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Introduccion

1. INTRODUCCION:

1.1. Factores pronésticos del carcinoma de células transicionales de vejiga:

Son numerosos los factores que a lo largo del tiempo, se han relacionado con
el prondstico del carcinoma de células transicionales de vejiga. A los factores prondsticos
clasicos, relacionados con variables clinicas e histopatolégicas, se unen en la actualidad
otros nuevos, basados fundamentalmente en caracteristicas citométricas y moleculares del
tumor, que proporcionan una informacién complementaria, pero que en ningun caso han
permitido a los urélogos prescindir de los primeros.

La ploidia del DNA, el indice mitético, antigenos asociados al tumor,
antigenos de proliferacion celular, oncogenes y genes supresores tumorales, involucrados
en el control del ciclo celular y la apoptosis, factores de crecimiento celular, activadores e
inhibidores de la angiogénesis tumoral, son las variables mas frecuentemente analizadas en
los estudios prondsticos del cancer de vejiga, efectuados durante los ultimos afios (1, 2).

La razén fundamental que ha llevado a la busqueda de nuevos factores
pronésticos en la biologia molecular, ha sido el intento estratificar a los pacientes con
cancer de vejiga en distintos grupos, en funcion del prondstico, y de individualizar la
terapéutica, para proporcionar al paciente un tratamiento optimo, en el momento oportuno.
Este proposito se ha conseguido en cierta medida, ya que son muchos los centros que
utilizan estos nuevos marcadores, en combinacién con los ya existentes, para la toma de
decisiones terapéuticas.

Son muchas las variables, especialmente las relacionadas con caracteristicas
clinico-patolégicas, que han sido evaluadas, en un intento de establecer factores prondsticos
en el cancer vesical: el estadio infiltrativo, el grado histoldgico, la existencia de adenopatias
0 metastasis a distancia, el tamafio del tumor, el nimero de tumores vesicales, la presencia
de carcinoma in situ o displasia asociada al tumor, la morfologia macro y microscopica de
la neoplasia, entre otras (3, 4, 5, 6, 7). Cada una de estas variables, ha mostrado una

influencia estadisticamente significativa en el prondstico de la enfermedad, en uno u otro
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estudio; sin embargo su capacidad prondstica no es siempre la misma, ya que depende de
diversos factores, como las caracteristicas cuantitativas y cualitativas de la muestra, el tipo

y niimero de variables analizadas, y el andlisis estadistico efectuado (uni o muitivariado).

1.1.1. Factores pronésticos clinico-epidemioldgicos:

La localizacion intravesical del tumor, se ha manifestado en algunos estudios
como una variable con importancia pronédstica. Los pacientes con tumores localizados en el
trigono y en el cuello vesical muestran, segiin algunos trabajos, un peor prondstico que
aquellos con tumores en otras localizaciones, observandose una supervivencia del 40% a
los 5 afios, en los tumores con compromiso del cuello vesical, frente a un 50-60%, en los
casos sin afectacion cervical (8, 9). El motivo de estas diferencias prondsticas es
desconocido; es posible que el drenaje linfatico especifico del area cérvico-trigonal,
diferente al del resto de la vejiga, sea una de las causas de tales diferencias (10). Por otra
parte, los tumores localizados en el cuello, clipula y cara anterior, tienden a presentar un
mayor grado histolégico, y por lo tanto un peor prondstico, segiin comunican algunos
autores (3, 8, 9).

El tamafio tumoral es uno de los factores clasicamente analizados en los
estudios pronosticos del cdncer de vejiga. Los resultados observados, cuando se realiza un
analisis multivariado, son dispares a la hora de definir el papel de dicha variable. Existen
trabajos que encuentran que el tamafio tumoral es un factor prondstico independiente (5,
11). Uno de estos estudios, efectuado sobre un total de 252 pacientes de caracteristicas
clinico-patolégicas heterogéneas (Tumores Ta-T4, grados 1-3), observa una probabilidad
de supervivencia del 81% a los 10 afios, en tumores con didmetro inferior a 3 cm, y del
43% en los mayores de 3 cm; comportandose el tamafio tumoral como una variable
independiente en la prediccion de la supervivencia de este grupo de pacientes. Otro estudio
retrospectivo, efectuado sobre 1529 pacientes con tumores vesicales superficiales
primarios, encuentra que el tamafio tumoral es un factor prondstico independiente, en la
prediccion de recidiva y progresion, pero no en la supervivencia cancer-relacionada (12).

Otros estudios, por el contrario, no demuestran tal independencia prondéstica (6, 10).

10
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La mayoria de los estudios que evalitan la influencia prondstica del tamafio
tumoral, dividen los tumores en dos grupos, segin se encuentren por encima o por debajo
de un tamafio “critico”, que suele ser de 3 centimetros (3). Este tamafio critico es elegido,
bien de un modo arbitrario, o bien siguiendo algiin criterio estadistico, como es la mediana
del tamafio de los tumores de la muestra analizada. En los casos de tumores vesicales
miltiples, la mayoria de los autores utilizan para el analisis, el diametro de la neoformacién
més grande. Las diferencias observadas en los resultados de los distintos trabajos son
debidas, en parte, al tamafio critico elegido para confeccionar los grupos sometidos a
comparacion.

El nimero de neoformaciones vesicales es otro de los factores prondsticos
clinicos, clasicamente descritos en los estudios pronosticos del cancer de vejiga. Los
resultados obtenidos por los distintos autores en el estudio de supervivencia son
heterogéneos. Existen trabajos que demuestran que la multifocalidad tumoral, es una
variable pronéstica independiente en el cancer de vejiga (5, 13). Otros autores encuentran
que el nimero de tumores vesicales influye significativamente en la progresion y recidiva
tumorales, pero no en la supervivencia cancer-relacionada, en el analisis multivariado (12).
Algunos incluso observan, que el nimero de tumores es la variable prondstica con mayor
influencia en la recidiva tumoral (3). Sin embargo, otros estudios multivariados muestran
que el nimero de tumores vesicales, es una variable sin capacidad para predecir el
pronostico de la enfermedad, en términos de supervivencia, recidiva y progresion (6, 10,
11). Es posible que el valor pronéstico del niimero de neoformaciones vesicales, sea mayor
en los tumores mas superficiales (categoria Ta), disminuyendo dicho valor en las categorias
T1 y T2, segin demuestra un estudio efectuado sobre 583 pacientes no seleccionados, en el
que se observa que el numero de tumores vesicales tiene capacidad predictiva de
supervivencia en Ta, en el analisis univariado, perdiendo dicha capacidad en T1 y T2 (14).

Las diferencias encontradas en los resultados, en el caso de la variable
nimero de tumores, pueden atribuirse en parte, a la diferente categorizacion de los grupos
efectuada por los distintos autores, ya que aunque lo mas habitual, es dividir la variable en
dos grupos: tumores Gnicos y tumores multiples, es posible observar categorizaciones muy

diversas.
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El intervalo libre de recidiva, tras el tratamiento del tumor vesical primario,
se ha mostrado como un factor pronéstico importante, que influye de manera decisiva en el
curso posterior de la enfermedad, impactando de manera significativa en las tasas de
recidiva y progresion (3). La respuesta obtenida tras la administraciéon profilactica de
diversos agentes quimio e inmunoterapicos, también ha sido estudiada como un posible
factor predictor de progresion tumoral, en lesiones superficiales. Algunos autores
encuentran que el hallazgo de una recidiva T1, en un periodo no superior a 3 meses, tras la
aplicacion de instilaciones con BCG, es un factor pronéstico independiente en la prediccion
de progresion tumoral, observando dicha progresion en el 82% de los pacientes con
recidiva T1, y tan solo en el 25% de los pacientes con recidiva Ta, o sin recidiva, durante
ese periodo de tiempo (3).

La realizacion de instilaciones intravesicales con agentes citostaticos o
inmunomoduladores se ha mostrado en algunos estudios multivariados, como un factor
prondstico independiente en la prediccion de recidiva y progresion, siendo la BCG el
agente que parece modificar favorablemente la progresion tumoral y la recidiva (12, 13).

La hidronefrosis inducida por la infiltracién tumoral del uréter intramural, ha
sido considerada en algunos estudios como un factor prondstico de supervivencia en el
cancer de vejiga. En un estudio efectuado sobre 415 pacientes, sometidos a cistectomia
radical y derivacién urinaria, por cancer de vejiga, se observé que cuando se dividia a los
pacientes en tres grupos: 1) no hidronefrosis, 2) hidronefrosis unilateral, y 3) hidronefrosis
bilateral; se encontraba una diferencia estadisticamente significativa en la probabilidad de
supervivencia de los distintos grupos, a los 5 afios de seguimiento. El 62,6% de los
pacientes sin hidronefrosis permanecian vivos a los 5 afios, mientras que sélo el 30,7%
estaban vivos cuando existia una hidronefrosis bilateral (15).

Otros factores prondsticos frecuentemente evaluados en los estudios de
supervivencia, y que podriamos clasificar como epidemioldgicos, son la edad, el sexo y el
tabaquismo. La edad se muestra como una variable independiente de supervivencia en un
gran namero de trabajos de oncologia. En el cancer de vejiga, la asociacion entre la edad y
la supervivencia, se analiza en pocos trabajos, con resultados dispares. El sexo y el
tabaquismo se muestran, de manera casi unanime, como variables sin capacidad pronéstica

en el cancer de vejiga (3, 4, 5, 10, 16).
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1.1.2. Factores pronésticos anatomopatologicos:

Los parametros anatomopatologicos son probablemente los indicadores
pronosticos mas utilizados, para la estimacion de la probabilidad de supervivencia, recidiva
y progresion, especialmente en el cincer de vejiga de tipo superficial.

La categoria T del tumor primario es uno de los factores prondsticos mas
importantes en el cncer vesical, segiin se demuestra en multiples estudios (2, 3, 10, 13, 17,
18). Segun muestra un estudio, los tumores superficiales presentan una supervivencia
cancer-relacionada del 75-90% a los 10 afios, lo cual contrasta con el 30-45% de
supervivencia observado en el caso de los tumores musculo-infiltrantes (14). Otro estudio
efectuado sobre 195 pacientes, demuestra que la categoria T constituye el factor prondstico
con mayor capacidad de prediccion de supervivencia, en el andlisis multivariado (19).
Dentro de los tumores superficiales, un 25% de los tumores de la categoria T1 desarrollardn
invasién muscular en un periodo de 2 afios. Dicha progresion es tan solo del 5%, en la
categoria Ta (3, 10). Existen estudios multivariados, efectuados con una amplia muestra de
tumores superficiales, que encuentran que la categoria T no es una variable independiente
en la prediccion de recidiva, progresion y supervivencia cancer-relacionada, en este
subgrupo de tumores (12).

El grado histologico de malignidad, habitualmente dividido en tres
categorias, segun la clasificacion de la WHO (20), se muestra como un factor prondstico de
enorme importancia, encontrando muchos estudios diferencias estadisticamente
significativas entre los tumores de bajo grado (grados 1 y 2), y los tumores de alto grado
(grado 3), en cuanto a la probabitidad de supervivencia, recidiva y progresion (3, 5, 6, 7,
10, 12, 14). Algunos trabajos encuentran una probabilidad de supervivencia céancer-
relacionada que no supera el 30% a los 10 afios, en los tumores de alto grado histolégico,
mientras que en el caso de los tumores de bajo grado, esta probabilidad es de
aproximadamente el 80% (8, 11). El grado de malignidad histolégica, y el incremento de
dicho grado histologico, durante la evolucion de un tumor vesical superficial, se han
mostrado para algunos autores, como los factores prondsticos mas importantes a la hora de
predecir la supervivencia y progresion tumoral (6, 7). El problema del grado histolégico es

que se trata de un parametro subjetivo, que esta sujeto a una enorme variabilidad (en torno
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al 50%) entre los distintos observadores, ¢ incluso en un mismo observador, cuando es
evaluado en distintas ocasiones (3).

El aspecto macroscopico y la morfologia microscopica de la lesion, han sido
analizados en un nimero relativamente corto de estudios prondsticos del cancer de vejiga,
en comparacion con otros factores clinico-patologicos, como el grado histologico, el
tamafio tumoral o el nimero de neoformaciones. Por otra parte, algunos trabajos no
especifican de manera clara, si la variable que analizan, hace referencia a la morfologia
macroscopica o a la microscopica del tumor. Aquellos trabajos que definen la variable con
claridad, suelen referirse a la morfologia microscépica de la lesion (18, 21). La morfologia
microscopica del tumor fue identificada como un factor independiente en la prediccién de

>

supervivencia, en un estudio realizado con 265 pacientes diagnosticados de cancer vesical
primario en estadios Ta-T4 (18). Los autores de este estudio encuentran que la morfologia
microscopica del tumor es una variable independiente en la prediccion de supervivencia,
cuando se analizan de manera multivariada: a) todos los tumores del estudio, b) los tumores
en estadio Ta-T2, con grados 1-2, y c) todos los tumores de los estadios Ta-T1; siendo en
‘este Gltimo grupo, la Gnica variable con influencia significativa en la supervivencia. En el
anélisis multivariado de progresion, encuentran que la morfologia microscopica del tumor,
tiene capacidad para predecir progresiéon tumoral en los tumores en estadio T1-T2, con
grados 1-2.

Un andlisis multivariado de supervivencia, recidiva y progresion, efectuado
sobre 273 pacientes con tumores superficiales primarios de vejiga, encuentra que la
morfologia microscopica del tumor es una variable relacionada de manera estadisticamente
significativa con la supervivencia y con la progresion, tanto en el andlisis univariado como
en el multivariado. Dicha variable, sin embargo, no modifica significativamente la
probabilidad de recidiva tumoral, en este estudio (21). Otros estudios, que no definen de
manera precisa la variable morfologia tumoral, observan una influencia prondstica de
dicha variable en el analisis univariado, que se pierde en el multivariado (6, 7, 10).

Se ha planteado en muchos trabajos la importancia pronostica de la
existencia de CIS o displasia severa, en la biopsia randomizada de la mucosa vesical,
especialmente en relacién con la probabilidad de recidiva y progresion. Aunque algunos

autores encuentran que esta variable predice de manera significativa la recidiva, la
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progresion y la mortalidad céncer-relacionada (12, 13), en la mayoria de los estudios, se
observa que cuando se realiza un andlisis multivariado, dicha variable no presenta
influencia prondstica (3, 5, 6, 7). La interpretacion global de esta variable plantea bastante
dificultad, ya que muchos estudios utilizan el término “existencia de CIS en un drea
distante al tumor”, sin especificar el nimero de tomas de biopsia efectuadas, o si las
biopsias fueron tomadas de areas Opticamente sanas o no. En ocasiones se ordenan en un
mismo grupo, pacientes con displasia y CIS, cuando solo la displasia severa se considera
equiparable al CIS.

La existencia de metastasis en los ganglios linfaticos regionales, se considera
como el peor factor prondstico en el carcinoma vesical musculo-infiltrante, observandose
una supervivencia de tan solo el 5% a los 5 afios de seguimiento, en aquellos pacientes con
afectacion ganglionar metastasica. Sin embargo, aquellos pacientes con afectacion
microscopica de los ganglios linfiticos, detectada en una biopsia peroperatoria, presentan
un mejor prondstico, con una supervivencia que para algunos es del 35%, a los 5 afios de la

cistectomia radical (16).

1.1.3. Factores prondsticos biolégicos:

1.1.3.1. Factores citogenéticos. Ploidia del DNA.

El andlisis de la ploidia del DNA, realizado mediante técnicas de citometria
de flujo o hibridacion in situ, se ha relacionado en multiples trabajos con el pronéstico del
cancer de vejiga. Segun algunos estudios, la existencia de lineas celulares con alteraciones
cuantitativas del material genético, confiere al tumor un peor prondstico de supervivencia,
asi como una mayor probabilidad de progresion y de recidiva, tanto en los tumores
superficiales como en los musculo-infiltrantes. El peor prondstico se asocia, en general, a
los tumores con histograma aneuploide, que muestran una mayor tendencia a la progresién

local y a distancia. Los tumores con lineas tetraploides representan un estadio de
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malignidad intermedia entre aquellos y los diploides, y se asocian fundamentalmente, a una
mayor probabilidad de recidiva tumoral (3).

La aneuploidia se encuentra con frecuencia asociada a otros factores
prondsticos anatomopatoldgicos del cancer de vejiga, especialmente la morfologia tumoral
solida, la infiltracion de la capa muscular y el grado histoldgico 3. Aproximadamente el 60-
80% de los tumores considerados de grado 3, muestran un histograma aneuploide, mientras

que el 50% de los tumores de grado 2 y el 70-80% de los de grado 1, son diploides (2).

1.1.3.2. Antigenos de los grupos sanguineos.

Muchos autores encuentran una relacion entre la delecion de los antigenos
ABH del grupo sanguineo, de la superficie de las células del tumor urotelial, y la
probabilidad de progresiéon y recidiva tumorales (1, 22). Segun las observaciones de
algunos autores, el 88% de los tumores superficiales que progresan hacia la infiltracion
muscular, muestran una pérdida de la expresion antigénica ABH, en el tumor primario,
mientras que el 90% de los tumores que recidivan superficialmente, expresan los antigenos
ABH en el tumor primario (1).

Por otra parte, algunos estudios demuestran que esta pérdida antigénica es
mas frecuente entre los pacientes con grupo sanguineo O, e incluso, que los pacientes de
este grupo sanguineo tienen una probabilidad significativamente mayor de progresar hacia
carcinoma musculo-infiltrante. Esta tendencia hacia el comportamiento agresivo, se
mantiene entre los pacientes con carcinomas de bajo grado de malignidad histologica (23).
Se ha observado también, que entre los pacientes con CIS existe un porcentaje de pacientes
del grupo sanguineo O, muy superior a lo esperado, segin la distribucién de los grupos

sanguineos en la poblacién normal (23).
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1.1.3.3. Marcadores de la actividad proliferativa celular.

La fraccion de fase S, es un marcador de la actividad proliferativa celular,
que cuantifica el porcentaje de células de un tumor, que en un momento dado, se
encuentran en la fase de sintesis de DNA, del ciclo celular (fase S). La fraccién de fase S se
ha relacionado directamente con el grado de malignidad histoldgica, con la morfologia
tumoral (papilar / no papilar) y con el estadio infiltrativo del tumor. Al igual que otros
marcadores de proliferacién, su relaciéon con el pronéstico del cancer de vejiga no estd
perfectamente establecida, y depende del estudio que analicemos. Algunos estudios
muestran que la supervivencia a los 10 afios, en los pacientes con una fraccion de fase S <
10%, es del 70%, descendiendo al 30% cuando dicha fraccion es > 10% (2, 24). Del mismo
modo, existen otros trabajos que muestran que la fraccién de fase S, tiene relacién con la
probabilidad de recidiva y progresion tumoral, local y a distancia (2, 24).

Otros marcadores de la actividad proliferativa celular son los indices
mitéticos, los cuales han sido relacionados en diversos estudios, con distintos pardmetros
histopatolégicos tumorales, asi como con el prondstico del cancer de vejiga. El indice
tradicional de actividad mitética, mide el nimero de mitosis por campo de gran aumento
(40X), en 10 campos microscopicos consecutivos. El indice mitotico corregido por
volumen (indice M/V) fue definido por Haapasalo en 1989, y mide el nimero de mitosis
por mm? (25).

Ambos indices, como ocurre con otros marcadores proliferativos, se
relacionan estrechamente con el grado histologico del tumor. Asi en el grado 1, es habitual
observar menos de 5 mitosis/ mm?; en el grado 2 el nimero de mitosis suele oscilar entre 5-
15/ mm®; mientras que la mayoria de los tumores de grado 3 presentan mas de 15 figuras
mitéticas/ mm? (2).

El indice M/V se ha relacionado con la probabilidad de progresion del
cancer de vejiga, encontrandose que aquellos tumores con menos de 10 figuras mitéticas/
mm?’, tenian una probabilidad de progresion del 10-20%, mientras que aquellos con mas de
10 mitosis/ mm®, progresaban en el 40% de las ocasiones (2, 18). El indice M/V también se

relaciona con la probabilidad de recidiva tumoral, con el intervalo libre de recidiva y con la
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? se asocia a un

supervivencia, encontrandose que la presencia de mas de 10 mitosis/ mm
elevado riesgo de muerte (2, 18).

Otro indicador de actividad proliferativa celular, es el antigeno nuclear de
células proliferantes (PCNA). La metodologia habitual para estudiar el PCNA es la
determinacion de su expresién inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos monoclonales
anti-PCNA, en tejidos fijados en parafina (2, 26). Ha sido estudiado en multiples ocasiones,
con ¢l objeto de evaluar su relacién con el prondstico del cancer de vejiga, pero en lineas
generales, no se considera un buen marcador pronostico de esta enfermedad, ni el mejor de
los indices de actividad proliferativa celular (26). Sin embargo, algunos estudios
multivariados encuentran que PCNA es una variable independiente, en la prediccion de
mortalidad por cancer de vejiga (2). Como los demas indicadores de proliferacion, el
PCNA se relaciona estrechamente con el grado histolégico, el estadio infiltrativo del tumor
y con algunos genes supresores, como pJj3, relacionados con el prondstico de la
enfermedad (1, 2, 26, 27).

El antigeno ki67 se expresa durante las fases G1, S, G2 y M del ciclo
celular, de aquellas células que se replican activamente (28, 29, 30). La determinacién de la
expresion inmunohistoquimica de ki67, constituye un buen marcador de la actividad
proliferativa celular y del crecimiento tumoral. Inicialmente, la expresion de este antigeno
solo podia ser estudiada en secciones en fresco de los tejidos, pero tras el desarrollo del
anticuerpo monoclonal MIB-1, es posible llevar a cabo un estudio inmunohistoquimico de
ki67, en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina (31).

Para algunos autores la expresion de ki67 es el parametro mas fiable, para
predecir enfermedad vesical muasculo-infiltrante, cuando se compara con otros marcadores
de la actividad proliferativa celular, como el area nuclear media, el indice M/V y el PCNA
(21, 26). La expresion de ki67 se relaciona con diversos factores prondsticos
anatomopatologicos del cancer de vejiga, especialmente el grado, el estadio infiltrativo y la
morfologia macro/microscopica del tumor (28, 30, 32, 33). En uno de los estudios citados
anteriormente, se observa que la expresion nuclear de ki67 es mucho mds elevada en los
tumores primarios que desarrollan progresion, que en aquellos que no lo hacen, y en el
analisis multivariado se comprueba que la expresion de ki67, representa una variable

independiente en la prediccion de progresién tumoral y mortalidad cancer-relacionada (21).
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En otro estudio reciente, realizado sobre una muestra de 381 casos, se encontré que la
expresion nuclear de ki67 solo se relacionaba de manera significativa, en el andlisis
multivariado, con la probabilidad de recidiva de los tumores primarios mayores de 3 cm.,
pero no se encontrd relacion con la supervivencia, ni con la progresion tumoral (34).

La mayoria de los estudios sobre ki67, encuentran una relacioén significativa
con la supervivencia, recidiva o progresion, cuando consideramos los datos del analisis
univariado (21, 28, 30, 34), sin embargo, la implicacién pronéstica de ki67 no se establece
de manera homogénea, en aquellos estudios en los que se realiza analisis multivariado (21,

28, 34).

1.1.3.4. Antigenos asociados al carcinoma de células transicionales.

El desarrollo de los anticuerpos monoclonales ha permitido identificar, de
manera relativamente sencilla, una serie de antigenos asociados al tumor de vejiga, como
M344, 19A211, T138, asi como ciertas proteinas de la matriz nuclear, como NMP22,
aunque esta Ultima se utiliza con mas frecuencia para la deteccion del tumor vesical, que
como indicador pronostico del mismo (35, 36). Estos antigenos se expresan con una
frecuencia variable en las células tumorales del cancer de vejiga, en funcién de ciertas
caracteristicas histopatolégicas del tumor, como el estadio infiltrativo y el grado
histolégico; por el contrario, las células uroteliales normales no expresan estos antigenos (1,
35). Un estudio prospectivo de 140 pacientes con tumores superficiales de vejiga, encontrd
que los tumores que expresaban M344 y 19A211, tenian una tasa de recidiva del 75%,
frente al 20% encontrado en aquellos tumores que no expresaban los citados antigenos.

