recurrencia y progresion en pacientes tratados con BCG (41).

Por contra, un estudio que incluia a 363 pacientes
observé una mayor precisién de las tablas de la EORTC con
respecto a la puntuacién del CUETO, sobre todo en la

probabilidad de recidiva (45,46).

En la actualidad, la utilizacidon de dichas tablas depende
de la actuacién individual de cada unidad clinica. Aunque existe
la posibilidad de manejar sus calculadoras on-line para el uso
cotidiano, faltan mas trabajos que realicen una extensa

validacién externa de ambas puntuaciones.
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1.5.2 De la clasificacion OMS 1973 a la OMS 2004

Aunque la clasificacion de la OMS de 1973 es un método
ampliamente usado, reproductible y clinicamente probado, el
mayor problema de su utilizacién es la gran variabilidad
interobservador que conlleva plantear su uso para predecir el
prondstico de cada individuo por separado (1,12).

El problema del sistema de gradacion de la clasificacién
de la OMS 1973 es que no existen unos puntos de corte bien
definidos para cada grado tumoral, generando un gran rango
de frecuencia del diagndstico de carcinoma grado 2 (13-69%).
Dicho problema adquiere una mayor importancia cuando se
enfatiza la carencia de una definicidon especifica del grado 2,
gue es considerado el “diagndstico por defecto” (1,40).

El grado 2 adquiere mucha importancia en la practica
clinica habitual ya que es un diagndstico elegido en un gran
porcentaje de las ocasiones, ademds, existen series
importantes de casos en donde se observa que frecuentemente
los pacientes en donde progresa la enfermedad fueron
diagnosticados inicialmente como TVu grado 2 en comparacién

con los diagnosticados grado 3 (1,40).

La nueva clasificacion de la OMS 2004 fue inicialmente

propuesta en 1998 por la OMS/Organizacion Internacional de
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Patologia Uroldgica, aportando tres niveles diagndsticos:
neoplasia papilar con bajo potencial de malignidad y los
carcinomas de bajo y alto grado (1).

La finalidad de esta nueva nomenclatura es introducir
criterios histolégicos detallados para cada entidad (ver
clasificacién y definicién histopatolégica) con la finalidad de
descender dicha variabilidad interobservador. De manera
esquematica la transicion seria la siguiente; en los extremos, el
grado 1 (1973) se convierte “en neoplasia papilar con bajo
potencial de malignidad” y algunos de ellos también se
clasifican como carcinomas de bajo grado. El grado 3 se clasifica
en “carcinoma urotelial de alto grado” (1). El problema que
generaba el TVu grado 2 en la clasificacion de 1973 se intenta
resolver separando a dichos tumores, unos como carcinomas
de bajo grado y otros de alto grado, segun la descripcién

histoldgica (12).

En la literatura se pueden encontrar numerosos trabajos
gue desaconsejan el sélo uso de la clasificacion OMS 2004.
Algunos de ellos llegan a la conclusién de que al usar la
clasificacibn OMS 2004 no se reduce la variabilidad
interobservador comentada con anterioridad, incluso puede
aumentar la variabilidad intraobservador al efectuar la

trasformacion de la antigua a la nueva clasificacion (47-51) .
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En los TVu NoMinv (pTa), la clasificacion de la OMS 2004
es mas imprecisa en cuanto a la prediccion de las recidivas pero
parece que mejora la prediccion de la progresidén con respecto
a la OMS 1973. Es en el grupo pTa donde la clasificacién de la
OMS 2004 podria tener una mayor utilidad (48,49).

En cuanto a los TVu NoMinv pT1, la clasificacion de la
OMS 1973 parece ser mas util en cuanto a predecir la
supervivencia cancer-especifica (45).

Los TVu papilares con bajo potencial de malignidad
siguen presentando un porcentaje de recidiva significativo y el
porcentaje de progresion de los carcinomas de bajo grado sigue
siendo considerable, variando entre un 3,5% a un 13%. Por otro
lado parece que los tumores clasificados como carcinomas de
alto grado conforman un grupo muy heterogéneo ya que
presentan menos tasas de progresidn si se comparan con los
tumores etiquetados como grado 3 (1).

Aunque ambas clasificaciones son efectivas en cuanto a
la prediccidn de progresién tumoral, en términos generales, la
antigua clasificacidn es mas util al predecir la recidiva. Por otro
lado si que existe un trabajo que demuestra la utilidad clinica
de la clasificacion de la OMS 2004 y a diferencia de los
anteriormente comentados estudia un nimero importante de
pacientes (1.515 casos) con un tiempo de seguimiento de 15

anos (47-51).
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Actualmente aunque las sociedades Europea vy
Americana de Urologia recomiendan el uso de ambas
clasificaciones hasta que la ultima esté lo suficentemente
validada, la clasificacion OMS 2004 no presenta en la realidad
un uso generalizado, ademas los sistemas de prediccion EORTC
/ CUETO se basan en la antigua clasificacidn, careciendo en la
actualidad de una suficiente validacién externa, como se ha
explicado anteriormente (1,12,40,41,49).

Por todas estas razones muchos autores han propuesto
el uso conjunto de las herramientas clasicamente utilizadas y
de otras herramientas prondsticas que “vayan mucho mas alla
de la clinica y de la célula”, estos son los marcadores

moleculares (35,39).

2.-Expresion de los marcadores inmunohistoquimicos

en el tumor vesical sin invasion de la muscular propia.

Los mecanismos moleculares que originan la
carcinogénesis se pueden categorizar segun el nivel donde
ocurre la alteracion en: cromosémicas (y estos a su vez en
alteraciones numeéricas y/o estructurales), genéticas (que
incluyen: mutaciones, delecciones, fragmentaciones,
amplificaciones o cambios epigenéticos) y por ultimo en

alteraciones de la expresion y proteicas (que incluyen
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modificaciones en la regulacidon de la expresion protedmica,
expresion de proteinas tumorales y proteinas de fusién) (52).
Numerosos factores moleculares estan implicados en
determinar el fenotipo, genotipo, el comportamiento biolégico
y por consiguiente, la evolucidon clinica del tumor vesical
(52,53).

Los marcadores inmunohistoquimicos se definen como
moléculas caracteristicas y representativas de varias
propiedades del tumor ya que son producidas por éste. En la
actualidad se pueden clasificar las familias o rutas oncogénicas
en: 1) reguladores del ciclo celular/promotores de Ia
proliferacién celular, 2) moduladores de apoptosis, 3)
moléculas moduladoras de la matriz extracelular, 4)
reguladores de la angiogénesis y 5) factores de transduccién de
sefiales y del metabolismo celular (52-54).

Los métodos inmunohistoquimicos comprenden todas
aquellas técnicas basadas en reacciones tipo Antigeno-
Anticuerpo que sirven para identificar antigenos tisulares y/o
celulares. Para visualizar la reaccion se utiliza un “trazador” o
“marcador”. Este marcaje se puede llevar a cabo con:
fluorocromos  (inmunofluorescencia), enzimas (técnicas
inmunoenzimaticas), iones metalicos (técnicas de inmuno-oro)
o isotopos radiactivos (técnicas inmunoradiactivas). El marcaje
del antigeno problema se realiza asimismo mediante métodos

directos (anticuerpo Unico o primario) o indirectos a través de
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un anticuerpo secundario que se une al primario para terminar
uniéndose al antigeno problema (9,55).

Los factores limitantes de esta técnica estan en relacién
con la representatividad de las areas tumorales seleccionadas
para el estudio, el tipo de clon de anticuerpo utilizado y la
proporcion minima de células positivas necesarias para
considerar un inmunofenotipo tumoral concreto (nivel de corte
o umbral de positividad) (9,55).

Para la correcta interpretacién de los datos se
promueve a realizar una estandarizacién de dichos
procedimientos y asi conseguir una reproductibilidad universal
de cada una de las técnicas. El resultado final es un analisis
cualitativo o semi-cuantitativo tisular donde se ha puesto o no
de manifiesto mediante una tincién, el marcador molecular a
buscar (9, 55).

La ventaja que presenta la inmunohistoquimia con
respecto a otras técnicas mas recientes de analisis molecular es
gue estas ultimas son mas complejas y caras (55).

El reto en el andlisis inmunohistoquimico del cancer
vesical es establecer la relevancia clinica de cada subgrupo de
marcadores con respecto a las caracteristicas del tumor, mas

alla del diagndstico histoldgico (55,56).
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2.1 Tipos de rutas oncogénicas y sus marcadores

moleculares mas caracteristicos.

A continuacion se describen las distintas rutas con
algunos de sus marcadores mas significativos. La tabla 2 recoge

un resumen de lo descrito a continuacion.

211 Reguladores del ciclo celular / promotores de

la proliferacion celular

El ciclo celular consiste en un conjunto de pasos
cuidadosamente coordinados y regulados para conseguir una
proliferacién celular correcta. Esta progresién en el ciclo es
mediada, en parte, por un acumulo de Ciclinas, proteinas que
activan las Kinasas ciclina-dependientes (CDKS). Las CDKS
controlan la progresién del ciclo celular de la fase G1 a la fase S.
Estas fosforilan la proteina del Retinoblastoma (pRb), que es
tumor-supresora. La fosforilacion de pRb prepara el nucleo
para una replicacidn del ADN, forzando a las células a entrar en
mitosis (53,54).

Las proteinas p16INK4a, p21 y p27 son inhibidoras de
las CDKS y de la fosforilacion de pRb durante la fase G1 y
actuan como frenos en la progresidon del ciclo celular. La
proteina p53 sirve como “guardidn del genoma”, induciendo

multiples mecanismos para detener el ciclo celular como
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respuesta a sefiales de estrés celular o sefiales antimitégenas,
como es el dano en el ADN (53,54).

El enzima topoisomerasa-lla juega un papel importante
en el ciclo celular ya que participa entre otros mecanismos
como la replicacién y la transcripcién. Es fundamental en la
segregacion de los pares de cromosomas replicados, en la
condensacion del cromosoma y en el plegamiento generando la
hélice de ADN (57).

La proteina Ki67 (MIB1) la expresan exclusivamente las células
que estan proliferando en cualquier fase del ciclo celular (G1,

fase S, G2 y mitosis) (53,55,58).

2.1.1.1 P53

El gen TP53 cuyo producto es la proteina p53 es el gen
gue mas frecuente se encuentra mutado en el cancer humano,
concretamente en mds del 50% de los tumores vesicales. La
frecuencia de dicha mutacién se incrementa conforme
empeora el estadio y el grado tumoral. TP53 es un gen supresor
tumoral y estd localizado en el brazo corto del cromosoma 17.
La mutacion en dicho gen produce la sobreexpresion de una
proteina p53 no funcional con una vida media mas prolongada,
siendo imposible realizar su funcion de “freno” del ciclo celular.

Como resultado, esta expresion anormal de p53 puede ser
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detectada y localizada en el nucleo celular mediante
inmunohistoquimia (58-64).

Aunque diversos estudios llegan a la conclusiéon que la
acumulacién de dicha proteina en el nucleo es predictiva de la
evolucion de la enfermedad, todavia no hay evidencia
suficiente con respecto al papel de p53 en la biologia tumoral y
su aplicacidn en la practica clinica (53).

Desglosando la utilidad de p53 como marcador
prondstico del cancer urotelial, ciertos trabajos demostraron
gue el grado de expresidon de p53 mutada estaba asociado a: un
peor estadio tumoral, un mayor grado, invasién linfovascular,
metastasis ganglionares, recurrencia de la enfermedad vy
mortalidad cancer-especifica. Estos trabajos sugirieron que p53
podia mejorar el prondstico en el cdncer vesical de estirpe
urotelial de alto riesgo. Un estudio mas reciente, el
International Study Initiativa on Bladder Cancer (ISBC) que
analiz6 26 trabajos donde se estudiaba la utilidad de Ia
determinaciéon inmunohistoquimica de p53 (929 tumores
vesicales T1), demostré que su determinacién fue un factor
predictor independiente de la progresion, pero no de la
supervivencia global. Con respecto al TVu NoMinv, existen
estudios que indican que p53 puede ser un marcador
prondstico con respecto a la recidiva en neoplasias de bajo
grado y también esta asociado a la progresion en tumores de

alto grado (53,55,58,62-66).
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Por otro lado existen trabajos que encuentran un
incremento significativo de formas inactivas de p53 en el
carcinoma urotelial vesical (mas de un 44%) a expensas, sobre
todo de tumores de alto grado. Con respecto a los TVu NoMinv,
no hay un consenso en cuanto a que la determinacién de p53
mediante inmunohistoquimica pueda estratificar
correctamente a los tumores T1 en diferentes grupos de riesgo.
A pesar de que en estudios preliminares la sobrexpresién de
p53 se correlaciona con un peor estadio y grado tumoral, en
estudios de seguimiento (119 tumores) p53 no mejord ni
anadié un valor prondstico adicional, tampoco el acumulo
nuclear predijo la respuesta al tratamiento con el bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), ni la recidiva, progresion o la
supervivencia cancer-especifica (53,58).

En estos momentos, el uso de p53 en el tumor vesical no
estd establecido, a pesar de que ha sido uno de los marcadores
mas estudiados. Esta conclusidn la evidencié un meta-analisis
de 117 estudios con mds de 10.000 pacientes. Este estudio no
encontré un beneficio unanime en su uso ya que p53 sdlo
predijo la recidiva, progresiéon y mortalidad en un 26%, 50% y
29% de los estudios, respectivamente. Se pudo observar un
riesgo de recidiva, progresion y mortalidad cancer-especifica de
1.6 (95% Cl 1.2-2.1), 3.1 (95% Cl 1.9-4.9) y 1.4 (95% Cl 1.2-1.7),

respectivamente (53,58).
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2.1.1.2 Ciclinas

El fallo en la regulacién de la transicion de la fase G;a la
fase S es un sello distintivo en la carcinogénesis, generandose
una proliferacidn celular descontrolada. La ciclina D y la ciclina
E son las responsables del inicio y del final de la fase G,
respectivamente. La ciclina E1 es la proteina predominante en
la transicién anteriormente nombrada (G1/S) y su alteracion
influye en la carcinogénesis. Un descenso en la expresién de
ciclina E; en el tumor vesical urotelial ha sido asociado a: un
peor estadio anatomopatolédgico, invasién linfovascular,
mestdstasis ganglionares y un aumento de la mortalidad
cancer-especifica (53,55,58,64).

Con respecto a la expresidn de la ciclina D1, a pesar de
que esta significativamente aumentada en los tumores con
respecto a los controles, los estudios publicados no demuestran
gue tenga una utilidad predictiva en el TVu. Su sobreexpresiéon
es caracteristica de una etapa inicial en el tumor papilar y suele
ser asociada a un comportamiento menos maligno
(53,55,58,64).

La ciclina G1 (CCNG1) es una proteina codificada en humanos
por el gen CCNG1, La activacién transcripcional de este gen
puede ser inducida por la proteina p53. La ciclina G1 induce una
detencion en la fase G; que coincide con la activacion de p53.

La ciclina G1 tiene actividad inhibidora del crecimiento que esta
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mecanicamente vinculado a p53 y pRb vias supresores de
tumores. No existen trabajos que vinculen el tumor vesical con

la expresion de la ciclina G (53,55,58,59).

2.1.1.3 PRb

Es una proteina codificada por el gen RBI, su funcién es
regular el ciclo celular y juega un papel fundamental en el
mantenimiento de las células madre, en la regeneracion y
diferenciacién tisular y en las vias de desarrollo. Las kinasas
dependientes de las ciclinas (CDKS) 4 y 6 se unen a las ciclinas D
(D1-D3) para formar unos complejos moleculares que son
capaces de fosforilar la pRb; dicha fosforilacién libera factores
de transcripcién implicados en preparar al ndcleo para la
replicacion del ADN, forzando a las células a entrar en mitosis
(52,55).

Los estudios sobre su papel como marcador tumoral
revelan que pRb aporta menos relevancia como marcador
predictor en el TVu no musculo-invasivo con respecto a otros

marcadores del ciclo celular (53,55).

2.1.14 P21

Es la proteina que codifica el gen CDKN1A, ésta se une a

las Cdks 2/4 inhibiendo su actividad y regulando la progresién
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del ciclo celular en la fase G1. El valor prondstico de p21
depende del estadio y el manejo del carcinoma urotelial vesical,
en el TVu NoMinv se ha encontrado sobreexpresién de la
proteina en contraste con la no produccién de p21 en los
tumores infiltrantes (53,58,64).

Con respecto al TVu NoMinv, la expresion alterada de p21 se ha
asociado a recidiva tumoral y a una peor supervivencia.
También se ha asociado a un peor prondstico en pacientes con
CIS aumentando la probabilidad de recidiva y/o progresion. Su
asociacion con p53 alterado aumenta el riesgo de recidiva,
progresion y mortalidad en los pacientes con CIS. En un estudio
de 74 tumores sin afectacion de la muscular, p21 se asocié con

progresion tumoral (53,58,67).

2.1.1.5 P27

La proteina p27 se une a determinadas CDKS para inhibir
la actividad kinasa de éstas, favoreciendo el freno del ciclo
celular en la fase G;. La expresién de p27 alterada esta asociada
a un empeoramiento en la supervivencia cancer-especifica en
pacientes con tumores pT1. Otros estudios concluyen que el

potencial predictor de p27 alterada es limitado (53).
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2.1.1.6 P16INK4a

En el brazo corto del cromosoma 9 (9p21) se encuentra el
gen CDK2/p16INK4a que codifica una proteina inhibidora de
CDKS vy reguladora de la proliferacién celular, la pl6INK4a.
Dicha proteina se une al complejo ciclina D1-Cdk4/Cdk6 para
inhibir asi la fosforilacién de pRb, evitando la replicacién celular
y bloqueando la progresiéon de la fase G1 a la fase S. La pérdida
de sobreexpresién de dicha proteina puede influir en la
carcinogénesis. Existe un mayor numero de estudios que
evidencian dicha pérdida de expresion en el carcinoma urotelial
vesical que los que afirman que se produce una sobreexpresion
de la proteina. Su alteracion es independiente del estadio,

grado o de la evolucidn clinica (64-66).

2.1.1.7 P14

El locus INK4a/ARF del brazo corto del cromosoma 9
(9p21) codifica 2 proteinas reguladoras del ciclo celular p16 y
pl4. Cuando pl6 inhibe la fosforilacion de pRb, pl4 (ARF)
bloquea la oncoproteina MDM2 (“mouse double minute 2”)
gue induce la degradacion de p53, luego la estabilizacion de
p53 y su activacion es mediada por pl4ARF-MDM2 en
respuesta de un estimulo oncogénico. La inmunoexpresion de

pld es nucleolar. La via pl4-MDM2-p53 constituye un
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mecanismo efectivo para proteger a las células de un estimulo
oncogénico (68).
No existe ninguna publicacion que analice |Ia

inmunoexpresion de p14 con el cancer urotelial vesical.

2.1.1.8 Topoisomerasa-lla

Este enzima participa en muchos aspectos del
metabolismo del ADN, entre ellos la replicacién y transcripcion,
lo que hace que juegue un papel importante en el ciclo celular.
La expresion de Topoisomerasa-lla es un marcador de
proliferacidn tisular, sobre todo esta aumentado en la fases del
ciclo celular S y G2. Elevados niveles del enzima estdn
relacionados con una elevada proliferacion de la célula
neopldsica y con la existencia de un tumor indiferenciado (57).

Existe un trabajo que evidencia que una elevada
expresion de dicho enzima esta asociada con aspectos
agresivos en el TVu NoMinv, como son: un estadio mas
avanzado, un elevado grado y un elevado porcentaje de
recidiva (49).

Otros estudios que incluyen tumores vesicales
infiltrantes, la determinacion de un porcentaje elevado de
topoisomerasa ll-a también esta asociada con la progresidon y

una peor supervivencia cancer-especifica (69,70).
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2.1.1.9 Ki67 (MIB 1)

La proteina Ki67 es expresada en cualquiera de las fases
del ciclo celular exclusivamente por las células que estan
proliferando. Su determinacién inmunohistoquimica en el
tumor vesical urotelial ha sido ampliamente demostrada en
cualquier grado o estadio. Existen controversias en cuanto su
utilidad prondstica. Existen series a largo plazo donde si se
observa que Ki67 juega un papel predictivo en cuanto a la
recidiva y la progresiéon, aunque no en todos los trabajos
publicados sucede esto. En el estudio del TVu NoMinv si que se
ha podido observar en analisis multivariantes la relacion de la
cantidad de Ki67 expresada (Ki67 labelling index) mediante
determinaciéon inmunohistoquimica, la recidiva y un peor

comportamiento bioldgico del tumor (55,71,72).

2.1.2 Moduladores de la apoptosis

La capacidad de las células tumorales en proliferar es
determinada no sélo por la capacidad de division sino también
por la capacidad de no perecer. El programa apoptético o de
muerte celular programada se puede dividir en dos
componentes; los sensores, que se encargan de monitorizar el
medio extra e intracelular y los efectores, que son los

mecanismos que la activan (52).
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Muchas de las sefiales que provocan la apoptosis
convergen en la mitocondria, la cual responde a las sefales
proapoptéticas activando el citocromo C, un potente
catalizador de la apoptosis. Existen proteinas que actuan
modulando las sefales propapoptéticas que determinan la
activacion del citocromo C, como es la proteina Bcl-2, que frena
la activaciéon de los mecanismos apoptdticos. Los ultimos
efectores de la apoptosis incluyen un gran numero de
proteasas llamadas Caspasas. Estas, activadas entre otros por el
citocromo C son las encargadas de ejecutar el programa de
apoptosis (52).

Las células cancerigenas pueden adquirir la resistencia
frente a la apoptosis utilizando varios tipos de estrategias. La
propia alteracién de la funcionalidad de p53 genera el perder
un sensor del dafo del ADN que indujera un efecto cascada
proapoptético. Otro mecanismo es conferido por la proteina
Survivina, perteneciente a la familia de las inhibidoras de Ila
apoptosis, su mecanismo estriba en bloquear la actividad de la
caspasa (52,53).

Otro mecanismo de evasion de la apoptosis es la
adquisicion de una capacidad replicativa ilimitada. En los
extremos finales de los cromosomas, llamados teldmeros, se
encuentran series de repeticiones de material genético con sélo
6 pares de bases en cada secuencia de repeticion. Tras cada

replicaciéon esos pares de bases (ADN telomérico) se van
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perdiendo. Esta “erosion” progresiva de los teldmeros en la
replicacion sucesiva dificulta la proteccidn y reparacion de
dichos extremos por las ADN polimerasas lo que se traduce en
fusiones terminales de los cromosomas que generan un
programa de apoptosis. Se ha evidenciado que las células
neoplasicas mantienen la longitud de los teldmeros en
multiples replicaciones y ello es posible gracias a la accién del
enzima Telomerasa (52).

Otra enzima que contribuye en la estabilizacién del ADN
durante la replicacion en el ciclo celular es CtIP. Esta
endonucleasa coopera con un complejo proteico llamado MRN
(MRE11-RAD50-NBN) para reparar las rupturas de la doble
cadena de ADN durante la meiosis y la mitosis (S/G2 fase del
ciclo celular), jugando un papel importante en la translocacion
cromosémica. En los tumores estas proteinas pueden estar
sobreexpresadas (73).

La proteina Wwox (FORII) es el producto de la
codificacion del gen supresor tumoral WWOX. Esta proteina
interactia con otra denominada p73. Ambas presentan
actividad proapoptodtica. Cuando interactian aumenta la tasa
de muerte celular. Estas proteinas se encuentran inactivadas en
el proceso de carcinogénesis (74).