Con respecto a T138, existen estudios que muestran una relacién entre la
expresion de este antigeno y la probabilidad de supervivencia cancer-relacionada y
progresion. En un estudio realizado sobre 68 pacientes con cancer de vejiga, en el que se
consideraron tres grupos prondsticos: a) tumores diploides que expresaban T138, b)
tumores diploides que no expresaban T138, y ¢) tumores aneuploides que expresaban T138;
se abservoé que la supervivencia cancer-relacionada en cada uno de los grupos, era del 65%,

100% y 35%, respectivamente. En este mismo estudio se observd, que los tumores de los
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estadios Ta y T1, que expresaban T138, desarrollaban progresion en el 80% de los casos
(1).

El antigeno 486P3/12, esta presente en el 90% de los carcinomas de células
transicionales, independientemente del grado del tumor (37). Algunos autores consideran a
este antigeno como un buen marcador de recidiva tumoral, cuando se determinan sus
niveles en orina, observando que el 42% de los pacientes con inmunotincién positiva,
presentan recidiva tumoral, frente al 9%, en el grupo de tumores con inmunotincidn
negativa (37). Otros antigenos asociados al carcinoma de células transicionales, cuya
relacion con el prondstico de la enfermedad ha sido estudiada, son AN43, BB639, el
antigeno de membrana epitelial y el antigeno polipeptidico tisular (37). Son necesarios
estudios mas profundos y con muestras mdas amplias de pacientes, para poder extraer
conclusiones acertadas, y establecer el papel de estos antigenos en el prondstico del cancer

de vejiga.

1.1.3.5. Factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento.

Los factores de crecimiento son sustancias paracrinas que actilan como
mediadoras de las interacciones celulares. Estos factores estan involucrados en el
crecimiento, diferenciacion y muerte celulares, por lo que ciertas alteraciones en su sintesis
o expresion, pueden ocasionar un crecimiento celular descontrolado y una transformacion
maligna de los tejidos. Los factores de crecimiento mas estudiados en relacion con el
cancer de vejiga, han sido el factor de crecimiento epidérmico (EGF), ¢l factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), y los factores de crecimiento transformadores o y §
(TGF-a y B) (1, 37). La mayoria de estos factores de crecimiento no han mostrado una
relacion clara y uniforme, con otros marcadores del cancer de vejiga, ni con el prondstico
de la enfermedad. Algun estudio ha mostrado una importante asociacion, entre la expresion
de TGF-o y la probabilidad de supervivencia cancer-relacionada (1), aunque estos

hallazgos deberan ser confirmados por otros estudios.
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El receptor dei factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) ha sido objeto de
numerosos estudios, para determinar su papel en el cancer de vejiga. El EGF-R se activa
mediante la unién de EGF o TGF-¢, a su dominio externo, dando lugar a un proceso de
proliferacién celular, transformaciéon y division. Los niveles de EGF-R pueden ser
determinados por técnicas inmunohistoquimicas o mediante PCR de muestras de orina
procedente de lavado vesical, aunque en este caso la inmunohistoquimica parece
proporcionar una mayor sensibilidad.

La expresion inmunchistoquimica de EGF-R ha mostrado en varios estudios,
una importante correlacién con el grado histoldgico, el estadio infiltrativo y la ploidia del
DNA del tumor (1). Del mismo modo en estos estudios, se ha observado que la
sobreexpresion de EGF-R, predice de manera significativa la mortalidad cancer-
relacionada, la recidiva y la progresion, en los tumores vesicales superficiales, pero no
modifica el pronéstico de los musculo-infiltrantes (1). Otros autores, por el contrario, s6lo
encuentran una relacion significativa en el analisis univariado, que se pierde en el

multivariado (21).

1.1.3.6. Moléculas de adhesion celular y moléculas del citoesqueleto.

Las moléculas de adhesion celular son unos elementos esenciales en las
interacciones de una célula, con las células de su entorno y con el medio extracelular que la
rodea. El funcionamiento incorrecto o la expresion inadecuada de este tipo de moléculas,
parece esencial en el proceso de crecimiento tumoral y en el desarrollo de metastasis a
distancia, procesos en los que se pierden los mecanismos normales de adhesion intercelular.
De entre todas estas moléculas, es especialmente importante la familia de las caderinas, por
su papel crucial en el establecimiento y mantenimiento de las conexiones intercelulares, en
el control de la polaridad celular y en la preservacion de la morfologia tisular (1).

La E-caderina (Caderina de células epiteliales) es expresada, tanto por las
células uroteliales normales, como por las tumorales, por lo que su determinacion no es util

en la deteccioén precoz del céncer de vejiga. La expresion de E-caderina puede ser estudiada
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por métodos inmunchistoquimicos o mediante analisis genético, con RT-PCR (1, 37, 38).
El anélisis inmunohistoquimico permite observar focos de tincion en las areas de unién
intercelular, que se corresponden con la ubicacién de las E-caderinas (37). Parece existir
una clara relacion entre la expresion de E-caderina, y el grado y estadio tumorales, y son
varios los estudios que encuentran una relacion significativa entre la expresion
inmunohistoquimica de E-caderina y el prondstico de la enfermedad, por lo que esta
molécula podria ser un marcador prondstico (til, en los pacientes con cancer de vejiga.

Aquellos tumores con expresiones mas bajas de E-caderina tendrian un peor
prondstico, con una menor supervivencia y una tasa de progresion y recidiva mas elevadas
(1, 37, 38). Por otra parte, se ha observado que la transfeccion de lineas celulares de
tumores epiteliales invasivos, con DNA celular portador del gen de la E-caderina, ocasiona
una pérdida de la capacidad invasiva del tumor (37). Segin se desprende de los resultados
de estos trabajos, la E-caderina funcionaria como una molécula supresora de la capacidad
de invasion tumoral, y segln sugieren algunos trabajos de investigacion, el descenso de la
expresion de E-caderina es probablemente uno de los eventos criticos en el inicio de la
progresion tumoral (1, 38). De forma complementaria, se ha descrito que la sobreexpresion
de E-caderina, y de otras moléculas de adhesi6n celular, reduce la invasividad de las células
tumorales (39).

Las cateninas o« y B son otro tipo de moléculas de adhesion celular,
implicadas en el prondstico del cancer de vejiga, que parecen jugar un papel similar al de la
E-caderina (1).

Otra familia de moléculas de adhesién celular, las integrinas, ha sido
relacionada con la progresion tumoral y con el desarrollo de metastasis, al igual que las
caderinas. Las integrinas actlan como receptores extracelulares, y su expresion celular se
puede estudiar, bien mediante técnicas inmunohistoquimicas, o bien mediante técnicas de
analisis genético, basadas en la PCR. La relacién entre la expresion de integrinas y el
cancer de vejiga es variable, ya que ¢l incremento de la agresividad biolégica del tumor, se
acompafia de una disminucién de la expresion de algunas clases de integrinas y del
aumento de la expresion de otras. Una disminucion de la expresion de la integrina o2, se ha

asociado con una mayor capacidad de infiltraciéon tumoral, mientras que aquellos tumores
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con una sobreexpresion de la integrina 634, parecen tener un mayor potencial metastasico
(1, 37, 38).

Las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP), son un grupo de
enzimas que ocasionan una degradacion de la matriz extracelular y de los componentes de
la membrana basal de los tejidos. Estas moléculas son las efectoras de la segunda fase del
proceso de invasividad tumoral, que es la degradacion del medio extracelular, basada en el
aumento de la actividad proteolitica (39). La MMP tipo 2, también llamada Gelatinasa A o
Colagenasa A, induce la lisis del colageno IV, que es el componente estructural mas
importante de las membranas basales, dando lugar a una desestructuracion de las mismas y
a una pérdida de su “impermeabilidad”. Esta alteracion de la membrana basal es un hecho
crucial en el proceso de infiltracion local y en el desarrollo de metastasis a distancia (40,
41).

La Gelatinasa A se sintetiza como un zimogeno inactivo (pro-Gelatinasa A),
que es activado por las MMP membrane-type 1, 2 y 3 (MT1, 2, 3-MMP), es por ello que la
expresion de las MT-MMP, podria jugar un importante papel en la capacidad invasora de
un tumor. Algunos estudios han observado una elevada expresion de los genes de MTI-
MMP y MT2-MMP en los carcinomas de células transicionales, y una correlacion
significativa en el analisis univariado, entre la expresion de estos genes y la existencia de
multifocalidad tumoral (40, 41).

Las citoqueratinas son unas moléculas proteicas, que forman parte de los
filamentos intermedios del citoesqueleto. Existen 20 tipos diferentes de citoqueratinas, que
se clasifican en funcion de su peso molecular y de su punto isoeléctrico, en un gel de
electroforesis bidimensional. Los fragmentos de las citoqueratinas son solubles en el suero,
y por lo tanto son detectables y cuantificables en ese medio, con la ayuda de anticuerpos
monoclonales. Los niveles séricos del fragmento soluble de la citoqueratina-19 (CYFRA
21-1) han mostrado una relacion estadisticamente significativa con ciertos marcadores
pronosticos del cancer de vejiga, como el volumen tumoral, el estadio clinico, y el grado
histolégico. Se ha observado también que los niveles séricos de CYFRA 21-1, predicen de

manera significativa la supervivencia, en el analisis univariado (42).
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1.1.3.7. Factores angiogénicos e inhibidores de la angiogénesis.

Se denomina angiogénesis a la formaciéon de nuevos vasos sanguineos, a
partir de los vasos preexistentes. La angiogénesis es un evento imprescindible para el
proceso de crecimiento, invasion y desarrollo de metéastasis tumorales; de modo que un
tumor que alcance un tamafio mayor de 5-10 mm, necesita la cercania de algiun vaso
sanguineo, que aporte los nutrientes necesarios para mantener la fisiologia celular (1, 39,
43). El desarrolio de nuevos vasos sanguineos es un proceso regulado por factores
estimulantes de la angiogénesis, y contrarregulado por inhibidores de la angiogénesis. El
desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas ha permitido estudiar y cuantificar la
densidad de los microvasos del tumor, asi como diversos factores angiogénicos y
antiangiogénicos. El estudio inmunohistoquimico de la densidad de los microvasos es
posible con la utilizacion de anticuerpos monoclonales, dirigidos contra diversos elementos
de las células endoteliales, como el factor VIII y el CD34 (1).

La angiogénesis tumoral, determinada en funcion de la densidad de
microvasos del tumor, ha demostrado en diversos estudios, capacidad para predecir de
manera significativa la supervivencia, la recidiva y la progresion del céncer vesical
musculo-infiltrante, en el analisis univariado. En el analisis multivariado, la densidad de
microvasos, s¢ comporta como un factor pronostico independiente en la supervivencia, en
la progresion y en la recidiva de los pacientes con tumores vesicales musculo-infiltrantes,
de modo que los pacientes con elevados niveles inmunohistoquimicos de densidad de
microvasos, presentan un peor prondstico que aquellos con niveles bajos (1, 43).

La importancia pronoéstica de esta variable, en los tumores vesicales
superficiales, no se ha establecido con claridad en los estudios realizados al respecto,
debido a que la morfologia papilar, que presentan la mayoria de los tumores de este tipo,
dificulta la identificacion de areas de maxima vascularizacion (1, 43). De hecho, algunos
autores no observan ninguna relacion entre la determinacion inmunchistoquimica de la
densidad de microvasos en el tejido tumoral, y el prondstico de la enfermedad en estadio T1
(44).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), también conocido

como factor de permeabilidad vascular (VPF), es un factor angiogénico especifico, que
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desempefia un pape! crucial en el proceso de neovascularizacion tumoral. Este factor
aumenta la permeabilidad del endotelio vascular, favoreciendo la entrada de células
tumorales en los vasos, y el potencial desarrollo de metastasis hematégenas. Otra de las
funciones del VEGF, es inducir la sintesis del activador del plasminégeno y la de su
inhibidor, asi como del receptor de la uroquinasa (39). El papel del VEGF en el pronéstico
del céancer vesical, tanto superficial, como musculo-infiltrante, ha sido evaluado por
algunos autores, mediante técnicas inmunohistoquimicas y ELISA, sin obtener resultados
concluyentes (43).

En la regulacién de la angiogénesis, existen factores que inhiben el
crecimiento de las células del endotelio vascular, que son conocidos como factores
antiangiogénicos. Son muchos los factores antiangiogénicos conocidos (1, 39), destacando
el TGF-B, los IFN-q, -B y -y, el TIMP-1 (inhibidor tisular de metaloproteasas), la vitamina
Ds, el PF-4 (factor plaquetario-4), las interleukinas 1 y 12, la angiostatina y la TSP-1
(trombospondina-1). En el estudio de los factores prondsticos del cancer de vejiga, el Ginico
factor antiangiogénico analizado ha sido la trombospondina-1.

La TSP-1 es una proteina de la matriz extracelular, que presenta una mayor
expresion en las células normales, que en las tumorales. La expresion de la TSP-1,
cuantificada mediante  técnicas  inmunohistoquimicas, presenta una  relacion
estadisticamente significativa con la supervivencia y la recidiva del tumor vesical muasculo-
infiltrante. Se ha observado una mayor tasa de mortalidad y recidiva, en aquellos tumores
con una expresion mas baja de TSP-1, y se ha demostrado por otra parte, una fuerte
correlacion entre la baja expresion de TSP-1 y la sobreexpresion de p53. En el analisis
multivariado, la TSP-1 se muestra como una variable independiente, en la prediccion de
supervivencia y recidiva, en un estudio realizado sobre 163 pacientes con enfermedad
musculo-infiltrante (1, 45). Este y otros trabajos describen como la proteina p53 nativa,
inhibe la angiogénesis de células de ciancer de mama humano y fibroblastos, mediante la
induccién de TSP-1 (1, 39, 45).
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1.1.3.8. Oncogenes.

Los oncogenes humanos son formas mutadas de genes normales o proto-
oncogenes. Las mutaciones originan cambios en la secuencia del proto-oncogén, o bien una
ausencia de regulacion de la expresién del gen. Los tipos de mutaciones que pueden activar
un proto-oncogén son multiples, y no son especificas de cada uno de ellos, de modo que un
mismo proto-oncogén puede verse afectado por diferentes tipos de mutaciones. En
ocasiones el cambio de un solo aminoéacido es suficiente para activar un proto-oncogén;
también se puede producir la delecién de un fragmento genético, que dé lugar a una
proteina truncada de funcién alterada. Otras posibilidades son, que se produzca una
amplificaciéon o aumento del nimero de copias de un gen, que se traduzca en una
sobreexpresion de la proteina que codifica, o que se produzca una translocacién
cromosomica, de modo que la nueva localizacion del proto-oncogén, ocasiona la sintesis de
una proteina andmala, truncada, o fusionada (39).

Son varios los oncogenes, cuya relacion con el carcinoma de células
transicionales de vejiga ha sido estudiada, obteniéndose resultados variables en cuanto a su
potencial implicacién prondstica, y su relacién con otros factores de riesgo ya establecidos.

Los genes de la familia ras, tienen un papel clave en el control del
crecimiento celular y en la aparicién de canceres, habiéndose identificado una mutacién de
alguno de los genes de esta familia, en un 30% de los tumores humanos. Existen tres tipos
de oncogenes de la familia c-ras (c-H-ras, c-K-ras y ¢-N-ras), y todos ellos pueden sufrir
mutaciones en el cancer de vejiga, pero es el oncogén c-H-ras, el mas habitualmente
alterado en este tipo de tumor, encontrandose mutaciones de este gen en mas del 20% de
los casos. Las mutaciones de ¢-H-ras observadas en el tumor vesical, suelen ser mutaciones
puntuales, afectando en la mayoria de los casos al codén 12 (G —A). Con respecto a la
utilidad de este gen, en la determinacion del prondstico del cancer de vejiga, algunos
autores han observado que la sobreexpresion inmunohistoquimica de la proteina que
codifica, se asocia a una probabilidad significativamente elevada de recidiva, en los

pacientes con tumores superficiales (1).
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El proto-oncogén c-myc forma parte de una familia, que se completa con los
proto-oncogenes N-myc y L-myc. Todos ellos se encuentran sobreexpresados en una gran
variedad de tumores humanos. La importancia de este oncogén en el cincer de vejiga y su
papel pronostico en el mismo, ha sido analizada en diversos estudios. La sobreexpresion de
la proteina codificada por c-myc, se asocia a un incremento de la actividad proliferativa
celular, y a los tumores de elevado grado histologico y estadio infiltrativo. Su importancia
prondstica en el cancer de vejiga no se conoce con exactitud (1).

El oncogén mdm2 se localiza en 12q14.3-15, y codifica la proteina mdm2, la
cual inhibe el feedback regulador de p53 y Rb, favoreciendo ademas la pérdida del punto de
restriccion R, y en consecuencia, la progresion del ciclo celular. La proteina mdm2 se une a
la p53 nativa y estimula su degradacion. El 20-30% de los tumores de vejiga sobreexpresan
la proteina mdm?2. Esta sobreexpresion produce una inactivacion de p53, quedando
bloqueado el principal regulador negativo del ciclo celular, aunque no esté genéticamente
alterado. La proteina p53, por el contrario, regula positivamente la expresion de mdm?2.

Algunos autores han encontrado una relacion entre la expresion
inmunohistoquimica de mdm2, y el grado histolégico del tumor, observando al mismo
tiempo, que la oncoproteina mdm2 por si sola, no tiene capacidad para predecir el
prondstico del cancer de vejiga, aunque parece reforzar la capacidad de prediccion
pronostica encontrada para p53 (41, 46). Este “refuerzo” puede tener gran importancia
clinica, ya que la sobreexpresion de mdm?2, produce una modulacion positiva del
crecimiento celular, similar a la producida por la mutacion de p53. Este hecho debe ser
tenido en cuenta, a la hora de valorar el papel de la sobreexpresion de p53, en la
agresividad bioldgica del carcinoma vesical (39, 41).

El oncogén c-erB-2, codifica la oncoproteina c-erB-2, también conocida
como HER-2/neu, que es funcional y estructuralmente similar al EGF-R, y posee capacidad
para estimular el crecimiento celular. El oncogén c-erB-2 se encuentra amplificado y/o
sobreexpresado en algunos canceres de vejiga, seglin se demuestra en algunos estudios
(39). La expresion inmunohistoquimica de c-erB-2, se relaciona de manera estadisticamente
significativa con el niumero de tumores vesicales, la ploidia del DNA, el grado histologico y
el estadio infiltrativo del tumor, segiin indican algunos estudios. Sin embargo, cuando se

analiza la implicacion pronéstica de esta oncoproteina, los resultados son contradictorios,
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ya que mientras algunos trabajos concluyen que c-erB-2 es una variable independiente, en
la prediccion de supervivencia, recidiva y progresion de las categorias T y M, otros no
encuentran ninguna relacion con el prondstico (1, 47, 48). Algunos de los motivos de esta
discordancia, pueden estar en relacion con diferencias en el anticuerpo monoclonal
utilizado, diferencias en los criterios utilizados para la seleccion de los casos, y diferencias
en los criterios de lectura e interpretacion de la inmunohistoquimica, entre otros.

El proto-oncogén c-jurn codifica la mayor parte del factor de transcripcion
AP-1 (Activating Protein-1). La funcién basica de la proteina AP-1 es, por lo tanto, efectuar
la regulacion (activacion o inhibicion) de la expresion de diversos oncogenes, como c-fos y
el propio c-jun, genes supresores tumorales, genes de proteasas implicados en la
invasividad y en la respuesta inflamatoria, y genes de factores angiogénicos (VEGF). Todo
ello hace que AP-1 sea un factor transcripcional clave en la aparicion y progresion de los
tumores. Algunos estudios inmunohistoquimicos realizados con la oncoproteina c-jun,
sugieren que su sobreexpresion es un hallazgo frecuente en el cancer de vejiga, y que
ademas, existe una correlacion altamente significativa entre la expresion celular de c-jun y
el estadio infiltrativo, el grado histologico y la expresiéon nuclear de p53. En el andlisis
multivariado, no se ha observado que c-jun tenga capacidad para predecir el prondstico del
tumor vesical (27).

El oncogén bcl-2 induce una inhibicion de la apoptosis, aunque su actividad
no permite inhibir todas las formas de apoptosis conocidas. El bcl-2 no ejerce una accion
oncogénica directa, sino que actua permitiendo la perpetuacion de células portadoras de
oncogenes activados, o genes supresores tumorales inhibidos. Este oncogén parece tener un
papel mas importante en la apoptosis de las células hematopoyéticas, tanto normales como
neoplasicas, que en los tumores solidos (39). Los estudios que analizan el papel de bcl-2 en
el carcinoma de células transicionales de vejiga, comprueban que la sobreexpresion
inmunohistoquimica de la proteina bcl-2, es un hecho poco frecuente en este tipo de tumor.
Algunos estudios muestran una correspondencia entre la expresion inmunohistoquimica de
bcl-2, y ciertas variables prondsticas clinico-patoldgicas, como el estadio clinico o el grado
tumoral, pero los resultados al respecto son bastante heterogéneos (31, 49, 50, 51). Segun
concluyen la mayoria de los autores, la expresion de bcl-2 no se muestra como una variable

con capacidad para predecir supervivencia, recidiva o progresion, en los andlisis
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multivariados (31, 50). Algunos estudios encuentran en el analisis univariado, que la
coexpresion de p53 y bel-2, permite predecir la supervivencia de forma significativa, de
modo que entre los tumores con negatividad para bel-2, tendran mayor probabilidad de
supervivencia, aquellos en los que p53 también sea negativo (31).

El oncogén bcl-Xi, que es idéntico a bcl-2 en un 47% de su estructura
molecular, induce un efecto anti-apoptotico similar al de bcl-2. Al contrario de lo que
sucede con bcl-2, la sobreexpresion inmunohistoquimica de bel-X;, es un hallazgo muy
frecuente en el carcinoma de células transicionales de vejiga, lo cual parece un hecho
predecible, porque en las células uroteliales normales ya se detecta una expresion moderada
de bel-X;, (50). Las conclusiones de los estudios que evalitan el papel de la expresion
inmunohistoquimica de bcl-X;, en el cancer de vejiga son, como en el caso de bcl-2,
bastante discordantes, tanto en la relacion de esta oncoproteina con otras variables clinico-
patologicas, como en lo que respecta a su capacidad prondstica (50).

El oncogén bax es un gen estimulador de la apoptosis, regulado
positivamente por la proteina p53, contrariamente a bc/-2, que es inhibido por p53. Cuando
se produce una mutacién de p33, disminuye la expresion de bax, y aumenta la expresion de
bcl-2, dando lugar a una inactivacion de la apoptosis, que origina un crecimiento celular
descontrolado (39). Como en ¢l caso de bel-Xy, se detectan sefiales de la proteina bax en las
células uroteliales sanas, y no sdélo en las tumorales (49). El papel prondstico de esta
oncoproteina ha sido analizado en pocos estudios, con resultados no concluyentes (49, 52).

La ciclina D1 esta codificada por el gen PRADI o bcl-1, y forma parte de las
ciclinas de la fase G1 del ciclo celular. Esta ciclina puede considerarse como un oncogén,
ya que su expresion esta alterada en diversos canceres humanos. El mecanismo oncogénico
de la ciclina D1, esta probablemente en relacion con su accion fosforiladora de la proteina
Rb, que origina una pérdida del contro! que la proteina Rb posee, sobre la transicion entre
las fases Gl y S, aunque también parece estar relacionado con el control de ciclo celular
gjercido por p53 (39, 53).

Los estudios inmunchistoquimicos de la ciclina D1 en céncer de vejiga,
llevados a cabo por diversos autores, algunos con amplias muestras de pacientes, muestran
que la expresiéon porcentual de la ciclina D1, se relaciona inversamente con algunos

pardmetros prondsticos clinico-patoldgicos, como grado histologico, estadio infiltrativo,
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morfologia microscopica del tumor, con p53, y con marcadores de la actividad proliferativa
celular, como PCNA; aunque los resultados obtenidos por los diferentes autores no son
completamente homogéneos (53, 54). La utilidad de la ciclina D1 en la evaluacion del
prondstico de los pacientes con cancer de vejiga, parece ser baja, a la vista de los resultados

de los estudios efectuados al respecto (54).