El proto-oncogen c-kit codifica un receptor transmembrana
tirosina quinasa denominado c-kit también llamado CD117

implicado en la hematopoyesis,  espermatogénesis,
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melanogénesis y en la carcinogénesis. La activacion mediante
un estimulo externo provoca una cascada interna de reacciones
enzimdticas que facilita la adaptacion de la célula a su entorno,
por mediacion de mensajeros secundarios inhibiendo la

apoptosis (75).

2121 Bcl-2

En el estudio inmunohistoquimico se puede observar que
la distribucién de la proteina en la zona basal es mas
caracteristica de tejido normal, por el contrario a la vez que el
estadio y/o el grado aumenta, la proteina tiende a estar en las
células intermedias o superficiales. Si en el tejido tumoral Ila
distribucién es difusa, puede indicar mejor prondstico (55).

Los resultados sobre la expresion de Bcl-2 son
controvertidos. Mientras que en unos trabajos Ia
sobreexpresién de esta proteina se ha relacionado con un
estadio patoldgico avanzado, con la recidiva y la mortalidad
cancer-especifica, en muestras de tejido tras cistectomia
radical, en otras publicaciones se ha evidenciado menos
potencial agresivo (53,55,58).

Con respecto al TVu NoMinv, existen algunos trabajos que
demuestran la relacidon entre la sobreexpresion de Bcl-2 y la

probabilidad de recidiva. En cambio en otros estudios se
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observa una sobreexpresion del marcador en los tumores de

bajo grado, confiriendo un mejor pronéstico (55,76-77).

2.1.2.2 Survivina

Survivina es miembro de la familia de proteinas inhibidoras
de la apoptosis, su funcién es bloquear la actividad caspasa.
También induce cambios en la expresiéon génica que son
asociados a la invasidon tumoral. En los tejidos normales esta
poco expresada o es indetectable y se sobreexpresa en las
células tumorales (56,78).

En el TVu, en muestras tisulares tras cistectomia radical, la
sobreexpresién de survivina estaba relacionada con un peor
estadio tumoral, con metastasis ganglionar, recidiva y peor
supervivencia cancer-especifica. Survivina se sobreexpresa con
mas frecuencia en enfermedad musculo-invasiva que en
tumores vesicales superficiales.

En un estudio multicéntrico publicado donde se incluian
tanto tumores vesicales superficiales como infiltrantes, la
adicion de survivina a las variables clasicas anatomoclinicas
mejoraba la prediccién de la enfermedad en cuanto a la

recidiva y supervivencia cancer especifica (53,58).
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2.1.2.3 Telomerasa humana

Este enzima contribuye con la estabilidad gendmica
reparando los telémeros. Estd compuesta por una subunidad
de ARN y diversos componentes proteicos. La subunidad de
ARN (hTR) contiene el molde del ADN telomérico que se
anadird. Dentro de las proteinas que contiene se encuentra la
subunidad catalitica transcriptasa reversa (hTERT) y se expresa
con la activacion de la telomerasa durante la inmortalizaciéon
celular, siendo esta subunidad la que mejor se correlaciona con
la actividad del enzima (77,79).

Su expresidon inmunohistoquimica ha sido estudiada en
diversos canceres y un incremento de ella localizada en el
nucleo parece estar asociada al proceso neopldsico, como
ocurre en el cancer de cavidad oral. Se ha observado que un
aumento de p53 mutada genera un descenso en la expresién
de hTERT y el aumento de hTERT es directamente proporcional
al aumento de expresion de caspasa-3 (77-80). También se ha
evidenciado que un acortamiento en los telémeros activa el
gen supresor tumoral de p53, como consecuencia un no
acortamiento de los telédmeros (difuncionalidad telomérica)
puede activar la sobreexpresién de la protenina anédmala p53 al
presentarse una inestabilidad cromosémica (81).

Existe un estudio publicado en cuanto a su determinacién

inmunohistoquimica como prondstico en el cancer vesical. La
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sobreexpresion de hTERT en el nucleo y en el citoplasma esta
asociada con carcinomas vesicales de bajo grado y estadio,
sugiriendo que la activacién de la telomerasa es un fendmeno
temprano en la carcinogénesis urotelial. También existe una
publicacidn en la que se asocia un aumento de la deteccidon de
hTERT en los pacientes con tumor vesical de mal prondstico

infectados por VHC (77,82).

2.1.2.4 CtlP

CtIP juega un papel en el control del ciclo celular inducido
por un dafio en el ADN, interactuando con la proteina pRb. Se
ha llegado a la conclusion que CtIP puede jugar un papel
importante como supresor tumoral. La funcién normal de CtIP
consistiria en prevenir la transformacidon oncogénica de células
qgue estan sufriendo un gran indice de reparacion del ADN.
Teniendo un doble papel como regulador de la apoptosis y
modulador del ciclo celular (83).

No hay hasta el momento ninguna publicaciéon que asocie
la inmunoexpresion de este enzima endonucleasa y el cancer

vesical.
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2.1.2.5 Wwox

La expresion de la proteina Wwox se produce en el
citoplasma de la célula urotelial no tumoral. La pérdida de Ila
inmunoexpresion de dicha proteina en el tumor vesical urotelial
se correlaciona con un empeoramiento en el estadio, del grado
y con el aumento de la probabilidad de progresién. La
sobreexpresion de Wwox causa la redistribucién de p73 desde
el nucleo al citoplasma mejorando la actividad proapoptética,

incrementando la tasa de muerte celular (84,85).

2.1.2.6 C-kit

El receptor tirosina quinasa c-kit esta relacionado con el
factor de crecimiento plaquetario (PDGF) del factor estimulador
de colonias 1 (CSF-1). La mutacién del gen es la implicada en los
procesos neopldsicos, generando un aumento de Ia
inmunoexpresion de la proteina. Existe un factor de célula
madre (Stem cell factor) que al unirse a la proteina c-kit la
activa, generando una cascada enzimatica que protege a la

célula de la apoptosis (regulacion paracrina) (75).
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2.1.3 Moléculas moduladoras de la matriz extracelular

Entre varias clases de estas moléculas se encuentra la
familia de las citoqueratinas, que comprenden al menos 20
tipos diferentes de filamentos citoplasmicos que presentan un

gran numero de células epiteliales y tumorales (55).

2.13.1 Citoqueratina 20

En el urotelio, la citoqueratina 20 (CK20) es expresada por
células superficiales. En el TVu esta expresion se encuentra
mantenida o se modifica con respecto al grado y/o estadio
tumoral. Ha sido descrita que una expresién de CK20 en las
células superficiales estd asociada a una mejor evolucién. En los
TVu NoMinv el analisis topografico de la tincién de CK20 resulta
util como predictor de la evolucién clinica, siendo una
distribucién difusa o la ausencia de expresién las que generan
un peor prondstico. En tumores de bajo grado una expresién de
CK20 normal esta asociada con una baja tasa de recidiva

(55,85,86,87).
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2.1.4 Moduladores de la angiogénesis

El oxigeno y los nutrientes aportados por |la
vascularizaciéon son cruciales. El proceso de la angiogénesis es
transitorio y cuidadosamente regulado. Los tejidos neoplasicos
tienen que desarrollar su capacidad angiogénica para poderse
dar a cabo una rapida expansién clonal y un tumor
macroscopico. De entre todos los moduladores de la
angiogénesis cabe destacar como regulador crucial al factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Este se une a los
receptores transmembrana de tirosin kinasa que se
encuentran en el endotelio vascular para promover la

angiogénesis (52,53,88).

2.1.4.1 Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

Diversos miembros de la familia del VEGF han sido
caracterizados. En el tumor vesical urotelial, la expresion del
VEGF-C ha sido asociada con el tamafio tumoral, el estadio
patolégico, el grado, la presencia de metdstasis ganglionares,
siendo en el estudio multivariante, un factor predictor
independiente de metdstasis en ganglios pélvicos. La expresion
marcada de VEGF-A, VEGF-C y VEGF-D ha sido también asociada
al estadio y al grado tumoral. VEGF-A es un factor

proangiogénico, jugando un papel importante en la
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neovascularizacion y progresion tumoral e incluso puede tener
un papel importante en la linfangiogénesis. La sobreexpresion
de VEGF en citoplasma estd asociada a un periodo libre de
recidiva mdas corto en los tumores T1/G2. También dicho
aumento en la deteccién de VEGF se asocia a la expresién
alterada de otros marcadores como p21, p27, pRb, ciclina E y

Ki67 (53,58,89,90).

2.15 Factores de transduccion de sefales y

marcadores del metabolismo celular

En este subgrupo se encuentran las moléculas que estan
implicadas en el metabolismo celular, como la glicdlisis y la
funcidon que realiza en este caso el Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). También se engloban en este grupo
mediadores de la inflamacién tisular como el enzima
ciclooxigenasa-2 (COX-2). Dicha actividad metabdlica e
inflamatoria se ha observado que estdn aumentadas en la
carcinogénesis (91-93).

Otra de las funciones que realiza GAPDH es la de
estabilizar los telémeros en la division celular contribuyendo a

la homeostasis cromosdmica (92,93).
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El enzima alfa-metilacil coenzima A racemasa (AMACR,
p504S), es un enzima envuelto en la B-oxidacidon de acidos
grasos de cadena ramificada en las mitocondrias y peroxisomas

(94).

2.15.1 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH)

El gen del GAPDH se encuentra en el cromosoma 12
(12p13.31) y produce la proteina también llamada Uracil ADN
glicosilasa. Este enzima cataliza la fosforilacion oxidativa del
gliceraldehido-3-fosfato, un importante paso en el
metabolismo de carbohidratos. Es conocido que las células
neoplasicas incrementan la glicdlisis aerébica para generar ATP
e intermediarios metabdlicos que induzcan a una marcada
proliferacién celular. A parte de dicha funcién principal en la
glicolisis, GAPDH presenta otros cometidos como: activar la
transcripcién, participar en el ensamblaje del ARN y su
externalizacion del nucleo celular y en la replicacion y
reparacion del ADN. El GAPDH se transloca al nucleo durante la
apoptosis. GAPDH interactia con el complejo telomerasa
inhibiéndola y facilitando la apoptosis (92,93).

La expresion del GAPDH estd aumentada en los tejidos
neoplasicos. No existen en la literatura trabajos que relacionen

la inmunoexpresién de GAPDH con el tumor vesical (92,93).
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2.1.5.2 Ciclooxigenasa 2 (COX 2)

El enzima ciclooxigenasa (COX) cataliza la conversion del
acido araquiddnico en prostaglandina. Presenta dos isoformas,
la COX-2 es la principal responsable de Ila respuesta
inflamatoria y es indetectable en el tejido normal. La
sobreexpresién de dicha enzima genera una activaciéon de la
prostaglandina que a su vez estimula la proliferacion celulary la
angiogénesis asi como influye en la supresion de la apoptosis
(91).

Diversos trabajos han demostrado el aumento de la
expresion de COX-2 en el citoplasma de la célula tumoral, como
ocurre en el carcinoma urotelial vesical, comparado con tejido
no-neopldsico. Se ha encontrado una sobreexpresién de COX-2

en el cancer vesical asociado a la esquistosomiasis (91, 95).

2.1.5.3 a-Metilacil-CoA-Racemasa

Existe un estudio que encontré una asociacicién de la

inmunoexpresion de racemasa en el citoplasma de las células

de tumores vesicales superficiales de alto grado (94).
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A continuacién se presenta una tabla-resumen de lo explicado

(tabla 2).

Tabla 2.Relacién de marcadores inmunohistoquimicos y su estudio en el tumor vesical .

Marcador Expresion asociada al tumor vesical
P53 Elevado/mutado, peor prondstico
Elevado peor prondstico aunque existe poca
pRb
asociacion

P21 Elevado en los TVu NoMinv Se asocia a p53

Elevada expresion puede asociar peor
P27

prondstico

P16INK4a Baja expresion, peor prondstico

Aumentada en tumores Vs controles
Ciclina D1 Aumentada en estadios iniciales del tumor

vesical
Ciclina E Descenso asociado a Tvu metastasico
Ciclina G Vinculada a p53 y pRB
P14 No existen trabajos que analicen su relacidn
Topoisomerasa 2a Elevada, peor prondstico
Ki 67 Elevada, peor prondstico
Elevada, peor prondstico. Sobreexpresiéon
Bcl-2
posible recidiva
Survivina Elevada, peor prondstico
Telomerasa humana
Elevada en tumores vesicales

(nuclear, nucleolar)
C-tip No hay estudios de asociacién
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Baja expresion, peor prondstico. Relacionada
Wwox
con el grado, el estadio y progresion
Su aumento posible factor de mal pronéstico.
C-kit
No estudiado en TVu
Peor prondstico si su distribucién es difusa o
existe ausencia de expresion. En los TVu de
CK 20 bajo grado existe una baja tasa de recidiva si
la expresion es normal en las células
superficiales
VEGFR2 Elevada, peor prondstico
Elevada en tejidos neoplasicos. No estudiado
GAPDH
en TVu.
COX-2 Elevada en tumor vesical (esquistosomiasis)
Racemasa Elevada en tumor vesical de alto grado.
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Hipdtesis.

Existen marcadores inmunohistoquimicos expresados en el
tumor vesical urotelial papilar primario sin invasién de la
muscular propia (pTa/pT1) grado 2 que pueden predecir la
evolucioén clinica.

La expresion de algunos de estos marcadores puede variar

segln el estadio Ty el grado OMS 2004.
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Objetivos.

Primarios

Determinar qué variables anatomo-clinicas utilizadas en la
practica clinica habitual y qué marcadores
inmunohistoquimicos representativos de las diversas rutas
oncogénicas expresados en el tumor vesical urotelial papilar
primario sin invasion de la muscular propia (pTa/pT1) grado 2
tiene caracter prondstico con respecto a los periodos libres de

recidiva, progresién y mortalidad cancer-especifica.

Secundarios

-Analizar la relacion entre la expresion de los marcadores
inmunohistoquimicos con respecto a la estratificacién tumoral
segun el estadio Ty el grado OMS 2004.

-Reflejar de manera grafica la expresion en conjunto de dichos
marcadores inmunohistoquimicos mediante la construcciéon de
mapas tridimensionales.

-Analizar la utilidad clinica y prondstica de la clasificacion del
grado tumoral OMS 2004.

-Crear grupos de riesgo segun las variables seleccionadas.
Comparacién de los grupos de riesgo generados con los
calculados mediante la puntuacidn de la EORTC y la clasificacién

de los pacientes segun el estadio Ty el grado OMS 2004.
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Material y métodos

1.-Planteamiento metodoldgico

Estudio observacional disefiado en dos fases. Una
primera transversal en la que se recogieron los datos de las
variables clinicas y anatomopatolégicas clasicas con respecto al
momento de la cirugia y la realizacién de las determinaciones
inmunohistoquimicas y una segunda fase ambispectiva en la
gue se efectud un seguimiento longitudinal de los pacientes
para evidenciar si se produjo el evento recidiva, progresion o
mortalidad cancer-especifica hasta el cierre del estudio.

Se planted la recogida de un tamafio muestral
representativo de 250 pacientes con las caracteristicas de
presentar un TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973) y que fueron
tratados con el mismo esquema de quimioterapia intravesical
(Mitomicina C) entre los afios 1999-2008, seleccionados de
manera aleatoria a partir de la base de datos del Servicio de
Anatomia patoldgica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia. La mayor parte de los pacientes fueron

pertenecientes al drea 5 de salud de la Comunidad Valenciana.

Una vez seleccionados, se revisaron las muestras del
tumor vesical primario procesadas en hematoxilina eosina por

medio de un especialista en Anatomia Patoldgica dedicado a la
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Urologia y la historia clinica de cada enfermo por un Urélogo si

los pacientes cumplian los criterios de seleccién del estudio:

82

Confirmacion del diagndstico de tumor papilar urotelial
primario TVu NoMinv (no infiltrante T2) con un
seguimiento no inferior a un afno y con un tiempo libre
de recidiva/progresidn no inferior a tres meses.
Ausencia de un grado 3. Ausencia de CIS concomitante.
Enfermos a los que se ha realizado un tratamiento
adyuvante sélo con ciclos de Mitomicina C,
correspondiente al protocolo de
tratamiento/seguimiento de los tumores vesicales
superficiales instaurado por el servicio de Urologia del
Hospital Clinico Universitario de Valencia en el periodo
1999-2008 (modificado en 2009) (Documentacion
anexa).

Se valoré que el tratamiento y seguimiento de los
enfermos del estudio hubiera sido uniforme. Se
descartaron los casos tratados con BCG u otro
guimioterdpico.Ningln paciente tras la reseccion del
tumor vesical primario recibié instilacion de Mitomicina
C en el postoperatorio inmediato.

Ausencia de otro tipo de cancer sincrénico al periodo de

obtenciéon de la muestra de tumor vesical.
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Después de la seleccion, quedaron 213 pacientes a los
gue se realizo el estudio inmunohistoquimico. Los pacientes en
seguimiento vigente de su enfermedad firmaron un
consentimiento informado del estudio (con la finalidad de
poner en su conocimiento el tratamiento de sus datos
(Documentacion anexa). Cabe resaltar que en las fechas del
procesado de los tumores vesicales del estudio no estaba
vigente y en activo un biobanco de tumores) Se siguieron los
principios éticos para la investigacién médica en seres humanos
explicitados en la Declaracién de Helsinki (y sus actualizaciones
posteriores) de la Asociacién Médica Mundial (World Medical
Association, WMA) y el estudio fue avalado por el Comité Etico
de Investigacién Clinica de la Fundacion para la investigacion

del Hospital Clinico Universitario.

2.-Determinacion inmunohistoquimica

El material bioldgico estudiado de los 213 pacientes fue
obtenido de los bloques de parafina dentro de los cuales el
tejido tumoral estaba preservado.

Fueron  seleccionados  marcadores  moleculares
representativos de las distintas rutas oncogénicas descritas. La
utilidad como marcador oncogénico en el tumor vesical de la

mayor parte de ellos estd contrastada en la literatura.
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Los marcadores estudiados agrupados en las distintas

familias oncogénicas fueron:

e Reguladores del ciclo celular/ promotores de Ia
proliferacién celular: P53, P14,Topoisomerasa-lla, Ki 67,
P16INK4A, P27, P21, PRb, ciclina G, ciclina E, ciclina D1

e Moduladores de la apoptosis:  Bcl2,Survivina,
Telomerasa humana (hTERT) nuclear y nucleolar, CtIP,
c-kit, Wwox.

e Moduladores de la angiogénesis: VEGFR2

e Moduladores de la matriz extracelular: citoqueratina 20
(CK-20)

e Factores de transduccién de sefiales y marcadores del

metabolismo celular): GAPDH, COX-2, racemasa.

2.1 Construccién de matrices tisulares

2.1.1 Recogida de bloques donantes y preparaciones

histoldgicas: seleccién de areas

De cada uno de los bloques seleccionados se realizé una
seccidon para la tincion con hematoxilina-eosina, en la que se
marcaron las dreas de interés para el estudio (dos por cada HE)

(figura 4).
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Estas areas marcadas en el porta tefiido con HE se
trasladaron por comparacién a los bloques marcandose éstos

con un rotulador indeleble al igual que lo estaban las laminillas.

2.1.2 confeccién de las planillas

Se repartieron los 230 casos del estudio en 8 tablas
(planillas de las matrices), conteniendo cada matriz o planilla 30
casos mas 1 caso de control en 4 de ellas, 30 casos sin control

en 3 de ellas y 20 casos sin control en una de ellas.

2.1.3 Preparacion de las matrices

Se realizaron 8 bloques en blanco (sin agujeros ni
burbujas) destinados a ser los receptores de los cilindros del
estudio (cada cilindro corresponderd a una de las dreas
seleccionadas)

Estos blogues se desbastaron con el microtomo para
igualar su superficie, esto asegurd que los cilindros se cortaban
todos al mismo tiempo.

Posteriormente con ayuda del MTAl-manual Tissue Arrayer
(serial number 2004615) de Beecher Instruments, Inc. se

construyeron las matrices tisulares de la siguente forma:
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1. Ajustar el bloque receptor en el portabloques, de modo

que la superficie del bloque sea paralela a la placa base.
Elegir el punto O de inicio de construccién de la matriz,
el cual se situa en la esquina inferior izquierda, de tal
manera que el resto de cilindros de la matriz quede
centrado en el boque receptor dejando suficiente
parafina libre de cilindros rodeando toda la matriz
(aprox 2,5-3 mm.). De esta forma evitamos problemas
en el momento de cortar los blogues en el microtomo
como fragmentacion de la parafina o pérdida de
cilindros. Colocar a cero los micrémetros que marcan la
alineacién de las filas y columnas de los cilindros. A
partir de este punto 0 nos desplazaremos por el eje Xy
el eje Y con ayuda de los mismos.

Elegir el juego de agujas apropiado. La aguja mds gruesa
de cada juego es la que hace el agujero en el bloque
donante y saca el cilindro con tejido y la mas pequeia
hace el cilindro en el blogque receptor sacando solo
parafina. En este caso utilizamos las agujas de 1 mm. de
diametro.

No es necesario ajustar la profundidad de descenso de
la aguja de menor didmetro porque esta fija en nuestro
“tissue microarrayer” mediante un tope.

Efectuar primero el agujero correspondiente al bloque

de parafina receptor. Para ello se introduce la aguja y se
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empuja hasta llegar al tope. Se mueve el mango de la
aguja para facilitar la realizacion del cilindro de parafina,
hasta su extraccién. Desechar el cilindro de parafina.
Colocar el puente por encima del portabloques vy, a
continuacion, el bloque de tejido donante sobre el
mismo. El bloque de parafina receptor queda bajo el
puente en la posicidon adecuada para introducir el nuevo
cilindro.

5. Cambiar la posicién de las agujas y pinchar el tejido del
bloque donante.

6. Retirar el puente con el bloque donante.

7. Expulsar el cilindro de tejido exactamente encima del
agujero realizado en la parafina, de forma que quede
justo a nivel de la parafina sin hundirlo.

8. Cambiar las medidas del micrémetro con el fin de hacer
el siguiente agujero. En nuestro caso dejamos 1 mm. de
separacion entre centro y centro de cada cilindro, con lo
cual este milimetro sumado al milimetro del diametro
del cilindro nos dara un total de 2 mm. que habremos
de desplazar el micrometro para realizar el siguiente
“core”.

9. Proseguir con todos los cilindros hasta la finalizacion del
“tissue array”, siempre siguiendo el orden de colocacién

dado por la planilla que realizamos antes.
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2.1.4 Consolidacion del bloque

Una vez terminada la matriz, introducir el bloque en una
estufa a 37 2C durante 12 horas aproximadamente. Esto
permite que los cilindros del tejido se adhieran mejor a la

Ill

parafina en los agujeros del “array” del bloque receptor. Sacar
el bloque receptor de la estufa y presionar sobre él con un
portaobjetos para nivelar la superficie. Aplicar una presién
uniforme para empujar todos los cilindros del TMA a un mismo
nivel. Dejar enfriar el bloque a temperatura ambiente antes de

cortar.

2.2 Técnica inmunohistoquimica

Se obtuvieron secciones de 2 micras de grosor de cada
matriz tisular, utilizdndose portas de DAKO (ref.K8020). Se
realizé la técnica de inmunohistoquimica siguiendo el protocolo

gue se detalla a continuacién:

1. Desparafinacion:
a) Poner las preparaciones histolégicas a 652C durante 30
minutos.
b) Incubar en un primer xilol durante 15 minutos y luego

realizar pases rapidos por xilol limpio.
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2. Rehidratacion:

a)
b)
c)

d)

Lavar con alcohol absoluto
Lavar con alcohol al 70%
Lavar con alcohol al 50%

Lavar bien con agua y agua destilada

3. Desenmascaramiento antigénico:

a)

b)

c)

d)

Los anticuerpos pRB y WWOX se incubaron en tampdn
EDTA 1mM a pH8 durante 3 minutos en autoclave a 1,5
atmosferas de presion.

El anticuerpo CASPASA-3 se incubd en tampodn
comercial de Dako con pH Alto (EnVision™ FLEX Target
Retrieval Solution, High pH (50x) (DM828) cddigo K8000.
Tampodn Tris/EDTA concentrado 50 veces, pH 9. Para su
uso se realizé una dilucién 1:50 con agua destilada)
durante 3 minutos a 1,5 atmdsferas de presién en
autoclave.

C- Los anticuerpos P53, KI67, GAPDH, P16, P16INK4a,
CICLINA G, CICLINA E, BCL2, P27, VEGFR2, CK20, COX2,
C-KIT, TOPOISOMERASA IIALFA, SURVIVINA, P14,
TELOMERASA y RACEMASA, se incubaron en tampdn
CITRATO comercializado por DAKO (diluido 1/10 en
agua destilada) durante 3 minutos a 1,5 atmésferas de
presion en autoclave.

El anticuerpo P73 se incubd en tampdn comercial de
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DAKO con PH Bajo (Dako EnVision™ FLEX Target
Retrieval Solution, Low pH (50x) (cddigo K8005).
Tampon de citrato concentrado 50 veces, pH 6,1. Para
su uso se realizé una dilucién 1:50 con agua destilada )
durante 3 minutos a 1,5 atmdsferas de presién en
autoclave.

e) Por ultimo, los anticuerpos P21, CICLINAD1 y CTIP se
incubaron en bafio termostatizado a 992C durante 40

minutos con tampdn TRIS-EDTA pH9.

4. Bloqueo de peroxidasa enddgena

Una vez realizada la descompresidén del autoclave se
dejan enfriar las preparaciones en los respectivos tampones y
después se lavan con agua, agua destilada y por ultimo con PBS
o TBS comercializado por DAKO (EnVision™ FLEX Wash Buffer
(20x) (DM831). Solucién salina tamponada con Tris que
contiene Tween 20, concentrada 20 veces, pH 7,6 (£0,1). Para
su uso se realizd una dilucion 1:20 con agua destilada).

Se incubaron las preparaciones en solucién de bloqueo
de peroxidasa comercializada por DAKO (solucidon tamponada
gue contiene peréxido de hidrégeno y conservante (Ref.
$2023)) durante 10 minutos.

No se bloquea el colageno para evitar la tinciéon de
fondo inespecifica, ya que gracias a la presencia de proteinas

estabilizantes en los reactivos de DAKO utilizados no es
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necesario (seglin recomendaciones de la casa comercial).

5. Anticuerpo primario

a) Lavar 3 veces con PBS o TBS.

b) Se diluyeron los anticuerpos puros en diluyente de
anticuerpo comercializado por Dako (EnVision™ FLEX
Antibody Diluent Ref. K8006. Tampdn Tris, pH 7,2 que
contiene 15 mmol/L de NaN3 y proteina, listo para su
uso). Las concentraciones vienen dadas en la tabla para
cada uno de los anticuerpos y se incubd una hora a

temperatura ambiente.

6. Sistema de visualizacion

a) Lavar 3 veces con PBS o TBS.

b) En el caso de los anticuerpos P73 y CASPASA-3 se realizd
una incubacién con ENVISION durante 30 minutos (Dako
REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV) Ref.
K5007). Dextrano unido a moléculas de peroxidasa y
moléculas de anticuerpo secundario de cabra frente a
inmunoglobulinas de conejo y ratéon en solucidon
tamponada que contiene proteina estabilizante vy
conservante. Este reactivo es un polimero conjugado
con peroxidasa, que también estd recubierto de
anticuerpos frente a las inmunoglobulinas de conejo y

de ratén. Se compone de un esqueleto de dextrano al
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c)

qgue se han unido un gran nimero de moléculas de
peroxidasa (HRP) y moléculas de anticuerpo secundario
(Para la reaccién de unién se ha utilizado una quimica
Unica, que permite la unién de hasta 100 moléculas de
HRP y hasta 20 moléculas de anticuerpo por esqueleto).
El anticuerpo secundario unido al esqueleto de dextrano
se ha obtenido de cabras. Reacciona igualmente bien
con inmunoglobulinas de conejo y ratén, por tanto,
solamente se necesita un reactivo de deteccidn para los
anticuerpos primarios de conejo y raton.

Para los restantes anticuerpos se utilizd el sistema de
visualizacién LSAB (Dako LSAB+ System-HRP Cddigo
K0690 para su uso con anticuerpos primarios de conejo,
ratdn y cabra. El kit utiliza una técnica avidina-biotina en
la que el anticuerpo secundario biotinado reacciona con
diversas moléculas conjugadas de estreptavidina. Para
ello se realizan incubaciones secuenciales con
anticuerpo de enlace biotinado vy estreptavidina
marcada con peroxidasa. El anticuerpo de enlace
contiene inmunoglobulinas biotinadas anti anticuerpos
de conejo, ratédn y cabra en solucidon tampdn salina
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) que contiene
proteina estabilizadora y 0,015 mol/L de azida sddica. El
reactivo estreptavidina peroxidasa contiene

estreptavidina conjugada con peroxidasa en PBS que
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d)

e)

f)

contiene proteina estabilizadora y un agente
antimicrobiano).

Primero se incubaron las preparaciones en el reactivo
de enlace (biotinylated link universal) durante 20
minutos. Pasado ese tiempo se lavaron las
preparaciones con TBS y luego se incubaron con
estreptavidina peroxidasa (streptavidin-HRP) durante 20
minutos mas.

Lavar 3 veces con PBS o TBS en todos los casos.

Lavar con agua destilada.

7 Visualizacion de la reaccion

a) Para la visualizacién de la reaccidon se incubaron las

preparaciones durante 5 minutos (excepto para los
anticuerpos P73 y CASPASA-3 que fueron 10 minutos)
en DAB (Substrate Working Solution (CHROM)
suministrada por el kit Dako REAL™ EnVision™ Detection
System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (Cddigo
K5007). E kit contiene un Frasco B Dako REAL™
Substrate Buffer) con 250 mL de solucién tamponada
gue contiene peroxido de hidrégeno y conservante, y un
Frasco C (Dako REAL™ DAB+ Chromogen) con 5 mL, de
concentrado 50 veces tetrahidrocloruro de 3,3’
diaminobencidina en disolvente organico. La solucion

Substrate  Working Solution, que contiene DAB
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(CHROM), se prepara mezclando bien 20 uL de Dako
REAL™ DAB+ Chromogen (frasco C) y 1 mL de Dako
REAL™ Substrate Buffer (frasco B). El sistema de
sustrato roduce un producto final marrén claro en el
lugar del antigeno diana).

b) Parar la reaccidn lavando con agua destilada.

7. Tincion de contraste
a) Se utilizd6 HEMATOXILINA 1 minuto.

b) Se lavaron las preparaciones con agua corriente.

8. Deshidratacion

Se realizé con pases en alcoholes de graduacion creciente hasta

etanol absoluto.

9. Aclarado

Se realizd mediante pases en Xilol.

10. Montaje
Se cubrieron las preparaciones con cubreobjetos y Entellan

(medio de inclusidn para microscopia de MERCK)

2.2.1 Relacién de anticuerpos utilizados en la determinacién
inmunohistoquimica
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Tabla 3. Relacion de anticuerpos

inmunohistoquimica.

utilizados en

Material y Métodos

la determinacion

ANTICUERPO CASA DILUCIO | PRETRATAMIENT | SISTEMA DE
COMERCIA N o VISUALIZACIO
L N
P53 NOVOCA | 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
NCL- STRA 3’A1,5 DAKO
P53(DO7) ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
K167 DAKO 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
MiB-1 3’A1,5 DAKO
M7240 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
GAPDH CHEMICO | 1/200 | AUTOCLAVE LSAB
MAB374 N 3’A1,5 DAKO
ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
P16 SANTA | 1/100 | AUTOCLAVE LSAB
P16(F-12) SC- | CRUZ 3’A1,5 DAKO
1661 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
P21 DAKO 1/25 BANO A LSAB
M7202 99°C 40’ DAKO
CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
TRIS-EDTA K5007
PRB NEOMAR | 1/200 | AUTOCLAVE LSAB
RB Ab1(1F8) KERS 3’A1,5 DAKO
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MS-107-P ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
EDTAPH 8 K5007
P16INK4a | NEOMAR | 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
Ab4 CLON KERS 3’A1,5 DAKO
16P04 O JC2 - ATM. CON K0690 /
MS887-P TAMPON | DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
CICLINAD1 | NEOMAR | 1/50 BANO A LSAB
(SP4) RM- KERS 99°C 40’ DAKO
9104-S CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
TRIS-EDTA K5007
CICLINAG | NOVOCA | 1/20 | AUTOCLAVE LSAB
NCL-CYCLING STRA 3’A1,5 DAKO
11C8 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
CICLINAE | NOVOCA | 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
NCL-CYCLINE STRA 3’A1,5 DAKO
13A3 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
BCL2 NOVOCA | 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
NCL-BCL2- STRA 3’A 1,5 DAKO
486 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
CTIP SANTA | 1/800 BANO A LSAB
CTIP(H300)SC | CRUZ 99°C 40’ DAKO
22838 CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
TRIS-EDTA K5007
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ANTICUERPO | CASA | DILUCI | PRETRATAM | SISTEMA
COMERCI | ON IENTO DE
AL VISUALIZA
CION
WWOX | —--—mooeeme- 1/400 | AUTOCLAVE LSAB
3’A1,5 DAKO
ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
EDTA PH 8 K5007
P27 DAKO 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
M7203 3’A1,5 DAKO
ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
VEGFR2 SANTA | 1/100 | AUTOCLAVE LSAB
FLK-1(C-20) CRUZ 3’A1,5 DAKO
SC-315 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
CK20 DAKO 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
M7019 CLON 3’A1,5 DAKO
KS20,8 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
CcoX2 SANTA 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
CX-2(H-62) CRUZ 3’A1,5 DAKO
SC7951 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
C-KIT DAKO 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
(cD117) 3’A1,5 DAKO
ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
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CITRATO PH K5007
6
TOPOIlla NOVOCA | 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
NCL TOPO lla STRA 3’A1,5 DAKO
Batch:12400 ATM. CON K0690 /
6 TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
SURVIVINA | NOVUS | 1/200 | AUTOCLAVE LSAB
NB500-201 3’A1,5 DAKO
ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
P14 NEOMAR | 1/100 | AUTOCLAVE LSAB
P14 Ab4 RB- KERS 3’A1,5 DAKO
1551-P ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
TELOMERAS | NOVOCA | 1/20 | AUTOCLAVE LSAB
A STRA 3’A1,5 DAKO
NCL-h-TERT ATM. CON K0690 /
44F12 TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
RACEMASA DAKO 1/50 | AUTOCLAVE LSAB
(P504s) 3’A1,5 DAKO
M3616 ATM. CON K0690 /
TAMPON DAB DAKO
CITRATO PH K5007
6
ANTICUERPO CASA DILUCIO PRETRATAMIENT SISTEMA DE’
COMERCIAL N o VISUALIZACIO
N
P73 CHEMICO | 1/500 | AUTOCLAVE | ENVISION
AB7824 N 3’A1,5 DAKO
ATM. CON K5007 /
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TAMPON PH | DAB DAKO
BAJO K5007
CASPASA3 | CHEMICO | 1/20 | AUTOCLAVE | ENVISION
AB3623 N 3’A15 DAKO
ATM. CON K5007 /
TAMPON PH | DAB DAKO
ALTO K5007

Figura 3. Construccidon y analisis de una matriz tisular a partir de muestras

fijadas en formaldehido y embebidas en parafina. A) Matrices tisulares y sus

respectivos cortes tefiidos con hematoxilina-eosina B) Marcaje de la zona a analizar

en portaobjetos y en su localizaciéon en la parafina. C)Fijacion del bloque en el

micrétomo y extraccion de la regidn marcada, una vez confeccionado el cilindro D)

Colocacion del cilindro preconfeccionado. E) Distribucion del resto de las muestras.

F) Corte de la matriz tisular. G) Tincién con hematoxilina-eosina H) Inmunotincion.
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2.3 Interpretacién de los resultados.

La interpretacién diagnostica de las matrices tisulares
fue realizada por un anatomopatélogo experto en
inmunohistoquimia y en cdncer urolégico que desconocia el
trabajo de campo efectuado (variables clinicas) para cada
enfermo.

Se utilizaron dos criterios de puntuacién, una escala
cuantitativa del porcentaje de nucleos tefiidos (0-100%) en los
marcadores de expresién nuclear y una cualitativa referente a
la intensidad de tinciéon del citoplasma (0-6).

En los marcadores Bcl-2 y CK 20 también se valoré la
localizacion topografica de la expresion (ausencia-difusa-basal-

apical).
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Figura 4. Cortes histologicos de los cilindros originados, tincion en
hematoxilina-eosina. A) vista del cilindro en 10x. B) detalle del cilindro en 20x. C)

detalle celular en 40x.

Figura 5. Inmunotincién de los cortes histoldgicos de cilindros. A) tincién
nuclear a Ciclina D1 (detalle a 20x) B) tincidn citoplasmatica de GAPDH (detalle
20x).
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3.-Gestién de datos

Se generd una matriz de base de datos con el programa

IBM® SPSS® Statistics (v 19.0).

Las variables obtenidas fueron las siguientes:

102

Clinicas (obtenidas de la historia clinica del enfermo):
género, edad, consumo de tabaco, consumo de alcohol,
profesion de riesgo, existencia de hipertensién arterial,
diabetes mellitus.

Anatomopatoldgicas clasicas: diametro maximo tumoral
(dato de la ecografia preoperatoria), numero de
tumores y localizacion multicéntrica (obtenido de la
historia clinica), grado OMS 2004 y estadio tumoral
(obtenido tras la nueva revisién de las preparaciones en
hematoxilina-eosina).

Expresion imunohistoquimica de los marcadores
moleculares, variables segun el porcentaje expresidon
nuclear, de la intensidad de expresion del citoplasma y
de la topografia de la expresiéon: P53 (nuclear), P14
(nuclear), Topoisomerasa-lla (nuclear), Ki 67 (nuclear),
P16INK4A (nuclear y citoplasmatico), P27 (nuclear), P21
(nuclear), PRb (citoplasmatico), ciclina G (nuclear),
ciclina E (nuclear y citoplasmatico), ciclina D1 (nuclear y
citoplasmatico), Bcl2 (citoplasmatico y topografia),

Survivina (nuclear vy citoplasmatico), Telomerasa
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humana  (hTERT) nuclear y nucleolar, CtIP
(citoplasmatico), c-kit (citoplasmatico), Wwox
(citoplasmatico), VEGFR2 (nuclear y citoplasmatico),
citoqueratina 20 (CK-20) (citoplasmatico, topografico),
GAPDH (nuclear y citoplasmatico), COX-2
(citoplasmatico), Racemasa (citoplasmatico).

e Variables tras puntuacion EORTC con respecto a la
recidiva y progresiéon de la muestra (riesgos bajo,
intermedio y alto).

e Variables longitudinales del seguimiento (obtencién
retrospectiva o prospectiva): recidiva, tiempo libre de
recidiva, progresion, tiempo libre de progresion,
mortalidad  cancer-especifica, tiempo libre de
mortalidad cancer-especifica y fecha del dltimo

seguimiento.

Se considerd recidiva a la existencia de un nuevo tumor
vesical confirmado por anatomia patolégica una vez resecado,
en un paciente que al menos estuvo 3 meses libre de
enfermedad y controlado segun el protocolo de seguimiento de
los tumores vesicales del Servicio de Urologia del Hospital
Clinico de Valencia (anexo 1), mediante cistoscopia y citologia.

Se defini6 como progresion de la enfermedad Ia
existencia de una recidiva tumoral en vejiga cuyo analisis

anatomopatoldgico revelase la presencia de infiltracidon
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muscular (T2) o un tumor T1G3. También se consideré6 como
progresion la presencia de adenopatias o metastasis en otros
drganos con biopsia y confirmacion histoldgica perteneciente a
tumor urotelial. Otro criterio de progresién fue la existencia de
un tumor de urotelio superior al menos T1 de alto grado.

La mortalidad cancer-especifica fue considerada como

toda muerte a causa del tumor vesical. Los pacientes vivos en
su ultima fecha de seguimiento y los fallecidos por otras causas

se categorizaron como “no muertos (especificos)”.

4.-Andlisis estadistico y presentacion de resultados.

El tratamiento estadistico del estudio se ha dividido en 3
bloques: andlisis descriptivo de las variables estudiadas,
seleccion de las variables predictoras mediante analisis
multidimensional y construccion de grupos de riesgo y analisis

de la supervivencia.

4.1 Analisis descriptivo de las variables estudiadas

4.1.1 Analisis descriptivo de las variables dependientes

En primer lugar se representaron los datos descriptivos

de las variables clinicas y anatomopatolégicas clasicas
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utilizando valores centrales como la media y su desviacion
tipica y la mediana y el rango intercuartil.

Con respecto al analisis descriptivo de la expresion
inmunohistoquimica, los datos se han representado utilizando
graficos bidimensionales y tridimensionales.

Para la distribucién topografica de los marcadores CK 20
y Bcl-2 se han usado diagramas de anillo y anillos seccionados.

En referencia a la expresidon citoplasmdtica, se han
construido mapas, simulando a los tipos coropléticos,
hexagonales en modo de celdas para una observacién
cualitativa mediante una escala de colores que varian en color
con respecto a la familia o ruta oncogénica y de intensidad
conforme a la intensidad de la expresion.

En cuanto al porcentaje de expresidon nuclear, se han
representado los datos mediante graficos de barras en funcion
a la mediana y el rango intercuartil. También se ha utilizado los
colores para representar a las distintas familias/rutas
oncogénicas.

El andlisis de expresidon citoplasmatica se representd
segun un mapa tipo coroplético de gradilla y el de expresién
nuclear mediante un grafico radial de superficies o capas. La
distribucién topografica de CK 20 y Bcl-2 se representd

mediante graficos de anillos estratificados.
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Posteriormente se realizd un analisis descriptivo en la
expresion de los marcadores inmunohistoquimicos con
respecto a los tumores vesicales clasificados segln el estadio
TNM vy el grado tumoral (OMS 2004). Al clasificar la muestra
segln estas caracteristicas, se generaron 4 grupos: Ta Bajo
grado, Ta Alto grado, T1 Bajo grado y T1 Alto grado.

Para valorar las diferencias entre los grupos, se
compararon por parejas, el grupo de TVu Ta Bajo grado con
respecto a T1 Alto grado y Ta Alto grado con respecto a T1 Bajo

grado.

4.1.2 Confeccién del mapa de los perfiles de expresidon

inmunohistoquimica

El porcentaje de expresidon nuclear se ha expresado
mediante grafico de barras seglin la mediana.

La intensidad de expresion citoplasmatica se representd
segun un mapa coroplético hexagonal donde cada marcador es
dividido en 3 partes; un hexdgono central representa la
mediana y los limites del rango superior e inferior
correspondientes a los hexagonos interior y exterior.

El mapa coroplético juega con los distintos colores
segun las familias o rutas bioldgicas y con la intensidad de cada
color correspondiente a la intensidad de expresion

citoplasmatica.
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Una vez confeccionados estos dos graficos de expresidn
bidimensional, se procedié a agrupar los marcadores para
construir un mapa tridimensional que uniera ambos tipos. Si un
marcador inmunohistoquimico presentd expresiéon tanto
nuclear como citoplasmatica, se representaron de manera
conjunta. La distribucidn en el espacio se realizé por familias y
de manera no aleatoria. Se construyeron los mapas
tridimensionales correspondientes a cada uno de los 4 grupos

histolégicos (figura 6).

Figura 6. Esquema de la construccion de los mapas tridimensionales de la

expresion inmunohistoquimica de los marcadores analizados en el estudio.
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4.1.3 Andlisis descriptivo de los grupos anatomopatoldgicos

TNM /grado OMS 2004 y la supervivencia

Se han utilizado las curvas y el anadlisis de supervivencia
tipo Kaplan-Meier con respecto al tiempo libre de recidiva,
progresion y mortalidad cancer-especifica. El estadistico
utilizado fue el de Log Rank (Mantel-Cox). El nivel de
significacidon estadistica tolerado fue del 0,05 (96).

El programa informatico utilizado para dicho analisis y

su representacion grafica fue IBM SPSS Statistics v 20.0

4.2 Seleccion de variables predictoras mediante analisis

multidimensional

Como consecuencia de presentar un gran nimero de
variables, los métodos de regresidon clasicos como la regresion
de Cox, no deberia ser el procedimiento adecuado de inicio
para la selecciéon de variables predictivas independientes ya
que la probabilidad de cometer un error tipo Il es elevada.
Cuantas mas variables se analizan, mas facil es que el azar haga
gue algunas de esas variables parezcan predictoras, es el
fendmeno llamado “multiple testing” (97,98)

Por ello en este estudio se han utilizado dos modelos

estadisticos de analisis multidimensional para la seleccién de
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variables como son Random Survival Forests RSF y Least
absolute shrinkage and selection operator (LASSO) (99,100).

El analisis mediante bosques aleatorios de supervivencia
(Random survival forest) (RSF) es un algoritmo consistente en la
generacién de una combinacién de arboles de clasificacion o de
regresiéon, que no son mas que diagramas de toma de
decisiones dicotdmicas en base a los valores de distintas
variables. Este grupo de darboles se construye de manera que
cada arbol sea lo mas distinto posible de los demas de manera
que la correlacidon entre ellos sea lo mas baja posible. Para
realizar predicciones, cada uno de los arboles emite un voto
individual que luego se consensa entre todos los arboles para
emitir en un voto global. Una de las principales ventajas de
random survival forest es la flexibilidad que tiene para incluir un
gran numero de variables y realizar predicciones con ellas.
Ademds, dispone de un método de clasificacion de Ia
importancia de las variables por lo que no solo sirve para
realizar modelos predictivos, sino que también es util para

seleccionar variables (99,100).

La técnica de regresidn penalizada absolute shrinkage
and selection operator (LASSO) es un método de seleccién de
variables que puede utilizarse para seleccionar predictores X *

de un objetivo variable Y , a partir de un conjunto mayor de
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potencial o predictores candidatos X. similar a un modelo de

regresion lineal, con la forma:

Yy~PotPr*xXi+ X+t fi*xX;+e

Sin  embargo, para disminuir la variabilidad e
inestabilidad de los coeficientes debido al desequilibrio entre el
numero de muestras y el numero de variables, se le impone
una restriccion al modelo que consiste en delimitar el valor
maximo que pueden sumar todos los coeficientes. Mediante
esta restriccion lo que se consigue es que muchos de los
coeficientes acaben siendo igual a cero, por lo que se eliminan
del modelo. De esta forma la lista de variables seleccionadas

incluye Unicamente aquellas cuyos coeficientes no sean 0 (101).

p
Restriccion:

Z|/>’j| =s

j=1

Como se puede observar ambas técnicas utilizan
aproximaciones completamente distintas tanto para la
construccidon del modelo como para la seleccién de las variables
mas importantes. Esto es atil ya que, si las variables
seleccionadas por los dos métodos coinciden, se puede
interpretar que los resultados obtenidos son robustos. Es lo que

se conoce como un analisis de sensibilidad (99-101).
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Estos métodos no producen un p-valor ya que no
realizan un contraste de hipdtesis formalmente. Lo que hacen
es seleccionar las mejores variables de entre todas las
disponibles para crear un modelo predictivo eficaz (99-101).