1.1.3.9. Genes supresores tumorales.

Los genes supresores de tumores, son genes que en condiciones fisiologicas
regulan la actividad proliferativa celular, actuando como freno, y evitando un crecimiento
celular excesivo, mediante su actuacion sobre diversos puntos del ciclo celular. En las
células cancerosas, estos genes pierden su funcionalidad, dando lugar a una pérdida de la
capacidad de regulacion del ciclo celular, a una inhibicién del proceso de apoptosis, y a una
incapacidad de la célula para reparar su propio genoma, tras la agresion de algun agente
externo (39, 55). '

El gen supresor Rb de susceptibilidad al retinoblastoma, fue el primer gen
supresor tumoral identificado. Su localizacidn cromosdmica es 13ql4. La proteina Rb, en
su estado habitual de hipofosforilacién, inhibe la progresion del ciclo celular, bloqueandolo
en la fase Gl. Sélo cuando la proteina Rb es fosforilada por los complejos ciclina-CDK,
permite que la célula inicie la fase de sintesis del DNA (fase S) del ciclo celular, mediante
la activacion de una serie de genes especificos. La alteracién funcional del gen Rb, de
etiologia mutdgena o no, da lugar a una activacion permanente de genes implicados en la
proliferacion celular (39, 55).

La mutacion del gen Rb es una de las mutaciones mas frecuentes,
encontrandose en casi el 50% de los canceres que afectan a adultos. Esta mutacién fue
inicialmente descubierta en pacientes con retinoblastoma, pero posteriormente se han ido
identificando mutaciones de este gen, en una gran variedad de tumores, entre ellos el
carcinoma de células transicionales de vejiga. El estado del gen Rb ha sido evaluado, tanto
mediante analisis genético, como de manera indirecta, estudiando la proteina Rb por

métodos inmunohistoquimicos. Las mutaciones del gen Rb se manifiestan usualmente,
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como una expresion reducida de la proteina en el analisis inmunohistoquimico, aungue
algunos autores han comunicado que la sobreexpresion inmunohistoquimica de Rb, se
relaciona con la progresion tumoral, en pacientes con cancer de vejiga avanzado (56). Esta
diferente manifestacion inmunohistoquimica de la mutacion del gen Rb, da lugar a una
cierta confusién a la hora de interpretar y comparar los resultados obtenidos por los
distintos, autores; a esto hay que afiadir la heterogeneidad inherente, que se produce al
considerar como Rb-negativo, diferentes porcentajes de expresion de la proteina. Otro
factor limitante en la evaluacion de Rb en el cancer de vejiga, es el escaso namero de
estudios que analizan la proteina Rb en los tumores superficiales.

El andlisis de los diferentes estudios, que evaldian el papel de la alteracion
del gen Rb en el cancer de vejiga, nos permite observar en primer lugar, que la expresion de
un Rb alterado es caracteristico de los tumores musculo-infiltrantes, de los cuales se suele
considerar un factor pronéstico, ocurriendo con menos frecuencia en los superficiales; y en
segundo lugar, que parece existir una cierta unanimidad al concluir que la expresién
inmunohistoquimica de la proteina Rb, se relaciona de manera significativa, en el analisis
univariado, con la probabilidad de supervivencia céncer-relacionada, y con la probabilidad
de progresion tumoral (1, 56, 57, 58), aunque algunos autores no encuentran dicha relacion
(59).

Existen estudios que incluyen en la categoria de “expresion anormal de Rb”,
tanto a los tumores que no expresan la proteina Rb, como a los que sobreexpresan Rb.
Dicha categoria en conjunto, muestra una relacion significativa con la supervivencia
cancer-relacionada en el estadio T1, en el analisis univariado (56). Son muchos los trabajos
que estudian conjuntamente los genes supresores tumorales Rb y p33, concluyendo en la
mayoria de los casos, que la alteracion simultdnea de ambos genes, conduce a un pronéstico
peor, que cuando sélo uno de ellos ha perdido su funcionalidad (56).

El gen p21, tambi€n conocido como waf! o cipl, parece ser un gen supresor
tumoral, cuya transcripcion es estimulada por la proteina p53. La funcién principal de este
gen, es bloquear el ciclo celular en la transicion entre las fases Gl y S. La proteina p21
gjerce su accion supresora por un doble mecanismo (1, 39): inhibicién de los complejos
ciclina D-CDK4 y ciclina E-CDK2 en la fase Gl, ¢ inhibicion del antigeno nuclear de

proliferacién celular (PCNA). Los niveles de p2/ estin disminuidos en las células
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cancerosas, y son varios los estudios que han encontrado una relacion inversamente
proporcional, entre la expresion inmunochistoquimica de la proteina p21 y diversos
marcadores pronosticos del cancer de vejiga, como el grado histologico, el estadio
infiltrativo, la expresion de p53 y ki67, y la existencia de adenopatias regionales (1, 52). En
el analisis multivariado de un estudio realizado con 101 pacientes sometidos a cistectomia
radical por céncer de vejiga, todos ellos con sobreexpresion de p353, se observé que la
expresion inmunohistoquimica de p2l, se mostraba como una variable prondstica
independiente, de modo que aquellos tumores que no expresaban p21, tenian una mayor
probabilidad de recidiva, y una menor probabilidad de supervivencia, tanto en tumores
organo-confinados, como localmente avanzados (1). Otros estudios, por el contrario,
concluyen que la determinacién inmunohistoquimica de p21, no se relaciona de manera
estadisticamente significativa con el prondstico de los pacientes con cancer de vejiga, tanto
en el andlisis univariado, como en el multivariado (60).

Parece desprenderse de los estudios existentes, que la mutacion de p217 tiene
implicaciones prondsticas en el cancer de vejiga, en aquellos tumores en los que existe una
mutacion simultanea de p53, y segin se demuestra en un trabajo de investigacion, la
delecion aislada del gen p2/ en ratones, no provoca un aumento en la aparicion de
canceres. Probablemente la mutacion de p27 adquiere importancia prondstica, sélo cuando
tiene lugar en tumores, en los que p353 también se encuentra mutado. Una posible
explicacion para este fendmeno, es que frente a un dafio en el DNA, las células con un p2/
no funcionante presentan una mayor actividad proliferativa, porque no son capaces de
detener el ciclo en el punto de restriccion R de la fase Gl, sin embargo no pierden su
capacidad apoptdtica, y el punto de control M funciona con normalidad (39).

El gen p53 es un gen supresor de tumores localizado en 17p13.1, que se
encuentra mutado o inactivado en mas del 50% de los canceres humanos. Las mutaciones
se localizan mayoritariamente entre los exones 5 y 8 de la molécula, sin embargo en el
cancer de vejiga, mas de una cuarta parte de estas mutaciones tienen lugar en exones
distintos a los anteriormente citados. El cometido basico del p353 nativo, como gen supresor
de tumores, es detener la progresion del ciclo celular en la fase G1, cuando se produce un
dafio en el DNA, ocasionado por un agente endogeno o exdgeno, evitando de este modo

que la célula realice la sintesis de un material genético portador de mutaciones. Una vez
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detenido el ciclo celular, y mediante la activacion de diversos genes especificos, p53 actia
promoviendo la reparacion del DNA alterado, o bien induciendo una apoptosis, lo cual
depende la cuantia del dafio en el material genético.

La expresion elevada de la proteina p53 en el analisis inmunohistoquimico,
se ha relacionado en numerosos trabajos con diversos factores de mal prondstico como:
elevado estadio infiltrativo tumoral, elevado grado histolégico, multifocalidad tumoral o
existencia de metastasis (1, 18, 57, 61, 62). La mayor parte de los estudios en los que se
realiza un analisis univariado, encuentran una relacion importante entre la expresion
inmunohistoquimica de p53 y/o la secuenciacion de p33, y el prondstico del carcinoma de
células transicionales de vejiga, tanto en la supervivencia general (1, 18, 56, 63, 64, 65),
como en la progresion (1, 18, 56), y en la recidiva tumoral (1, 65). El problema es que en la
mayoria de los estudios no se realiza analisis multivariado, con lo cual las conclusiones
emitidas con respecto al pronostico de la enfermedad, tienen un valor limitado. Los
resultados obtenidos por aquellos autores que realizan un estudio multivariado de
supervivencia, son heterogéneos, ya que mientras en algunos casos la expresion
inmunochistoquimica de p53, se muestra como una variable con capacidad prondstica
independiente (61, 1, 18), en otros no se demuestra que p53 tenga tal capacidad (21, 59, 64,
66, 67, 68)

El estudio inmunohistoquimico de la expresion de p53, como factor
prondstico del cancer de vejiga, ha sido llevado a cabo en diversos trabajos en los Gltimos
afios, con una gran variedad de resultados, que en ocasiones llegan a ser contradictorios. La
interpretacién de los resultados, asi como la comparacion entre los diferentes estudios,
resulta en ocasiones dificil. Esta dificultad se produce fundamentalmente por una falta de
homogeneidad a la hora de definir la positividad de p53, y por la existencia de diferencias
en el tipo de analisis efectuado (univariado vs. multivariado). Por otra parte, aunque la
mayoria de los autores estudian la expresion inmunohistoquimica de la proteina p53,
existen trabajos en los cuales se efectiia un estudio de secuenciacion del gen p33. La
comparacion de los resultados obtenidos por los dos tipos de estudios, es en ocasiones muy

dificultoso.
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1.2. Carcinoma in situ primario de vejiga:

El carcinoma in situ (CIS) primario de vejiga es una neoplasia intraepitelial
plana, de alto grado de malignidad histologica (TaG3 plano). La nueva clasificacién de la
World Health Organization y la International Society of Urologic Pathology (WHO/ISUP),
de 1998, propone la subdivisién de las lesiones intraepiteliales planas en cuatro categorias:
atipia reactiva, atipia de significado desconocido, displasia y carcinoma in situ. Es posible
que las dos Gltimas categorias sean estadios diferentes de un mismo proceso, en el cual se
acumulan alteraciones bioquimicas y genéticas de manera gradual, hasta desarrollar un
carcinoma in situ, que se considera una lesion preinvasora. Aproximadamente un 10-20%
de las lesiones categorizadas como displasia, evolucionan hacia un cancer
anatomopatologicamente confirmado (CIS 6 cancer masculo-infiltrante). El término
displasia urotelial severa o de alto grado, se considera sinénimo de CIS (69, 70).

Desde el punto de vista clinico, el CIS se caracteriza por: 1) una historia
natural impredecible; 2) un diagnéstico sencillo por medio de citologia de orina ordinaria; y
3) una elevada susceptibilidad al tratamiento intravesical con Bacilo de Calmette-Guérin
(BCG) (7).

El carcinoma in situ presenta un comportamiento muy variable, y puede
manifestarse como una enfermedad relativamente indolente (20-30% de los casos),
evolucionando como un tumor superficial o desapareciendo tras un ciclo de BCG, o bien
como un tumor de elevado potencial de progresion, con una gran tendencia a la infiltracion
de la capa muscular de la vejiga {50-60% de los casos), y al desarrollo de metéstasis
{aproximadamente un 10-20% de los pacientes).

El CIS vesical puede encontrarse de manera aislada (10% de los casos), o
bien asociado a un tumor vesical papilar o sélido (90% de los casos), denominandose CIS
primario y secundario, respectivamente. Las diferencias no son solo conceptuales, sino
también prondsticas, ya que el CIS primario tiene una probabilidad de progresién local o a
distancia del 40%, mientras que esta probabilidad aumenta hasta el 70-80% en el caso del
CIS secundario. El CIS vesical también puede dividirse en focal o difuso, atendiendo a

criterios topograficos. Esta division también presenta importantes implicaciones
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pronosticas, ya que el riesgo de infiltracion muscular en los pacientes con CIS focal es del
8%, frente al 78% en los que presentan un CIS difuso (71, 72, 73).

Desde el punto de vista clinico, el CIS se presenta en la mayoria de los casos
con sintomas del tracto urinario inferior, de cardcter irritativo: disuria, polaquiuria diurna y
nocturna, urgencia miccional, acompafiados o no de dolor suprapubico o en el flanco.
Aproximadamente un 25% de los pacientes se muestran asintomaticos, siendo la mayoria
de ellos pacientes con lesiones de CIS focal (71, 72). La microhematuria es un hallazgo
analitico casi constante.

La citologia de orina es el test diagnostico mas valioso en el CIS vesical
primario, presentando una sensibilidad superior al 90% en la mayoria de las series. La
cistoscopia puede ser absolutamente normal, o bien presentar los llamados “yellow spots”
(granos amarillos), o las tipicas lesiones eritematosas, planas, de superficie aterciopelada,
que por otra parte son absolutamente inespecificas (71, 72, 73).

El estudio radiolégico del aparato urinario, mediante UIV o ecografia, aporta
un bajo rendimiento diagnéstico en el caso del CIS vesical primario. El cistograma puede
revelar la existencia de una vejiga de baja capacidad (71).

Todos aquellos pacientes con un analisis citolégico de la orina positivo para
carcinoma de células transicionales, deben ser sometidos a una exploracién cistoscopica
bajo anestesia, con el fin de evaluar las caracteristicas opticas de la vejiga y, mediante una
pinza fria, realizar una toma aleatoria de biopsias de la mucosa vesical, asi como de
aquellas é4reas dpticamente sospechosas. Del mismo modo, es conveniente conocer el
estado de la uretra prostatica, tomando muestras de la misma con el asa del resectoscopio
(71, 73).

El estado del tracto urinario superior puede ser evaluado mediante la
realizacion de citologia de lavado de ambos uréteres, obtenida por cateterizacion retrograda
de los mismos. Esta ultima prueba diagndstica es de especial importancia, en caso de
biopsia vesical aleatoria negativa y positividad persistente de la citologia de orina, en
pacientes que han recibido un tratamiento adecuado.

La extension es el factor prondstico clinico mas importante del CIS primario
de vejiga, hallandose una tasa de progresion significativamente mas elevada en los CIS

difusos que en los focales, considerandose CIS difuso aquel con méds de 2 6 3 biopsias
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vesicales positivas, segun los autores (71, 73). La respuesta a la administracién intravesical
de BCG es un factor prondstico importante, ya que los pacientes que no alcanzan una
respuesta completa tras la administracion de BCG, tienen una probabilidad del 70-80% de
presentar progresion clinica (73).

Entre los factores prondsticos moleculares destaca la ploidia del DNA, y la
anormal expresion de diversos marcadores genético-moleculares, como erb-B2, H-ras, Rb y
p33.

Existen diversas mutaciones cromosdmicas, asociadas a una mayor
probabilidad de progresion del cancer vesical. Las deleciones de 9q, tipicas de los tumores
superficiales papilares, son poco comunes en el CIS; mientras que la delecion de 17p,
caracteristica de los carcinomas miisculo-invasores, se observa con una elevada frecuencia.
La mutacion del gen p353, determinada mediante anlisis genético, o indirectamente, por
métodos inmunohistoquimicos, presenta una clara relacion con la probabilidad de
progresion tumoral en el CIS, manifestindose como una variable independiente en la
prediccion de progresion y supervivencia, en la mayoria de los trabajos. En dichos trabajos,
se observa una diferencia estadisticamente significativa en las cifras de progresion y
supervivencia, al comparar pacientes situados a uno u otro lado de un dintel de p53,
previamente establecido por el investigador (72, 73).

En cuanto a la ploidia del DNA, medida por citometria de flujo, es
importante resaltar que la mayoria de los CIS, muestran maltiples lineas celulares
aneuploides en el histograma, como ocurre en la mayor parte de los casos de cancer vesical
musculo-infiltrante. La aneuploidia, observada en el momento del diagnéstico, o durante la
evolucion de la enfermedad, se ha relacionado en muchos trabajos con elevadas tasas de
progresion tumoral (71, 72, 73). Algunos autores han desarrollado una clasificacion del CIS
basada en el histograma del DNA: 1) CIS con una linea celular aneuploide al diagndstico,
que se mantiene estable durante toda su evolucion; 2) CIS con una sola linea aneuploide al
diagnostico, con posterior aparicion de varias lineas aneuploides; y 3} CIS con miultiples
lineas celulares aneuploides en el momento del diagnostico. Se observo que los pacientes
pertenecientes al tercer grupo, presentaban una probabilidad de desarrollar infiltracion

muscular y/o metdstasis del 76%, frente al 19% observado en el primer grupo (72, 74).
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Como se puede observar, desde el punto de vista genético-molecular, existen
muchas similitudes entre el CIS y el carcinoma infiltrante, lo que para muchos es una
prueba definitiva, de que el CIS es una verdadera lesién precursora del cancer misculo-
infiltrante (72).

El tratamiento del CIS puede enfocarse desde un punto de vista conservador
o radical. Las opciones terapéuticas conservadoras son utilizadas como medida inicial, en la
mayoria de los casos, dejando el tratamiento radical para aquellos pacientes que progresan,
0 que no responden a la primera linea terapéutica.

La reseccion transuretral o la electrocoagulacion de las lesiones vesicales, se
puede efectuar en los casos de CIS focal, aunque es una medida con escaso valor
terapéutico. Por otra parte, hay que tener en cuenta que en muchos casos de CIS no se
observan lesiones vesicales endoscopicamente identificables, y cuando se observan suelen
tener unos limites mal definidos. La reseccién transuretral aislada no es un tratamiento
adecuado para el CIS, y seglin comunican algunos autores, la tasa de progresién alcanza el
80% en los pacientes tratados unicamente con RTU; ademds hasta un 65% de pacientes
necesitardn una cistectomia radical para controlar la enfermedad, cuando son tratados de
este modo (71, 72).

La administracion de instilaciones intravesicales de farmacos
quimioterapicos, como Thiotepa, Doxorrubicina o Mitomicina C, se asocia a una tasa de
respuestas completas que oscila entre el 40-60%. En la actualidad la administracién de
estos fArmacos debe realizarse solo en caso de contraindicacion, efectos adversos severos o
fallo terapéutico de la inmunoterapia intravesical (71, 72).

La utilizacion de los agentes modificadores de la respuesta bioldgica, en
especial BCG, ha revolucionado por completo el tratamiento del CIS. Otros agentes
inmunoterapicos, como Interferén-o2b, KLH (Hemocianina Keyhole Limpet), Interleukina
2 y Bropirimina oral, también han sido utilizados en el tratamiento del CIS.

El Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) es el agente intravesical mas efectivo,
para el tratamiento del CIS vesical primario. La BCG se asocia a una tasa de respuesta
citolégica y bidpsica completa, de aproximadamente el 70% a los 5 afios, con una

prolongacion significativa del intervalo libre de recidiva, en comparacién con los agentes
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quimioterapicos (71, 75). Es absolutamente necesario que la BCG establezca contacto con
las células tumorales, para producir una reaccion inflamatoria aguda, y la induccién de una
respuesta inmune especifica e inespecifica, que dara lugar a la sintesis de diversas citokinas
y a la activacion de células efectoras de la respuesta inmunitaria celular, todo ello con el fin
ultimo de destruir la célula tumoral (71).

Algunos autores sugieren que la administracion de BCG puede inducir la
activacion de la forma nativa de pS53, en el urotelio no neoplasico, donde la presencia de
esta proteina es habitualmente baja. Este efecto de la BCG sobre la p53 de las células
uroteliales puede explicar, en parte, el mecanismo de accion antitumoral desarrollado por la
BCG, para lo cual seria necesario que el estado funcional de la p53 fuese correcto, en un
nimero suficiente de células uroteliales de la vejiga (76).

Se ha encontrado también una relacién entre el estado del gen p33,
determinado por secuenciacion de DNA, y la respuesta a la quimioprofilaxis intravesical
con Mitomicina C, observando una mayor probabilidad de fallo terapéutico, y por lo tanto
de recidiva precoz, en aquellos tumores con p53 mutado (49).

Se han ensayado clinicamente diversas cepas de BCG: Pasteur, Armand-
Frappier, Tice, Connaught, Glaxo, Tokyo, Dutch (RIVM) y Moreau. Todas ellas son
variantes de la cepa del Instituto Pasteur, y se considera que su efectividad terapéutica es
similar (75).

El régimen terapéutico 6ptimo de BCG no esta del todo claro, ya que es
necesario establecer un balance entre la efectividad terapéutica y la probabilidad de efectos
secundarios. La dosis adecuada para el tratamiento del CIS parece ser de 5.10% a 5.10°
unidades formadoras de colonias (UFC) (71), aunque se han utilizado pautas con dosis mas
bajas, en un intento de reducir los efectos secundarios. Es necesario esperar los resultados
de estudios ramdomizados prospectivos, que comprueben la eficacia terapéutica de dichas
pautas.

La pauta de administracién mas extendida, se lleva a cabo mediante un
primer ciclo de induccidn, consistente en una dosis semanal, durante 6 semanas, seguido de
un periodo de descanso de 3-4 semanas, y por uitimo un segundo ciclo de “reinduccion”, en
el que se administran 6 dosis mas, con una periodicidad quincenal. Es probable que la

mayoria de los pacientes presenten una respuesta optima, en alglin punto entre las 6 y las 12
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instilaciones. Después de la Gltima instilacion, y tras un descanso de unas 2-3 semanas, se
debe realizar una reevaluacion endoscopica, con toma de biopsias aleatorias y citologia de
orina. Algunos grupos son partidarios de realizar pautas de BCG de mantenimiento durante
1-2 afios, incluso tras la negativizacion de las biopsias vesicales y de la citologia de orina
(75).

Aquellos pacientes que presentan una citologia de orina positiva de manera
persistente, con biopsias vesicales negativas, deben ser sometidos a estudio, para identificar
la posible existencia de un CIS extravesical, efectuando una reevaluacion de uretra
prostatica, biopsia-RTU de prostata, y una citologia de lavado del tracto urinario superior,
tras la cateterizacion selectiva de cada uno de los uréteres. Pueden pasar varios afios antes
de que la localizacion del tumor sea identificable. Algunos de los pacientes de este ultimo
grupo, pueden presentar una conversion espontanea de los hallazgos citologicos, en el plazo
de unos meses, sin demostrarse nunca enfermedad urotelial extravesical (75).

Los efectos secundarios mas frecuentes de la BCG se producen a nivel local,
con hematuria y sintomas de cistitis, que suelen controlarse mediante AINEs y
anticolinérgicos. La clinica sistémica se observa en una minoria de pacientes, pero puede
revestir gravedad. Los efectos adversos sistémicos mas comunes son fiebre,
manifestaciones alérgicas cutaneas, y la mas grave de todas, la BCGitis sistémica, con T* >
38,5°C, secundaria a inoculacién masiva de BCG en el torrente circulatorio, habitualmente
tras una cateterizacion traumatica. La BCGitis requiere en ocasiones un ingreso hospitalario
urgente, con administraciéon de antipiréticos, antibidticos de amplio espectro y farmacos
antituberculosos (71).

La persistencia de efectos secundarios locales, que no son bien controlados
con el tratamiento habitual, puede manejarse reduciendo a la mitad la dosis de BCG, o bien
espaciando mas las instilaciones. Si esto no es suficiente, debemos plantearnos la
posibilidad de suprimir la BCG, en cuyo caso podemos sustituirla por un farmaco
quimioterdpico, preferiblemente Mitomicina C, que consigue una tasa de respuesta
completa cercana al 50% (71, 75).

En la mayor parte de los pacientes con CIS vesical, el fracaso terapéutico,

que se produce en el 30% de los casos, se manifiesta por la persistencia del CIS vesical, o
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bien por la aparicion de un tumor papilar de alto grado (G3) o superficialmente invasor
(TH (T7).

Aquellos pacientes en los que persiste el CIS vesical, tras un tratamiento
mediante dos ciclos (12 instilaciones) de BCG, tienen una probabilidad del 70-95% de
desarrollar una enfermedad vesical misculo-infiltrante 0 una afectacién prostética, por lo
que la cistectomia radical es la opcién terapéutica recomendada por la mayoria de los
autores, para este tipo de pacientes. La tasa de supervivencia a largo plazo es mayor cuando
se realiza una cistectomia inmediata, tras el fracaso de la BCG, que cuando se realiza una
cistectomia diferida, en presencia de enfermedad masculo-infiltrante (72, 77). La
cistectomia radical es una indicacion obligada en aquellos pacientes cuya biopsia-RTU de
prostata, muestra una infiltracion del estroma o una afectacidon difusa de los ductus
prostaticos (71, 78).

La progresion del CIS hacia la invasion de la lamina propia, con desarrollo
de tumores de la categoria T1G3, es para la mayoria, una indicacion de cirugia radical
inmediata, ya que estos tumores tienen una probabilidad de progresion de aproximadamente
el 80% (77). La supervivencia alcanzada mediante la cirugia radical en este grupo de
pacientes, es sustancialmente mayor que con la pauta de RTU y seguimiento estrecho,
llevada a cabo por algunos urdlogos. Las recidivas de bajo grado y estadio Ta, pueden
manejarse mediante RTU y terapia adyuvante con BCG, e igualmente, una monitorizacién
exhaustiva (71, 72).

La terapia fotodinamica constituye otro posible abordaje terapéutico del CIS.
Esta terapia consiste en la administracion intravenosa de una sustancia fotosensibilizadora,
habitualmente un derivado de la hematoporfirina (Photofrin), que es posteriormente
activada por un haz de luz externo, con una longitud de onda de 630 nm (luz roja). Los
tejidos sanos eliminan rapidamente la sustancia, mientras que esta se acumula en las células
tumorales, que son destruidas tras la aplicacion del haz de luz. Este tipo de tratamiento se
ha mostrado eficaz frente a los tumores superficiales de pequefio tamafio y el CIS, con un
indice de respuestas completas del 57 al 100%. El principal inconveniente de esta terapia es
la elevada tasa de complicaciones que presenta: reflujo vésico-ureteral y fibrosis vesical,
hasta en el 80% de los pacientes. Por otra parte, el paciente debe evitar el contacto con la

luz solar durante aproximadamente seis semanas, debido a la fotosensibilizacién cutanea
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generalizada (71, 79). En lineas generales, la terapia fotodinamica debe considerarse un

tratamiento en fase experimental (17, 80).

1.3. Tumor vesical en estadio T1:

El carcinoma de células transicionales en estadio T1, es un tumor vesical que
invade la lamina propia, sin sobrepasarla. La lamina propia constituye para atgunos autores,
el limite entre el buen y el mal prondstico, y la afectacién de la misma presenta importantes
implicaciones terapéuticas (81, 82).

Los tumores de la categoria T1 representan aproximadamente el 30% de los
tumores superficiales de vejiga. A su vez, un tercio de los tumores T1, son de alto grado
(G3) (83).

Aunque los tumores de la categoria T1 se consideran como superficiales, su
prondstico es claramente peor que los tumores de la categoria Ta, ya que mientras en la
categoria Ta, la supervivencia cancer-relacionada es del 95% a los 5 afios, esta desciende
hasta el 72%, en los tumores T1 (83). En un estudio dirigido por Heney en 1983 (84), sélo
se observo progresion en el 4% de los tumores Ta, frente a un 30% de progresion en la
categoria T1, tras 39 meses de seguimiento.

Comparando tumores de un mismo grado histologico se observa, que los
pacientes con tumores grado 2 e invasion de la lamina propia, muestran una supervivencia
del 83% a los 5 afios, en comparacién con el 98% de los pacientes con tumor de grado 2 sin
invasién de la lamina propia. Los pacientes con tumores grado 3 e invasién de la ldmina
propia tienen una supervivencia del 63% y 56%, a los 5 y 10 afios respectivamente (85).

Mostofi establecié en 1975 que bdsicamente existen dos categorias de
tumores vesicales: grado 1 y grado 3. La categoria intermedia (grado 2), puede ser dividida
en dos grupos, atendiendo a criterios clinicos y citohistologicos: el grado 2a, relacionado

con el grado 1, y el grado 2b, que reproduce al grado 3 (85, 86).
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El tumor T1G3 no es una lesion infrecuente. En las distintas revisiones, la
incidencia varia entre el 6-23% de todos los tumores superficiales de vejiga, dependiendo
de la distinta interpretacion histoldgica, y la clasificacion utilizada en los diferentes centros.
Estos tumores pueden ser {inicos o multiples, papilares o sélidos, si bien la apariencia
solida o polipoide por endoscopia, es mas sugestiva de una lesion histolégica G3 (85, 86).

Pocos estudios centran el problema de las recidivas subsiguientes a la
reseccion transuretral de los tumores T1G3. Algunos de estos estudios cifran el indice de
recidiva en el 60% a los 5 afios y 22% a los 2 afios. Hay que sospechar la posibilidad de que
persista epitelio generador de tumor, contiguo a la zona de reseccién. En caso de duda, es
aconsejable practicar una segunda reseccién tiempo después, alrededor de un mes. La
mayoria de los tumores invasivos recidivados coinciden en pacientes con tumores T1G3.

Un analisis retrospectivo (87) de tumores Ta 'y T1, destaca el hecho de que la
progresion se asocia principalmente a los grados 2 y 3, y a la frecuente aparicién de nuevos
tumores. Sin embargo, es dificil individualizar el grupo de “alto riesgo”, en la primera
presentacion o en la primera recidiva. Repetidos intentos se han hecho para intentar definir
el “perfil de riesgo”, basado en los hallazgos clinicos e histoldgicos. Este perfil seria 0til
para identificar pacientes con tumores Ta y T1, que tuviesen tendencia a recidivar con
incremento del estadio (85, 86).

Algunos autores (84) han demostrado que los tumores T1, multiples (mas de
4), mayores de 5 cm, con grado 2-3, y acompaiiados de displasia severa, tienen un intervalo
libre de enfermedad muy corto. Por otra parte, se ha observado también que el incremento
en el indice de progresion esta en relacion con el grado y el estadio. Los tumores T1G3,
progresan hacia la invasién de la muscular en el 48% de los casos, frente a los tumores
T1G2 cuyo indice de progresion disminuye al 21%.

Otros autores (88) han confirmado que los pacientes con tumores T1G3,
tienen un mayor indice global de recidiva y de recidivas en la misma localizacion, una
menor supervivencia a los 5 y 10 afios, y un intervalo libre de enfermedad mas corto, que
otros grupos de pacientes con tumores de menor grado. El indice de progresion se aproxima
al 50%, dentro de los 40 primeros meses (84).

Existe una frecuente asociacion entre el carcinoma in situ y los tumores

superficiales de alto grado. Puesto que el indice de progresién en pacientes con carcinoma
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in situ asociado, es tan elevado, parece razonable suponer que la mayoria de los tumores
invasivos, en esos casos, se originarian a partir del epitelio displdsico, sin embargo esta
teoria no ha sido alin confirmada. De ser asi, el control del carcinoma in situ, podria servir
para prevenir nuevas ocurrencias.

En el momento actual, esta aceptado por todos los autores, que la inspeccion
visual es insuficiente ¢ inadecuada para detectar la presencia de carcinoma in situ vesical,
pues las lesiones de CIS pueden ofrecer un aspecto endoscopico normal. La biopsia vesical
randomizada es imprescindible y ha de complementarse con la obtencion de una muestra de
uretra prostatica, ya que el 16% de los pacientes con cancer vesical superficial de alto
grado, presentan CIS uretral concomitante (89), y el 40% de las piezas de cistectomia
practicadas por céncer vesical infiltrante, muestran lesiones de carcinoma in situ en los
ductus prostaticos.

Algunos autores (90) consideran, que dado que los pacientes con tumores
T1G3 progresan invadiendo la capa muscular en el 50% de los casos, en un periodo de 40
meses, han de ser considerados como un grupo de alto riesgo, y en consecuencia han de ser
sometidos a una segunda reseccion transuretral en el plazo de 6 semanas, con el fin de
intentar reducir el numero de recidivas.

La experiencia del Servicio de Urologia del Hospital Xeral-Cies de Vigo,
publicada en 1991 (85, 86, 91) en relacion con los tumores vesicales T1G3, es la siguiente.
De un total de 448 casos de tumores superficiales revisados, la incidencia de lesiones G3
fue del 13%, correspondiente a 57 pacientes. De ellos, 13 pacientes presentaban CIS
asociado, lo que representa el 23%, mientras que el 12% presentaba otro tipo de displasia.

La incidencia de recidivas después de la RTU fue del 69%, para los que
presentaban CIS asociado, y 52% para los que no presentaban lesiones de CIS o displasia
severa, con un seguimiento medio de 29 meses.

La tasa de supervivencia a los 36, 60 y 94 meses, establece claramente las
diferencias de evolucién en relacion con la presencia o ausencia de CIS, pues mientras a los
94 meses sobrevivieron el 41% de los pacientes que no tenian CIS asociado, en el mismo

periodo de tiempo fallecieron todos los que presentaban CIS asociado.
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Los tumores de la categoria T1G3 tienen una probabilidad de supervivencia
inferior al 20% a los 5 afios, y una probabilidad de progresion en torno al 50% a los 5 afios,
si son tratados exclusivamente mediante reseccion transuretral.

La realizacion de profilaxis intravesical con agentes quimioterapicos, en los
tumores superficiales de alto grado, tiene como objetivo remoto fundamental, prevenir la
infiltracién de la capa muscular. Ningiin ensayo, hasta el momento, ha demostrado la
eficacia de la quimioprofilaxis en la prevencion de la progresion (85, 86).

Un estudio realizado con 60 pacientes, portadores de tumores Ta/T1 G3,
tratados indistintamente con Mitomicina C, Methotrexate y Epodyl, muestra un indice de
progresion del 40%, similar al reflejado en otras series, en las que la RTU fue el unico
tratamiento efectuado (85, 86).

En los tumores T1G3, con o sin CIS asociado, la inmunoprofilaxis
intravesical con BCG, es considerada como una medida de eleccion, dado que la BCG, es el
unico agente intravesical que ha demostrado un descenso de la tasa de nuevas ocurrencias
vesicales, una reduccion de la tasa de progresion tumoral y un aumento de la supervivencia
cancer vesical-relacionada (92, 93). Habitualmente se administran dos ciclos de BCG, de 6
semanas de duracion cada uno de ellos, aunque algunos autores son partidarios de realizar
una terapia de mantenimiento prolongada. La eficacia de la inmunoterapia con BCG se
mantiene a lo largo del tiempo, al contrario de lo que ocurre con la quimioprofilaxis (94).

Los pacientes con tumores de la categoria T1G3 pueden ser controlados de
manera segura y curados, mediante RTU y BCG intravesical, sin comprometer la
progresion tumoral precoz y la supervivencia, si son seguidos estrechamente, especialmente
durante los 5 primeros afios tras el diagnédstico, para detectar precozmente el desarrollo de
una enfermedad masculo-infiltrante, aunque el control deberia durar toda la vida (95).

La papel de la radioterapia radical en el cancer superficial de vejiga sigue
siendo motivo de debate. Algunos autores han demostrado una eficacia superior de la
radioterapia en el control local del tumor T1G3, en comparacion a los tumores G1. En el
55% de los pacientes con tumores G3, persistia el control local a los 5 afios, sin haber
recibido otro tratamiento complementario. Por otra parte, ningiin paciente con tumor grado

3 presentd recidiva local ni desarrolld metdstasis a distancia, entre los 5 y 10 afios
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siguientes a la radioterapia, sugiriendo que tan largo seguimiento puede considerarse
curacion,

Parece claro que la radioterapia ofrece pocas perspectivas en el control de
los carcinomas grado 1 y 2. Sin embargo, las probabilidades de éxito aumentan en el
tratamiento de tumores grado 3. La radioterapia reduce el riesgo de metdstasis, mediante el
control local de la enfermedad, mejorando el pronéstico (85, 86).

El momento y la indicacién oportuna de la cistectomia radical en los tumores
T1, es una fuente constante de controversia entre los urélogos. Un estudio realizado en
1987, muestra que los pacientes con cancer vesical en estadio T1 tratados mediante
cistectomia inmediata, tenian un indice de supervivencia el 90% a los 5 afios de
seguimiento, frente a un 62% de aquellos que fueron tratados mediante dos o mas RTU
previas a la cistectomia (78). Estudios realizados en tumores de la categoria T1G3 tratados
mediante cistectomia radical, muestran una tasa de supervivencia del 76% a los 5 afios de
seguimiento (96). Por el contrario otros estudios han demostrado que los tumores T1G3,
pueden ser adecuadamente controlados mediante tratamiento conservador, si reciben un
seguimiento apropiado (95).

Parece adecuado indicar una cistectomia radical en aquellos pacientes con
enfermedad T1G3, cuyas recidivas no pueden ser satisfactoriamente controladas, mediante
una dosis y una pauta Optimas de BCG intravesical (30%); en pacientes con CIS
persistente; en pacientes con CIS secundario que presentan invasion del estroma prostatico,
o afectacion ductal extensa; en aquellos pacientes con persistencia de tumor, en una vejiga
no funcional; y obviamente, en aquellos pacientes en los que se detecta una progresion
local de la enfermedad. En casos excepcionales, la cistectomia puede estar indicada por los
efectos adversos producidos por la terapia intravesical (retraccion vesical, sindrome
miccional o hematuria incontrolables) (78).

Los tumores de la categoria T1(G3 se encuentran en el limite entre el
tratamiento conservador y la cirugia radical, y en muchas ocasiones surgen dilemas
terapéuticos, a pesar de la existencia de una serie de factores pronésticos clinico-
patologicos perfectamente establecidos. El advenimiento de nuevos marcadores genético-

moleculares como la ploidia del DNA, y en especial la expresion nuclear de p53,
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proporciona una informacién pronéstica adicional de gran importancia, que en ciertas

ocasiones facilita la planificacion terapéutica (97, 98).

1.4. Tumor vesical en estadio T2a:

El estadio T2a del carcinoma de células transicionales de vejiga, define
aquellos tumores cuya invasion alcanza, sin sobrepasar, la capa muscular propia superficial
(mitad interna) de la pared vesical (99). Las estrategias terapéuticas utilizadas para intentar
lograr el control local de la enfermedad musculo-infiltrante, pueden dividirse en dos: 1) las
basadas en la preservacion vesical, y 2) las basadas en la cirugia radical de la vejiga vy
derivacion urinaria (17). Ambas modalidades terapéuticas pueden llevarse a cabo solas, o
en combinacidn con diversas pautas de radioterapia y/o quimioterapia sistémica.

La reseccion transuretral constituye una de las posibilidades terapéuticas en
los tumores pertenecientes al estadio T2a. Aunque clasicamente la RTU aislada fue
considerada como un tratamiento inadecuado en los tumores infiltrantes, esta modalidad
terapéutica puede ser altamente efectiva si nos restringimos a los tumores T2a (17, 100). Es
evidente que cuando el tumor se halla limitado exclusivamente a la vejiga en el momento
de la RTU radical (algo imposible de determinar con certeza en la actualidad), esta técnica
terapéutica puede ser tan efectiva para la curacién del tumor, como otros tratamientos mas
agresivos, y sin las consecuencias irreparables de estos (100). Los estudios retrospectivos
en los que se evalGa el tratamiento con RTU como monoterapia, en los tumores vesicales
infiltrantes, muestran una supervivencia a los 5 afios entre el 31-82%; por ello, con una
adecuada seleccion de los pacientes, este tratamiento puede ser adecuado. Los criterios que
debe reunir el carcinoma vesical musculo-infiltrante, para utilizar la RTU como
monoterapia, de un modo seguro, son: realizacién de una RTU completa desde el punto de
vista Optico, biopsias del lecho de reseccion libres de tumor, biopsias frias de la grasa
perivesical libres de tumor y por Gltimo, desaparicion de las areas vesicales induradas al

tacto rectal, si las hubiera previamente.
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Una modalidad terapéutica empleada en muchas ocasiones es la llamada
“RTU de re-estadificacién”, cuya funcion es establecer una estadificacion tumoral mas
exacta, seleccionar a los pacientes que pueden ser controlados mediante RTU, frente a
aquellos en los que seria aconsejable una cirugia radical, y evaluar el estado de la uretra
prostatica y el cuello vesical, de cara a una eventual derivacion urinaria ortotopica. Un 10%
de las cistectomias radicales, muestran un estadio local pT0, en el estudio
anatomopatoldgico de la pieza. Mediante la RTU de re-estadificacion se podria identificar
también a este grupo de pacientes en los que potencialmente se ha conseguido erradicar la
enfermedad local, en los cuales cabe la posibilidad de realizar tratamiento de preservacion
vesical (101, 102).

La cistectomia radical con linfadenectomia pelviana bilateral, y algin tipo
de derivacion urinaria, constituye la técnica quirGrgica estandar para el tratamiento del
cancer vesical musculo-infiltrante, los motivos son basicamente tres: las lesiones de alto
grado suelen evolucionar hacia la progresion; el carcinoma de céll:las transicionales es
radiotresistente; y la supervivencia observada con quimioterapia + cistectomia parcial o
RTU, es menor que 1a obtenida con cistectomia radical sola (17, 101, 103). La mortalidad
quirirgica, que hace algunos afios era del 20%, y suponia una gran limitacién a la hora de
realizar este tipo de cirugia, se sitda en la actualidad en tomno al 2%, siendo en algunas
series < 0,5% (17, 104).

La supervivencia comunicada por los distintos autores, para el tumor vesical
musculo-infiltrante en estadio T2a, tratado quirdrgicamente mediante cistectomia radical,
después de 1980, oscila entre el 50 y el 83% (105, 106). Estos datos prondsticos son
mejores que los observados con cualquier otro tipo de terapéutica, por lo que la cistectomia
radical se puede considerar como el tratamiento ideal para los tumores T2a (105, 106).

La expresion nuclear de p53, determinada por  métodos
inmunohistoquimicos, se ha mostrado como un factor independiente en la prediccion de
muerte y recidiva, de los pacientes sometidos a cistectomia radical (61, 104). De hecho, el
valor de p53, determinado en la pieza de cistectomia, puede ser utilizado para seleccionar
aquellos pacientes que se beneficiarin de un tratamiento quimioterapico adyuvante, como
muestra un estudio realizado con 243 pacientes tratados mediante cistectomia radical, en el

cual se observo que los pacientes del estadio T2a, tenian una tasa de recidiva del 12% y una
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tasa de supervivencia del 73%, cuando p53 era negativo (p53 < 10%); mientras que, cuando
p33 era positivo (p53 > 10%), las tasas de recidiva y supervivencia eran del 56% y 30%,
respectivamente. En dicho estudio se considera que los pacientes pS3 positivos son
subsidiarios de quimioterapia sistémica adyuvante, mientras que los tumores p53 negativo,
no la necesitarian (61).

La expresion nuclear de p53 también puede ser 1til a la hora de decidir el
tratamiento mas adecuado, para los pacientes con cdncer de vejiga en estadio T2a, y el
momento optimo para llevarlo a cabo, siendo los tumores T2a-p53 positivos, candidatos a
una cistectomia radical precoz, mientras que los T2a-p53 negativos, serian tumores

potencialmente controlables mediante técnicas conservadoras de la vejiga (97).

1.5. Gen supresor p53:

El gen p53 es un gen supresor tumoral localizado en el cromosoma 17p13.1
(brazo corto del cromosoma 17, banda 13, locus 1); su mutacion representa la mutacion
somatica aislada mas frecuente en los canceres humanos, ya que mas del 50% de ellos
expresan un gen p33 mutado. A modo de ejemplo, se observan mutaciones esporadicas de
p33 en el 70% de los canceres de colon; en el 30-50% de los canceres de mama; en el 50%
de los canceres de pulmon; en el 100% de los canceres de células pequefias de pulmon; y en
el 10-80% de los carcinomas de células transicionales de wvejiga, dependiendo
fundamentalmente del grado histolégico y del estadio infiltrativo del tumor (107, 108, 109,
110).

P33 es un gen autosOmico que posee 20 kilobases, y presenta 11 exones, de
los cuales el primero es no codificante (111, 112). La transcripcion de este gen, entre los
exones 2 y 11, origina una fosfoproteina tetramérica de 53 kD y 393 aminoacidos, que
posee cuatro dominios funcionales, llamada proteina p53:

1) En el extremo aminoterminal (aminoacidos 1-43), se localiza un dominio de activacion

transcripcional, que se une a regiones no codificantes de ciertos genes, cuya tasa de
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2)

3)

4)

transcripcion es estimulada por la accion de p53; este dominio es también el dominio de
unioén especifica al oncogén mdm2, que se une a la proteina p53, estimulando su
degradacion por la via de la ubicuitina. Por otra parte, este dominio parece ser el
responsable de la corta vida media de la proteina p53 (15-20 minutos), ya que la
delecion de los 42 aminoacidos del extremo aminoterminal, produce un gran
incremento de la estabilidad de la proteina, prolongando su vida media de 4 a 20 veces.
Muchos de los anticuerpos monoclonales utilizados frente a p53, se unen a epitopos
localizados en el extremo N-terminal de la molécula, entre ellos el anticuerpo DO-7
(112, 113, 114).

En la region central de la molécula (aminodcidos 100-300), se encuentra un dominio de
union especifica al DNA, y es el sitio de unién del oncogén T grande del virus SV40.
La secuencia de aminodacidos de este dominio central, a diferencia del dominio N-
terminal, muestra una gran similitud entre mamiferos, aves, peces y anfibios, lo cual
parece sugerir que esta region es esencial para la funcion de la proteina (39, 112).

El tercer dominio de la molécula de p53, se encuentra entre los aminoacidos 320 y 360.
Se considera como el dominio responsable de la oligomerizacion de p53, ya que en esta
region se produce el ensamblaje de cuatro moléculas de p53, para formar tetrameros
estables. La oligomerizacion de la proteina da lugar a una inactivaciéon de la
transcripcion y de la capacidad de unién al DNA, por parte de la proteina p53 nativa
(wild type). En este dominio también se localiza la secuencia que utiliza p53 para su
transporte al nacleo celular. Este dominio puede tener también, una actividad
oncogénica complementaria al oncogén ras activado, en la transformacion de
fibroblastos en cultivo (39, 112, 115).

El cuarto dominio presenta una secuencia de aminoacidos solapada al tercero
(aminoacidos 330-393). Este dominio posee capacidad de modulacion de la actividad
transcripcional, y una region inespecifica de union al DNA y al RNA (112).

La proteina nuclear p53 fue descubierta en 1979, en extractos de células

transformadas, que reaccionaban con antisueros de animales con tumores inducidos por el

virus de simio 40 (SV40), observandose que la p53 se unia al producto de! oncogén T

grande de las células transformadas por SV40 (39, 111, 116).
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El gen p33 fue inicialmente considerado como un oncogén, al encontrarse
mayores niveles de proteina p53 en las células cancerosas que en las normales, ademas de
cooperar con ¢l oncogén ras en la transformacion de fibroblastos en cultivo. Esta idea
cambid, cuando se descubrié que las proteinas con las que se estaba trabajando eran
producto de genes mutados (39, 107, 111).

El gen p53 no desempeiia una funcién esencial para la vida de la célula, sino
que se comporta como un verdadero gen supresor de tumores. La introduccién de proteina
p53 nativa, mediante técnicas de transferencia de DNA in vitro, en células tumorales que no
expresan p33, o que poseen formas mutadas de esta proteina, produce una detencion en el
crecimiento celular, y una muerte por apoptosis de dichas células tumorales (112, 117, 118,
119). Por otra parte se observa, que los niveles de la p53 en células fisiologicamente
normales, es muy bajo, pero cuando se produce una lesion del DNA, de cualquier etiologia,
se observa un enorme incremento de dichos niveles (39, 117, 120). Estas dos importantes
observaciones, sugieren que p53 actia manteniendo la integridad del genoma, ante la
eventual agresion de agentes externos o factores enddgenos, que dafien el DNA (119).

Esta nocion fue confirmada por algunos investigadores, cuando crearon una
linea de ratones con alteracion genética de ambas copias del gen p53. Estos ratones tenian
un aspecto totalmente normal, pero al cabo de varias semanas de exposicion a agentes
lesivos del DNA, como las radiaciones ionizantes, los ratones comenzaron a desarrollar
tumores, y al cabo de 6 meses, todos ellos presentaban algin tumor, o habian muerto. No se
produjo apoptosis en las células dafiadas por la radiacion ionizante, debido a la ausencia de
p33, con el consiguiente desarrollo de tumores en todos los ratones (107, 112, 121).

La proteina p33 interviene en el control del ciclo celular, asi como en el
control de la replicacion y reparacion del DNA, mantiene la estabilidad gendmica, activa la
apoptosis y participa en la respuesta celular a agentes externos nocivos (39, 119). ActGa
como “el guardian del genoma”, detectando lesiones o dafios potenciales en el DNA, y
promoviendo una respuesta frente a los mismos, ya sea deteniendo el ciclo celular, para
intentar realizar la reparacion del dafio genético producido en el DNA, o bien, induciendo la
apoptosis (muerte celular programada) de la célula dafada. (107, 112, 122, 123).