Para su calculo se utiliza el programa estadistico R
version (3.0.2. R Core Team (2013). R: A languaje and
enviroment for statistical computing. R foundation for

Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-
project.org/.).

4.3 Construccion de grupos de riesgo y analisis de la

supervivencia como ejemplo de la seleccion de variables.

Una vez seleccionadas las variables predictoras se
crearon los grupos de riesgo clinico con respecto a los periodos
libres de recidiva, progresion y mortalidad cancer-especifica.

Estos grupos de riesgo se denominaron perfiles clinicos
de riesgo a raiz de la seleccion de variables realizada por el
analisis multidimensional.

Se realizaron comparaciones con respecto a las curvas
de supervivencia generadas por la estratificacion de los
tumores segin el TNM y el grado OMS 2004, segun la
puntuacion de la EORTC obtenida y los perfiles de riesgo tras el

analisis multidimensional. La estratificacion segun Ia
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puntuacion de la EORTC obtenida al aifio y a los 5 afios se utilizé

al comparar la recidiva y la progresion.

La puntuacion de la EORTC de los pacientes de la

muestra se obtuvo usando la calculadora de la pagina oficial:

http://www.eortc.be/tools/bladdercalculator/download.asp

Otra de las comparativas analizadas fue las
probabilidades de supervivencia con respecto a la recidiva,
progresion y mortalidad al afio y a los 5 afios de seguimiento de
los grupos anteriormente descritos: combinacién TNM y OMS
2004, puntuacion EORTC (recidiva y progresion) y perfil clinico
de riesgo generado tras el andlisis multidimensional.

La construccién de las curvas de supervivencia segun el
método Kaplan-Meier y el andlisis comparativo de las
categorias generadas por los grupos de riesgo obtenidos se
realizé utilizando el programa informatico IBM SPSS Statistics v
20.0. El estadistico utilizado fue Log Rank (Mantel-Cox) con un
nivel de significacion estadistica tolerado de un 0,05 (102).

Para la categorizacién de las variables continuas
seleccionadas se utilizaron los puntos de corte generados por la
tendencia de las curvas de probabilidad del suceso generadas

por el analisis RSF.
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Resultados

Parte 1. Descripcidn general de las variables.

1.1 Variables clinicas

El tamafio muestral comprendid un total de 213 pacientes.
La edad presenté una media y mediana de 69,5 (10,4) afios y
71,4 (27-89,7) afos. Con respecto al sexo, hubo un predominio
de varones (89,7%).

En cuanto a los habitos téxicos en el momento de la cirugia,
un 51,2% de los pacientes refirieron consumo de tabaco y un
25,4% fueron clasificados como ex-fumadores (= 15 afos sin
fumar). Un 90% afirmaron tomar alcohol de manera muy
esporadica o no ser consumidores. Un 28,6% de los pacientes
presentaron antecedentes en relacion a una profesion de
riesgo con respecto al cancer vesical (pinturas, pesticidas y
derivados).

En referencia a la morbilidad asociada, un 41,3% padecian
hipertension arterial y un 20% diabetes mellitus tipo 2.

Todos estos datos quedan recogidos en la tabla 4.
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Tabla 4. Variables clinicas de los pacientes intervenidos
quirdrgicamente que presentaron un tumor vesical urotelial papilar sin

afectacion de la muscular propia grado 2 (OMS 1993).

Variables clinicas (n) %
Edad (69,5 + 10,52* /71,4 (63,1-77,5)**)

<70 afios 98 (46%)

>70 afios 115 (54%)
Sexo

Hombre 191 (89,7%)

Mujer 22 (10,3%)
Consumo de tabaco

Si 109 (51,2%)

No 50 (23,5%)

Exfumador 54 (25,4%)
Consumo de alcohol

No/ocasional 191 (89,7%)

Moderado/elevado 22 (10,3%)
Profesion de riesgo

Si 61 (28,6%)

No 152 (71,4%)
Diabetes mellitus

Si 42 (19,7%)

No 171 (80,3%)
Hipertension arterial

Si 88 (41,3%)

No 125 (58,7%)

Se representan:* media (desviacion tipica) ** Mediana y rango

intercuartil.

114



Tesis Doctoral JA March Villalba Resultados

1.2 Variables anatomopatoldgicas clasicas

La media de tumores resecados fue de 2,4 + 2,0
tumores, con un didmetro maximo medio de 25 + 2,1 mm. En
un 37% de los pacientes, los tumores presentaron una
localizacion multicéntrica.

En referencia al estadio segun la clasificacion TNM, el
predominio fue de los tumores con invasién de la [dmina propia
(pT1) en un 61%.

Respecto al grado tumoral segun la clasificaciéon de la OMS del
2004, existié un predominio de tumores de alto grado.

Al combinar el estadio TNM vy el grado (OMS 2004), el
diagndstico mas frecuente fue el de tumor T1 de Alto grado
(pT1AG) en un 48,4%, seguido de Ta de Alto grado (pTaAG) en
un 22,7%, Ta de Bajo grado (pTaBG) en un 16,4% y un 12,5% se
clasificaron como T1 Bajo grado (pT1BG).

Todos estos datos se recogen en la tabla 5.
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Tabla 5. Variables anatomopatoldgicas de los tumores uroteliales papilares

sin afectacion de la muscular propia grado 2 (OMS 1993).

Variables anatomopatoldgicas clasicas (n) %
Numero de tumores (2,4 +2,04* /1 (1-3)*%)
Tumor Unico 111 (52,1%)
Dos o mas tumores 102 (47,9%)
Diametro tumoral (2,6 +2,01* /2 (1-3,2)*%*)
<20mm 118 (55,4%)
220mm 95 (44,6%)
Estadio
pTa 83 (39%)
pT1 130 (61%)
Grado OMS 2004
Bajo 62 (29,1%)
Alto 151 (70,9%)
Multicéntrico
Si 78 (36,6%)
No 135 (63,4%)
Se representan:* media (desviacidn tipica) ** Mediana y rango
intercuartil.
1.3 Variables de la expresion de marcadores

inmunohistoquimicos

Con respecto a la expresion citoplasmatica se observd que
el marcador GAPDH es el que mayor intensidad alcanzd, con
una mediana de 4 (2-5), seguido de cuatro marcadores mas:
Survivina, CtIP, Wwox y VEGFR2 (mediana de 3).

Los marcadores Ciclina E y pl6 Santacruz son los que

presentaron unos valores mas bajos (tabla 6).
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Los marcadores con mayor expresion nuclear fueron
VEGFR2 con una media de 37,2 (36,3)% y mediana de 40 (0-
75)%, P14 con media y mediana de 38,3 (31,5)% y 35 (5-70)%, y
Ciclina G 37,1 (35,0)% vy 30 (2,5-68)%, respectivamente. Tanto
Ciclina E como pRb y p16INK4a su mediana de expresion fue 0

(tabla 7).

Los dos marcadores inmunohistoquimicos en los que se
estudié la distribucion topografica de Ila expresién
inmunohistoquimica presentaron como las mas frecuentes, la
distribucién apical en CK20 y la ausencia de patrén de

expresion en Bcl-2 (figura 7).

Tabla 6. Valores obtenidos por los marcadores inmunohistoquimicos de

expresion citoplasmatica, ordenados segiin maximos.

Marcadores Mediana (Rango
inmunohistoquimicos intercuartil)
GAPDH 4 (2-5)
PRb 4 (2-4)
Survivina 3 (1-4)
CtIP 3 (2-3)
Wwox 3 (2-4)
VEGFR2 3(1-3)
P16INK4a 2 (0-3)
CK 20 2 (1-3)
COX-2 2 (1-3)
Ciclina D1 1(0-3)
P21 1(0-3)
Bcl-2 1(0-2)
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C-Kit 1(0-3)
Racemasa 1(0-2)
Ciclina E 0 (0-5)
P16 Santacruz 0(0-2)
Tabla 7. Valores obtenidos por los marcadores de expresion

inmunohistoquimica nuclear, ordenados de mayor a menor media.

Marcadores

Mediana (Rango

. . . Media+ DE ) )

inmunohistoquimicos intercuartil)
VEGFR2 37,2+36,3 40 (0-75)
P14 38,3+31,5 35 (5-70)
Ciclina G 37,1+35,0 30 (2,5-68)
Telomerasa Nuclear 29,8+ 30,6 15 (2,5-52,5)
Telomerasa nucleolar 29,1+ 35,7 10 (0-61,3)
GAPDH 25,6 £ 29,6 12,5 (0-48)
P21 21,2+22,9 11,5 (2,5-35,5)
Ciclina D1 20,6 £ 22,5 12,5 (2,5-35,5)
P16 Santacruz 16,9 + 24,9 5(0-22)
Ki 67 16 + 15,7 10 (4-23,5)
Survivina 13,6 + 15,8 7,5(2,5-19,8)
Topoisomerasa-lla 9,4+11,0 5(2,5-11,8)
P27 8,7%+14,8 4 (0,5-10)
Ciclina E 5,2 +10,9 0 (0-5)
PRb 3,6 +£12,2 0
P16INK4a 3,1£9,0 0
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CK 20 (n) (%) 4 ol - Bcl-2 (n) (%)
Apical 110 (51,6%) cK 20 |t Bcl-2 No patrén 101 (47,4%)
Difuso 57 (26,8%) cl- Apical 41 (19,2%)
No patrén 46 (21,6%) Difuso 37 (17,4%)
Basal 34 (16%)

Aokl Oifuso

Figura 7. Distribucion topografica de la expresiéon inmunohistoquimica de
los marcadores CK 20 y Bcl-2. Se representa las distribuciones apical, difusa,

basal, ausencia de patréon en los colores rojo, verde, morado y azul,

respectivamente.

En lineas generales, se han podido observar 4 rutas
oncogénicas activadas en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973):
la familia de reguladores del ciclo celular (P14, Ciclina G y PRb),
reguladores de la apoptosis (Survivina, Wwox y CtIP) y GAPDH y
VEGFR2 dentro de los marcadores moduladores de sefiales y
metabolismo y de la angiogénesis, respectivamente (figura 8-

10).
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A

PleSantacruz
Cidina D1 Ciclina E

[ Cictocelular [ 2poptosis [ Citoesqueleto \/ \/
A U de seiiales ] B

C.-
Figura 8. Mapa coroplético 2D de Ila intensidad de expresion
inmunohistoquimica citoplasmatica en los TVu NoMinv grado 2 (OMS
1973). a.-Clasificacién color/intensidad segtn familias de marcadores moleculares,
b.-Distribucion hexagonal de los marcadores, c.-mapa de color donde el hexdgono
interior y exterior corresponden al rango intercuartil y el hexagono medial a la
mediana de intensidad segun la tabla 3. Por ejemplo, el marcador pRb presenta una
mediana de 3 (color hexagono central) y un rango intercuartil de 2 como limite

inferior (color hexagono pequeiio) y 4 como rango superior (color hexagono mas

externo).

120



Tesis Doctoral JA March Villalba Resultados

80

70

60

50

40

% Expresion nuclear

[l Cido celular [ Apoptosis [[] Metabolismo y transduccion de seiiales  [JJ] Angiogénesis

Figura 9. Expresion inmunohistoquimica nuclear en los TVu NoMinv grado
2 (OMS 1973). Se representa el porcentaje de expresidn nuclear mediante la
mediana. El rango intercuartil estd comprendido entre la linea media en cada barra.
Los colores de las barras corresponden a las familias/rutas oncogénicas de los
marcadores. En orden: P14, Ciclina G, Ciclina D1, P21, Ki 67, pl6 Santacruz,
Topoisomerasa 2a, P27, P53, Ciclina E, pRb, pl6INK4a, Telomerasa nuclear,
Telomerasa nucleolar, Survivina, GAPDH, VEGFR2. Se observa que el marcador con
mayor % de expresidon nuclear es VEGFR2 (extremo derecha), seguido de P14

(extremo izquierda).
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Figura 10. Mapa tridimensional del patron de expresién inmunohistoquimica en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973). A) Esquema de
la distribucién de los marcadores. B) Resultado final. Los marcadores estan coloreados segun su familia/ruta oncogénica. Los hexagonos corresponden
a la expresidon de los marcadores citoplasmaticos (conservan la intensidad de expresion mostrada en la figura 7). Las columnas corresponden a los
marcadores nucleares. La distribucion topogréfica mas frecuente se nombra encima del marcador correspondiente (Bcl-2 y CK 20). Se observa un

predominio en la expresién de los marcadores: Ciclina G, P14, y pRb (ciclo celular), Survivina, CtIP, Wwox (apoptosis), VEGFR2 (angiogénesis) y GAPDH

(metabolismo y transduccion de sefiales).
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1.3.1 Relacion de Ila expresion de los marcadores
inmunohistoquimicos, el estadio TNM y la clasificacion OMS

2004

Se ha observado que los marcadores pRb, p21 y Bcl-2
presentaron una expresion citoplasmatica mas elevada en los
tumores pT1AG con respecto a los pTaBG. Cuando se comparan los
grupos pTaAG y pT1BG, los marcadores pRb, p21 y Wwox se
encontraron con mayor expresion en el grupo T1 Bajo grado y CtIP,
BCL-2 y CK20 en los tumores pTaAG (figura 11).

En lineas generales los marcadores pRb y p21 parecieron estar
asociados a un aumento de intensidad en el estadio T1, al igual que el
marcador Bcl-2 donde dicho aumento puede ser relacionado a los

grupos con alto grado (OMS 2004) (figura 11).
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T1 Alto grado

T1 Bajo grado

Ta Alto grado

Ta Bajo grado

ple Santacruz p 16 INKda ClelinaE Clelina D1 pRb  p21 Surviving Wwox CtP C-kit Bel-2 (K20 GAPDH COX-2 Racemasa VEGFR2

Ta Bajo grado i} 1 i} 1 2 0 3 3 i1 i} 1 4 2 1 3
Ta Alto grado 1} 1 o 1 2 0 3 2 i 2 1 3 4 2 [i] 3
T1 Bajo grado 1} 2 0 2 i1 3 3 2 1 0 2 3 2 [i] 3
T1 Alto grado 0 2 0 2 i1 3 3 i1 1 2 4 2 1 3

Figura 11. Expresidon inmunohistoquimica citoplasmatica segin los grupos

histolégicos (TNM / grado OMS 2004) en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973).

En la tabla se muestra la mediana. Por ejemplo, el marcador P16 Santacruz no muestra expresion en
ningun subgrupo histolégico. Los marcadores Survivina, GAPDH, VEGFR2, aunque presentan una
intensidad elevada de expresidn, permanecen invariables con respecto a los grupos histolégicos. Los
marcadores pRb, p21 y Bcl-2 presentaron una expresion citoplasmatica mas elevada en los tumores

pT1AG con respecto a los pTaBG.

Con respecto a los marcadores de expresion nuclear, el grupo
de tumores pT1AG presentd con respecto a los tumores pTaBG un
aumento en la expresién de VEGFR2, GAPDH, Survivina, Telomerasa
Nucleolar, Telomerasa nuclear, Topoisomerasa 2 alfa, Ki67, p27, p53
y Ciclina G. El marcador p14 es mas expresado en los tumores pTaBG
(tabla 8, figura 12).

Las diferencias de expresién entre los otros dos grupos,
pTaAG y pT1BG, se observaron en el aumento de expresién de pl4,

p53, p21, pl6 santacruz en los pTaAG y un aumento de VEGFR2,
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GAPDH, Ki67, Telomerasa nuclear y nucleolar en los pT1BG (tabla 8,
figura 13).

Los marcadores Ki67, Ciclina G y Telomerasa nuclear
ofrecieron una mayor expresién conforme empeoraba el estadio y el
grado. El marcador P14 expresd niveles mas altos en los grupos con
estadio Ta con respecto a los T1, la expresion de P53 se asocid a los
grupos de alto grado y, por ultimo, el marcador VEGFR2 se expresd

sélo en los grupos con estadio T1. (tabla 8) (figuras 12y 13).

Grupo p16INKda  vEGFR2
o Ta Bajo grado 16 Sant
o T1 Alto grado P anacre GAPDH
Ciclina E
Survivina
Ciclina D1
Telomerasa
nucleolar
oRb 20 50 100 %
Telomerasa
nuclear
p21
Topoisomerasa 2a
Ciclina G

Kl 67

53
F p14 P27

Figura 12. Patron de expresion inmunohistoquimica de los marcadores nucleares
segun los grupos histolégicos (TNM / grado OMS 2004) en los TVu NoMinv grado

2 (OMS 1973). Diferencias entre los tumores pTaBG y pT1AG. Los pT1AG presentan mayor

porcentaje de expresién nuclear que los pTaBG a excepcién del marcador P14.
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Figura 13. Patrén de expresion inmunohistoquimica de los marcadores nucleares

segun los grupos histolégicos (TNM / grado OMS 2004) en los TVu NoMinv grado

2 (OMS 1973). Diferencias entre los tumores Ta Alto grado y T1 Bajo grado. Los pTaAG

presentan mayor expresién de P14, P53, P21,P16, en cambio los pT1BG presentan un mayor

porcentaje de VEGFR2, GAPDH, Telomerasa nuclear y nucleolar y KI 67.

Tabla 8. Descripcion de los valores obtenidos por los marcadores de

expresion inmunohistoquimica nuclear segtn los grupos histolégicos (TNM /

grado OMS 2004).
p27 K67 Topoisomerasa Telomerasa Telomerasa Sliiiis GAFDH VEGFR2
2a nuclear nucleolar
Ta Bajo grado 2,5 (0-7) 4.5 (2,5-9) 5{0-7,5) 12,5 (0-36,5) 5 (0-56) 5{0-7,5) 7,5 (0-24,5) 0(0-75)
Ta Alto grade 4 (0,4-3,3)  7(26-174) 5(2,8-12,5) 15 (5-49,8) 2,5(0-73) 5.8 (2,5-15) 12,5(0-51,1) 0(78,8)
T1Bajograde 3,5(0-8) 10,5(7-16,5) 5 (0-8) 21(0-50,5) 10{0-75) 5 (0-14) 36 (0-60) 50 [0-65)
TLAlto grada 5(1-125) 16,5(6,6-30) B(5-15,5) 14 (2,5-61,5) 12,5 (0-60) 12 [5-30) 12,5(2,5-42,5) 45(0-75)
plEINEda plE Santacruz Ciclina E Ciclina D1 pRb p21 Ciclina G p53 pld

TaBajogrado 0 (0-2,5) 5 (0-13) 0 15[2,5-32,5) [ 9,5 (4,5-39) 5 {0-40) 0(0-5) 45 (5-70)
TaAltogrado  1(0-5) 10 (0-20) o(0-44)  11(2,5-383) 0 12,8(35-398) 22,5(0-61,1) 4.8(1-10,5) 70(17-80)
T1 Bajo grado o 2,5 (0-22) 0 [0-5) 15 (0-38,5) L1} 5({0-21,5) 2B5(95-675 0(0-6) 35(25-60)
T1 Alto grado 0 5 (0-23) 0(0-7,5) 12,5 (0-30,5) a 12,5(3-37,5) 40(75-72) 5(0-18) 25 (5-55)

Se muestra mediana y rango intercuartil.
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El marcador CK20 presentd la distribucién apical como la mas
frecuente. No hay diferencias entre las proporciones de expresién
topografica entre pTaBG y pT1AG. Los tumores pTaAG presentan un
mayor patron difuso con respecto a los pT1BG. Estos ultimos
presentan una ausencia de patrén con mayor frecuencia que los
anteriores. El grupo de peor prondstico pT1AG es el que presenta

mayor proporcién de distribucion difusa (figura 14).

En cuanto al marcador Bcl-2, la ausencia de patréon fue lo mas
frecuente entre los grupos, encontrandose marcadamente mas
aumentado en el grupo pTaBG frente al pT1AG. El grupo pT1AG
presentd los patrones apical y basal marcadamente mas expresada
que en pTaBG (figura 15).

El grupo pTaAG presentd el patron difuso mds aumentado
que pT1BG. En este ultimo grupo predomind la ausencia de patrény
la distribucion apical (figura 15).

Tanto el patrén apical como el basal se encontraron mas

aumentados en los grupos en el que el estadio fue T1 (figura 15).
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M No patréon & Apical - Difuso

| CK 20 | Ta Bajo grade  Ta Alto grado T1 Bajo grade T1 Alto grado

Mo patrén  9(25,7%) 4 (8,3%) 6(22,2%) 27 (26,2%)
Apical 19(54,3%)  23(47,9%)  18(66,7%) 50 (48,5%)
Difuso 7 (20%) 21(438%)  3(11,1%)  26(25,2%)

Figura 14. Distribucion topografica de la expresion
inmunohistoquimica del marcador CK 20 segun los grupos
histolégicos (TNM / grado OMS 2004) en los TVu NoMinv grado
2 (OMS 1973). Bg= Bajo grado, Ag= Alto grado. El patrén apical es el
expresado con mayor frecuencia. Los Tl Ag expresan con mas
frecuencia un patron difuso con respecto a los Ta Bg. Dicho patrén
difuso es expresado con mas frecuencia en los tumores Ta Ag con
respecto a los T1 Bg, luego podria estar asociado a un alto grado. Los
tumores T1 Bg presentan con mayor frecuencia una ausencia de patron,
con respecto a los Ta Ag. En la tabla se representa la mediana y rango

intercuartil.
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W No patron W Apical -/ Difuso & Basal

Bcl-2 Ta Bajo grado Ta Alto grado T1 Bajo grado  T1 Alto grado

Mo patedn 25 (71,4%) 18 (37,5%) 15 (55,6%) 43 (41,7%)

Apical 3(8,6%) 6(12,5%)  7(259%)  25(24,3%)
Difuso 3(8,6%) 19 (39,6%)  3{11,1%) 9 (8,7%)
Basal 4 (11,4%) 5 (10,4%) 2(74%)  26(25,2%)

Figura 15. Distribucion topografica de Ila expresion
inmunohistoquimica del marcador Bcl-2 seglin los grupos
histolégicos (TNM / grado OMS 2004) en los TVu NoMinv grado
2 (OMS 1973). Bg= Bajo grado, Ag= Alto grado. La ausencia de patrén
de expresidn es la situacion dada con mayor frecuencia. Los T1 Ag
expresan con mas frecuencia un patrén basal y apical con respecto a los
Ta Bg. Dicho patrén difuso es expresado con mas frecuencia en los
tumores Ta Ag con respecto a los T1 Bg, luego podria estar asociado a un
alto grado. Los tumores T1 Bg presentan con mayor frecuencia el patron
apical, con respecto a los Ta Ag, lo que indica que el patrén apical podria
estar asociado al estadio T1. En la tabla se representa la mediana y rango

intercuartil.
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Como resumen, la expresion inmunohistoquimica presenté

diferencias concretas entre los grupos histoldgicos.