Las lesiones en el DNA pueden ser inducidas por diversos agentes externos,

como farmacos quimioterdpicos, radiaciones ionizantes, o virus. Otros factores que
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podriamos llamar endégenos, como hipoxia tisular, stress oxidativo, o fallos mitéticos
resultantes de trastornos en el ciclo celular, también pueden producir dafio en la molécula
de DNA. Cuando esta lesion tiene lugar, se produce una estimulacién de la sintesis de
proteina p53, cuyos niveles nucleares aumentan drasticamente. Esta proteina p53 se une a
la molécula de DNA daiiada, para intentar efectuar una reparacion de la misma (39, 119).

La proteina p53 nativa actiia como un factor de transcripcion especifico, que
promueve la estimulacion o la inhibicién de diversos genes celulares (tablas 1 y 2),
ocasionando como resultado final, una parada del ciclo celular y/o una apoptosis (39, 110,
112, 124). '

La importancia cuantitativa de la lesion del DNA celular, determina el
mecanismo de accion que la pS3 utilizard para subsanar dicha lesion. Cuando el dafio
producido en la molécula de DNA es de caracter leve o moderado, la proteina p53 induce la
expresion de las proteinas p21/wafl y gadd45 (producto de la transcripcion del gen gadd45:
growth arrest and DNA damage-45), produciéndose una detencion del ciclo celular en la
fase GI, hasta que el DNA estd totalmente reparado (39, 112, 119). La proteina p2l,
producto del gen p2I(también llamado cip! o wafl), inhibe la actividad de los complejos
ciclina-CDK durante la fase G1 del ciclo celular, e inhibe también la accién de la PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), una subunidad de la DNA polimerasa 8. La proteina
gadd45 bloquea el ciclo celular en G1, uniéndose a PCNA, y participa en la reparacion del
DNA, mediante la estimulacion de la escinucleasa (39, 124).

Si la lesion del DNA es excesiva, y no es posible efectuar una reparacién de
la misma, la proteina pS3 induce una activacion del gen bax, y una inhibicion paralela del
oncogén bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2), ocasionando finalmente un proceso de
apoptosis. El gen bax es un gen proapoptético, mientras que bcl-2, es el mas importante de
los genes inhibidores de la apoptosis. La proteina 53bp2 y el gen fas/APO-1, también
podrian jugar un papel importante en la apoptosis p53-dependiente. (124).

Ademads del dafio en la molécula de DNA, la sintesis de p53 nativa también
puede ser activada por la hipoxia celular y la deplecion de ribonucledtidos. Este es otro
mecanismo por el cual p53 ejerce una accion supresora tumoral, ya que cuando el tumor

adquiere un tamafio determinado, que da lugar a un compromiso del aporte sanguineo de
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algunos grupos de células tumorales, la hipoxia resultante puede inducir una apoptosis p53-
dependiente, siempre que la p53 esté intacta. Si la p53 estd mutada, las células hipdxicas
no entrardn en apoptosis, por lo que se favorecera la supervivencia y seleccion de células
con p53 mutada, en un lecho tumoral hipdxico (39, 55, 124). La estimulacion por parte de
p53, de la sintesis de factores antiangiogénicos, como la trombospondina, puede reducir en
mayor medida el aporte sanguineo del tumor.

La capacidad de p53 para inducir apoptosis ante la deteccion de algun tipo
de dafio en la molécula de DNA, tiene importantisimas implicaciones terapéuticas y
pronosticas. La quimioterapia y la radioterapia, que son dos de las principales modalidades
terapéuticas utilizadas en el tratamiento del cancer, basan su mecanismo de accién en una
lesion de la molécula de DNA de las células con actividad proliferativa, que dara lugar a
una posterior apoptosis de las mismas. Dado que cierto tipo de apoptosis es p53-
dependiente (existen otras vias de apoptosis en las que no participa p53), aquellas células
que conservan un gen p53 con ambos alelos intactos, mostraran tedricamente una mejor
respuesta a este tipo de terapéutica. Por el contrario, aquellos tumores que expresan un p33
mutante, presentaran una baja o nula respuesta, y tendran por lo tanto un peor pronéstico, al
ser resistentes al tratamiento (1, 39, 55).

Dado que la citotoxicidad de muchos agentes quimioterapicos se produce
por un mecanismo de accion muy parecido, la lesion de las vias utilizadas por la célula para
entrar en apoptosis (causada por una mutacion de p33, o de cualquier otro gen que participe
en la apoptosis), puede dar lugar a fendmenos de resistencias cruzadas a estos farmacos
anticancerosos (125).

Recientemente se ha publicado, que numerosos genes, que codifican la
sintesis de proteinas reguladoras de los niveles de oxigeno reactivo dentro de las células,
son inducidos por p53, antes del comienzo de la apoptosis. Esto ha llevado a la creacion de
un modelo teorico de apoptosis p53-dependiente: 1) induccion de la transcripcion de los
genes relacionados con el p53; 2) formacion de especies de oxigeno reactivas; y 3)
degradacion oxidativa de los componentes celulares, dando lugar a la muerte celular (39,
55).

Ante una lesion del DNA, la proteina p53, mediante los dos mecanismos de

accion anteriormente citados, evita que la célula progrese hacia la fase S de su ciclo con
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una mutacion en el DNA, previniendo de este modo, la transmision de mutaciones a las
células hijas.

Existen una serie de proteinas celulares y virales capaces de unirse a p53 e
inactivar su funcién. La mas importante de estas proteinas es mdm2, producto de la
transcripcion del oncogén mdm2 (murine double minute 2). La proteina mdm2 tiene una
gran importancia en la regulacion negativa de p53, “protegiendo” a la célula normal de la
sobreactividad de p53. La mdm2 se fija al extremo N-terminal de la molécula de p53,
formando el complejo p53-mdm?2, y posteriormente estimula la degradacion de p53 a través
de la via de la ubiquitina (péptido que rodea al complejo p53-mdm?2); de modo que si no se
sintetiza mdm?2, esta proteina no se puede unir a la p53 para inducir su degradacion, con lo
cual se produciria una estabilizacion y acumulacion intracelular de p53 (39, 126).

La proteina atm, es el producto del gen atm, cuya mutacién origina la ataxia
telangiectasia. En los pacientes con esta enfermedad, no se produce una acumulacion de
p53, ni una activacion de los genes p2] y gadd45 nativos, en respuesta al dafio de la
molécula de DNA; esto indica que el gen arm debe estar actuando jerdrquicamente por
encima de p33, en ¢l proceso de respuesta al dafio inducido en el DNA. Otra conexion entre
ambos genes, proviene del hecho de que el punto de control G2-M del ciclo celular,
posiblemente dependiente de p53, es también defectuoso en los pacientes con ataxia
telangiectasia. En presencia de un gen afm mutado, no se produce un aumento suficiente de
p53, por lo que se acumulan muchas mutaciones, que se transmiten a la progenie; esto
explica la elevada probabilidad de desarrollo de diversos cénceres, que estos pacientes
presentan (39, 126).

La proteina p53 también puede regular el crecimiento y la proliferacion
celular, por una via independiente de la transcripcion génica, interaccionando directamente
con los componentes del factor TFIID del complejo basal de transcripcién, o uniéndose al
factor RPA (Replication Protein A) de replicacion del DNA, con lo cual impide la entrada
de la célula en la fase S del ciclo celular. Otro posible mecanismo de accion de la p53,
independiente de su actividad transcripcional, es su capacidad de inhibicion de las helicasas
XDP y XBP, unos enzimas esenciales para el mantenimiento de la estabilidad del genoma,
que participan en la reparacion del DNA realizada por la via de la escinucleasa. Estos dos

enzimas estan mutados en individuos con xeroderma pigmentosum. Por todo lo sefialado
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con anterioridad, parece posible que exista una activacion de la apoptosis pS3-dependiente,
sin una activacion de la transcripcion génica (39, 112).

L.a mayoria de las mutaciones de p53 (87%) se localizan entre los exones 5 y
8 de la molécula; el exdén 4 se encuentra mutado aproximadamente en el 8% de los tumores,
y el exdn 10 en el 4%. Las mutaciones en el resto de los exones se observan con muy poca
frecuencia. La distribucion de las mutaciones entre los 11 exones del gen p33, varia en
funcion del tipo de cancer, y es precisamente el cancer de vejiga el que mas mutaciones
presenta fuera de los exones 5, 6, 7 y 8 (28%). Por ello, cuando se efectiia un analisis
genético del p53 en el cancer de vejiga, estudiando solamente los exones 5, 6, 7 y 8, como
ocurre en muchos estudios, podemos pasar por alto hasta un tercio de las mutaciones (111,
115, 127).

La mayoria de las mutaciones de la molécula de p53, se localizan en el
dominio central de union especifica al DNA, especialmente en cuatro regiones de la
proteina: residuos 117-142, 171-181, 234-258 y 270-286. Dichas regiones genéticas se
encuentran altamente conservadas a lo largo de la evolucidn, y presentan una gran similitud
entre las diferentes especies de animales y el hombre; por ello, es muy probable que se trate
de regiones con gran importancia funcional dentro de la proteina (111, 112, 115, 127). De
manera especifica, las mutaciones mas frecuentes se localizan en los residuos 175, 248,
249, 273 y 282; que son conocidos como “puntos calientes” (hot spots).

Las mutaciones de p33 confteren una mayor susceptibilidad al desarrollo de
un cancer por varias razones; en primer lugar, las células que no se encuentran bajo el
control de una p53 normal, tienen una mayor capacidad de proliferacion; en segundo lugar,
la capacidad de una célula para entrar en apoptosis cuando existe una alteracion en su
material genético, disminuye o se pierde por completo. Por otra parte, en presencia de una
proteina p53 mutada, se desarrolla una mayor inestabilidad genética, una estimulacion de
los factores angiogénicos y una inhibicion de los factores antiangiogénicos (39, 55).

La inactivacion de p33 se produce en la mayoria de los tumores humanos
(90%), por mutaciones puntuales “de diferente sentido” (missense mutations), en las que se
produce un cambio en un solo aminoacido, dando lugar a una proteina totalmente diferente
desde el punto de vista estructural y/o funcional, y a una acumulacion de dicha proteina en

el nacleo celular, En los demds genes supresores tumorales conocidos, las mutaciones mas
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frecuentemente observadas son mutaciones “sin sentido” (non sense mutations), que dan
lugar a la sintesis de proteinas truncadas anormales. Todas las mutaciones que afectan a la
molécula de p53, sean cuales sean sus tipos, tienen como denominador comun, una pérdida
de expresion y una inactivacion funcional de la proteina (126, 128).

La mayoria de las mutaciones de p53 tienen lugar en el dominio central de la
proteina, aquel mediante el cual se efectia la union de la misma al DNA. En la mayoria de
los tumores, las dos copias de p53 estan inactivadas. Habitualmente uno de los alelos del
gen muestra una delecion completa, mientras que el otro alelo suele estar conservado, pero
con alguna mutacién puntual, que impide o disminuye su funcién normal (111, 112).

La elevada frecuencia de mutaciones de p353 en el cancer humano, puede
tener su origen en el hecho de que las mutaciones “de diferente sentido” pueden producir,
tanto una pérdida de la funcidn supresora tumoral, como una ganancia en la funcion
oncogénica, por la alteracion en el grupo de genes controlados por la proteina p53 (39).

Como consecuencia de la mutacion de p53, se sintetizan proteinas incapaces
de actuar como factores de transcripcion. Esta pérdida de la actividad transcripcional de la
proteina p53 puede ser debida a dos posibles mecanismos: 1) las mutaciones en el dominio
central de la molécula, ocasionan una reduccién o una pérdida total de la capacidad de
unién al DNA, bien por una pérdida o alteracion de los residuos encargados de dicha union,
0 bien porque la mutacion produce una alteracion estructural del dominio central; 2) el
dominio central de unidon al DNA, parece ejercer un cierto control sobre la actividad del
dominio de activacion transcripcional, localizado en el extremo aminoterminal de la
proteina, por ello, es posible que se bloquee la actividad transcripcional de p53, aunque el
dominio de activacion transcripcional esté intacto, siempre que exista una mutacién en el
dominio central de la molécula (112, 127).

Otra de las caracteristicas que confieren capacidad carcinogénica a la
proteina p53 mutante, es su posibilidad de colaboracion con otros oncogenes,
especialmente con los oncogenes de la familia ras. Esta capacidad oncogénica de p53
desaparece cuando se produce una delecion del extremo carboxiterminal de la molécula,
observandose que si se realiza un aislamiento del extremo C-terminal de la molécula, este
fragmento puede actuar como un oncogén. La proteina p53 nativa no posee esta capacidad

oncogénica (39, 112).
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La localizacion de la mutacion en p53 puede permitir identificar el tipo de
carcindgeno que causé el tumor, ya que los agentes mutigenos, tanto exdgenos como
enddgenos, dan lugar a mutaciones caracteristicas dentro de la molécula de p53. Por otra
parte, la localizacion de la mutacion dentro de la secuencia de bases de p353, puede ayudar a
definir las funciones de los distintos dominios de la proteina p53 (111, 127).

El espectro de mutaciones de p53 es bastante especifico para cada tipo de
cancer, tanto en la localizacién de la mutacion (hot spots) dentro de la molécula de p53,
como en el tipo de mutacion (transicion, transversion, insercion, delecién, etc.). En los
carcinomas se observan fundamentalmente deleciones totales o parciales, mientras que en
los sarcomas lo mas frecuente son las mutaciones puntuales, que afectan a uno o a pocos
aminoéacidos. A modo de ejemplo, en el carcinoma de células transicionales de vejiga, se
identifica una transversion G:C — C:G, en el 21% de los casos, mientras que en el resto de
los tumores solo se produce en el 7% de los casos. Otra mutacién caracteristica de este tipo
de carcinoma es la transicion G:C — A:T (115, 127, 128).

A diferencia de los otros genes supresores tumorales, en p53 no es necesaria
la mutacion de ambos alelos, para que la célula se transforme en cancerosa. Por lo tanto no
es necesario que la célula pierda su heterocigosidad para el gen mutante, para que se
desarrolle un céncer; sin embargo en la mayoria de los tumores existe una delecién de uno
de los alelos de p53, acompafiada de una inactivacion o una mutacién puntual (de diferente
sentido) en el otro alelo. En lineas generales, las mutaciones del gen p53 dan lugar a alelos
recesivos, que originaran tumores solo cuando el alelo nativo intacto sufre una inactivacion.
La dominancia reside en algunas ocasiones en el alelo nativo, y en otras en el mutante, por
ello es posible que los niveles relativos de expresion de la proteina nativa y de la mutante,
sean decisivos para determinar la funcién del gen (39, 108, 112).

Las mutaciones en la linea germinal son poco frecuentes en el caso de p53.
Los individuos con sindrome de Li-Fraumeni heredan un alelo mutado de p53 de forma
autosomica dominante. Estos individuos portan un alelo mutante de p53 de manera
heterocigota, y son muy susceptibles a un gran niimero de cédnceres, observandose una

probabilidad del 50% de padecer algin tipo de cancer antes de los 30 afios. Esta
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probabilidad se incrementa hasta casi el 90% a los 65 afios de edad. También se han
descrito mutaciones germinales de p33 sin aparente historia familiar (110, 112, 129).

Las mutaciones de p53 observadas en los individuos con sindrome de Li
Fraumeni, tienen lugar en el mismo grupo de aminodcidos, que las mutaciones que se
producen en los tumores esporadicos. El espectro de cénceres desarrollados por estos
individuos es muy variado, siendo los mas frecuentes: sarcomas, cancer de mama,
leucemia, astrocitoma, y carcinoma de corteza suprarrenal (126, 129).

Una mutacién de p53 en la linea germinal, puede ser heredada de un
progenitor que no presenta evidencia clinica de cancer, en el momento en que la
enfermedad neoplasica es diagnosticada en el nifio. Esta situacién define el estado de
portador asintomatico de p53 mutante, y muestra que para que se desarrolle un clon celular
maligno, es habitualmente necesario que tras la primera mutacion heredada, se produzca un
cambio genético adicional. Los miembros de las familias con sindrome de Li Fraumeni, que
son portadores asintomaticos de un alelo mutante de p53, a pesar de no desarrollar tumores
a edades tempranas, tienen mayor riesgo que la poblacién normal de desarrollar cancer en
algin momento de su vida (39, 112, 129).

El andlisis de los tumores desarrollados por personas con este sindrome,
demuestra que el alelo mutante no es completamente dominante, y que el alelo nativo es
funcionante, ya que en la mayoria de los casos es preciso que se desarrolle una mutacién en
el alelo nativo intacto, para que se produzca un cancer. Aquellos pacientes que desarrollan
tumores, sin que se produzca una mutacion en el alelo nativo, probablemente presentaron
un gran stress genético por lesion en el DNA, que dio lugar a la sintesis de una cantidad lo
suficientemente elevada de proteina mutante, como para inactivar el producto del alelo
nativo (39, 112).

La proteina p53 nativa tiene una vida media muy corta (5 a 20 minutos), por
ello sus niveles se encuentran por debajo del umbral de deteccién, que exhiben los métodos
inmunohistoquimicos disponibles en la actualidad. La mutacién del gen p33, ademas de dar
lugar a una disminucién o abolicién de la actividad supresora tumoral de la proteina p33,
produce una estabilizacion de la misma, que origina un incremento de su vida media (que

pasa a ser de varias horas). De este modo, p53 se convierte en una proteina facilmente
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detectable por inmunohistoquimica convencional, utilizando anticuerpos monoclonales

frente a p53 (113, 130).

TABLA 1: GENES CUYA TRANSCRIPCION RESULTA ACTIVADA POR p53.

GEN FUNCION
p21/wafl/cipl | Inhibicidn de los complejos ciclina-CDK durante la fase G1; inhibicién de la PCNA.
mdm2 Inhibicion del feedback regulador de p53 y de Rb; favorecedor de 1a pérdida del punto de
restriccion R.
tspl Inhibicion de la angiogénesis; modulacion de la aparicion de metastasis.
bax Induccion de la apoptosis; miembro de la familia bcl2,
Jas/apol Induccion de la apoptosis; receptor de la superficie celular.
Ciclina G Induce ¢l bloqueo del ciclo celular en G1.
gadd4s Bloqueo del ciclo celular en G1 tras unirse a la PCNA; reparacion del DNA mediante
estimulacion de la escinucleasa.
GD-AIF Factor inhibidor de la angiogénesis.
hicl Hipermetilado en el gen del céncer; regién LOH de! cromosoma 17p; posible gen supresor
tumoral.
IGF-BP3 IGF unido a la proteina 3; factor de crecimiento que actia como la insulina; inhibicion de
la proliferacion celular y posible induccion de la apoptosis,
MCK Creatinin-kinasa muscular.
mdm2: Murine double minute 2, hicl: Hypermethylated in cancer 1.
tspl: Trombospondina 1. VGF-BPY: Insulin like Growth Factor-Binding Protein 3.

gadd4s; Growth arrest and DNA damage 45.

TABLA 2: GENES CUYA TRANSCRIPCION RESULTA INHIBIDA POR p53.

GEN FUNCION
bel2 Principal inhibidor de la apoptosis.
c-myc Oncoproteina celular; acelera el ciclo celular acortando la fase G1.
FGF Familia de los factores de crecimiento de fibroblastos; actiian como proto-oncogenes.
c-fos Oncogén celular y factor de transcripcion de respuesta temprana; forma junto a c-jun el factor
transcripcional AP-1.
HSP70 Proteina de 70kDa sometida a shock térmico.
IL-6 Interleukina 6; promotora de la diferenciacion de células B.
mdrl Induccién de resistencia celular a multiples farmacos antineopldsicos; codifica la
glucoproteina P.
PCNA Antigeno nuclear de células proliferantes; subunidad de la DNA-polimerasa 8.
PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen. AP1: Activating Protein 1.
bel2: B cell leukemia/limphoma 2. mdrl: MultiDrug Resistance 1.

FGF: Fibroblasis Growth Factor.
Glucoproteina P: Proteina que actia como transportador de membrana, su sobreproduccion se asocia al desarrollo de
resistencias cruzadas a farmacos antineopldsicos con diferentes mecanismos de accidn.
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El resultado final es el hallazgo de un nivel aumentado de p53 en el nicleo
celular, que tiene lugar por estabilizacién metabélica, pero no por sobreexpresién de la
proteina p53 (112, 113, 130).

La inmunohistoquimica se utiliza por tanto, como un indicador indirecto e
ingspecifico de la mutacion subyacente de p53. Esta técnica permite identificar de manera
indirecta aquellas células cuyo p53 ha sufrido una mutacion de diferente sentido
(missense), que es aquella mutacidn en la que se produce la sustitucién de un aminodcido
por otro distinto, aumentando la estabilidad y la vida media de la proteina p53 resultante
(112, 113, 127, 130).

Las mutaciones sin sentido (non sense), que introducen codones de parada
prematura (codones stop) del gen p53, originando proteinas p53 truncadas, y las mutaciones
frameshift o de fase de lectura, que alteran la secuencia de codones, dando lugar a
deleciones; no pueden ser detectadas por inmunohistoquimica, ya que esta técnica no puede
detectar la pérdida completa de la proteina p53 (112, 127, 131).

Las mutaciones sin sentido y las mutaciones de fase de lectura (frameshift),
no tienen traduccién inmunohistoquimica, lo cual significa que aquellas células cuyo DNA
presente una mutacién de este tipo, no se podran distinguir de una célula normal, desde el
punto de vista inmunohistoquimico. No obstante, hay que tener en cuenta que esta variedad
de mutaciones, supone menos del 10% de las mutaciones observadas en los carcinomas
(115, 131).

Los falsos negativos de la inmunohistoquimica se producen por: 1)
artefactos técnicos ocurridos durante cualquier fase del estudio inmunchistoquimico,
especialmente en la fase de fijacion de la muestra; 2) presencia de una mutacion que no sea
de diferente sentido, ya que las grandes deleciones inhiben la sintesis de p53, dando lugar a
una mutacion indetectable; y 3) presencia de una mutacién puntual que no estabilice la
proteina lo suficiente, como para alcanzar un nivel que la haga detectable por
inmunohistoquimica (127, 131, 132).

Los falsos positivos se pueden producir por: 1) una estabilizacion no
mutagénica de la proteina p53, producida por una alteracion del ciclo de degradacion
normal de la misma; o bien, 2) existencia de falsos positivos desde un punto de vista

“funcional”, producidos por una estabilizacién proteica de cualquier etiologia, que daria
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lugar a una abolicion de la funcion de p53, y le proporcionaria una actividad prooncogénica
similar a la de la proteina p53 verdaderamente mutada (127, 131).

Es importante tener en cuenta, que el analisis inmunohistoquimico de p53
puede ser util desde un punto de vista clinico, independientemente de sus falsos positivos y
negativos, siempre y cuando se observe una buena correlacion entre la expresion
inmunohistoquimica de la proteina y el comportamiento del tumor (131). Estad por
determinar el papel que juega la intensidad de tincion nuclear con p53, en el prondstico de
la enfermedad.

Los resultados de sensibilidad y especificidad hallados para las técnicas de
inmunohistoquimica, desarrolladas para el estudio del gen p53, son muy variables; asi la
sensibilidad media de los diferentes estudios se sitda en torno al 75%, aunque la mayoria de
estos trabajos muestran una senstbilidad superior al 90%. El valor predictivo positivo
muestra un valor medio algo mas bajo, situandose en torno al 65% (127, 131).

La confirmacién genética de la existencia de una mutacion detectada
mediante inmunohistoquimica, se suele hacer utilizando técnicas basadas en la PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa), confirmando finalmente el producto de la PCR
mediante secuenciacion de DNA.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de analisis del
DNA, que consiste en la sintesis enzimatica y la amplificaciéon de secuencias de DNA
especificas in vitro. Esta técnica estd basada en la hibridacion y extension de dos
oligonucledtidos que actian como “primers” o cebadores de la DNA-polimerasa, que a su
vez cataliza la sintesis. Mediante Ia PCR es posible producir 100.000 millones de copias de
una molécula de DNA en pocas horas (133, 134). Existen numerosas técnicas de
amplificacion de DNA basadas en la PCR, algunas de las cuales son: RT-PCR
{Transcripcion inversa-PCR); Multiplex-PCR (Amplificacion maltiple); Nested PCR (PCR
anidado); PCR-SSCP (Reaccion en cadena de la polimerasa aplicada al estudio del
polimorfismo conformacional del DNA); AP-PCR (PCR utilizando primers arbitrarios);
PCR-RFLP (PCR utilizada para el estudio del polimorfismo en la longitud de fragmentos
de restriccion); Identificacion de polimorfismos en el DNA por electroforesis en geles con
gradientes desnaturalizantes; y el protocolo TRAP (Protocolo de amplificacién de las

repeticiones teloméricas) (134).
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Las polimerasas usadas en la PCR, para amplificar secuencias génicas
especificas, estan sujetas a una tasa de error que oscila desde 1/10000, hasta mas de 1/500
pares de bases, dependiendo de las condiciones de la reaccion. La técnica de la PCR puede
presentar falsos positivos y falsos negativos, en los resultados de secuenciacion. Los falsos
positivos suelen ser consecuencia de una contaminacion aérea accidental de la reaccién, por
ello es imprescindible que todas las mutaciones observadas mediante secuenciacion directa
del producto de la PCR, sean comprobadas mediante la secuenciacion de DNA de un
segundo producto de la PCR, independiente del primero. Esta comprobacion no es llevada
cabo por todos los investigadores, lo que da lugar a la existencia de falsos positivos. Los
falsos negativos vienen determinados fundamentalmente por la realizacion de un andlisis
poco extenso del gen, que da lugar a una infraestimacion de la prevalencia de una
determinada mutacién. La prevalencia absoluta de una determinada mutacion es, por lo
tanto, muy dificil de establecer, debido a la heterogeneidad del andlisis realizado en los
distintos trabajos (133, 134).

La mayoria de las mutaciones del gen p53 (87%) se localizan entre los
exones 5 y 8 (codones 126-306), por ello la mayor parte de trabajos sélo constderan dichos
exones en el andlisis de p53. Muchos tumores presentan mutaciones en otros lugares; esto
es particularmente frecuente en el carcinoma de células transicionales de vejiga, en el que
se observan un 28% de mutaciones localizadas fuera de los exones 5, 6, 7 y 8. Por lo tanto,
es posible prever una gran cantidad de falsos negativos, si sélo se estudian los exones 5-8
de p33. Este hecho es especialmente importante, si tenemos en cuenta que el 70% de estas
mutaciones daran lugar a codones stop o mutaciones de fase de lectura, que tampoco
pueden ser detectadas por las técnicas inmunohistoquimicas (111, 112, 127, 130). Otra
fuente potencial de la infraestimacion de la prevalencia de las mutaciones de p33, puede ser
la presencia de mutaciones en secuencias de DNA no evaluadas, como los dos promotores
de la molécula, o sus 10 intrones (127).

Existen miltiples trabajos que encuentran una clara relacidén, entre la
mutacidn del gen p53 y el prondstico del carcinoma de células transicionales de vejiga, en
términos de supervivencia, recidiva y progresion. Esta relacién se observa tanto si se
tdentifica dicha mutacion, de manera indirecta por inmunohistoquimica (27, 28, 46, 62),

como de manera directa, por secuenciacion del DNA de p53 (135).
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Un posible abordaje terapéutico futuro, en el caso de la p53, seria restablecer
la funcion de p53 en las células tumorales, bien por terapia génica, o bien por la accién de
pequeiias moléculas, que activarian la actividad transcripcional latente de algunos puntos de
la proteina p53 mutante. Otra posibilidad es encontrar agentes, que liberen a p353 de ciertas
proteinas inactivadoras a las que se liga, como es el caso de MDM2 (39, 112, 126, 134,
136).

Se han aislado y caracterizado un gran namero de genes involucrados en la
génesis y desarrollo del cancer, merced al progreso de la biologia molecular y la ingenieria
genética. El conocimiento estructural y funcional, cada dia mas profundo de dichos genes,
ha permitido desarrollar diversas técnicas de terapia génica. En humanos, se entiende por
terapia génica la transferencia de un acido nucleico (DNA o RNA) a un determinado
paciente, con fines curativos (112, 134, 136).

Las técnicas de terapia génica del cancer basadas en el gen p53, son
fundamentalmente dos, y se hallan en fase experimental. La primera de ellas consiste en la
entrega de una copia de p53 nativo, a las células tumorales que tienen un p33 mutado,
utilizando para ello un vector viral, que se administra mediante una inyeccion intratumoral.
Se han llevado a cabo varios estudios, fundamentalmente en pacientes con cancer de
pulmoén de células no pequerias, mediante la inyeccion intratumoral de diversos tipos de
virus (retrovirus, adenovirus, etc.) portadores de un gen p53 funcional, observandose
respuesta, con disminucion de la masa tumoral o estabilizacion del proceso, en
aproximadamente la mitad de los casos, sin toxicidad clinica apreciable. En todos los
estudios se puede constatar la existencia de una apoptosis, probablemente p53-dependiente,
y la expresion en algunos casos de una proteina p53 normal. El factor limitante mas
destacado de este tipo de terapia basada en p33, es la incapacidad de los vectores virales
para infectar todas las células del tumor (39, 112, 126, 134, 136).

El segundo modelo de terapia génica, se basa en la inyeccion de adenovirus
con una delecion del gen e/b, a tumores deficientes en p53. La proteina e1b del adenovirus
tiene la capacidad de inactivar a la p53 de la célula tumoral, por lo que aquellos virus que
carezcan de la proteina elb podran infectar y lisar las células tumorales, cuyo p53 esté
dafiado o sea hipofuncionante, pero no destruiran las células no neoplasicas, que expresen

una p53 nativa. Los trabajos efectuados en animales, utilizando este tipo de terapia génica,
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muestran una importante disminucion del tamaiio del tumor, y una desapariciéon del mismo

en el 60% de los casos (39, 125, 136).

1.6. Proteina ki67:

Ki67 es un anticuerpo monoclonal murino, descrito inicialmente por J.
Gerdes et al en 1983 (34, 137); que se acumula frente a la fraccién nuclear cruda de la
linea celular 1428 derivada del linfoma de Hodgkin. Dicho anticuerpo reconoce
especificamente a una proteina nuclear, denominada proteina ki67, que se expresa durante
las fases G1, S, G2 y M del ciclo celular, de aquellas células que se replican activamente
(28, 29, 30). La proteina ki6é7 no se detecta en las células que se encuentran en la fase GO.
El verdadero caracter de la proteina ki67 no ha sido definido con claridad; tampoco se ha
caracterizado hasta la fecha el locus genético de ki67, aunque ha sido asignado al
cromosoma 10 (28, 137).

La fase GO del ciclo celular es una fase de quiesciencia, en la que entran
algunas células, deteniendo su progresion hacia la divisién celular. Las células pueden
permanecer en esta fase durante dias, meses o afios, sin experimentar un aumento en su
masa celular (39, 110).

El antigeno (proteina) ki67 es un marcador de la actividad proliferativa
celular, ampliamente reconocido, que puede ser ficilmente determinado por medio de
técnicas inmunohistoquimicas. Ki67 se ha mostrado en muchos estudios como un buen
marcador de la tasa de proliferacién celular y crecimiento, de diversos tumores, entre los
cuales se encuentra el carcinoma de células transicionales de vejiga (29, 30).

El anticuerpo monoclonal ki67, que fue inicialmente empleado para el
estudio inmunohistoquimico, tenia el inconveniente de que sblo podia utilizarse con
secciones tisulares frescas congeladas, ya que el epitopo del antigeno al que se unia, sufria
una degeneracion cuando las muestras tisulares eran fijadas, parafinadas y embebidas. Esto

suponia un problema importante a la hora de efectuar estudios, especialmente
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retrospectivos, ya que la mayoria de las muestras bidpsicas se fijan en formol y se incluyen
en parafina, para su almacenamiento y estudio (28, 29, 30).

La reciente caracterizacién de la proteina reconocida por el anticuerpo ki67,
ha permitido el desarrollo de nuevos anticuerpos monoclonales, entre los cuales, el mas
destacado es MIB-1 (31). La introduccion del anticuerpo monoclonal MIB-1, ha permitido
solucionar el problema, ya que este anticuerpo reconoce un epitopo de! antigeno ki67, que
es formalin-resistente, manteniendo su estructura y funcionalidad tras la fijacién, con lo
cual el estudio inmunohistoquimico se puede realizar sobre muestras fijadas en formol e
incluidas en parafina (28, 29, 34).

La estrecha relacion existente entre la proporcion de células marcadas con
ki67 (indice de ki67) y la actividad proliferativa celular, permite utilizar este marcador
como un medidor de la fraccién de crecimiento del tumor, y por lo tanto, de la agresividad
bioldgica del mismo (32, 34, 57). La determinacion de la expresién del antigeno nuclear de
células proliferantes (PCNA), la medicién del indice mitético y del indice M/V, y la
fraccién de células en fase S, son otros métodos de evaluacién de la actividad proliferativa
tumoral (2, 25, 33, 34).

La  expresién nuclear de ki67, determinada por métodos
inmunohistoquimicos, parece relacionarse con determinados pardmetros clinico-
patolégicos, como el grado tumoral, el estadio infiltrativo y la expresion nuclear de pS3.
Por otra parte, miultiples trabajos atribuyen a ki67 una significacién pronéstica en el
carcinoma de células transicionales de vejiga y del tracto urinario superior, con influencia

en la progresion, en la recidiva y en la supervivencia de los pacientes (29, 31, 32, 138).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

El carcinoma de células transicionales, representa el 5% de las neoplasias
malignas humanas en Europa, segun las estadisticas de la OMS; y aproximadamente el 90%
de los mismos, se localizan de forma primaria en la vejiga. La vejiga constituye la cuarta
localizacion més frecuente del cancer en el sexo masculino, después de los canceres de
pulmén, préstata y colon. En la mujer ocupa el octavo o noveno lugar, segiin los autores.
Dentro del aparato urinario, el cancer de vejiga constituye el 2° en frecuencia (3, 4, 101, 139,
140).

La incidencia del cancer de vejiga en Espafa, en el afio 1986, fue de 19,46
casos / 100.000 habitantes / afio, segin los datos de la Comisidén para la Planificacién
Oncolégica. Durante el quinquenio 1987-1991, la incidencia fue de 16,20 casos / 100.000
habitantes / afio. Espafia se encuentra situada en el tercio superior de los registros mundiales
de cancer de vejiga, en cuanto a su incidencia, observandose al mismo tiempo, que la tasa de
incidencia espafiola es una de las mas elevadas de Europa (139, 141, 142).

Aproximadamente un 20-30% de los pacientes con cancer de vejiga, moriran
a consecuencia de su tumor. Se estima que la sobrevida de los pacientes con cancer de
vejiga, en fase misculo-infiltrante es del 50%, a los 5 afios de seguimiento. La tasa de
mortalidad observada para el cancer de vejiga en Espaiia, durante el periodo 1975-1979, fue
de 5,3 muertes / 100.000 habitantes / afio. En los 0ltimos afios la incidencia se ha ido
incrementando paulatinamente, sin embargo no se ha registrado un aumento paralelo del
nimero de muertes, ya que esta elevacion de la incidencia, se ha producido
fundamentalmente a expensas de un incremento en los tumores superficiales (101, 103, 139,
142).

Debido al caracter multirrecidivante de esta enfermedad, y a la sobrevida
prolongada de un gran porcentaje de los pacientes, se estima que el cancer de vejiga es uno
de los tumores mas frecuentemente diagnosticados, en el sexo masculino (143).

La historia natural y el pronostico del cancer de vejiga presentan grandes
diferencias interindividuales. Los tumores vesicales superficiales representan el 70-75% del

total, y muestran una elevada tasa de recidiva, alcanzando en algunas series el 85%. Los
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tumores musculo-infiltrantes suelen ser consecuencia de la progresion de un tumor primario
superficial, aunque en el 10-20% de las ocasiones, son infiltrantes desde el inicio (5, 101,
144, 145).

El pronostico del tumor vesical superficial es generalmente bueno, aunque el
10-20% de las recidivas desarrollan una infiltracion de la capa muscular propia de la vejiga.
Esta transformacién en cancer musculo-infiltrante puede alcanzar el 80%, segin algunos
autores, en los tumores de alto grado, con carcinoma in situ asociado (101, 146, 147).

La categoria T del tumor y el grado de malignidad histologica, son los
parametros clasicamente utilizados por los urélogos para la toma de decisiones terapéuticas
y el establecimiento de implicaciones prondsticas, en los tumores superficiales. Sin embargo
estos parametros clinico-patologicos son frecuentemente insuficientes, dada la gran
variabilidad existente en el comportamiento biologico de los tumores. Por otra parte, la
determinacién del grado histologico esta sujeta a una gran carga de subjetividad, que origina
una variabilidad interobservador de aproximadamente el 50% (3, 148).

Del mismo modo, la determinacion de la categoria T es en muchas ocasiones
dificultosa, no solo por problemas de subjetividad, sino también por la posible existencia de
tumor residual, tras la reseccion transuretral. El elevado porcentaje de supraestadificacion
patologica, que supera el 25% en la mayoria de las series de cistectomia radical, resta mucho
valor a la categoria T, como factor prondstico en el cancer superficial de vejiga (67, 149,
150). La actitud por parte de los urélogos ante los tumores de la categoria T1 es muy
variable, y depende de un gran nimero de condicionantes como el numero de factores de
mal pronostico que posea el paciente, la etapa historica que se analice, e incluso las
convicciones personales, con respecto a al efectividad de uno u otro tipo de tratamiento.

Los tumores de la categoria T2a son susceptibles de tratamiento conservador
o radical. Seria por lo tanto muy importante disponer de un marcador prondstico que nos
indicase la agresividad biolégica de cada caso. Pero la realidad es otra, ya que en esta
categoria contamos con menos indicadores prondsticos que en los tumores superficiales, y
los que existen son menos precisos, por lo que la decision terapéutica en la categoria T2a es
si cabe, més dificil.

El cancer de vejiga no posee un indicador prondstico ideal, en presencia del

cual, el clinico pueda determinar con certeza, cual va a ser el prondstico de un determinado
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paciente. Probablemente el mejor indicador prondstico en el cancer de vejiga, seria aquel
que nos indicara cual iba a ser la evolucién de un paciente concreto, para de este modo
optimizar el tratamiento, y realizar el minimo nimero de cistectomias innecesarias, y evitar
el maximo numero de muertes innecesarias.

La mayoria de los estudios prondsticos del cancer de vejiga se han realizado
de manera univariada, lo que supone una importante limitacion, ya que se estudia la
importancia prondstica de una determinada variable, sin ajustar por el posible efecto
confusor gjercido por otras covariables. Analizando los escasos estudios multivariados que
han sido publicados sobre este tema, se observa, que algunos de ellos utilizan un nimero
muy reducido de variables, omitiendo otras variables que pueden tener gran importancia,
como en ocasiones demuestran los trabajos de otros autores. Los estudios existentes no
muestran unos resultados homogéneos, y no existen en ellos factores prondsticos, que de
manera unanime se relacionen con la supervivencia, la recidiva o la progresion.

En los tltimos afios se ha prestado especial atencion, a la identificacién de
factores prondsticos relacionados con las caracteristicas biologicas moleculares del tumor
primario, con el propésito de tener un mayor conocimiento de cada tumor en particular, y
poder de este modo, elegir la opcidn terapéutica idonea para cada caso. Se han realizado
estudios para intentar determinar cual es el papel prondstico de la expresién
inmunohistoquimica de ki67, y sobre todo de p53, en el cancer de vejiga. Los resultados
obtenidos por los distintos investigadores, no sélo no son concluyentes, sino que en
ocasiones son incomparables, debido a las enormes diferencias metodoldgicas encontradas.

La macrohematuria asintomatica es un signo bastante especifico del cancer de
vejiga, que se manifiesta habitualmente desde fases precoces de la evolucion del mismo. La
existencia de un signo tan especifico, facilita enormemente el diagndstico temprano de la
enfermedad. Mediante un diagndstico precoz y la caracterizacién de un marcador de elevada
precision prondstica, podriamos adecuar el tratamiento a cada caso, permitiendo asi la
curacién de un mayor nimero de pacientes.

El céncer de vejiga ocasiona un gasto sanitario muy elevado, debido
fundamentalmente a su caricter tipicamente multirrecidivante, que condiciona numerosos
ingresos, a muchos de los pacientes que lo padecen. Estos ingresos pueden ser programados,

para realizacién de cirugia de las recidivas, o urgentes, por hematurias anemizantes,
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retenciones urinarias por coagulos e infecciones asociadas al catéter uretral. Son también
motivo de ingreso urgente, determinadas complicaciones de los tumores avanzados, como
hematuria incoercible, que precisa transfusiones de hemoderivados, y en ocasiones
tratamientos paliativos, como radioterapia o instilacion de agentes hemostéticos
intravesicales; uropatia obstructiva bilateral, que obliga a la realizacidén de una derivacion
urinaria, habitualmente mediante nefrostomia percutdnea, asi como tratamiento de la
insuficiencia renal secundaria; y finalmente complicaciones propias de la enfermedad en
fase terminal, que son comunes a otros tipos de cancer.

Por ultimo, creemos que los resultados esperables del estudio compensan
sobradamente los recursos econdémicos utilizados, ya que el precio de cada procedimiento

inmunchistoquimico es de aproximadamente 3000 pesetas.
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3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO:

a) Determinar como la expresidn inmunochistoquimica de los marcadores p53 y ki67,
cuantificada en el momento del diagnostico del carcinoma de células transicionales de
vejiga (estadios Tis, T1 y T2a), afecta o determina el pronostico de la enfermedad, en
términos de:

- Supervivencia del paciente.
- Recidiva del tumor.

- Progresion del tumor (local y/o a distancia).

b) Determinar la existencia de factores clinico-patoldgicos asociados al pronostico de la

enfermedad.
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4. MATERIAL Y METODOS:

4.1. Ambito y periodo de estudio:

Pacientes diagnosticados de carcinoma de células transicionales de vejiga, en
el Servicio de Urologia del Complejo Hospitalario Xeral-Cies de Vigo, desde Enero de
1976 hasta Diciembre de 1998.

4.2. Tipo de estudio:

Estudio observacional de cohorte retrospectivo y prospectivo.

4.3. Criterios de inclusion y de exclusion;

El criterio de inclusién utilizado para entrar en el estudio, fue presentar un
carcinoma de células transicionales primario de vejiga, en estadio Tis, T1 6 T2a NO MO de
la clasificacion de la AJCC/UICC de 1997, descartandose aquellos tumores N+ o M+, y

aquellas formas de tumor vesical de estirpe no urotelial, o mixta.

4.4. Justificacion del tamaiio muestral y del periodo de estudio:

Durante el periodo de tiempo sefialado con anterioridad, se diagnosticaron
un total de 1013 casos de carcinoma de células transicionales primario de vejiga,
anatomopatologicamente confirmado. La distribucion de los pacientes por estadios clinicos

se puede observar en la Tabla 3 (tabla de periodos de 5 afios).
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De la totalidad de casos diagnosticados, se estudiaron 219 pacientes. De los
219 casos, 210 correspondian a los tumores incidentes primarios, en estadio Tl y T2a,

diagnosticados entre 1987 y 1992. Los 9 pacientes restantes correspondian a tumores de la

categoria Carcinoma in situ, diagnosticados en cualquier momento entre 1976 y 1998.

TABLA 3: DISTRIBUCION POR PERIODOS DE 5 ANOS, DE LOS PACIENTES CON CARCINOMA DE CELULAS
TRANSICIONALES DE VEJIGA, DIAGNOSTICADOS DURANTE EL PERIODO 1976-1998.

. CATEGORIA TUMORAL

Ta (%) TIGL (%) | TIG2 (%) | TIG3 (%) |T2aG2 (%) |T2aG3 (%) | T3/Td(%)| TOTAL
1976-80 | 10(7,41) | 27(20) | 58(42,96)| 6(4,44) | 10(7,41) | 14(10,37)| 10 (7.41) 135
1981-85 | 17(9,09) | 12(6,41) | 86 (4598)| 18(9,62) | 14(7.48) | 21 (11,22)| 19 (10,16)| 187
1986-90 | 32(12,85)| 18(7,23) [111 (44,57)| 29(11,64)| 8(3.21) | 22(8,83) |29(11,65)] 249
1991-95 | 55(22,27)| 20(8.09) | 81 (32,79) 33(13,36)| 3(1,21) | 23(9,31) [32(12,95)| 247
1996-98+ | 40 (21,50)| 15(8,06) | 70 (37,63)| 27 (14,51)| 1(0,53) | 14(7,52) [19(10,21)] 186
1976-98 154 (15,34) 92(9,16) |406 (40,44)| 113 (12,25) 36 (3,58) | 94 (9,36) |109 (10,86)] 1004+*

(*): Periodo de sélo 3 afios.
(*+): A esta cifra hay que afadirle 9 pacientes con CIS, para hacer un total de 1013 pacientes.

Los motivos por los cuales se eligio esta muestra de pacientes para el
estudio, se explican a continuacion. Se efectué un analisis de la distribuciéon de los
pacientes por estadios clinicos desde 1976 hasta 1998, para comprobar que el porcentaje de
pacientes perteneciente a cada estadio clinico, se mantenia de manera homogénea a lo largo
del tiempo. Se calculd que para estimar las caracteristicas generales de los pacientes con
una precision del 6,6%, para una p=0,5 y una q=0,5, con una seguridad del 95% (o = 0,05),
el tamafio muestral debia ser por lo menos de 210 pacientes.

Se decidié utilizar para el estudio aquellos casos incidentes diagnosticados
entre 1987 y 1992 (ambos afios incluidos), ya que cumplian la condicion de que el tamafio
muestral fuese de 210 casos. Por otra parte, este intervalo de tiempo elegido, permitia un
seguimiento prolongado de los pacientes del estudio (hasta 12 afios en algunos casos),
necesario para identificar variables con significacion prondstica, en relacién con la
supervivencia, recidiva y progresion. En el caso de los tumores de la categoria Carcinoma

in situ, se estudio la serie completa, debido al reducido nimero de casos existente.

71




Material y métodos

4.5. Variables estudiadas:

a)

b)

Las variables analizadas en el presente estudio pueden clasificarse en:
Variables sociodemogrificas y de exposicion al tabaco: nombre y apellidos del
paciente, numero de historia clinica, nimero de teléfono, sexo, edad, héibito
tabaquico, nimero de cigarrillos/dia, dosis tabaquica acumulada (n° cigarrillos/dia x
duracion en dias del habito tabaquico) y fecha de abandono del habito tabaquico.
Variables relacionadas con el tumor primario:

b.1) variables clinico-diagndsticas: manifestaciones clinicas iniciales, tiempo de
evolucion de los sintomas especificos de tumor vesical, urografia intravenosa
(cistograma y afectacion de tracto urinario superior), citologia de orina, cultivo de
orina y fecha de diagnéstico del tumor (se consideré la fecha de la reseccion
transuretral).

b.2) variables topogrdficas (referidas al tumor primario): localizacién intravesical
del tumor (se consideraron localizaciones posibles: cuello, trigono, cara posterior,
cara anterior, cara lateral izquierda, cara lateral derecha y cupula), biopsia aleatoria
de la mucosa vesical (CIS vs. no CIS, en 4 muestras tomadas del trigono, cara
posterior y ambas caras laterales) y estado de la uretra prostatica (CIS vs. no CIS).

b.3) variables anatomopatologicas (referidas al tumor primario): grado
histolégico {(G1, G2, G3), estadio infiltrativo (Tis, T1, T2a), categoria TG (T1Gl,
T1G2, T1G3, T2aG2, T2aG3 y Carcinoma in situ), existencia de afectacion de
ganglios linfaticos regionales, existencia de metastasis a distancia, niimero de
formaciones tumorales vesicales, tamafio de la formacion tumoral (en el caso de que
hubiese mas de una, se consideré la formacion de mayor tamafio), aspecto
macroscopico del tumor (las categorias consideradas fueron: papilar, sélido, plano,
papilar y sélido, y papilar y plano), morfologia microscopica del tumor (categorias:
papilar, sélido y solido-papilar), correspondencia macro-microscopica, nimero de
biopsia y tamafio del nucleo celular a 40X (categorias: pequefio, mediano y grande).

b.4) variables terapéuticas (referidas al tumor primario): tratamiento realizado en

el tumor primario (Reseccion transuretral en todos los casos), realizacidon de
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d)

quimioprofilaxis (Mitomicina C, Tiotepa, Cisplatino, Adriamicina, Epirrubicina,
Metotrexate, Mitoxantrone), realizacion de inmunoprofilaxis (BCG, Interferén o-
2b), realizacién de quimioterapia sistémica adyuvante y realizacion de radioterapia
adyuvante.

b.5) variables inmunohistoquimicas: porcentaje de expresién nuclear de p53,
intensidad de tincién nuclear con pS3 (categorias: no tincion, tincion débil, tincién
intermedia y tincién maxima), porcentaje de expresion nuclear de ki67 e intensidad
de tincién nuclear con ki67 (categorias: no tincidn, tincién débil, tincién intermedia
y tincion maxima).