Al comparar los grupos tumorales pTaBG con respecto pT1AG, se
han encontrado diferencias de expresion en 16 marcadores (69,5%
de los estudiados). Casi las mismas diferencias se han encontrado
entre pTaAGy pT1BG (15 marcadores, un 65,2%).

Con respecto al estadio Ta se evidencié un aumento en la
expresion nuclear de P14. En los tumores T1 se observé un aumento
de la expresion nuclear del marcador de angiogénesis VEGFR2 y en la
expresion citoplasmatica de los marcadores pRb y p21. También
dicho estadio se asocidé una mayor tendencia a presentar un patrén

de expresion topografica de Bcl-2 apical y basal.

En cuanto al grado, la expresion citoplasmatica del marcador
Bcl-2 se relaciond con los grupos de alto grado (OMS 2004), hecho
que también ocurre con respecto al aumento de la expresion nuclear
de P53 (figuras 16 y 17).

Cabe resaltar que los marcadores Ki67, Ciclina G y Telomerasa
nuclear presentaron una expresion nuclear progresivamente mayor
conforme empeoraba el estadio y el grado de los grupos (figuras 16 y

17).
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Figura 16 Mapa tridimensional del patrén de expresién inmunohistoquimica en los distintos grupos histolégicos (TNM/Grado OMS

2004) en los TVu NoMinv grado 2. Relacién de los marcadores.
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Ta Bajo grado

Figura 17. Mapa tridimensional del patréon de expresién inmunohistoquimica en los distintos grupos histolégicos (TNM/Grado OMS
2004) en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973). Muy destacable se puede observar que la expresion elevada de VEGFR2 nuclear, Ciclina G y KI 67

esta asociada al estadio T1. La expresidn nuclear de P14 elevada se asocia al estadio Ta
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1.4 Caracteristicas generales del seguimiento. Recidiva, progresion y

mortalidad cancer-especifica.

El rango de seguimiento de la muestra estuvo comprendido
entre los 12 y los 162 meses. La media y mediana del periodo de
seguimiento fue de 58 (33,5) meses y 52,5 (31-77,5) meses
respectivamente.

Las tasas de recidiva, progresién y mortalidad fueron de
54,5%, 17,4% y 38%, respectivamente, siendo la tasa de mortalidad
cancer-especifica del 11,3%.

Con respecto a la recidiva, su mediana de supervivencia fue
de 37,8 (25,6-50) meses. La probabilidad de supervivencia libre de
recidiva al afio fue de un 78% y de un 40% a los 5 afios. La media y
mediana del numero de recidivas fue de 1,2 (1,5) y 1 (0-2) ocasiones.

Se observé una probabilidad de supervivencia libre de
progresion al afio y a los 5 afios de un 98% y un 85%,
respectivamente.

En cuanto a la mortalidad cancer-especifica, la supervivencia
al afo y a los 5 afios fue de un 100% y un 86%, respectivamente.

En la figura 18 se puede observar las curvas de supervivencia

originadas.
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Figura 18. Curvas de supervivencia referentes a los tiempos libres de recidiva,
progresion y mortalidad cancer-especifica de los TVu NoMinv grado 2 (OMS

1973).

134



Tesis Doctoral JA March Villalba Resultados

1.4.1 Relacion de los tiempos de supervivencia (recidiva,
progresion y mortalidad cancer-especifica) y el estadio TNM

y la clasificacion OMS 2004

Con respecto a la supervivencia libre de recidiva, el grupo de
tumores pTaBG es el que mostrd un tiempo libre significativamente
mas prolongado, con una mediana de supervivencia de 57,4 (53,5-79)
meses.

El grupo pT1 AG a pesar de su peor prondstico no es el que
presentd, comparado con los restantes grupos histoldgicos, el
periodo libre de recidiva mas corto (mediana de supervivencia de
48,2 (20,6-76) frente a pTaAG 16,1 (9,9-22,2) meses y pT1BG 32,3
(18,5-46,1) meses (figura 19).
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Figura 19.- Curva de supervivencia del periodo libre de recidiva con respecto a los

grupos histolégicos (TNM/OMS 2004) en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973).
Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox) p=0,004.
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Al realizar el estudio comparativo entre los grupos pTaBG
frente a pT1AG y pTaAG frente a pT1BG se observé que no existieron

diferencias estadisticamente significativas entre ellos (figura 20).

Estadio TNM
¥

Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

20 o0 4000 60100 8000 1000 S0 00 000 e00e  same 10600 12000
a Tiempo libre de recidiva (meses) b Tiempo libre de recidiva (meses)

Figura 20. Curva de supervivencia del periodo libre de recidiva con respecto a los
grupos histolégicos (TNM/OMS 2004) en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973). a)
Ta Bajo grado frente a T1 Alto grado (p= 0,080) b) Ta Alto grado frente a T1 Bajo grado
(p=0,108).Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox).

Con respecto a la supervivencia libre de progresion, no se
produjo ningln evento en el grupo de los tumores pTaBG, lo que
implicé que la diferencia entre los grupos fuera significativa. La
probabilidad de no presentar progresién al afio y a los 5 afos fue
respectivamente: pTaAG 95%/88%, pT1BG 97%/76% y pT1AG
96%/84% (figura 21).
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Figura 21. Curva de supervivencia del periodo libre de progresion con
respecto a los grupos histolégicos (TNM/OMS 2004) en los en los TVu

NoMinv grado 2 (OMS 1973). Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox) p=0,016.

Al ser analizados por separado los tumores pTaBG frente
a los pT1AG se observé que estos ultimos tienen un periodo libre
de progresiéon significativamente mds corto. No ocurre asi
cuando son comparados los pTaAG frente a los pT1BG, ya que no

existen diferencias entre ellos (figura 22).
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Figura 22. Curva de supervivencia del periodo libre de progresién con respecto a
los grupos histolégicos (TNM/OMS 2004) en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973).

a) Ta Bajo grado frente a T1 Alto grado (p= 0,002) b) Ta Alto grado frente a T1 Bajo grado
(p=0,750).Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox)

En cuanto a la mortalidad cancer-especifica, el grupo
pTaBG no presentd ningln caso.

Los restantes grupos histolégicos tampoco mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre las supervivencias
obtenidas.

La probabilidad de supervivencia cancer-especifica al ano y
a los 5 afios, fue respectivamente: pTaAG 100%/96%, pT1BG
100%/87% y pT1AG 98%/83% (figura 23).

La probabilidad de supervivencia cancer especifica al afio y

a los 5 anos de los grupos pTaAG, pT1BG y pT1AG fueron
respectivamente: 100%/96%, 100%/87% y 98%/83% (figura 21).
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Figura 23. Curva de supervivencia del periodo libre de mortalidad cancer-
especifica con respecto a los grupos histolégicos (TNM/OMS 2004) en los

TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973). Estadistico Log Rank test (Mantel-Cox) p=0,140.

Con respecto a la comparacion entre grupos se pudo
observar que los tumores pTaAG presentaron un periodo libre de
mortalidad cancer-especifica mas corto con respecto a los pTaBG
(no se registraron eventos). No hubo diferencias significativas

entre los grupos pTaAG y pT1BG (figura 24).
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Figura 24. Curva de supervivencia del periodo libre de mortalidad cancer-
especifica con respecto a los grupos histolégicos (TNM/OMS 2004) en los TVu
NoMinv grado 2 (OMS 1973). a) Ta Bajo grado frente a T1 Alto grado (p=0,016) b) Ta Alto

grado frente a T1 Bajo grado (p=0,203).Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox)

Sintetizando los resultados de este apartado, el Unico grupo
histoldgico en el que se observd mejor prondstico clinico fue el
correspondiente a los tumores pTaBG, ya que presentaron un
periodo libre de recidiva mas prolongado que los restantes grupos
(sélo existiendo diferencias significativas con respecto a los pTaAG) y
no se objetivaron casos de progresion ni de mortalidad cancer-
especifica. El grupo pT1AG presentd peor prondstico clinico en
comparacion con pTaBG (figuras 19-24).

No ocurre lo mismo con los grupos histoldgicos pTaAG vy
pT1BG, ya que no mostraron una estratificacidon significativa entre
ellos en cuanto a los periodos libres de recidiva, progresion ni

mortalidad cancer-especifica (figuras 19-24).
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Parte 2. Seleccion de variables predictoras de la evolucion clinica en
los tumores vesicales uroteliales no musculo-invasivos grado 2

(OMS 1973).

2.2 Comparativa de los modelos de andlisis estadistico
multidimensional LASSO y RSF en cuanto a la seleccion de

variables predictoras de los tiempos de supervivencia.

2.2.1 Resultados con respecto al tiempo libre de recidiva

El modelo LASSO selecciond como variables importantes con
respecto al tiempo libre de recidiva al nUmero de tumores resecados y
a los marcadores: Ki67, VEGFR2, Ciclina D1, CtIP y P16INK4a (figura 23).

En las graficas generadas se puede observar un aumento de la
probabilidad de presentar un tiempo libre de recidiva corto conforme
aumenta el numero de tumores resecados. Esta tendencia también se
evidencia en cuanto a la expresion nuclear de los marcadores Ki67,
p16INK4a, VEGFR2 y Ciclina D1 (figura 25).

Con respecto a la expresion citoplasmatica de VEGFR2 y
P16INK4a ocurrié el suceso contrario (figura 25).

En las gréaficas del modelo se puede observar que la presencia
de baja expresion citoplasmatica del marcador VEGFR2 asi como una
elevada expresion nuclear de éste empeoran el pronéstico (figura 25).

Este modelo no selecciona al estadio ni al grado OMS 2004.
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Figura 25. Variables predictoras de un tiempo libre de recidiva mas corto
seleccionadas por LASSO. En el eje de abscisas de las graficas: Ki67, Ciclina D1 nucleo,
VEGFR2 nucleo, p16INK4a nucleo se representa el porcentaje de nucleos expresados. En las
abscisas de VEGFR2 citoplasma, CtIP citoplasma, pl6INK4a citoplasma, se representa la
intensidad de expresién de citoplasma (0-6). En numero tumores, las abscisas indican el
numero de tumores. En el eje de ordenadas de todas las graficas se representan los

coeficientes LASSO.

En el caso del modelo Random Forest para el tiempo libre de
recidiva, seleccioné como las ocho variables con mayor importancia
las siguientes: numero de tumores resecados, disposicion
multicéntrica, expresion nuclear de KI67, p16INK4a, Ciclina D1 y

VEGFR2 y la expresidn citoplasmatica de VEGFR2 y CtIP (figura 26).
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Tanto el estadio como el grado OMS 2004 no se encuentran

dentro del grupo de las variables con mayor importancia (figura 26).
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Figura 26. Clasificacion de las variables segun la capacidad de

prediccion de un tiempo libre de recidiva corto tras el analisis RSF

Segun RSF, un aumento del nimero de tumores resecados y

de la expresion nuclear de los marcadores Ki67, Ciclina D1 y VEGFR2
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genera una tendencia a presentar un tiempo libre de recidiva mas
corto (figura 27).

La localizacion multicéntrica de los tumores resecados
también aumenta la probabilidad de presentar un tiempo libre de
recidiva reducido (figura 27).

En cuanto a la expresidén citoplasmatica de p16INK4a, VEGFR2
y CtIP, una ausencia de expresidon o una expresion baja fue asociada a
un tiempo libre de recidiva mas corto (figura 27).

En las graficas generadas por el marcador VEGFR2, se puede
observar también lo ocurrido en el modelo LASSO, entre la expresién
nucleo/citoplasma y el prondstico, ya que conforme aumenta la
expresion nuclear o disminuye la citoplasmatica, dicho prondstico

empeora (figuras 25y 27).
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Figura 27. Distribucidon de las variables seleccionadas por RSF con respecto a la
probabilidad de presentar un periodo libre de recidiva corto. En el eje de abscisas de
las gréficas: KI67, Ciclina D1 nucleo, VEGFR2 nucleo se representa el porcentaje nuclear
expresado. En las abscisas de VEGF2 citoplasma, CtIP citoplasma se representa la intensidad de
expresion de citoplasma (0-6). En nimero de tumores, las abscisas indican el nimero de
tumores. En el eje de ordenadas de todas las graficas se representa el porcentaje de

probabilidad del suceso.

Si se contrasta ambos métodos se puede observar
coincidencias en 7 de las 8 variables seleccionadas por cada uno:
nimero de tumores resecados, Ki67, Ciclina D1 nuclear, p16INK4a
nuclear, VEGFR2 expresion nuclear y citoplasmatica y CtIP. La relacion
entre la expresidon inversa nucleo/citoplasma del marcador VEGFR2
ya comentada es seleccionada por ambos modelos.

No son incluidos ni el estadio tumoral ni el grado OMS 2004 (tabla 9).
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Tabla 9. Variables seleccionadas por los modelos estadisticos LASSO y RSF que

influyen en la presencia de un menor tiempo libre de recidiva.

Variables Seleccionada por LASSO Seleccionada por RSF
Ndmero de tumares Si Si
KI 67 Si Si
Ciclina D1 nuclear Si Si
P16INK4A citoplasma Si Si
VEGFR2 nuclear Si Si
VEGFR2 citoplasma Si Si
CtIP citoplasma Si Si
Disposicion multicéntrica No Si
P16INK4a nuclear Si No

2.2.2 Resultados con respecto al tiempo libre de progresion

Con respecto al tiempo libre de progresién, el modelo LASSO
selecciond las variables: disposicion multicéntrica, Ki67 y Survivina en
su expresion nuclear (figura 28).

Se pudo observar que existié una fuerte asociacién entre el
porcentaje de expresidn nuclear de Ki67 y Survivina y la probabilidad
de presentar un periodo libre de progresion mds corto. La ultima
variable que el modelo selecciona es la localizacion multicéntrica de
los tumores resecados asociandola a un periodo libre de progresidon

mas corto (figura 28).
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Figura 28 . Variables predictoras de tiempo libre de progresion corto seleccionadas
por LASSO. En el eje de abscisas de las graficas: Ki67 y SURVIVINA ndcleo se representa el
porcentaje de nucleos expresados. En el diagrama de cajas Multicéntrico 0=NO 1=SI. En el eje

de ordenadas de todas las graficas se representa el coeficiente de probabilidad del suceso.

El modelo RSF selecciond6 como las 8 variables mas
importantes: Ki67, disposicion multicéntrica, GAPDH nuclear,
Survivina nuclear, Topoisomerasa 2a, el numero de tumores
resecados, y la expresion citoplasmatica de los marcadores VEGFR2 y
GAPDH (figura 29).

El marcador Ki67 es la variable que presentd una destacada
importancia en la seleccién, seguida de la disposicion multicéntrica
de los tumores y de los marcadores: GAPDH nuclear y Survivina
nuclear. El estadio tumoral se encuentra seleccionado en la novena
posicién. El grado tumoral OMS 2004 no presenta casi capacidad de

prediccidn en el modelo (figura 29).
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Figura 29. Clasificacion de las variables segtin la capacidad de prediccion de un

tiempo libre de progresidon corto tras el analisis RSF.

En estos casos también se puede observar que la probabilidad
de que el tiempo libre de progresiéon fuera mas corto se asocidé a un
aumento progresivo del porcentaje de expresion nuclear de los
marcadores: Ki67, GAPDH, Survivina y Topoisomerasa 2a. También

ocurrié esto con respecto al nimero de tumores resecados (figura

30).
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En cuanto a la expresion citoplasmatica, también se pudo
observar en lineas generales que la ausencia de expresién se asocié a
una mayor probabilidad de presentar un tiempo libre de progresién
mas corto) (figura 30).

Con respecto al marcador GAPDH se observé un fendémeno
similar al ocurrido en la recidiva con el marcador VEGFR2, la ausencia
de expresion citoplasmatica o el aumento de expresion nuclear del

marcador estan asociados a un peor pronostico (figura 30).
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Figura 30. Distribucion de las variables seleccionadas por RSF con respecto a la
probabilidad de presentar un periodo libre de progresion corto. En el eje de abscisas
de las gréficas: Ki67, GAPDH nucleo,SURVIVINA nlcleo, TOPOISO2a se representa el
porcentaje de nucleos expresados. En las abscisas de GAPDH citoplasma, VEGFR2 citoplasma
se representa la intensidad de expresion de citoplasma (0-6). En Numero de tumores, las
abscisas indican el nimero de tumores resecados. En el eje de ordenadas de todas las graficas

se representa el porcentaje de probabilidad del suceso.
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En relacion a los dos modelos, el modelo LASSO sdlo
seleccioné 3 variables, Ki67, Survivina nuclear y disposicion
multicéntrica, las cuales también fueron seleccionadas por RSF,
presentando un gran peso especifico con respecto a las restantes
(tabla 10, figuras 28,29).

Sélo el modelo RSF mostré la posible relaciéon entre la
ausencia de expresion citoplasmatica y el aumento de expresion
nuclear del marcador GAPDH (tabla 10).

Tampoco en el caso del tiempo libre de progresidn, el estadio
tumoral (sdlo seleccionado por RSF) y el grado OMS 2004 son

seleccionados.
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Tabla 10. Variables seleccionadas por los modelos estadisticos LASSO y RSF que

influyen en la presencia de un menor tiempo libre de progresion.

Variables Seleccionada por LASSO Seleccionada por RSF
KI 67 Si Si
Disposicion multicéntrica Si Si
Survivina nuclear Si Si
GAPDH nuclear No Si
Topoisomerasa 2a No Si
Numero de tumores No Si
VEGFR2 citoplasmatico No Si
GAPDH citoplasmatico No Si
Estadio tumoral No Si

2.2.3 Resultados con respecto al tiempo libre de mortalidad

cancer-especifica

El modelo LASSO seleccion6 como las variables mas
importantes: la edad, el estadio T1, y a los marcadores moleculares:
Ki67, Survivina nuclear, p53, GAPDH con expresion nuclear vy
citoplasmatica, Ciclina E nuclear y Bcl2 en disposicién apical (figura

31).
Son la edad y los marcadores Ki67 y Survivina los que mostraron una

asociaciéon mas fuerte en cuanto al aumento de la probabilidad de

presentar una supervivencia cancer-especifica mas corta. Lo mismo
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ocurre con respecto al estadio T1. El grado OMS 2004 no fue

seleccionado por el modelo LASSO (figura 31).
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Figura 31. Resultados del andlisis LASSO y la probabilidad de presentar un
periodo libre de mortalidad cancer-especifica corto. En el eje de abscisas de las
gréaficas: Ki67, Survivina nucleo, GAPDH nucleo, Ciclina E nucleo p53 se representa el
porcentaje de nucleos expresados. En GAPDH citoplasma se representa en abscisas la
intensidad de expresion citoplasmatica (0-6). La variable edad presenta en el eje de abscisas
la edad en afios. En el diagrama de cajas Estadio T1 y Bcl2 apical 0=NO 1=SI. En el eje de

ordenadas de todas las graficas se representa el coeficiente de probabilidad del suceso.

En cuanto al analisis mediante RSF, el modelo seleccioné
como las 8 variables mas importantes: edad, Ki67, GAPDH nuclear,

p53, Survivina nuclear, GAPDH citoplasma, CtIP y estadio tumoral. La
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edad y el marcador Ki 67 son las variables que han presentado una
destacada importancia en esta seleccidn, seguida de los marcadores:
GAPDH nuclear y p53. El estadio tumoral se encuentra seleccionada
en la octava posiciéon. El grado de la OMS 2004 no se encuentra

dentro de las variables con importancia (figura 32).
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Figura 32. Clasificacion de las variables segtin la capacidad de prediccion de un

tiempo libre de mortalidad cancer-especifica corto tras el analisis RSF.
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Se pudo observar en cuanto a las variables cuantitativas la
tendencia a aumentar la probabilidad de presentar un periodo libre
de mortalidad cancer-especifica menor conforme aumentaba la edad
y la expresion nuclear de P53, Ki67, GAPDH y Survivina (figura 33).

Con respecto a los marcadores con expresién citoplasmatica
(GAPDH, CtIP) ocurre el fendmeno similar a lo descrito en otros
apartados, donde una ausencia de expresién citoplasmatica se asocid
a una mayor probabilidad de presentar un periodo libre de
mortalidad cdncer-especifica mas corto. En concreto, con respecto al
marcador GAPDH, se pudo observar la tendencia similar al ocurrido
en la progresidén, la ausencia de expresién citoplasmatica o el
aumento de expresion nuclear del marcador estdn asociados a un

peor prondstico (figura 33).
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Figura 33. Distribucion de las variables seleccionadas por RSF con respecto a la
probabilidad de presentar un periodo libre de mortalidad cancer-especifica corto.
En el eje de abscisas de las graficas: Ki67, GAPDH nucleo, Survivina nucleo, p53. Se
representa el porcentaje de nucleos expresados. En las abscisas de GAPDH citoplasmatico,
CtIP citoplasmatico se representa la intensidad de expresidn de citoplasma (0-6). En Edad las
abscisas indican los afios. En el eje de ordenadas de todas las gréficas se representa el

porcentaje de probabilidad del suceso.

Ambos modelos seleccionaron en comun las variables: edad,
Ki67 y Survivina nuclear (tabla 11, figuras 31-33).

Al igual que sucedid en el analisis del periodo libre de
progresion, solo el modelo RSF mostrd la posible relacidon entre la
ausencia de expresion citoplasmadtica y el aumento de expresién
nuclear del marcador GAPDH. No estan seleccionados en ambas ni el

estadio ni el grado OMS 2004 (tabla 11, figuras 31-33).
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Tabla 11. Variables seleccionadas por los modelos estadisticos LASSO y RSF que

influyen en la presencia de un periodo libre de mortalidad cancer-especifica corto.

Variables Seleccionada por LASSO Seleccionada por RSF

Edad Si Si

Estadio T1 Si Si

Ki 67 Si Si

GAPDH nuclear Si Si
Survivina nuclear Si Si
P53 Si Si

Ciclina E S No
Disposicion multicéntrica Si No
GAPDH citoplasmatico No Si
Topoisecmerasa 2a No Si
VEGFR2 citoplasmatico No No
Bel2 Apical Si No
Numero de tumores No Si

Los modelos estadisticos utilizados han seleccionado de las
variables clinicas sélo la edad con respecto al periodo libre de
mortalidad cancer-especifica. Las variables anatomopatoldgicas
clasicas seleccionadas han sido el numero de tumores resecados, la
disposicion multicéntrica y el estadio T1.

Con respecto a los marcadores estudiados, han sido
seleccionados con mayor frecuencia marcadores de expresion nuclear,
siendo Ki67 el que se ha encontrado relacionado en todos los periodos
de supervivencia. El marcador Survivina nuclear es el segundo en

utilidad, ya que determina tanto el perido libre de progresién como de
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mortalidad cdncer-especifica. Los marcadores de expresidon
citoplasmatica sdlo se seleccionaron en el periodo libre de recidiva
presentando un comportamiento antagénico a la expresion nuclear (a
menos intensidad de expresion, peor prondstico).

En la tabla 12 se presenta un resumen de los resultados de

este apartado.

Tabla 12. Marcadores inmunihistoquimicos seleccionados por los modelos

estadisticos LASSO y RSF

Recidiva Progresiéon ry Mortalidad m)

Ki 67

Ciclina D1 nud
p16INK4a cito
VEGFR2 nuc
VEGFR2 cito

Ctip

Survivina nu

p53

GAPDH nucl

A continuacion se presenta la iconografia correspondiente a los
patrones de expresion nuclear y citoplasmatica de los marcadores
significativos, observados mediante el microscopio 6ptico (figuras 34-

37).
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.z .