Variables de seguimiento: existencia de recidiva tumoral, nimero de recidivas,
existencia de progresidon tumoral, fecha de la progresion tumoral, existencia de
progresion de la categoria T, fecha de progresion de la categoria T, existencia de
progresién de la categoria N, existencia de progresion de la categoria M, fecha de
progresion de la categoria M, existencia de progresion del grado histolégico, muerte
del paciente, fecha de la muerte, muerte relacionada con el tumor vesical, causa de
la muerte, existencia de otra neoplasia maligna distinta a la vesical, y fecha del
uftimo contacto con el paciente.

Variables relacionadas con la primera recidiva tumoral. fecha de la primera
recidiva, localizacidn intravesical de la primera recidiva (igual o distinta a la
localizacién del tumor primario), categoria T, categoria N, categoria M, grado
histolégico, tratamiento efectuado (reseccidén transuretral, cistectomia parcial,
cistectomia radical, BCG sin RTU), realizacion de quimioprofilaxis, realizacion de
inmunoprofilaxis, quimioterapica sistémica adyuvante y radioterapia adyuvante.
Variables relacionadas con la segunda recidiva tumoral. fecha de la segunda
recidiva, localizacién intravesical de la segunda recidiva, categoria T, categoria N,
categoria M, grado histolégico, tratamiento efectuado (ningin tratamiento,
reseccion transuretral, BCG sin RTU, cistectomia parcial, cistectomia radical,
nefroureterectomia),  realizacion de  quimioprofilaxis, realizacion  de

inmunoprofilaxis, quimioterapia sistémica adyuvante y radioterapia adyuvante.
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H

g

h)

Y/

Variables relacionadas con la tercera recidiva tumoral: fecha de la tercera
recidiva, localizacién intravesical de la tercera recidiva, categoria T, categoria N,
categoria M, grado histolégico, tratamiento efectuado (ningin tratamiento,
reseccion transuretral, BCG sin RTU, cistectomia parcial, cistectomia radical),
realizacion de quimioprofilaxis, realizacion de inmunoprofilaxis, quimioterapia
sistémica adyuvante y radioterapia adyuvante.

Variables relacionadas con la cuarta recidiva tumoral: fecha de la cuarta recidiva,
localizacién intravesical de la cuarta recidiva, categoria T, categoria N, categoria M,
grado histologico, tratamiento efectuado (ningiin tratamiento, reseccidn transuretral,
BCG sin RTU, cistectomia parcial, cistectomia radical), realizaciéon de
quimioprofilaxis, realizacion de inmunoprofilaxis, quimioterapia sistémica
adyuvante y radioterapia adyuvante.

Variables relacionadas con la quinta recidiva tumoral: fecha de la quinta recidiva,
localizacion intravesical de la quinta recidiva, categoria T, categoria N, categoria M,
grado histoldgico, tratamiento efectuado (ningun tratamiento, reseccion transuretral,
cistectomia radical), realizacion de quimioprofilaxis, realizacion de
inmunoprofilaxis, quimioterapia sistémica adyuvante y radioterapia adyuvante.
Variables relacionadas con la sexta recidiva tumoral: fecha de la sexta recidiva,
localizacién intravesical de la sexta recidiva, categoria T, categoria N, categoria M,
grado histologico, tratamiento efectuado (ningin tratamiento, reseccion transuretral,
nefroureterectomia, cistectomia radical), realizaciéon de quimioprofilaxis,
quimioterapia sistémica adyuvante y radioterapia adyuvante.

Variables relacionadas con la séptima recidiva tumoral. fecha de la séptima
recidiva, localizacién intravesical de la séptima recidiva, categoria T, categoria N,
categoria M, grado histologico, tratamiento efectuado (ningiin tratamiento,

reseccion transuretral) y quimioterapia sistémica adyuvante.
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4.6. Evaluacion clinica y seguimiento de los pacientes:

La evaluacién clinica inicial llevada a cabo en los pacientes del estudio
consistié en: historia clinica completa, exploracién fisica urologica, y una serie de prucbas
complementarias de laboratorio y radioldgicas: hemograma, coagulacion, bioquimica
sanguinea completa, incluyendo cifras de urea y creatinina, sedimento de orina, urocultivo,
radiografia de toérax, citologia de orina, cistoscopia y urografia intravenosa, salvo en
aquellos pacientes con alergia conocida al contraste i.v., en los cuales se efectud ecografia
renovesical. El seguimiento de los pacientes tras la realizacién de la primera reseccion
transuretral se llevé a cabo del siguiente modo: 1) Cistoscopia trimestral durante el primer
afio post-RTU, cistoscopia semestral el segundo afio, y cistoscopia anual a partir del tercer
afio. En aquellos pacientes con intolerancia a la cistoscopia, el seguimiento se realizo
mediante ecografia vesical, siguiendo la misma pauta de revision; 2) Citologia de orina y
estudio de la funcidn renal mediante cifras sanguineas de urea y creatinina, cada seis meses
durante los dos primeros afios, y posteriormente cada afio; 3) Sedimento de orina semestral
durante los primeros dos afios, y anual a partir del tercer afio; 4) Urografia intravenosa
anual, los dos primeros afios tras la reseccion transuretral, posteriormente la urografia
intravenosa se realizé con una periodicidad bianual. Otras exploraciones complementarias
como TAC, RM, gammagrafia 6sea, pielografia retrgrada, pielografia anterdgrada por
catéter de nefrostomia, entre otras, fueron realizadas cuando se consideraron pertinentes, en
funcién de las manifestaciones clinicas y de los hallazgos de otras pruebas radiolégicas o de
laboratorio.

El seguimiento de los pacientes se consideré finalizado en la fecha de su
tltima visita a la consulta externa u Hospital, o en su defecto, en la fecha en la que tuvo
lugar el contacto teleféonico. En caso de muerte, cincer-relacionada o de otra causa, el
seguimiento se considero finalizado en la fecha de la muerte.

Se definid recidiva como la aparicidn de un nuevo tumor de estirpe urotelial,
en cualquier parte del tracto urinario. La variable progresion se definié como el incremento
de la categoria T, N 6 M, en cualquiera de las recidivas, o bien, la muerte cancer-

relacionada del paciente.
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El intervalo libre de recidiva de cada paciente, fue definido como el tiempo
transcurrido entre la reseccién transuretral del tumor vesical primario, y el diagnéstico de la
primera recidiva tumoral. El intervalo libre de progresion fue definido, como el tiempo
transcurrido entre la reseccion transuretral del tumor vesical primario y el momento en el
que se observo una progresion local, regional o a distancia (T, N 6 M), o la muerte cancer-

relacionada del paciente.

4.7. Tratamiento llevado a cabo en los pacientes del estudio:

a) Todos los tumores primarios fueron tratados mediante reseccion
transuretral, excepto un caso de CIS, en el que se aplicé BCG sin RTU previa. En todos los
casos, se realizo reseccion hasta pericisto, con biopsia del lecho tumoral. Ninglin paciente
fue sometido a tratamiento previo a la RTU del tumor primario.

b) Quimioprofilaxis e inmunoprofilaxis intravesical: La quimio y la
inmunoprofilaxis fueron iniciadas 3-4 semanas después de la RTU. La quimioprofilaxis se
realizo con Mitomicina C, Tiotepa, Cisplatino, Adriamicina, Epirrubicina o Mitoxantrone,
todos ellos aplicados en forma de instilaciones intravesicales; también se utilizd
quimioprofilaxis oral con Metotrexate. La inmunoprofilaxis se efectud con Interferon-o2b,
o con BCG. Las dosis y pautas de aplicacion de los distintos agentes, fueron muy variables,
y no se describen en este apartado, ya que el analisis de la efectividad terapéutica no forma
parte de los objetivos del estudio.

¢) Quimioterapia y radioterapia sistémicas adyuvantes: Aquellos pacientes
que recibieron quimioterapia sistémica adyuvante, fueron tratados siguiendo el protocolo
M-VAC, consistente en Metotrexate, Vimblastina, Doxorrubicina (Adriamicina) y
Cisplatino, aplicados en seis ciclos. El tratamiento radioterapico postoperatorio se efectud
mediante telecobaltoterapia; este fue empleado en muy pocos casos, y las dosis y ciclos
fueron muy variables.

d) Otros tratamientos: Durante el periodo de seguimiento de los pacientes

del estudio, algunos de ellos fueron sometidos a intervenciones quirfrgicas, como

76



Material y métodos

cistectomia parcial, cistectomia radical, nefroureterectomia, ureterectomia distal, etc.,
\ atendiendo a las particularidades clinico-evolutivas de cada paciente, y siguiendo el criterio

de los miembros del Servicio de Urologia.
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FIGURA 1: FICHA DE RECOGIDA DE DATOS SOBRE PACIENTES CON CANCER DE VEJIGA. MODELO ORIGINAL
/ DEL HOSPITAL XERAL-CIiES DE VIGO.
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4.8. Fuente de informacion:

En el Servicio de Urologia del Complejo Hospitalario Xeral-Cies, los datos
de todos los tumores vesicales se recogen en una ficha, cuyo disefio es original de dicho
Servicio, y que facilita el control, la clasificacion y el rapido acceso a los datos basicos del
seguimiento de dichos tumores (Figura 1). La recopilacion de los datos necesarios para el
estudio, fue efectuada mediante la revision de las historias clinicas guardadas en el Archivo
General del Complejo Hospitalario Xeral-Cies. Se revisaron historias clinicas en los
Archivos de otros Hospitales de la provincia de Pontevedra, para obtener los datos relativos
a aquellos pacientes, cuyo seguirﬁiento fue realizado en algun momento fuera del C.H.
Xeral-Cies. En aquellos casos en los produjo una pérdida de seguimiento, se intentd
establecer un contacto telefénico, con el paciente o con alguno de sus familiares, para
obtener los datos necesarios sobre los eventos ocurridos desde el Gltimo contacto, y para

conocer el estado del paciente.

FIGURA 2: FOTOGRAFIA A 40X DE UN TUMOR T1G3, CON UNA EXPRESION DE p53 DEL 100%,
Y UNA INTENSIDAD DE TINCION ELEVADA.
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FIGURA 3: FOTOGRAFIA A 40X DE UN TUMOR T1G3, CON UNA EXPRESION DE Ki67 DEL 40%,
Y UNA INTENSIDAD DE TINCION INTERMEDIA.

FIGURA 4: FOTOGRAFIA A 40X DE UN TUMOR TIG1, CON UNA EXPRESION DE p53 DEL 16%,
Y UNA INTENSIDAD DE TINCION INTERMEDIA.
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FIGURA 5: FOTOGRAFIA A 20X DE UN CARCINOMA IN SITU, CON UNA EXPRESION DE p53 DEL 20%,
Y UNA INTENSIDAD DE TINCION ELEVADA.

FIGURA 6: FOTOGRAFIA A 20X DE UN TUMOR T1G3, CON UNA EXPRESION DE Ki67 DEL 31 Yo,
Y UNA INTENSIDAD DE TINCION INTERMEDIA.
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4.9. Evaluacién anatomopatolégica y analisis inmunohistoquimico:

Las preparaciones histologicas de todos los tumores vesicales seleccionados,
conservadas permanentemente en los archivos del Servicio de Anatomia Patologica del
Complejo Hospitalario Xeral-Cies, fueron recuperadas para su reevaluacion. Todos los
tumores, papilares o sélidos, se graduaron originalmente en una escala de cuatro grados
histologicos siguiendo la propuesta de Ash publicada en 1940 (151), que parte de la
concepcién de que incluso los tumores papilares mejor diferenciados deben ser
considerados como carcinomas por su tendencia a recurrir localmente y elimina, por
consiguiente, la categoria de papiloma. Brevemente, los cuatro grados pueden definirse de
la siguiente forma (152):

Grado I: Tumor constituido enteramente por papilas regulares y frondosas,
con ejes fibrovasculares cubiertos por unas pocas capas de células transicionales uniformes
idénticas a las de la vejiga normal. Las mitosis son infrecuentes o inexistentes. No hay
necrosis.

Grado II: La configuracion papilar persiste, pero se aprecia un mayor
numero de capas y desorden celular. Los nicleos estin ligeramente aumentados de tamafio
con hipercromasia, y hay algunas figuras de mitosis.

Grado III: Puede haber arcas papilares, pero estdn distribuidas
irregularmente en un tumor mayoritariamente solido. El aumento de la relacion nucleo-
citoplasma es mas evidente y las mitosis se detectan con facilidad.

Grado IV: Las areas papilares son escasas o ausentes. La atipia y el
pleomorfismo celulares son tan marcados que es dificil reconocer la naturaleza transicional
de la neoplasia. Las mitosis son muy frecuentes y a menudo atipicas. Casi siempre, estos
tumores son ampliamente invasores.

En el estudio y la codificaciéon de los casos, se utilizo la graduacion
histolégica de la World Health Organization (WHO) (20), que divide los carcinomas
uroteliales de vejiga en tres grados, para lo cual, los grados IIT y IV de Ash se unificaron en
el grado 11 de la clasificacion de la WHO. El propdsito de dicha recodificacion, fue el de
formar grupos de tumores con el mayor niimero posible de casos, para facilitar el analisis

estadistico posterior.
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La estadificacion patolégica de los carcinomas se efectud de acuerdo con los
criterios de la American Joint Cancer Committee / Union Internationale Contre le Cancer
(AJCC/UICC), vigentes en el momento del diagnéstico del tumor. Posteriormente todos los
tumores fueron reclasificados, de acuerdo con la clasificacion de la AJCC/UICC publicada
en 1997 (153), dada la posibilidad de convertir automaticamente las categorias T, N y M de
las clasificaciones de 1987 (154) y 1992 (155), en la TNM de la Gltima clasificacién, de
1997.

El reducido nimero de Carcinomas uroteliales “in situ” puros (primarios)
recuperados, fueron etiquetados como tales siguiendo los criterios morfolégicos
tradicionales (156), es decir, la sustitucién total del urotelio original por células que
muestran los résgos motfolégicos del carcinoma, pero en una lesion en la que no se
observan mas alteraciones arquitecturales que un posible incremento en el niimero de capas
celulares (Figura 5). Debe subrayarse que el Carcinoma “in situ” (pTis) es diferente del
Carcinoma papilar que no invade el estroma (pTa) desde el punto de vista morfolégico, de
su historia natural y, probablemente, también en lo que atafie a la oncogénesis molecular.

Tras examinar microscopicamente todas las preparaciones originales tefiidas
con Hematoxilina-Eosina, seleccionamos una de ellas de cada caso para efectuar el
posterior estudio inmunohistoquimico. La seleccion se hizo exclusivamente atendiendo a la
cantidad de tumor presente y a la aparente viabilidad morfoldgica de las ¢élulas tumorales,
evitando en la medida de lo posible el artefacto térmico asociado a la reseccioén transuretral.

El procedimiento seguido para la inmunotincién es el que se refiere a
continuacion. Del bloque de parafina seleccionado, se obtienen secciones de 4 micras de
espesor con un microtomo. Dichas secciones son desparafinadas comenzando con su
incubaci6n en estufa a 60°C durante 12 horas, seguida de pases a través de xilol y etanol a
concentraciones decrecientes hasta su completa rehidratacion llegando a agua destilada. A
continuaciéon efectuamos sistematicamente una recuperacién o desenmascaramiento de
antigenos, particularmente necesario cuando se emplean tejidos que han permanecido
almacenados durante largos periodos de tiempo, como sucede en el presente estudio, y para
ello calentamos en olla a presion las preparaciones sumergidas en buffer Citrato 10 mM
(pH 6) o buffer EDTA 1mM (pH 8) durante 2-3 minutos a plena presién. Para la tincion

inmunohistoquimica propiamente dicha se utilizd un sistema automatizado comercial
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denominado Ventana NexES (Ventana Medical Systems, Inc. Arizona, EEUU). Este
sistema, tras un paso de desactivacién de la peroxidasa endégena, dosifica el anticuerpo
primario. Nosotros utilizamos dos anticuerpos monoclonales en este estudio:

1.- Proteina p53, clon DO-7, suministrado por Novocastra Laboratories,
Newecastle, Reino Unido (referencia NCL-p53-DO7). La dilucion de trabajo es de 1:25.

2.- Antigeno ki67, clon MIB-1, suministrado por Inmunotech, Marsella,
Francia (referencia PN IM0505). La dilucién de trabajo es de 1:100.

El tiempo de incubacién con estos anticuerpos primarios es de 30 minutos a
una temperatura de 40°C. Posteriormente, el sistema revela la reaccion inmunoldgica en el
tejido, mediante la técnica Avidina-Biotina-Peroxidasa, utilizando como cromégeno la
Diaminobencina (DAB), que precipita en el tejido dando lugar a un pigmento parduzco
estable e insoluble en disolventes organicos. Las preparaciones son contratefiidas con
Hematoxilina y finalmente son montadas por el procedimiento habitual.

La evaluacion cuantitativa y cualitativa del estudio inmunohistoquimico, se
llevé a cabo utilizando un microscopio éptico Olympus BX40, con objetivos de 4X, 10X,
20X y 40X.

Las variables microscépicas utilizadas en el estudio fueron: porcentaje de
nicleos celulares tefiidos con los marcadores p53 y ki67; intensidad de tincién nuclear con
los marcadores p53 y ki67; y por dltimo, tamafio del nicleo de las células tumorales.

El estudio inmunohistoquimico fue llevado a cabo por un solo observador,
con entrenamiento previo. Inicialmente se determind en nimero de nucleos celulares
existente en un campo microscépico de gran aumento (40X), utilizando preparaciones de
carcinoma de células transicionales de vejiga; para ello se escogieron de manera arbitraria
10 preparaciones pertenecientes a distintos casos, y en cada una de ellas se eligi6 al azar un
campo microscopico que contuviera exclusivamente células tumorales. La media
aritmética obtenida fue de 850 nicleos, siendo esta cifra utilizada en todos los calculos
efectuados en el estudio microscépico.

Se estudid cada una de las preparaciones tefiidas con p53 y ki67, localizando
en primer lugar las areas més profusamente tefiidas, con las lentes de pequefio aumento (4X
y 10X), y contando posteriormente el nimero de nucleos tefiidos, independientemente de la

intensidad de tincién de los mismos, en seis campos microscépicos de gran aumento
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(Figuras 2, 3, 4, 5 y 6). Finalmente, los cuatro campos con mayor numero de niicleos
celulares tefiidos, fueron utilizados para determinar el porcentaje medio de tincidn, de cada
uno de los marcadores. En caso de existir una gran desproporcion en el porcentaje de
nucleos tefiidos, entre unos campos y otros, se consideraron para el célculo de la media,
aquellos campos con mayor porcentaje. En aquellos casos en los que no se identificé un
numero suficiente de grupos de niicleos celulares, para estudiar seis campos de gran
aumento, se estudiaron aquellos campos existentes y con ellos se determind el porcentaje
medio de tincidén.

La valoracién de la intensidad de tincion nuclear con p53 y ki67 se efectud
mediante la asignacion semicuantitativa de cada caso, a cuatro niveles arbitrariamente
designados como: 0, 1, 2 y 3, tras la observacion de las preparaciones con la lente de gran
aumento (40X); representando el “0”, la no tincidn; el “1”, la tincidon minima; el *2”, la
tincién intermedia; y el “3”, la tincion maxima (Figuras 2, 3, 4, 5 y 6). El tamafio nuclear se
estratificd de manera subjetiva, en tres categorias: categoria 1: nicleo de pequeiio tamaiio;
categoria 2: nicleo de tamaifio intermedio; y categoria 3: nicleo de tamafio grande. La

valoracién del tamafio nuclear fue realizada utilizando la lente 40X.

4.10. Analisis estadistico:

Se realizé un estudio descriptivo de todas las variables incluidas en el
estudio, con su 95% intervalo de confianza. Las variables cuantitativas se expresan con sus
medidas de centralizacion y dispersion, utilizando en alguno de los casos la categorizacion
de las mismas en funcidn de su mediana o cuartiles. Las medias se presentan como media *
desviacién tipica. Para determinar el efecto de diferentes variables sobre el prondstico de la
enfermedad, realizamos un analisis de supervivencia con la metodologia Kaplan-Meier. Las
variables dependientes de interés han sido la supervivencia general y cancer-relacionada
tras el diagnostico, la presencia de recidiva del tumor, y la progresion de la enfermedad.
Para comparar las probabilidades de supervivencia acumulada, segun diferentes estratos de

las variables, se utilizd el test de log-rank. Se consideré estadisticamente significativo un
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valor de p < 0,05. Para determinar como la supervivencia, recidiva y progresién se ven
afectadas por otras covariables, y para controlar por el efecto confusor de las mismas, se
realizé un analisis de regresion de riesgos proporcionales de Cox. Dichos riesgos se
estimaron con su 95% intervalo de confianza. Se estimo a su vez el area bajo la curva ROC,
para predecir la probabilidad de supervivencia cancer-relacionada, recidiva y progresion,
respecto a los valores de p53 y ki67, estratificando por los diferentes estadios clinicos. El

analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 9.0 para Windows.
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5. RESULTADOS:

5.1. Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el estudio:

5.1.1. Caracteristicas sociodemograficas y habito tabaquico:

Un total de 219 pacientes fueron diagnosticados de tumor vesical primario,
en estadios Tis, Tl y T2a, de los cuales, 183 (83,56%) eran hombres y 36 (16,43%)
mujeres, con una proporcién hombre/mujer del 5,08/1. La edad media de presentacion fue
de 67,03 afios, con una desviacion tipica de 11,69 y una amplitud de 23 — 92 afios. La edad
media de presentacion fue de 66,05 *+ 11,64 afios en los hombres, y de 72 + 10,80 afios en
las mujeres.
El seguimient-o medio de los pacientes del estudio fue 79,95 meses
(amplitud: 0,26 — 151,34), que es equivalente a 6,7 afios.
En cuanto al habito tabiquico, 157 pacientes (71,68%) eran fumadores en
el momento del diagnéstico, siendo este habito mucho mas frecuente en hombres (83,24%),

que en mujeres (2,77%).

3.1.2. Caracteristicas clinico-diagnosticas:

Las manifestaciones clinicas relacionadas con el tumor vesical, mas
frecuentemente observadas en el momento del diagnostico fueron: hematuria macroscépica
asintomdtica en 165 pacientes (75,34%); macrohematuria acompaifiada de sindrome
miccional en 30 pacientes (13,69%), y sindrome miccional irritativo aislado, en 15
pacientes (6,85%).

Se realizé citologia de orina preoperatoria (miccional v/o de lavado) en 25

pacientes (11,41%). Esta prueba puso de manifiesto la existencia de células caracteristicas
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de carcinoma de células transicionales en 19 pacientes (8,67%); y fue negativa para

malignidad en 5 pacientes (2,74%).

Se efectud cultivo de orina en 172 pacientes (78,53%), siendo este negativo

en 162 casos (73,97%), mientras que en 10 pacientes (4,56%) se aisldo algin

microorganismo.

TABLA 4: CARACTERISTICAS CLINICAS Y EXPLORATORIAS. CAUSAS DE MUERTE
DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO.