Figura 34. Expresion inmunohistoquimica del marcador Ki 67. a) cilindro

10x donde se observan los nucleos tefiidos. b) cilindro 10x con escasa expresion

nuclear. c) cilindro 10x con mayor expresion nuclear.
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Figura 35. Observacion de la expresiéon inmunohstoquimica en los cilindros

10x a) expresion nuclear de Ciclina D1. b) expresién citoplasmatica de

p16INK4a. c) expresion citoplasmatica de Ctip. d) expresidn nuclear de p53.
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Figura 36. Observacion de la expresion inmunohstoquimica en los cilindros
10x a) expresidon nuclear de VEGFR2. b) expresidn citoplasmatica de VEGFR2. c)

expresion citoplasmatica de GAPDH d) expresion nuclear y citoplasmatica de GAPDH.
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Figura 37. Expresion de Survivina. a) con un aumento de 10X b) aumento 20x. C)

aumento 40x donde se observa con mas detalle la tincidn nuclear. d) ausencia de

tincidén para Survivina.
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Parte 3. Confeccion del perfil de alto riesgo clinico en el paciente

con tumor vesical urotelial no musculo-invasivo grado 2 (OMS 1973)

3.1 Analisis del perfil de alto riesgo con respecto al periodo libre de

recidiva.

Las variables anteriormente seleccionadas por los modelos
LASSO y RSF fueron: numero de tumores resecados, los marcadores
de expresién nuclear: Ki67, VEGFR2 y Ciclina D1 y los marcadores de
expresion citoplasmatica: VEGFR2, CtIP y pl6INK4a. No fueron
seleccionados ni el estadio TNM ni el grado OMS 2004 (tabla 9)
(figuras 25-27).

Al estratificar a los pacientes de la muestra tras el andlisis

multidimensional en base a un perfil de buen prondstico frente a la

recidiva (AM buen prondstico) definido por: la presencia de 1-2
tumores resecados y una expresién nuclear de Ki67, VEGFR2 y Ciclina
D1 menor de 10%,20%,10%, respectivamente o una tincidn
citoplasmatica superior o igual a 1 en los marcadores P16INK4a, CtIP
y VEGFR2. Se pudo observar una probabilidad de no recidivar al afio
similar a los pacientes con tumor pTaBG.

Otro hecho que se evidencié al comparar esta nueva
clasificacidn con la asociacion TNM/Grado OMS 2004, fue una mejora
en la probabilidad de no recidivar a los 5 afios, asi como una mayor

mediana de supervivencia. También se observé una menor mediana
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del numero de recidivas durante el seguimiento en los pacientes con
perfil de buen prondstico (tabla 13).

Con respecto a la puntuacién de la EORTC, un 52,1% y un
47,9% de la muestra presentd un riesgo de recidiva tanto al afio
como a los 5 afios intermedio y alto, respectivamente.

Los perfiles del riesgo de recidiva generados a partir del
andlisis multidimensional (AM) discriminan mejor a los pacientes
cuando se comparan con la estratificacion generada por la

puntuacion de la EORTC (tabla 13) (figura 38).

La curva de supervivencia determinada por el perfil de
recidiva generado en este estudio, discrimina perfectamente a los
pacientes con buen y mal prondéstico de presentar una recidiva
temprana, comparada con las curvas de la clasificacion TNM/grado

OMS 2004 y de la EORTC (figura 38).
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Tabla 13. Diferencias en la probabilidad de supervivencia y la mediana de recidivas entre
los pacientes con TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973) estratificados segiin estadio TNM y
grado OMS 2004, la puntuacion de la EORTC y el perfil generado en el estudio.

Mediana Prob de NO Prob de NO Mediana
de Recidivar al recidivar supervivencia
recidivas afio alos5afios | (meses)
Muestra en
1(0-2) 78% 40% 37,8 (25,6-50)
general
AM BUEN
0 (0-0) 95% 68%
prondstico
AM MAL
1(0-2) 80% 35% 29,7 (19,5-39,9)
prondstico
Ta Bajo
1(0-1) 98% 53% 57,4 (53,5-79)
grado
T1Alto
1(0-2) 77% 47% 48,2 (20,6-76)
grado
Ta Alto
2 (0-4) 66% 26% 16,1 (9,9-22,2)
grado
T1 Bajo
1(0-2) 89% 33% 32,3 (18,5-46,1)
grado
EORTC Riesgo
1(0-2) 84% 36% 34,2 (21-47,5)
intermedio
EORTC riesgo
1(0-2) 71% 39% 25 (14,8-35,1)
alto

AM= analisis multidimensional. Buen pronéstico: 1-2 tumores resecados + expresion nuclear de KI67

<10%, VEGFR2 <20% y Ciclina D1 < 10% o intensidad citoplasmatica=0 en P16INK4a, CtIP y VEGFR2.
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Figura 38. Curvas de supervivencia del periodo libre de recidiva en el TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973). a) con respecto a los

perfiles obtenidos tras el andlisis multidimensional. Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox) p=0,001. b) Con respecto al estadio TNM y

grado OMS 2004 combinados. Log Rank (Mantel-Cox) p=0,004 c) Con respecto a la puntuacion de la EORTC. Log Rank (Mantel-Cox) p=0,501/

p=0,188 si se considera el tiempo de seguimiento hasta los 5 afios.

165



Marcadores inmunohistoquimicos en el tumor vesical urotelial sin invasion muscular grado 2

3.2 Anadlisis del perfil de alto riesgo con respecto al periodo libre de

progresion.

Los modelos estadisticos LASSO y RSF seleccionaron como
variables prondsticas la localizacién multicéntrica y el porcentaje de
expresion nuclear de los marcadores Ki67 y Survivina (tabla 10)

(figuras 28-30) .

En la progresion de la muestra el estadio y el grado OMS 2004
fueron importantes ya que los tumores pTaBG estuvieron libres de
ésta.

El perfil de alto riesgo de progresion se centrd en clasificar a

los tumores pTaAG y pT1 BG/AG. Dicho perfil se caracterizé por
presentar: disposicion multicéntrica de los tumores asociada a una

expresion de Ki67>15% y/o expresion nuclear de Survivina >20%.

El perfil del riesgo de progresién generado en el estudio
estratificd mejor el pronéstico de los pacientes en comparacidon con
la clasificacion del estadio TNM asociado al grado OMS 2004 (a
excepcion de pTaBG) (tabla 14) (figura 39).

166



Tesis Doctoral JA March Villalba Resultados

Tabla 14. Diferencias en la probabilidad d eprogresion y la mediana de supervivencia entre
los pacientes con TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973) estratificados segun estadio
TNM/grado OMS 2004, | apuntuacion de la EORTC y el nuevo perfil clinico-

anatomopatoldgico generado en el estudio.

Prob de NO Prob de NO
Mediana
progresar al progresar
supervivencia (meses)
ano alos 5 afios
Muestra en
98% 85% | -
general
AM BUEN
98% 89%
prondstico
AM MAL
87% 73% 108,3 (57,2-159,4)
prondstico
Ta Bajo grado 100% 100% | @ -
T1 Alto grado 96% 84% 117,3 (105-129,6)
Ta Alto grado 98% 87% | e
T1 Bajo grado 96% 76% | e
EORTC
. . 100% 93% | e
Riesgo bajo
EORTC
Riesgo 98% Z:1 73 R ——
intermedio
EORTC
93% 83% 117,3 (106-128,6)
Riesgo alto

AM= andlisis multidimensional. Mal prondstico/ alto riesgo de progresidn: tumor distinto a
Ta Bajo grado, disposicion multicéntrica + expresidon nuclear de KI67 >15% +/- Survivina

>20%.
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Con respecto a la puntuacién de la EORTC, un 16%, 41,3%,
42,7% de la muestra presentd un riesgo de recidiva al afio y a los 5
afos bajo, intermedio y alto, respectivamente. A pesar de que la
puntuacion de la EORTC de riesgo bajo presenta un leve mayor
porcentaje de supervivencia libre de progresion al afio y a los 5 afos
que el grupo de perfil de buen prondstico, los perfiles del riesgo de
progresion generados a partir del analisis multidimensional
discriminaron mejor a los pacientes comparados con la puntuacidn

de la EORTC (tabla 14) (figura 39).
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Figura 39.- Curvas de supervivencia del periodo libre de progresion en los TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973). a) con respecto a los
perfiles obtenidos tras el andlisis multidimensional. Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox) p=0,001. b) Con respecto a la clasificacion
asociada del estadio TNM y el grado OMS 2004. Log Rank (Mantel-Cox) p=0,016 /p=0,379 si se elimina la variable Ta Bajo grado. c) con respecto

a la puntuacién de la EORTC. Log Rank (Mantel-Cox) p=0,201/ p=0,211 si se considera el tiempo de seguimiento hasta los 5 afios.
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3.3 Analisis del perfil de alto riesgo con respecto al periodo libre de

mortalidad cancer-especifica.

Con respecto al periodo libre de mortalidad cancer-especifica,
las variables seleccionadas por ambos modelos fueron: edad, el
estadio T1 y la expresion nuclear de Ki67, GAPDH, P53 y Survivina
(tabla 11) (figuras 31-33).

Se pudo caracterizar un perfil de alto riesgo de mortalidad

cancer-especifica al cumplir estos criterios: tumor distinto a pTaBG,

edad >70 afios, estadio T1 y la expresion nuclear siguiente: KI67 >15%
+/- GAPDH >20% +/- Survivina >40% +/- p53 >60%.

De nuevo en la mortalidad cdncer-especifica de la muestra el
estadio y el grado OMS 2004 fueron importantes ya que los pacientes
con tumores Ta de Bajo grado no la presentaron, y el estadio T1
estaba dentro de los factores de riesgo seleccionados por el andlisis
multidimensional.

El perfil del riesgo de mortalidad céancer-especifica generado
en el estudio discrimind mejor los grupos prondsticos, comparado
con los generados mediante la combinacion TNM / grado OMS 2004.
Con respecto a esta ultima clasificacidn, los grupos pTaAG, pT1AG,
pT1BG no presentaron diferencias significativas en las curvas de

superviviencia (p=0,140) (tabla 15) (figura 40)
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Resultados

Tabla 15. Diferencias en la probabilidad de supervivencia cancer-especifica

entre los pacientes con TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973) estratificados segun

estadio TNM/grado OMS 2004, la puntuacién de la EORTC y el perfil generado

en el estudio.

Prob de supervivencia

Prob de supervivencia cancer-

especifica
cancer-especifica al afio
alos 5 aflos
Muestra en
99% 89%
general
AM BUEN
100% 100%
prondstico
AM MAL
100% 83%
prondstico
Ta Bajo grado 100% 100%
T1 Alto grado 98% 83%
Ta Alto grado 100% 94%
T1 Bajo grado 96% 86%

AM=analisis multidimensional.

Perfil de alto riesgo de mortalidad céncer-

especifica: tumor distinto a Ta Bajo grado, edad >70 afios, estadio T1 y la expresion

nuclear: KI67 >15% +/- GAPDH >20% +/- Survivina >40% +/- p53 >60%.
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EstadioTNM y
Crado DMS
2004

Supervivencia acumulada
Supervivencia acumulada
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o

Tiempo libre de mortalidad cincer-especifica Tiempo libre de mortalidad cancer-especifica
meses) (meses)

a) meses b)

Figura 40. Curvas de supervivencia del periodo libre de mortalidad cancer-
especifica en el TVu NoMinv grado 2 (OMS 1973). a) con respecto a los perfiles
obtenidos tras el analisis multidimensional. Estadistico utilizado Log Rank (Mantel-Cox)
p=0,001. b) Con respecto a la clasificacion asociada del estadio TNM y el grado OMS 2004.
Log Rank (Mantel-Cox) p=0,027 /p=0,140 si se elimina la variable Ta Bajo grado.
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Discusion

El TVu NoMinv es uno de los tumores urolégicos mas
frecuentes. Muchos de estos tumores vesicales no musculo-invasivos
presentan al diagndstico inicial un comportamiento clinico
indeterminado (1,41).

A pesar del tratamiento habitual mediante reseccion
transuretral y protocolos de instilacién vesical adyuvante, un 30-70%
de estos tumores presentan recidiva vesical y un 10-30% progresan a
infiltracion muscular (54).

El hallazgo de los factores prondsticos potencialmente
determinantes de recidiva, progresion y mortalidad es fundamental
para estratificar los riesgos clinicos y ayudar al disefio de una
estrategia terapéutica ante esta situacion.

El problema que genera el uso de las clasificaciones
diagnésticas propuestas por la OMS tanto en 1973 como en 2004 es
la gran variabilidad interobservador. Las variables anatomoclinicas
han sido utilizadas como predictoras del riesgo de recidiva,
progresion y mortalidad, formando parte incluso de tablas de
puntuacion de riesgo como la disefiada por la EORTC. Pero estas no
son capaces de estimar de forma correcta la recidiva y la progresiéon
para cada enfermo. (41,42,44,52,53).

Es conocido que en un tumor los cambios moleculares

preceden a los cambios morfolégicos, estos pueden ser detectados
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en base a la codificacion de genes o a la expresion proteica. Se ha
observado que dicha determinacion puede precisar el
comportamiento clinico-bioldgico tumoral (52,103). Esta es la razén
por la que esta siendo investigada tanto la expresién como la utilidad
clinica de biomarcadores que ayuden a esclarecer el comportamiento
indeterminado del TVu NoMinv (54,104).

Si bien el tumor vesical grado 1 tiene un comportamiento
bastante benigno en contrapartida a los tumores grado 3 que pueden
presentar una mala evolucién, el tumor vesical grado 2 tiene un
comportamiento bastante incierto. A pesar de que la clasificacion de
la OMS elimina a este grupo de tumores grado 2 no acaba de
mostrarse mucho mejor que la de la 1973 (9,39,40).

Es por ello que nuestro estudio se basa en este grupo de
tumores, los grado 2, ya que son los que de entrada va a ser mas
dificil predecir su comportamiento Este tipo de tumores es uno de los
diagnodsticos mas frecuentes dentro del tumor no musculo-invasivo y
presentan una gran tasa de recidiva y progresion (9,16,39).

A pesar del gran numero de estudios publicados y de los
marcadores estudiados, ninguno se utiliza de manera sistematica en
la actividad clinica habitual (103).

También hay que resaltar que existe una gran heterogeneidad
en los trabajos publicados al respecto ya que muchos difieren en la
metodologia aplicada (66,103). Por ejemplo:

e Distinta metodologia en el analisis inmunohistoquimico

e Heterogeneidad en el grado y el estadio de los tumores
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vesicales incluidos (varian desde Ta hasta T4 en algunas
publicaciones, incluso incluyendo también a los tumores in
situ cuando se analizan los tumores “superficiales”. También
suelen ser incluidos todos los tipos de grados segun la
clasificacion de la OMS 1973 (G1-G3)).
e Distintas definiciones de progresion de la enfermedad
e Diversidad de puntos de corte utilizados para definir la
expresion de un marcador en concreto
e Diversidad en los tratamientos realizados durante el
seguimiento
Por ello es dificil realizar un estudio comparativo del tipo
metaanalisis sobre los trabajos al respecto, siendo mas util realizar un
analisis en conjunto de diversos marcadores homogeneizando las
caracteristicas del estudio y dirigiéndolo a un tipo especifico de

tumor vesical.

La tesis se presenta como un estudio ambispectivo, analitico,
de los resultados obtenidos en tumores vesicales uroteliales
primarios no musculo-invasivos de grado 2 (OMS 1973) en pacientes
tratados por el Servicio de Urologia del Hospital Clinico Universitario
de Valencia durante el intervalo de tiempo de 1999 a 2008, con un
seguimiento medio de 5 anos.

Nuestro trabajo es el primero que realiza un analisis de la

expresién inmunohistoquimica y de la utilidad clinica de un gran
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grupo de marcadores, alguno de ellos no estudiado hasta el
momento en el tumor vesical, efectuado de manera especifica en el
grupo de tumores vesicales de grado 2. En el analisis se incluyen
también variables anatomoclinicas clasicas, entre ellas la clasificacion
del grado segun la OMS 2004.

Para el manejo del nimero de variables a analizar, en total 46,
se ha utilizado de manera novedosa dos métodos de andlisis
multidimensional de la supervivencia, LASSO y RSF.

Al no existir un estudio similar a esta tesis y debido a la
heterogeneidad ya comentada que presentan los trabajos
publicados, es dificil extraer conclusiones directas mediante Ia
comparacion de nuestros resultados con respecto a los demas

estudios.

1. Factores clinicos cldsicos.

La Unica variable seleccionada ha sido la edad del paciente en
el momento de la cirugia y su relacién con la supervivencia cancer-
especifica.

Con respecto a otras variables como el tabaco o la exposicion
laboral, al no ser variables de caracter evolutivo obtenidas durante el
seguimiento del paciente al estilo “persistencia del tabaco” o
“exposicidon laboral de riesgo activa” se podria justificar su no
seleccion ya que con la finalidad de que todas las variables fueran

homogéneas en la metodologia, éstas al igual que la determinacion
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inmunohistoquimica han sido determinadas de modo transversal en
el momento de la cirugia.

Actualmente, los mecanismos subyacentes para explicar las
diferencias en el sexo, en cierta morbilidad especifica como la
diabetes o la hipertensidn arterial todavia permanecen desconocidas

(26). En nuestro estudio no han sido variables significativas.

1.1 La edad en la mortalidad cdncer-especifica.

La edad esta asociada al TVu, ya que este tumor es tipico de la
senectud, diagnosticandose la gran mayoria después de los 65 afios.
Esta caracteristica evidencia la resistencia bioldgica innata de las
células de la mucosa vesical a los carcindgenos urinarios vy
plasmaticos, precisando latencias de varias décadas (26).

Se ha demostrado que la edad del paciente estd también
asociada a la mortalidad cancer-especifica. Lujan et al analizando una
serie de 960 pacientes con tumor vesical no musculo-invasivo
concluye que la edad es un factor de riesgo en cuanto a la recidiva y
progresion (105). Nishiyama et al indica en su estudio que los
pacientes con edad superior o igual a 70 afios con un tumor vesical
gue no infiltra la muscular tratados con BCG presentan una mayor

probabilidad de progresion y de mortalidad cancer-especifica (106).
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En nuestro estudio, la edad es una variable que determina la
supervivencia cancer-especifica. Se ha postulado que se produce una
mayor inestabilidad gendmica asociada y un aumento de las
mutaciones, por ejemplo del oncogen p53 (el marcador p53 también
es indicador en nuestro estudio de una peor supervivencia cancer-
especifica, como se vera mas adelante) asi como de una
hipermetilacion del ADN de genes supresores tumorales,

inactivandolos (18,19).

2.Factores anatomopatoldgicos cldsicos:

En nuestro estudio, el nimero de tumores resecados y la
disposicion multicéntrica influyen en los periodos libre de recidiva y
progresidn, respectivamente. Las caracteristicas morfométricas
(tamafio y volumen tumoral) no han sido seleccionadas.

En cuanto al estadio y grado por separado, el estadio T1
influye en el periodo de supervivencia cancer-especifica. La
clasificacién del grado segiin OMS 2004 no ha resultado seleccionada
en nuestro analisis.

Cuando se clasifican a los tumores segun estadio/grado
asociados si que se observa que los pacientes Ta Bajo grado no

presentan progresion ni mortalidad cancer-especifica.
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2.1 Numero de tumores resecados y multicentricidad en la

recidiva y progresion, respectivamente.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio con respecto al
numero de tumores en la recidiva y la disposicion multicéntrica en la
progresion son muy importantes en el prondstico clinico de los
tumores no musculo-invasivos de grado 2 y coinciden con los trabajos

publicados y las teorias de oncogénesis del tumor vesical.

En relacion a los tumores resecados, es sabido que el nimero
de ellos tiene mucha importancia en cuanto al prondstico de recidiva
(10,37).

Nuestro trabajo coincide con esta afirmacion ya que el
numero de tumores resecados es un avariable que determina el
prondstico del tiempo libre de recidiva del tumor, ademas de

observar que presenta una asociacién muy fuerte (figuras 21-23).

La disposicion multicéntrica también ha sido ampliamente
probada como un factor de riesgo en la recidiva y concretamente en
la progresion tumoral (34,36,38,40,107-109).

Dos teorias recientes sugieren un modelo de carcinogénesis
que explica el efecto negativo de la multicentricidad. EI modelo
monoclonal afirma que existen unas células transformadas o células

madre oncogénicas que son las que al clonarse generan el tumor.
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Esta célula puede proliferar y esparcirse por el urotelio mediante una
“migracion intraepitelial” o mediante una “migracién intraluminal”.
La otra teoria es el llamado “efecto campo”, en el cual la
multifocalidad se explica porque sustancias carcindgenas causan
transformaciones independientes en distintas zonas del urotelio
vesical susceptibles de ello (54).

Actualmente se cree que son los dos fenédmenos los que
suceden en el urotelio vesical del paciente y que dicha inestabilidad
es permanente estando mas o menos acelerada segun la severidad
del tumor, por ejemplo, tumores que progresan ya presentan
caracteristicas moleculares de enfermedad invasora en su primera
manifestacidn como tumor primario, porque existe una inestabilidad
urotelial. Esta situacion justifica el analizar el prondstico clinico del
paciente a partir sélo de la primera muestra de tumor obtenida
(54,110).

En nuestro trabajo, la multicentricidad es seleccionada como
variable de significacién en cuanto a la progresidon, dicha variable
puede que esté muy ligada al nUmero de tumores, ya que deben

coexistir mas de uno para presentar una disposicion multicéntrica

(figuras 24-26).

2.2 Estadio y grado OMS 2004 en el estudio.

Con respecto a estos factores, existen controversias en cuanto

a la utilidad clinica predictiva. Existen trabajos donde encuentran
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relacion entre el estadio y la recidiva o progresién en el TVu NoMinv
(33,38,110). En contrapartida Millén-Rodriguez et al analizé 1529
tumores no infiltrantes de la muscular Ta/T1 afirmando que ni el
estadio ni la existencia de displasia influyeron en la recidiva,
progresién o mortalidad cdncer-especifica de su serie (34). Lopez-
Beltrdn et al indica que con respecto al prondstico clinico es
conveniente diferenciar a los T1 en alto o bajo grado segun la OMS
2004 y que el tumor Ta Bajo grado seria considerado como una

entidad distinta en cuanto a su buen prondstico (111).

Los resultados de nuestro trabajo coinciden con esta opinion
ya que muestran que la variable estadio por separado sdlo influye en
la supervivencia cancer-especifica y que la variable grado OMS 2004
por separado no ha sido seleccionada con respecto al prondstico
clinico. Pero cuando estas dos variables se combinan entre si
generando 4 grupos histoldgicos, si que se observa que los tumores
pTaBG presentan mejor prondstico clinico en cuanto a la progresién y
la supervivencia cancer-especifica y que el tumor pT1AG por el

contrario, presenta un peor prondstico (figuras 17-22).

Con respecto al uso de la clasificacion del grado OMS 2004
como predictora clinica ocurre la misma situacion. Existen trabajos
que confirman la utilidad de dicha clasificacién en la prediccion de la

recidiva y/o progresion (112-115). Por otro lado, estudios publicados
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como la revisién realizada por Cheng et al, llegan a la conclusion que
el uso en solitario de la variable grado no es capaz de predecir el
comportamiento tumoral en el TVu NoMinv (54).

Ante esta situacion hay que remarcar que existe también una
gran variabilidad interobservador al utilizar la clasificacion OMS 2004
(1,54).

Puede que los grados extremos G1 y G3 son los que confieren
la capacidad predictora a las clasificaciones de la OMS tanto 1973
como la 2004, ya que nuestra proporcion de tumores vesicales G2
reclasificados como bajo/alto grado es similar a las publicadas (112-
116). Holmdng et al evidencia que los tumores grado 2 presentan
diferencias con respecto a los G3 en cuanto a la expresién de
marcadores inmunohistoquimicos y alteraciones cromosdémicas, lo
qgue explica que en los trabajos en que se pone de manifiesto la
utilidad de la clasificacion del grado segin la OMS 2004 en cuanto a
predecir la recidiva y/o progresién, estan incluidos tanto tumores de
grado G1 como G2y G3 (112-115).

Van Rhijn et al sugieren la reclasificacion de los TVu NoMinv
en 4 categorias de acuerdo con las caracteristicas clinico-bioldgicas
(progresién, Ki67, p53 y p271). Estas serian: tumores de bajo grado
(bajo potencial de malignidad/Bajo grado/G1), dos categorias de
grado intermedio (Bajo grado/G2 y Alto grado/G2) y por ultimo una
categoria (Altogrado/G3). En su serie no observan que la clasificacion
OMS 2004 sea capaz de predecir la recidiva, pero si que predice la

progresion (117).
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Al analizar en nuestro trabajo la variable clasificacion del
grado OMS 2004, no ha sido seleccionada ni en la recidiva, ni en la
progresion ni en la mortalidad cdncer-especifica.

Esta situacién no coincide con los trabajos que avalan la
utilidad de la clasificacion del grado OMS 2004 ya mencionados. Pero
ante esto es importante recordar que dichos estudios incluyen
tumores tanto G1 como G3 (van Rhijn et al) a diferencia de nuestro
analisis, donde sdlo se estudian los tumores G2. Cabe recordar que
un tumor T1G3 presenta peores caracteristicas clinico-bioldgicas que
los tumores T1G2, como demuestra Milldn-Rodriguez et al, donde el
Grado 3 es la principal variable predictora de progresién y mortalidad
cancer-especifica en su estudio y que existen trabajos que
demuestran las diferencias genéticas entre los tumores G3 con

respecto a los G2, como se ha comentado con anterioridad (34,112).

El resultado obtenido en nuestro trabajo sobre el analisis del
estadio y el grado como variables por separado no significa que
afirmemos que no sean utiles en el TVu NoMinv grado 2, todo lo
contrario. Lo que determina nuestro estudio es que ambas variables
(estadio y grado OMS 2004) se deben utilizar combinadas.

La justificacion es el distinto comportamiento clinico de los
tumores pTaBG con respecto a los restantes. Este hecho se puede
observar en las curvas de supervivencia obtenidas en nuestro

analisis. Como se ha comentado anteriormente, los tumores pTaBG
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no progresan ni presentan mortalidad cancer-especifica, también
presentan una mejor curva de supervivencia con respecto al tiempo
libre de recidiva (figuras 17-22). El fendmeno contrario ocurre con
respecto a los tumores T1 Alto grado. Trabajos como el de Nishiyama
et al también encuentran diferencias significativas en cuanto a la
recidiva y la progresidn entre ambos grupos histolégicos (115).

En nuestro estudio también se observa una diferencia en la
expresion inmunohistoquimica entre los grupos histolégicos pTaBG y
pT1AG, ya que el grupo pT1AG presenta mas de 10 marcadores de
expresion nuclear significativamente mas elevados (entre los que
estan los seleccionados por el modelo estadistico multidimensional) y
ambos grupos histolégicos difieren en 6 marcadores de expresién
citoplasmadtica y en la distribucién topografica de los marcadores Bcl-
2 y citoqueratina 20 (figuras 10-15).

A pesar de que se afirmé que la clasificacion OMS 2004
eliminaba el concepto ambiguo del grado 2, en realidad en los
tumores no musculo-invasivos sigue existiendo una “zona gris” entre
la clasificacion de bajo y alto grado, ya que los tumores “intermedios”
como el de alto grado pero no invasor de la submucosa (Ta Alto
grado) y el de bajo grado pero invasor de ésta (T1 Bajo grado). La
pregunta es si estos tipos de “tumores intermedios” son frecuentes y
si su comportamiento bioldgico es diferente.

La clasificacion de estos tumores no sélo ocurre en nuestra
serie ya que ha sido reflejada en la literatura. Nishiyama et al refiere

que el grupo pT1BG puede existir, pero es raro. Cao et al sélo
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encontraré un tumor de estas caracteristicas entre una muestra de
211 pacientes y Pan et al una proporcion del 6,8% de la muestra
(49,115,118). En nuestro estudio, la proporcion de pT1BG es del
12,5%.

En cuanto a su prondstico clinico, en el Ultimo estudio
mencionado indican que incluso habiendo invadido la [dmina propia,
los pT1BG no se diferencian del comportamiento de los pTaBG Bajo,
presentando mejor prondstico que los pTaAG. En este trabajo, Pan et
al estudié 1515 casos de TVu NoMinv y observd que el
comportamiento biolégico de los tumores uroteliales puede ser
determinado primero por el grado y después por el estadio, si
comparamos dos tumores con el mismo grado, ya que a pesar del
estadio, los tumores de alto grado son mas agresivos que los de bajo
grado (118).

En cuanto al Tumor pTaAG, es mas frecuente su diagndstico,
pudiendo presentar una incidencia del 3% al 18% aproximadamente
(117-119).

Existen estudios como el de Gontero et al que consideran a
este tipo de tumor como una “categoria intermedia de riesgo” dentro
de los tumores no musculo-invasivos, ya que no se puede comparar
con los tumores pT1AG (120). En cambio, en la revision realizada por
Sylvester et al, los autores afirman que en mas de un 75% de los
casos de pTaAG hay una imprecisién diagndstica, recomendando

realizar un re-estadiaje ya que estos enfermos pueden progresar a un
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estadio infiltrante en un 25% de las ocasiones, siendo recomendable
un manejo clinico similar al que se realiza con los pT1AG. Afaden
ademds que las diferencias en las tasas de progresién entre los
tumores Ta/T1 de alto grado son muy pequefias (121).

En la revisién realizada por Lamm et al, descubre que un
tumor pTaAG tiene un gran riesgo de invasidn de la ldmina propia y
mas alld. A largo plazo se puede observar una afectacion de la ldmina
propia en un 40% de los casos, pudiendo presentar un porcentaje de

progresion de un 25% (122).

En nuestro estudio no existen diferencias en cuanto a los
periodos libres de recidiva, progresién y mortalidad cancer-especifica
entre los grupos pTaAG y pT1BG (figuras 17-22). A diferencia del
estudio de Pann et al, nosotros disponemos de una muestra
homogénea en el grado OMS 1973, ya que todos son TVu NoMinv
G2. En el trabajo mencionado se incluye desde tumores G1
clasificados como neoplasias de bajo potencial de malignidad hasta
tumores G3 clasificados como alto grado (118).

Con respecto al estudio de la expresién inmunohistoquimica
entre estos dos grupos tumorales (pTaAG y pT1BG), nuestro andlisis
detectd diferencias de expresion en un 42% de los marcadores,
concrétamente en 6 marcadores nucleares, en 6 citoplasmaticos y en
la distribucidn topografica tanto de CK 20 como de Bcl-2.

A diferencia de los que ocurre con respecto a la comparacién

de los pTaBG con los pT1AG, sélo 4 marcadores de los seleccionados
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por el analisis multidimensional estan incluidos en el grupo de los que
muestran diferencias de expresion (CtIP citoplasmatico, p53, VEGFR2
nuclear y GAPDH nuclear) y estas diferencias no estdn muy bien
definidas entre los dos grupos.

El comportamiento clinico-biolégico de este grupo intermedio
de tumores asi como la no existencia de diferencia podria explicar la
no seleccion de las variables estadio y grado OMS 2004 por separado
en el analisis multidimensional.

Esta situacion reafirma las caracteristicas de ambos grupos
publicadas por los autores comentados con anterioridad (112-120).
También existen otros estudios que tras el analisis de multiples genes
y confeccion de un mapa de expresién corroboran nuestros
resultados con respecto a la asociacién de estadio/grado OMS 2004
ya que dentro de la heterogeneidad de los tumores vesicales no
musculo-invasivos los clasifican en 3 grupos: pTaBG, pT1AG y el resto

que suelen ser pTaAG en la mayoria de casos (123).

Como resumen a lo comentado en este apartado de la
discusion, en nuestro estudio del TVu NoMinv grado 2, sélo el estadio
influye como variable Unica en la supervivencia cancer-especifica.

Aunque se ha observado que es conveniente la consideracion
en conjunto del estadio y el grado OMS 2004 ya que la evolucién
clinica es marcadamente distinta entre los grupos pTaBG y pT1AG,

existen los llamados “tumores intermedios” pTaAG y pT1BG que no
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presentan diferencias clinicas donde habria que profundizar en su
diferenciacién con el uso de marcadores inmunohistoquimicos que
nos puedan discriminar su comportamiento clinico.

El que no se discrimine el prondsico utilizando las variables
grado o estadio como sucede en nuestro trabajo puede que ocurra
por la influencia importante de otros factores prondsticos como es la
multiplicidad tumoral, o los factores inmunohistoquimicos. Esta
situacidon ocurre en muestras no muy extensas.

Esto ademas puede indicar que aunque el grado y el estadio si
gue puedan tener influencia en el prondstico, sobre todo cuando se
analizan grandes grupos, es dificil establecer con cierto grado de
exactitud un comportamiento individualizado del tumor basado
solamente en estos dos criterios. Por este motivo nuestro trabajo
intenta establecer criterios que permitan individualizar el
comportamiento tumoral mas alld del uso del estadio y el grado,
estudiando los marcadores inmunohistoquimicos como factores

prondsticos.

3.Factores inmunohistoquimicos. Pronostico clinico de los marcadores

significativos.

3.1 Marcadores del ciclo celular.

Con respecto a esta familia, Ki67 y p53 son los marcadores

mas estudiados en la literatura y han resultado relevantes en nuestro
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estudio (124-138).
Otros marcadores significativos en nuestro estudio han sido
la expresion citoplasmatica de p16INK4a y la expresién de Ciclina D1

nuclear.

Sobre Ki67 muchos trabajos coinciden en la utilidad como
marcador predictor de recidiva, progresién y supervivencia cancer-
especifica en los TVu no musculo-invasivos (124-131).

Cabe destacar el estudio realizado por Seo et al ya que incluye
s6lo pacientes tratados de manera adyuvante con Mitomicina C,
situacion similar a nuestro trabajo, y en el que afirman que el riesgo
de progresién en los tumores que expresan de manera significativa
Ki67 puede ser tres veces superior a los restantes. Los autores
sugieren que puede ser una herramienta util para decidir el uso de
Mitomicina C versus BCG (126).

Otro trabajo interesante es el realizado por Quintero et al ya
que incluyen en su andlisis pacientes Ta/T1, llegando a la misma
conclusiéon con respecto a la recidiva, progresion y supervivencia

cancer-especifica (129).

Nuestro trabajo coincide con la mayoria de los estudios
publicados en la utilidad del indice proliferativo de Ki67 como
marcador predictor de recidiva, progresiéon y supervivencia cancer-

especifica y complementa a los ya publicados en cuanto a la utilidad
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clinica de Ki67 en los tumores no musculo-invasivos G2 y la
importancia con respecto a otros marcadores y las variables
anatomoclinicas clasicas (55,71,124-131).

Con respecto a los trabajos de Seo et al y Quintero et al,
ambos estudios presentan un menor numero de pacientes que el
nuestro e incluyen tumores de todos los grados de la clasificacién de
la OMS 1973.

A destacar que el marcador Ki67 es el Unico que ha resultado
util en todos los intervalos libres de supervivencia. Cuanto mas
elevada se encuentra su expresion, los intervalos de supervivencia
libre de recidiva, progresién y mortalidad cdncer-especifica son mas
cortos. También en nuestro trabajo el indice proliferativo de Ki67 ha
sido mayor en los grupos tumorales de peor prondstico
anatomopatoldgico, siendo los tumores pTaBG los que han
presentado el menor porcentaje de expresion. Este fendmeno

también se observa en los articulos publicados (55,71,124-131).

Otro marcador del ciclo celular significativo y muy estudiado
es p53. Numerosos estudios han probado la utilidad del aumento de
expresion de p53 como herramienta clinica (66,124,125,127,129,132-
136).

El dato mas caracteristico con respecto a la expresion de p53
es su asociacion con tumores de alto grado o estadio T1. Lenz et al y
Goebell P et al evidenciaron que la expresion significativa de p53 se

asocia a un grado histoldgico elevado y a un estadio tumoral T1 y que
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una expresion del marcador débil se asocia a tumores de bajo grado y
estadio (132,133). Tut et al afirman que p53 se expresa mds en
tumores T2-T4 (53%) frente a Ta/T1 (31%) y en un mayor porcentaje
en los tumores G3 (65%) que en los G1 (5%) (136). Seo et al
confirman dichas caracteristicas ya que encontraron un 90% de
expresiéon de p53 en tumores que no afectaban a la muscular G3
frente a un 42% en los G2, no encontrando diferencias entre el
estadio Tay el T1 (126).

En cuanto a su utilidad clinica, los trabajos publicados no
evidencian una utilidad prondstica en cuanto a la recidiva en los TVu
NoMinv, tratados con BCG (127), o si la presentase seria en
combinacidn con Ki67 (124).

Existen publicaciones que evidencian su utilidad con respecto
a la progresidon. En el trabajo de Hitchings et al se analizaron 121
muestras de TVu NoMinv, incluyendo el grado G3 de la OMS 1973,
indicando que p53 predice la progresion del tumor (66). Goebell et al
matizan que dicha progresion se asocia a los tumores T1, pero no en
Ta (132). Quintero et al evidencian que las alteraciones de p53 en
Ta/T1 son poco relevantes como predictoras de la supervivencia
cancer-especifica (129). Un trabajo contradictorio frente a la uilidad
de p53 como marcador prondstico es el analisis prospectivo realizado
por Dalbagni et al en 89 pacientes, donde no observa una utilidad de

p53 en cuanto a predecir progresion (135).
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En nuestro estudio hemos observado también que los niveles
mas elevados de p53 los han expresado los grupos histolégicos de
alto grado (Ta/T1 Alto grado).

La mayoria de los resultados publicados concuerdan con los
obtenidos en nuestro trabajo en cuanto a la no utilidad pronéstica de
p53 con respecto a la recidiva y con respecto a Dalbagni et al con
respecto a la no utilidad en la progresién (66,124,125,127,129,132-
138).

La explicacion de que en nuestro estudio p53 si sea
significativo en la supervivencia cancer-especifica y no ante el tiempo
libre de progresiéon podria estar basada en la existencia de otras
variables o marcadores como Ki67 y Survivina (se comentara
posteriormente) que presentan mayor peso explicativo que p53.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio nos hacen
plantear que el papel predictor del marcador p53 en el estudio del
TVu NoMinv grado 2 debe ser analizado con mayor profundidad.
Importante recalcar que la mayor parte de los trabajos han analizado
la utilidad clinica prondstica de la progresidon en el tumor vesical

infiltrante y en tumores de mayor agresividad (T1G3) (132-138).

Con respecto a la expresién de Ciclina D1 y pl6INK4a, la
mayor parte de los estudios publicados incluyen el analisis de
tumores vesicales de todos los tipos de estadio y grado de la OMS
1973 (65,66,139-144).

El predominio de expresion inmunohistoquimica de Ciclina D1
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en los trabajos no sélo estad confinado al nucleo, ya que también se
puede observar un  patron  heterogéneo de  tincién
nucleo/citoplasma, esto podria ser explicado por la diversidad de las
muestras (141).

La sobreexpresion de Ciclina D1 y su relacién con el TVu
NoMinv fue evidenciada ya en 2003 por Khan et al. El autor afirmd
que la sobreexpresion de Ciclina D1 podria jugar un papel importante
en los eventos tempranos de progresién ya que se sobreepresa en
tumores no infiltrantes con respecto a los que lo son (142). En un
estudio mas reciente, realizado por Kopparapu et al, donde
determinaron la expresién de Ciclina D1 en 34 tumores no musculo-
invasivos y en 170 infiltrantes, observaron una expresion elevada de
Ciclina D1 en el tumor vesical con respecto tejido control y una
mayor expresion del marcador en los tumores no musculo-invasivos
con respecto a los infiltrantes. El autor abre la puerta al uso y estudio
de Ciclina D1 como marcador en el TVu NoMinv (140).

Los trabajos publicados se centran principalmente en valorar
la capacidad predictiva de Ciclina D1 en cuanto la progresion y la
supervivencia cancer-especifica (141,143). En el estudio realizado por
Tut et al en una muestra de 150 pacientes, no encontraron
significacién entre la expresion nuclear de Ciclina D1 y la recidiva,
hecho que si que ocurre en nuestro estudio. Este trabajo no
encuentra correlacidn con respecto a los niveles de expresion de Ki67

(136).
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En el metaanalisis publicado por Ren et al, se evidencia que
los estudios publicados sobre la determinacién inmunohistoquimica
de Ciclina D1 sélo encuentran significacién como factor prondstico en
la progresién y no en la recidiva, recalcando la heterogeneidad en los

estudios, ya comentada (141).

En nuestro andlisis no existen diferencias entre los grupos
histolégicos en cuanto a la expresion nuclear de Ciclina D1, esto
podria ser debido a que tenemos, comparado con otros estudios, una
muestra mds homogénea en cuanto al grado y que no incluimos
tumores G3 o0 T2.

También hemos observado que la expresiéon elevada de
Ciclina D1 nuclear predice un periodo libre de recidiva corto.

Con los resultados obtenidos pensamos que Ciclina D1 podria
ejercer un papel importante en el TVu NoMinv como marcador
prondstico de recidiva y que posiblemente sélo sea util como
marcador de progresion dentro del analisis de tumores infiltrantes o

de alto grado OMS 1973 (136,139,140).

La determinacion de p16INK4a se ha incluido en diversos
trabajos que han analizado la expresién inmunohistoquimica de los
marcadores del ciclo celular. Ocurre de manera similar que con
Ciclina D1, ya que los estudios presentan una heterogeneidad en
cuanto a las muestras anatomopatoldgicas incluidas ya que en el

mismo analisis existen tumores de distintos estadios o de distintos
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grados OMS 1973 (65,66,131).

Los distintos trabajos coinciden en que la expresiéon débil o
baja en citoplasma se relaciona con el tejido tumoral y especialmente
en los tumores G1-G2. En cuanto al estadio, es en los tumores T1
donde una expresion alterada del marcador puede estar relacionada

con la recidiva (66).

Este hecho puede que ocurra en nuestro trabajo ya que existe
un predominio de tumores T1 pudiendo explicar que ante un tumor
G2 la ausencia de expresion citoplasmatica pueda influir en la
recidiva. En nuestro estudio, un aumento de expresion citoplasmatica
de p16INK4a esta ligado a un mayor periodo de supervivencia libre

de recidiva.

En referencia a que en nuestro trabajo exista un mayor
numero de marcadores del ciclo celular analizados con respecto a
otras familias en donde sélo hay un marcador estudiado, se explica
porque los marcadores del ciclo celular han sido los mas estudiados,
observando que actuan en multiples pasos e interrelacionandose con

otros mecanismos dentro de la oncogénesis (138,139,141).

3.2 Marcadores requladores de la apoptosis.

Dos son los marcadores de este grupo que han resultado
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significativos en nuestro estudio, la baja expresién citoplasmatica de
CtIP en la recidiva y la elevada expresidn de Survivina nuclear en la

progresion.

Con respecto a CtIP, estudios afirman su papel como
regulador de la reparacion del ADN en la inestabilidad de los
microsatélites pero también se le aporta una funcion reguladora del
ciclo celular, luego seria un marcador que podria incluirse en las dos
rutas oncogénicas (83).

En nuestro estudio se ha incluido en los reguladores de la

apoptosis, al igual que la Telomerasa humana.

No hay hasta el momento ninguna publicacidon que asocie la
inmunoexpresion de este enzima endonucleasa y el cancer vesical. En
nuestro caso la expresion citoplasmdatica de CtIP no ha resultado
uniforme en los 4 grupos histoldgicos y en cuanto al comportamiento
clinico, una ausencia de expresidon citoplasmdtica se asocié a un

periodo libre de recidiva mas corto.

La Survivina es una proteina multifuncional, ya que tiene
capacidad de inhibir la apoptosis, de regular la divisién celular y de
facilitar la angiogénesis (145). Se ha observado su ausencia en
urotelio no dafiado y una considerable expresién en el TVu NoMinv,
siendo su intensidad de expresidon directamente proporcional al

empeoramiento del estadio y el grado tumoral (146)
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Se ha discutido qué tipo de expresion (nuclear, citoplasmatica
o ambas) tiene relacidon con el comportamiento clinico. En la mayor
parte de los estudios es la expresion nuclear la que estd mas
relacionada con la progresién clinica, como demostré el estudio
multicénctrico de Fristrup et al donde se observé la asociacion entre
la expresion nuclear de Survivina en el TVu NoMinv y la progresion a
infiltrante (145).

En el trabajo de Chen et al, la expresidon de Survivina nuclear
se correlaciona con tumores vesicales que no alcanzan a la muscular
de alto grado e incluso puede reducir la variabilidad interobservador
que existe al clasificar a los tumores segun el grado OMS 2004 (147).

Yin et al observaron que es sélo util la expresion nuclear de
Survivina y que un aumento de dicha expresién estd asociada
significativamente a un peor estadio, grado y empeora el prondstico
de los TVu NoMinv Ta/T1 (148).

El metaandlisis realizado por Jeon et al, confirma que la
sobreexpresion de Survivina predice la recidiva, progresion y
supervivencia cancer-especifica en el tumor vesical. En este estudio
los autores llaman la atencidn sobre la diversidad de puntos de corte

publicados para definir la sobreexpresion de Survivina (149).

En nuestro estudio, con respecto a su expresién, los niveles

mas elevados de Survivina nuclear los ha presentado el grupo de
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peor prondstico histolégico (pT1AG). No ha habido diferencias en
cuanto a la expresién citoplasmatica del marcador (figuras 10-12,15).

Hemos encontrado que Survivina es un marcador cuya
expresion nuclear estd muy directamente relacionada con el tiempo
libre de progresiéon en el TVu NoMinv grado 2, con una fuerte

asociacion, coincidiendo con los estudios comentados (figuras 26-28).

3.3 Marcadores moduladores de la angiogénesis.

El marcador analizado en nuestro trabajo dentro de esta
categoria ha sido la expresion (tanto nuclear como citoplasmatica) de
VEGFR2.

VEGFR2 es el receptor donde se une VEGF para inducir la
proliferacion y migracién celular. Aunque los receptores del VEGF se
encuentran expresados en las células endoteliales, muchas células
neoplasicas incluidas las correspondientes al tumor vesical
transicional también los expresan (150).

No existen muchos trabajos publicados en la literatura donde
analicen la utilidad clinica de la expresién de VEGFR2 y el tumor
vesical. Xia et al, observd que el aumento de expresion
citoplasmatica de VEGFR2 en muestras de tumor vesical obtenidas de
cistectomias estaba relacionada con wuna progresiéon de la
enfermedad (150). Los tumores vesicales analizados en este trabajo
eran infiltrantes.

En el trabajo publicado por Quentin et al observaron que la
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expresiéon citoplasmatica del marcador englobado en “hot spots” o
areas donde las células tumorales presentan un citoplasma con gran
intensidad de tincion, pertenecen a tumores de bajo grado o bajo
estadio (151). Chen et al analizaron 72 TVu NoMinv encontrando que
el marcador VEGF estaba relacionado con la recidiva tumoral y que
en combinacién con Ki67 podia mejorar la prediccion de progresidon

(125).

En nuestra serie hemos encontrado la expresién nuclear de
VEGFR2 significativamente mas aumentada en los tumores T1 con
respecto a los Ta.

En cuanto al comportamiento clinico, una baja expresion
citoplasmatica y/o una elevada expresién nuclear de VEGFR2 se
asociaron con un periodo libre de recidiva mas corto. En nuestro
caso, el resultado es similar a lo publicado a pesar de haber analizado
sélo los tumores G2 y utilizar un marcador relacionado con VEGF, su
receptor.

El estudio realizado por Kopparapu et al presentd unos
resultados similares a los nuestros ya que observaron que los TVu
NoMinv presentaron mayor expresion citoplasmatica que los
infiltrantes. Al analizar el tiempo libre de recidiva observaron que el
aumento de tincién citoplasmatica de VEGF y de VEGFR1 en los
tumores se asociaba a un periodo libre mas corto. Con la expresién

citoplasmatica de VEGFR2 sucedid lo contrario, a menor expresion
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peor prondstico en la recidiva, hecho que también ocurre en nuestro
trabajo (152).

No hemos encontrado publicaciones que asocien la tincién
nuclear de VEGFR2 con el pronéstico clinico en el TVu NoMinv. En
nuestro andlisis el aumento de expresién nuclear estd relacionado
con un periodo libre de recidiva corto.

Seria interesante en futuros estudios analizar si existe relacidn
inversa entre la expresioén citoplasmatica y la nuclear del VEGFR2, en
cuanto las caracteristicas anatomopatoldgicas y el comportamiento

clinico del tumor vesical.

3.4 Marcadores moduladores de transduccion de seiales y del

metabolismo celular

No hay hasta el momento ninguna publicaciéon que relacione
la expresiéon de GAPDH con el tumor vesical transicional.
En otros tejidos neoplasicos, la expresién de GAPDH s

eencuentra aumentada (92,93).

En nuestro trabajo la expresién nuclear aumentada de GAPDH
ha estado relacionada con un periodo de supervivencia cancer-
especifica corto en nuestro trabajo.

Como ha ocurrido con el marcador VEGFR2, parece que la
expresion nuclear estd mds asociada a un peor prondstico y el

aumento en la expresion citoplasmatica asociada a un mayor periodo
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libre sin que ocurra el suceso. No hemos observado un predominio
de expresién citoplasmatica o nuclear en los distintos grupos

anatomopatoldgicos.

Podemos concluir esta parte de la discusion con respecto a la
expresion inmunohistoquimica de marcadores que nuestro estudio
coincide con una gran cantidad de trabajos publicados con respecto
la utilidad clinica de Ki67, Survivina nuclear y VEGFR2 nuclear
también especificamente en el TVu NoMinv grado 2.

Otros marcadores como p53, Ciclina D1 o p16INK4a deben ser
estudiados mas detenidamente. Proponemos la utilidad de
marcadores que no han sido analizados en el tumor vesical en
estudios previos como la expresién citoplasmatica de CtIP y la
expresion nuclear de GAPDH.

Por ultimo, hemos demostrado en este estudio que no por el
hecho de que existan diferencias de expresién de un marcdor entre
grupos histolédgicos distintos significa que ese marcador tenga

prondstico clinico.

El uso combinado de las variables seleccionadas, tanto
marcadores inmunohistoquimicos como las anatomoclinicas clasicas,
formando grupos de riesgo, ha permitido estratificar segin el
comportamiento clinico de manera mas éptima a los pacientes en

comparacion con la clasificacion obtenida por los subgrupos
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tumorales estadio/grado OMS 2004 y la puntuacion de la EORTC
(variables anatomoclinicas clasicas). En relaciéon al marcado buen
prondstico en cuanto al periodo libre de progresién y mortalidad
cancer-especifica de los tumores pTaBG, se ha considerado a este

subgrupo como un estrato diferenciado.

4.Consideraciones generales del estudio.

Parte de nuestro estudio es un analisis retrospectivo, y como
tal presenta unos posibles sesgos de seleccidén y de informacion.

El sesgo de seleccién consistiria principalmente en el error no
sistematico al elegir a los pacientes que han intervenido en el estudio
dentro del banco histolédgico del Servicio de Anatomia patoldgica del
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Para reducirlo o evitarlo la
seleccion fue aleatoria (153).

El sesgo de informacién estaria representado principalmente
por el esquema de tratamiento que en aquel periodo de tiempo se
administraba de manera adyuvante a los pacientes del estudio, ya
que difiere con el utilizado en la actualidad. También podria
generarse por la ausencia de control de las variables, ya que la mayor
parte de ellas ya estaban originadas. Algunos de los pacientes ya
habian fallecido cuando se inicid el estudio, otros pacientes puede
gue abandonaran el seguimiento realizado en el area sanitaria del
hospital. Para evitar cometer dicho error se eliminaron los pacientes

gue desaparecieron del seguimiento por causas no justiicadas.
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Por otro lado, la parte ambispectiva del estudio implica a que
un porcentaje de los pacientes se estaba siguiendo en tiempo
presente, por ese motivo el estudio se cerré a finales de 2012.

Con respecto al esquema de tratamiento actual tras la
reseccion transuretral en los tumores de aspecto no infiltrante, se
suele administrar una instilacion vesical de Mitomicina C en el
postoperatorio inmediato, asi como existe también una tendencia en
el uso de BCG en los tumores T1G2 (10).

Estas dos opciones terapéuticas no eran del uso habitual en el
tratamiento del tumor primario en el intervalo de tiempo en el que
fueron intervenidos los pacientes. Por ese motivo para evitar que el
tratamiento fuera una variable de confusién, todos los pacientes del
estudio fueron tratados con el mismo esquema de Mitomicina C
adyuvante seguido por el Servicio de Urologia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia (1999-2009) (anexo 1).

También es importante comentar el “efecto centro”
producido por los factores relacionados con el hospital y el personal
sanitario que pudiera condicionar los tiempos libres de supervivencia
de los enfermos generando que una variable que tiene significacion
prondstica para nuestra muestra en verdad no lo es para la poblacion
global o viceversa (154). Pensamos que no ha ocurrido con ninguna
de nuestras variables ya que los resultados son parecidos a los
publicados, pero seria necesaria una validacidon externa de nuestro

método (154).
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Una vez descrita la relacién de nuestros resultados con
respecto a la expresién inmunohistoquimica de marcadores es
importante recordar que la interpretacién de los datos obtenidos es
cualitativa y a priori menos precisa que la cuantificacion mediante
biologia molecular del gen productor de la proteina que fundamenta
el marcador inmunohistoquimico. En contraposicion a pesar de que
la determinacién inmunohistoquimica estd supeditada a un mayor
sesgo interobservador, ya que se considera una interpretacion de un
fenédmeno, no un calculo, ésta es un método mas econdmico vy
facilmente reproducible en la practica clinica habitual (66).

La interpretacion cualitativa de la expresion
inmunohistoquimica también puede haber presentado un error
sistematico, no obstante, para evitarlo dicha determinacidn se realizé
en cada tumor por duplicado (153). EI mismo anatomopatdlogo
experto en Urologia fue el que interpreté todas las muestras, sin

conocer la historia clinica de los pacientes.

Ha sido muy importante definir los criterios tanto de recidiva
como de progresién y de mortalidad cancer-especifica.

Con respecto a la recidiva, las limitaciones que pueden
presentar los estudios estriban en que pueden existir casos con
presencia de una enfermedad multifocal que origine un tratamiento
incompleto que la expresion de ciertos marcadores. Por este motivo

algunos autores abogan que la verdadera utilidad de los marcadores
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se centre en la posibilidad de predecir la progresiéon (155).

Los criterios de exclusién de nuestro estudio intentan mejorar
el andlisis prondstico de la recidiva, ya que no se incluyen tumores
cuya recidiva sea antes de los 3 meses desde la primera reseccién y
se descarta a los pacientes que no hayan seguido el esquema cldsico
de tratamiento adyuvante del TVu NoMinv Ta/T1 G2 del Servicio de
Urologia del Hospital Clinico Universitario (1999-2009). También
hemos considerado que toda recidiva debe haber sido demostrada
mediante un diagndstico anatomopatoldgico, en contrapartida a
algunos trabajos que consideran recidiva ya el hecho de observar una

lesién tumoral localizada en vejiga (143).

En cuanto a la definicidn de progresion de la enfermedad, hay
dos tipos de consideraciones. Algunos autores refieren progresién a
cualquier avance en el estadio del tumor primario, ya sea un tumor
primario Ta que recidiva a un T1 o un tumor T1 que recidiva a T2.
Esta determinacion tiene en cuenta el concepto del tumor T1 como
invasor de la microvascularizacion de la [dmina propia y muscularis
mucosae (66,129,122). Otros autores abogan mas por considerar
progresion a una infiltracion muscular (T2) o la existencia de
metastasis tanto loco-regionales como a distancia (139).

En nuestro estudio hemos considerado progresién sin duda a
toda recidiva vesical que infiltrase la muscular (T2) y a toda

metastasis a distancia o locorregional confirmada por biopsia, pero
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también hemos considerado progresion a la recidiva vesical T1 G3/Cis
y al tumor de urotelio superior T1 de alto grado, ya que en los
pacientes diagnosticados de estos dos ultimos tipos tumorales
también cambio la estrategia terapéutica a un abordaje mas agresivo
y el pronéstico clinico empeora notablemente. Por este motivo
hemos querido darle importancia a esta situacion clinica, luego no se
ha considerado progresion al paso de un tumor primario TaG2 a T1G2
en la recidiva vesical ya que en la revision retrospectiva se ha
observado que el tratamiento pautado en aguel momento fue similar
para ambos tumores (mitomicina G intravesical).

Con respecto a la terminologia, estamos de acuerdo con no

III

utilizar el término “tumor superficial”, indicativo de la posibilidad de
realizacidon de una reseccion transuretral completa. Dentro del tumor
superficial clasicamente utilizado, se englobaba a los tumores (Ta, Tis,
T1), obviando el distinto comportamiento biolégico de cada uno de
ellos (156).

Por ello hemos utilizado como criterio de inclusiéon aquellos
tumores que no invaden la capa muscular, son los llamados “sin
invasion de la muscular propia”, dentro de este grupo esta el tumor
Tay el tumor T1 que es considerado como invasor, pero de la l[dmina
propia. Por ello también es importante el diferenciar el tumor sin
invasion de la muscular (ldamina propia /T1) del tumor infiltrante
(muscular/T2).

La no separacién en el analisis de los dos estadios va en contra

de la corriente que reafirma la importancia de la invasién
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microvascular de la ldmina propia, como indica el IBCG (International
bladder cancer group) y que los tumores vesicales T1 presentan unas
caracteristicas moleculares y clinicas muy distintas de los Ta
(122,157). Por ese motivo, nuestro trabajo ha analizado la variable
estadio compuesta por Ta y T1, con la finalidad de encontrar el
diferente comportamiento clinico de los dos estadios tambien dentro
del TVu NoMinv grado 2.

No hemos incluido dentro de los tumores que no invaden la
muscular el Tis por su contrastado comportamiento clinico-biolégico
distinto, considerandolo por nuestra parte, como una entidad propia

y como progresion de la enfermedad ante una recidiva (121,156).

Al definir la mortalidad cancer-especifica en el estudio,
intentamos evitar el fendmeno de muerte por riesgos competitivos
explicado en material y métodos. Considerando la mortalidad por
otros motivos ajenos al TVu NoMinv y los supervivientes al final del

seguimiento como ausencia del evento a estudio (158,159).

Con respecto al andlisis estadistico, el manejo simultdneo de
tantas variables y su relacion con tiempos de supervivencia ha sido
posible gracias al uso de los métodos estadisticos explicados: RSF y
LASSO. Estos test no dan como resultado una estimaciéon de un p-
valor bajo un nivel de significacion, ya que utilizan coeficientes

restrictivos o de importancia ponderal (99,100).
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No hemos optado por utilizar el analisis de regresién temporal
de Cox ya que no es recomendable su uso con un gran numero de
variables, ya que asi evitamos el fendmeno de sobresaturacién
(overfitting) que genera ajustar un modelo con muchos predictores
gue pueden presentar asociaciones complejas entre los predictores y
la respuesta, que como consecuencia genere una prediccidn con
asociaciones  falsas  del evento, obteniendo resultados
aparentemente importantes independientemente de su existencia o
no en la poblacion. Se han propuesto un limite de 10-15 variables
para los modelos de supervivencia con el fin de evitar este fendmeno
(160). Nuestro estudio triplica ese niumero limite de variables.

Como se ha observado en las graficas generadas por el analisis
RSF, un fendmeno bioldgico no se presenta de manera proporcional.
Cuando se utiliza el andlisis Cox se estd asumiendo que asi ocurre ya
que calcula riesgos proporcionales, luego dicho fendmeno es menos
representativo de la realidad que la tendencia reflejada en los RSF

(99,100).

Para la confeccion de los grupos clinicos de riesgo y la
construccion de las curvas de supervivencia hay que incurrir en la
categorizacion de las variables. La mayor parte de las variables
biolégicas son continuas, categorizar estas variables de forma
arbitraria puede no ajustarse a la realidad (129).

Esta situacidon errénea es observada en la mayoria de las

publicaciones analizadas ya que la mayor parte de los trabajos
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publicados “eligen” su punto de corte “a ciegas”, justificandolo
mediante la media aritmética o por criterios bibliogréaficos (punto de
corte utilizado por autores anteriores).

Para evitar este fendmeno hemos elegido los puntos de corte
observando la tendencia y los puntos de inflexion generados por las
curvas obtenidas en el analisis RSF, fenédmeno bioldgico ocurrido en
nuestra muestra (validez interna). De todos modos la categorizacién
de un fendmeno y la comprobacidn de la respuesta clinica necesitan
una validez externa para comprobar que los grupos de riesgo
generados se comportan de la misma manera en otras muestras

distintas a la nuestra.

5. Proyecciones del estudio. Perspectivas futuras.

El analisis realizado de los resultados de nuestro estudio
confirma la utilidad de determinados marcadores
inmunohistoquimicos en la prediccién del comportamiento clinico de
los tumores no musculo-invasivos grado 2, coexistiendo con el papel
gue juega la clasificacion anatomopatoldgica del tumor asociando el
estadio con el grado segun la clasificacién de la OMS 2004.

Nuestro estudio sirve de criba y tamiz para indicar qué
marcadores pueden ser de utilidad en estudios prospectivos futuros y
cuales podrian ser utilizados en la practica clinica

Por ese motivo este trabajo invita por un lado a realizar un
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estudio prospectivo de pacientes con diagndstico de un TVu NoMinv
grado 2 para comprobar si los marcadores aqui seleccionados siguen
siendo predictores del comportamiento clinico que suceda. Siendo
necesaria una estandarizaciéon de los métodos de determinacién de
los marcadores, asi como un consenso en los niveles de corte para
afirmar la positividad de una prueba y asi ser reproducible, ya que en
la actualidad, el no cumplir estas condiciones conlleva a ver
reflejados resultados controvertidos de un mismo marcador (161).
Con respecto a los grupos de riesgo generados en este
estudio, seria interesante la validacién externa del “fenotipo de
marcadores generado” y la implementaciéon de nuevos sistemas de
puntuacion o la modificacion de los ya existentes, afadiendo los
marcadores significativos, como el estudio realizado por Ding et al
que ha afadido la determinacién de Ki67 a la escala de puntuacién de
la EORTC en su revisidn retrospectiva (162). Con ello la generacién y
validacién externa de sistemas de puntuacién en el que se incluya
dicha bateria de marcadores afiadidos a las variables anatomoclinicas
clasicamente utilizadas mejoraria la estrategia terapéutica, como
ocurre en el manejo clinico de otros tumores, por ejemplo el cancer

de mama (163,164).

Otra utilildad de la determinacién inmunohistoquimica de los
marcadores o de los grupos de riesgo generados podria estar basada
en indicar un tratamiento mas agresivo, como por ejemplo el utilizar

la terapia intravesical BCG en el TVu NoMinv. En nuestro pais se
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diagnostican al afio alrededor de 20.000 casos de cancer vesical, de
éstos el 76% de los pacientes son carcinomas no musculo-infiltrantes
susceptibles de tratamiento adyuvante quimio o inmunoprofilactico
con BCG. En este momento existe una situacion de
desabastecimiento mundial por problemas en la producciéon del
medicamento lo que ha obligado a la Asociacion de Urologia
Espafiola a realizar un andlisis de previsiones y unas
recomendaciones para la restriccion del uso de BCG. En el
documento se aconseja sélo el uso de BCG en pacientes con TVu
NoMinv G3 (OMS 1973), excluyendo a los pacientes T1G2 y a los
tumores Ta/G1-G2 multicéntricos de gran tamafio y muy recidivantes
(obtencién de puntuaciones altas en la tabla de la EORTC),
recomendados por las guias Europeas y el International Bladder
Cancer Group (10,165-168).

En esta situacién podria ser util el uso de los perfiles de riesgo
generados en este trabajo o el uso de los marcadores que han
presentado utilidad prondstica, como son Ki67 y Survivina nuclear,
para seleccionar dentro del grupo de pacientes descritos

anteriormente a los candidatos al tratamiento con BGC.
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Conclusiones

En relacion a las variables anatomoclinicas cldsicas:

1.

2.

Las variables que han resultado significativas en nuestro
estudio han sido: la edad, el nUmero de tumores resecados, la
disposicion multicéntrica del tumor y la invasion del tejido

conectivo subepitelial (estadio pT1).

A mayor numero de tumores resecados, el periodo libre de
recidiva en nuestra muestra es mas corto. La disposicion
multicéntrica de los tumores condiciona un periodo libre de
progresidon corto. Un estadio pTl y la edad avanzada se
asocian a una supervivencia cancer-especifica también mas

corta.

La clasificaciéon del grado tumoral OMS 2004 tiene utilidad
clinica cuando se asocia también al estadio del tumor. En
nuestra serie, los pacientes con tumores pTa bajo grado no

progresan ni sufren una muerte cancer-especifica.

213



Marcadores inmunohistoquimicos en el tumor vesical urotelial sin invasion muscular grado 2

En relacion a los marcadores inmunohistoguimicos:

4. La construccion de un grafico tridimensional permite una

214

vision integrada de la expresidn inmunohistoquimica de los

diferentes marcadores.

Existen un total de 16 marcadores (un 69,5 % de los
analizados) con diferencias de expresién entre los tumores
pTa Bajo grado y pT1 Alto grado y otros 15 (65,2%) entre los
tumores pTa Alto grado y pT1 Bajo grado, lo cual no implica

necesariamente que tengan valor prondstico.

Existen tres fenotipos de expresion inmunohistoquimica con
cardcter prondstico: el aumento del indice proliferativo de Ki
67, de la expresién nuclear de ciclina D1 y de VEGFR2 junto
con la ausencia de expresion citoplasmatica de p16INK4a, de
VEGFR2 y CtIP, condicionan la presencia de un periodo libre
de recidiva mas corto. El aumento en el indice proliferativo
de Ki 67 y un aumento en la expresion nuclear de Survivina se
asocian a un periodo libre de progresién mas corto. El tercer
fenotipo corresponderia a un aumento del indice proliferativo
de Ki67 que con la expresién nuclear de la proteina mutada
p53, de Survivina y de GAPDH se relacionan significativamente

con el acortamiento de la supervivencia cadncer-especifica.
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7. El indice proliferativo de Ki67 demostré ser el marcador que
mas influye en el prondstico de los pacientes en nuestra serie,
ya que su elevada expresion estd fuertemente asociada a un
acortamiento de los periodos libres de recidiva, progresion y

mortalidad cancer-especifica.

8. Los grupos de riesgo generados a partir de las variables
anatomoclinicas y los marcadores inmunohistoquimicos
significativos han mejorado notablemente el prondstico
clinico comparado al obtenido al usar las tablas de puntuacion

de la EORTC.

9. La utilidad clinica de los marcadores mencionados,
especialmente el indice proliferativo de Ki 67 y el aumento en
la expresion nuclear de survivina, observada en nuestro
estudio puede dar pie a la elaboracién futura de estudios
prospectivos con la finalidad de aplicar su determinacién en la
practica clinica en el tumor vesical urotelial no musculo-

invasivo grado 2 OMS (1973).
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Servicio de Urologia HCU Valencia.

HOJA INFORMATIVA PARA EL PACIENTE

El grupo de investigacion del Servicio de Urologia del Hospital
Clinico Universitario de Valencia esta iniciando la recogida de datos
tanto clinicos como anatomo-patolégicos para el desarrollo de una
linea de investigacién biomédica de interés cientifico enfocada al
mejor conocimiento del tumor vesical.

Su colaboracion en este estudio permitira determinar si existe
relacion en la expresion inmunohistoquimica de marcadores
(medidos en su muestra tumoral operada y guardada en el Servicio
de Anatomia Patologica correspondiente al hospital

Durante el seguimiento se tomaran los datos pertinentes de su
evolucion clinica, sin que esto influya en su seguimiento y protocolo
de actuacion terapéutica frente al tumor vesical que realiza el
Servicio de Urologia. Puede que tuviéramos que utilizar sus datos de
direccion, teléfono para ponernos en contacto con usted.

Segun lo dispuesto en la Ley Organica de Proteccion de datos
(15/1999 de 13 de diciembre), puede ejercer sus derechos de
acceso, rectificaciéon y cancelacion de sus datos en cualquier
momento, sin que su relacion con el equipo médico que le atiende se
vea afectada. El equipo médico y los investigadores implicados en el
proyecto se comprometen a tratar de forma confidencial sus datos
personales. Los resultados del estudio podran ser comunicados a las
autoridades sanitarias y, eventualmente, a la comunidad cientifica a
través de congresos y/o publicaciones.
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y
sencillo, y el facultativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas las
observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado.

También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna
explicacion, puedo revocar el consentimiento que ahora presto.

Por ello, manifiesto que estoy satisfecho con la informacion, y en tales condiciones
Doy mi consentimiento, tras haber sido informado por el médico
D /D@ cteectee et et ettt ettes et ettt st es et ea et s ber e enn para que los datos
que se recojan en mi historia clinica sean utilizados para el proyecto de
investigacién

“Utilidad clinica de la expresién de marcadores inmunohistoquimicos en el tumor

vesical urotelial sin invasién de la muscular propia (pTa/pT1) grado 2”

Doy mi consentimiento para que se pongan en contacto conmigo para recoger
informacién sobre mi estado de salud. Si fuera necesario

Fdo: D/Diia (firma del paciente o familiar autorizado, nombre y apellidos)

Firma

En presencia del Dr./Dra. (nombre y
APCIIAOS) et

Firma

En Valencia, @ .....cccceeunnne de i, de 20.....

Servicio de Urologia HCU Valencia.
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