YARLABLE FRET, (%) 5% LC.
» Macrchematuria asintomatica 165 (75,34) 69,31 - 80,71
MA}V[FESTACIONES » Macrohematuria + Sd. miccional 30 (13,69) 9.61-18,74
CLINICAS ¢ Sindrome miccional 15 (6,85) 4,03 -10,80
» Otras 9 (4,11} 202-740
¢ Positiva 19 (8,67) 5,46-12,97
CITOLOGIA ORINA | » Negativa 6 (2,74) 1,11 - 561
* No realizada 194 (88,58) 83,84 -9230
» Diagndstica de Trn. vesical 184 (84,01) 78,71 — 88,43
UROGRAFIA LV. » No diagndstica de Tm. vesical 26 (11,87) 8,07 - 16,67
* No efectuada 9 {4,11) 2,02-7240
¢ Diagndstica de Tm. vesical 219 (100,00) 98,64 — 100
CISTOSCOPIA ¢ No diagnostica de Tm. vesical 0 (0,00) 0,00- 1,36
TRACTO URINARIO | ° Normal N 2‘2 (256’29) 9?’3? - 278,?7
SUPERIOR « Uropatia obstructiva unilateral (3,65) 1716
 Uropatia obstructiva bilateral 1 {0,45) 0,02-2.23
*TUMOR VESICAL 45 (44,11%) 34,71 - 53,85
*OTROS TUMORES —
- NO UROLOGICOS 17 {16,66%) 10,35 -24,84
- UROLOGICOS 2 (1.96%) 0,33-632
«CARDIOVASCULAR 13 (12,74%) 7.27-20,30
CAUSA DE MUERTE eNEUROLOGICA 11 (10,78%) 5801797
sRESPIRATORIA 7 (6,86%) 3,05-13,10
oINFECCIOSA 3 (2,94%) 0,75-7,79
eTRAUMATICA 1 (0,98%) 0,05 4,74
«DESCONOCIDA 3 (2,94%) 0,75-7,79

La urografia intravenosa fue la técnica radiolégica mas habitualmente
utilizada para el diagndstico. Esta prueba fue diagnostica de tumor vesical en 184 casos
(84,01%), mientras que en 26 pacientes (11,87%) no fue 1til para este proposito. |

El estado del tracto urinario superior, evaluado mediante una prueba
radiologica, bien urografia, o bien ecografia, era normal en 210 pacientes (95,89%),
mientras que en 8 (3,65%), se observaba uropatia obstructiva unilateral, y en uno, uropatia
obstructiva bilateral.

La cistoscopia fue realizada en 219 pacientes (100%), y fue diagnostica de

tumor vesical en todos los casos.
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En la Tabla 4 se pueden observar los datos clinico-diagndsticos, entre otros,

de la poblacion del estudio.

5.1.3. Caracteristicas morfologicas del tumor vesical:

A. Tamaro tumoral:
Se encontraron 106 pacientes (48,40%) con tumores < 3 centimetros de
diametro maximo; 103 pacientes (47,03%) con tumores > 3 centimetros; y por Ultimo, en
10 pacientes (4,56%), el tamafio tumoral no fue descrito por el urdlogo que efectud la

reseccion transuretral.

B. Numero de tumores:
En lo que respecta al nimero de neoformaciones vesicales, en 141 casos
(64,38%) se observaron lesiones Unicas; en 69 casos (31,50%) se trataba de lesiones
maltiples; y en 9 pacientes (4,11%) no se observaba ningin tumor, ya que se trataba de

lesiones eritematosas planas, tipicas de carcinoma in situ.

C. Aspecto macroscépico del tumor:

Las lesiones de tipo papilar fueron las mas frecuentemente observadas en
los pacientes del estudio, hallaindose estas en 173 pacientes (78,99%), las lesiones sélidas,
observadas en 24 pacientes (10,96%), le siguen en frecuencia. Se encontraron lesiones
mixtas, de tipo sélido-papilar, en 12 casos (5,48%); lesiones planas en 9 casos (4,11%); y

por ltimo, una combinacidn de lesiones papilares y planas, en 1 paciente (0,45%).

D. Morfologia microscépica del tumor:
El estudio anatomopatoldgico identificd tumores papilares en 183 pacientes
(86,30%); tumores de morfologia solida en 18 casos (8,20%) y tumores mixtos, solido-

papilares en 11 casos (5,00%).
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TABLA 5: DISTRIBUCION DE LOS TUMORES SEGUN DIVERSOS CRITERIOS ANATOMICOS,
TOPOGRAFICOS, Y DE ESTADIFICACION CLINICA.

-
VARLABLE PREC (%) | SBLE
‘\
o Papilar 173 (78,99) Y7322 84,00
* Solido 24 (10,96) : 7.31-15,63
ASPECTO . . : ’
» Papilar y sélido ‘ 12 (548) 3,00-9.13
MACROSCOPICO |« Plano | 9 (@11 © 202-740
| Papilar y plano X 1 (0,45} f002-223
’ " e Papilar 183 (86,30) [ 78.20-88,03
MORFOLOGIA i = Papilar y sélido i 18 (8,20) b 5,10-12,44
MICROSCOPICA '~ « Solido : 11 (5,00) | 267-856
. » Desconocida 7 (3,20) | 1,41-6,22
CORRESPONDENCIA | -+ Si correspondencia ] 191 (87,21) |\ 82,29-91,16
MACRO-MICROSCOP. » No comrespondencia 28 (12,78) i 8.84-1771
= Cara lateral izquierda | 91 (41,55) 35,15- 48,17
* Trigono 88 (40,18) | 3384-4678
' » Cara lateral derecha 83 (37,90} 1 31,65 -44.46
lﬁgf#t}lﬁ%gop‘ = Cara posterior 63 (28,76) 23,06 - 35,03
¢ Cara anterior 48 (21,92) 16,81 - 27,76
e Cuello 39 (17,80) 13,16 - 23,30
e Fondo - clipula 14 (6.39) 3,68-10,25
e Positiva (CIS) 10 (4,56) 2,34-798
?L%TT%K]TICAL o Negativa (No CIS) 185 (84.47) 79.22 - 8882
® No realizada 24 (10,96) 7,31 - 15,63
® Presencia de CIS = 4 (2,18) 0,69-5,18
ESL;QETI}[EERETRA s Ausencia de CIS # 103 (56,28) 49,02 - 63,34
» Desconocido 76 (41,53) 34,55 -48,77
® £ 3 centimetros 106 {48,40) 41,82 — 55,02
TAMANO TUMORAL o > 3 centimetros 103 (47,03) 40,48 - 53,66
& No conocido 10 (4,56) 234798
o Unicos 141 (64,38) 57,87 — 70,52
N° TUMORES » Maltiples 69 (31,50) 25,61 -37.88
# Ninguno (Lesion plana) 9 (4,i1} 2,02-740
o Tis 9 (@11} 2,02-7.40
?ggﬁgl:&nv o Tl 175 (79,90) 7421 - 84,82
*T2a 35 (15,98) 11,57 21,28
s Gl 20 (9,13) 5,82-13,51
gi‘sf'&l'%(l)JOGlCO e (G2 129 (58,50) 52,29-65,28
. G3 70 (31,96) 26,04 - 38,36
* CIS 9 (4,11 2,02-7.40
« TiG1 20 (9,13) 5,82 -13,51
DlSTR[BU(;]ON POR « TIG2 121 (55,25) 48.61-61,74
CATEGORIAS TG ¢ TIG3 34 (15,52) 11,17-20,78
e T2a(G2 8 (3,65) 1,71 - 6,81
o T2a(3 27 (12,33) 8,45-17,19

E. Correspondencia macro-microscopica:
Se encontr6 correspondencia morfolégica macro-microscdpica en 191
tumores (87,21%), mientras que en 28 tumores (12,78%), las caracteristicas morfologicas

microscopicas no se correspondian con aquellas observadas por endoscopia.
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S.1.4. Caracteristicas topograficas del tumor vesical:

Las caracteristicas topograficas tumorales mas destacadas, se recogen de

forma resumida en la Tabia 3.

A. Localizacion intravesical del tumor:

La cara lateral izquierda de la vejiga fue el lugar de asentamiento mas
frecuente de los tumores, hallindose esta comprometida en 91 ocasiones (41,55%); le
siguen en frecuencia el trigono, afectado en 88 casos (40,18%), y la cara lateral derecha en
83 (37.90%). La ubicacion menos frecuente de los tumores vesicales fue el area de fondo-

capula, en la que se observé tumor en sélo 14 ocasiones (6,39%).

B. Biopsia aleatoria de mucosa vesical:
La biopsia en mapa de la mucosa vesical, permitié identificar un carcinoma
in situ secundario en 10 ocasiones (4,56%); mientras que esta fue negativa en 185 casos

(84,47%). En 24 pacientes la biopsia vesical aleatoria no fue efectuada.

C. Estado de la uretra prostdtica:
En los pacientes varones, se observé carcinoma in situ secundario de uretra
prostatica tan solo en 4 biopsias (2,18%); mientras que en 103 casos (56,28%) no se hallé
carcinoma in situ concomitante en dicha localizacion. En 72 pacientes, el estado de la uretra

prostatica era desconocido, ya que no se realiz6 biopsia-reseccién de la misma.

5.1.5. Estudio inmunohistoquimico de p53 y ki67 en los tumores de la muestra:
Se observé inmunotincién positiva para p53 (p53>0%), en el 75,34% de los

tumores de la muestra (165/219). Dividiendo la muestra por categorias T, se identificé una

expresion de p53>0% en el 77,78% (7/9) de los pacientes de la categoria Tis; en la
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categoria T1 p53 era >0% en el 73,71% (129/175); y por Gltimo, en la categoria T2a, la

inmunotincion de p53 era >0% en el 82,86% de los casos (29/35).

TABLA 6: MEDIDAS DE CENTRAL]ZACIﬂN Y DISPERSION DE LOS VALORES DE p53 Y ki67 EN LOS DISTINTOS
ESTADIOS CLINICOS DEL CARCINOMA DE CELULAS TRANSICIONALES DE VEJIGA.

| pED | (967
CATEGORIA TG | = P ; —

s | viemasea | PPEREES  sampmun o spte | bt | FSELCIN | AMPLITUD
CATEGORIATIGL | 901 | 066 | 3,43 0,00-12,70 7,46 482 875 023-3454
CATEGORIA T1G2 l 20,1 129 | 2.1l 000-9596 | 1496 | 1109 | 1501 | 000-6752
CATEGORIA T1G3 % 36,42 16,31 ‘ 36,18 0,00-100 2407 ‘ 21,84 | 17,11 1 0,58 - 65,36
CATEGORIA T2aG2 13,00 | 3,03 26,03 0,00 - 76,58 2589 | 18,82 24,72 . 6,54 -8290
CATEGORIA T2aG3 | 5047 | 6235 39,58 0,00-99,09 | 3877 38,43 2443 | 650-8925
CATEGORIA CIS 15,68 2,00 25,56 0,00-61,72 24,43 11,88 1 27,06 ] 0,00 - 81,29
ESTADIO T1 13,55 1,56 26,24 0,06- 100 15,87 1,17 15,53 ‘ 0,00 -67.52
ESTADIO T2a 41,90 30,24 39,90 0,00 - 99,09 35,82 26,39 ) 2474 1 6,54 - 8925
TODOS 18,17 2,00 30,49 0,00 - 100 19,41 11,88 i 19.21 0,00 - 89,25

Diferencias de p53 inter-grupos: p = 0,0000 Diferencias de ki67 inter-grupos: p = 10,0000

En el caso de ki67, un 98,63% de los tumores (216/219) presentaban
inmunotincién positiva (ki67>0%). Examinando cada una de las categorias tumorales de
manera aislada, hemos observado que en la categoria Tis, ki67 era >0% en el 88,89% (8/9);
en la categoria T1, un 98,86% (173/175) de los casos presentaba una tincién de ki67>0%; y
finalmente, en la categoria T2a, ki67 era >0% en el 100% de los tumores (35/35).

En la Tabla 6 se puede observar, de manera sintética, el porcentaje de
expresion de los marcadores tumorales p53 y ki67, en cada uno de las categorias tumorales
evaluadas en el estudio, asi como en la totalidad de la muestra. De cada categoria se estudio
la media, la mediana, la desviacion tipica, la amplitud del intervalo en el que se
encontraban los valores, y la significacion estadistica de las diferencias existentes entre las

distintas categorias tumorales.
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5.1.6. Estadificacion de los tumores vesicales:

A. Distribucion de los tumores vesicales primarios en funcion de su estadio
infiltrativo y su grado histologico:

Siguiendo la clasificacién TNM para el cancer de vejiga, la distribucion de

los tumores estudiados, seglin su estadio infiltrativo (categoria T), fue la siguiente: 9

pacientes (4,11%) presentaban un tumor en estadio Tis; en 175 pacientes (79,90%) el tumor
se hallaba en estadio T1; por Gltimo, en 35 pacientes (15,98%), el estadio era T2a.

Para determinar el grado de malignidad histologica, se utilizaron los criterios

de la WHO, encontrandose 20 pacientes (9,13%) con tumores G1; 129 pacientes (58,90%)

con tumores G2; y 70 pacientes (31,96%) con tumores pertenecientes a la categoria G3.

B. Distribucion de los tumores vesicales en funcion de la categoria TG:
La distribucioén de los pacientes del estudio, en funcion de la estadificacion

tumoral de los mismos se puede observar en la Tabla 5.

5.1.7. Tratamiento efectuado en los tumores primarios:

A. Caracteristicas generales del tratamiento:

Todos los pacientes fueron inicialmente sometidos a reseccion transuretral
del tumor primario, excepto uno, que fue tratado mediante BCG intravesical, sin cirugia
previa. En 186 pacientes (84,93%), la reseccion transuretral se acompafié de algin
tratamiento adyuvante con inmunoterapia o quimioterapia, tanto intravesical como
sistémica. En los 32 pacientes restantes (14,61%), se realizé solamente reseccién
transuretral.

Se realizd quimioterapia sistémica segin el protocolo M-VAC, en 3
pacientes (1,37%) con tumores de la categoria T2a, mientras que 53 pacientes (24,19%),
fueron sometidos a inmunoterapia intravesical adyuvante; 30 de ellos (13,69%) con BCG, y
los otros 23 (10,50%) con Interferon-c2b. Todos los demas pacientes fueron tratados de

manera adyuvante con instilaciones intravesicales de diversos farmacos quimioterapicos.
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En la Tabla 7 se puede observar de manera detallada, la distribucion de los
pacientes en funcion del tratamiento efectuado. También se refleja en esta misma tabla, el

tratamiento llevado a cabo en los diferentes estadios clinicos.

TABLA 7;: TRATAMIENTO EFECTUADO EN LOS TUMORES PRIMARIOS, SEGUN EL ESTADIO CLINICO.

CATEGORIN |
TUMORAL | TRATAMIENT® FRET, (%) % LT
1. RTU + MITOMICINA C 13 (65.00%) | 42698322
CATEGORIA |2. RTU + IFN-g2b | 4Q000%) | 669-4148
TIGI 3. RTU+EPIRRUBICINA L 1(500%) | 025-22.28
4. OTROS | 2(000%) | 171-2928
1. RTU + MITOMICINA C [ 79 (65.28%) | 5648 173.36
.12 RTU+BCG 14 (11.57%) 6741822
CATEGOA 13, RTU + IFN-c2b 11 (9,09%) 4871525
4. RTU + ADRIAMICINA 8 (6.61%) 311- 1216
5. OTROS 9 (7.43%) 369—13.21
1. RTU+ MITOMICINA C 14 @1.17%) | 2568—58.11
CATEGORIA {2. RTU+BCG 12 (3529%) | 2072-52.27
TIC3 3. RTU +IFN-2b S (14.70%) 5592963
4. OTROS 3 (3.81%) 2292216
|1. RTU AISLADA 4 (5000%) | 1840-8159
C'“:T'Zgz““ 2. RTU +MITOMICINA C 3 (37.50%) | 10.56—72.20
- 3. RTU+ QUIMIOTERAPIA SIST. | 1 {12.50%) 0,62 — 48,02
| 1. _RTU AISLADA 73 (85,18%) | 6802-95.11
CA;ESG(;R'A 2. RTU +QUIMIOTERAPIASIST. | | (3.70%) 0.18— 16.94
3. OTROS 3 (11,10%) 2.90 - 27.33
1. _RTU + BCG 3 (33.33%) 927 66.76
CARCINOMA |2. RTU + MITOMICINA C 2 @222%) | 391-5620
INSITU  |3. RTU + IFN-o2b 2 (2222%) 391 - 56.20
4. OTROS 2 (22.22%) 391 — 56.20
1. RTU AISLADA 12 (1461%) | 1039-19.76
2. RTU+MITOMICINA C 12 (51.14%) | 4452-57.72
3. RTU+BCG 30 (13.69%) 9561 — 1874
4 RTU+IFN-a2b 23 (10.50%) 6.94— 15,10
5. RTU + ADRIAMICINA 9 (4,11%) 202 - 7,40
2%':%&%8 6. RTU+ EPIRRUBICINA 4 (1.82%) 0.58 - 4.34
7. RTU + MITOXANTRONE 4 (1.82%) 0.58— 434
8. RTU+METOTREXATE 1 (0.45%) 0,02-223
9. RTU + QUIMIOTERAPIA SIST.
(M-VAC) 3 (1,37%) 0,35 3,68
10.  BCG SIN RTU 1 (0.45%) 002223

B. Modalidades terapéuticas utilizadas en las diferentes categorias TG:

En la categoria T1G1, la reseccion transuretral seguida de profilaxis
intravesical con Mitomicina C, fue realizada en 13 pacientes (65%), y constituye el
tratamiento mas frecuentemente utilizado en este tipo de tumores. Le sigue en frecuencia la
reseccion transuretral asociada a inmunoprofilaxis con Interferén-o2b, utilizada en 4
pacientes (20%).

En la categoria T1G2, 79 pacientes (65,28%) fueron tratados mediante

reseccion transuretral y quimioprofilaxis con Mitomicina C intravesical, constituyendo con
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mucho, la modalidad terapéutica mas habitual. La reseccion transuretral seguida de
instilaciones con BCG, representa la segunda variante terapéutica en frecuencia, con 14
pacientes (11,57%}; siendo la tercera, con 11 pacientes (9,09%), la asociacion de reseccion
transuretral e Interferén-o2b.

En la categoria T1G3, la reseccion transuretral asociada a quimioprofilaxis
con Mitomicina C, realizada en 14 pacientes (41,17%), representa el tratamiento mas
frecuente. La reseccion transuretral e inmunoprofilaxis con BCG, ocupa el segundo lugar
con 12 pacientes (35,29%).

En los tumores T2a(G2, se realizé reseccion transuretral aislada en 4
pacientes (50%), y fue el tratamiento mas habitual en este grupo de tumores.

En los tumores de la categoria T2aG3, al igual que en el grupo anterior, la
reseccién transuretral aislada constituye el tratamiento mas frecuente, y fue efectuado en 23

pacientes (85,18%).

5.1.8. Caracteristicas descriptivas de los eventos: muerte, recidiva vy
progresion:

5.1.8.1. Distribucion de la causa de muerte por grupos etiologicos:

En el momento de la finalizacién del estudio, 102 pacientes (46,57%) habian
fallecido. El tumor vesical fue la causa de la muerte en 45 pacientes (44,11%), y constituyo
la causa de muerte mas habitual.

La patologia oncolégica no vesical, tanto uroldgica como extrauroldgica,
representd la segunda causa de muerte en frecuencia, observandose en 19 pacientes
(18,62%); mientras que 13 pacientes (12,74%) fallecieron a consecuencia de enfermedades
cardiovasculares.

En la Tabla 4 se muestran las distintas causas de muerte de los pacientes del

estudio y sus respectivas frecuencias y 95% IC.
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5.1.8.2. Recidiva:
A. Probabilidad de recidiva tumoral en los distintos estadios clinicos y categorias
tumorales:
El carcinoma in situ y los tumores en estadio T2a, fueron los grupos que
recidivaron con mas frecuencia. En la otra vertiente se encuentran los tumores T1, con una
probabilidad de recidiva mucho menor que los anteriores. Las distintas categorias de

tumores T1 (T1G1, T1G2 y T1G3), mostraron una probabilidad de recidiva similar entre si.

TABLA §: CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS DE LA RECIDIVA TUMORAL EN LOS PACIENTES DEL ESTUDIO.

[
VARNLAGBLE FREC (%) ! 5% L
» Si 112 (51,14) 44,52 -57,72
E)él:;ggl& * NO 102 (46,57) 40,03 — 53,20
» NO CONOCIDA 5 (2.28) 0,84 — 4,98
* UNA 47 (41,96) 33,08 - 51,25
s DOS 31 (27.67) 19,99 - 36,50
* TRES 14 (12,50) 7.29-19,62
. » CUATRO 10 (8,93) 4621533
N"RECIDIVAS « CINCO 2 (178) 0.30-5.77
« SEIS 4 (3,57 1,14 - 8,39
« SIETE 2 (1,78) 0,30-5,77
« DESCONOCIDO 2 (1,78) 0,30-5.77
» MISMO LUGAR 70 (62,50) 53,26 — 71,09
;‘giﬁﬁ‘?&%&“}v A | *DIFERENTE LUGAR 21 (18.75) 12,32 -26,77
s DESCONQCIDO 21 (18,75) 12,32 -26,77
+CIS 7 (77,78) 43,79 96,09
«T1G1 10 (50,00) 28,86 71,13
, «T1G2 55 (45,45) 36,74 — 54,38
CATEGORIATG | +TIG3 15 44.12) 26256095
» T2aG2 6 (75,00 38,83 -95,57
» T2aG3 19 (70,37) 51,38 — 85,18
» TOTAL 112 (51,14) 44,52 57,72
1161 UNICO 8 (50,00) 26,58 - 73,41
MULTIPLE 2 (66,66) 13,20-98,33
G2 UNICO 22 (30,55) 20,76 — 41,88
MULTIPLE 33 (71,74) 57,52 - 83,29
T1G3 UNICO 6 (40,00) 18,09 - 65,46
RECIDIVA SEGUN MULTIPLE L,, 7 (43,75) 21,54 - 68,05
CATEGORIA TG - R A
Y N° TUMORES UNICO 6 (75,00) 38,83 - 95,57
T2aG2 - - .
MULTIPLE ——
UNICO 17 (70,83) 50,63 - 86,25
T2aG3 - ———
MULTIPLE | 2 (66,66) 13,20 - 98.33
UNICO | 60 (43,79) 35,66 - 52,19
TOTAL | SN P
MULTIPLE | 45 (65,22) 53,45-75,73
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Se detecto recidiva tumoral en 7 pacientes con carcinoma in situ, lo cual
representa un 77,78%, asi como en 19 pacientes (70,37%) encuadrados en la categoria
T2aG3. Estas cifras contrastan con la recidiva observada en el estadio T1, que se produjo

en 55 casos de la categoria T1G2, afectando al 45,45% de los pacientes de esta categoria.

B. Caracteristicas clinicas y anatémicas de las recidivas tumorales:

La cifra total de pacientes que presentaron recidiva tumoral fue de 112
(51,14%). En 47 pacientes (41,96%) se diagnosticé sélo una recidiva durante el tiempo de
seguimiento; 31 pacientes (27,67%) presentaron dos recidivas; y 14 pacientes (12,50%)
presentaron tres recidivas. El nimero de pacientes fue disminuyendo progresivamente con
cada recidiva, siendo siete el nimero maximo de recidivas detectadas en los pacientes del
estudio.

En 102 pacientes (46,57%) no se diagnosticd ninguna recidiva, durante todo
el periodo de seguimiento; en los 5 pacientes restantes (2,28%) se desconoce, por diversos
motivos, si tuvo lugar alguna recidiva.

Un total de 70 pacientes (62,50%) presentaron un primer episodio de
recidiva tumoral, en la misma regién vesical donde se diagnosticd el tumor primario,
mientras que 21 pacientes (18,75%), desarrollaron su primera recidiva en un area de la
vejiga diferente a la del tumor primario. En los 21 pacientes restantes (18,75%), que
presentaron al menos una recidiva tumoral, no se pudo determinar la localizacion exacta de
este primer episodio recidivante.

En la Tabla 8 se pueden observar, de manera resumida, algunos aspectos

relacionados con la recidiva, clasificados segin su frecuencia y su 95% 1.C..

5.1.8.3. Progresion de las categorias Ty M, en funcion del estadio clinico del tumor:

Los tumores en estadio T2a y el carcinoma in situ, son los que mostraron
una probabilidad mas elevada de desarrollar progresion tumoral, a expensas de un

incremento en la categoria T, en la M, o en ambas.
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TABLA 9: PROGRESION CLINICA DE LOS PACIENTES CON CARCINOMA DE CELULAS TRANSICIONALES

DE VEJIGA, EN FUNCION DEL ESTADIO CLINICO DEL TUMOR.

PROCRESION CLINICA

CATEGORIA T CATEGORiAM |  CATEGORIAS  PROGRESION
FREC.(%) | 95%LC. | FREC.(%) | 95%1C. . FREC.(%)  95%LC. | FREC.(%) | 95%IC.
! | !

CIS» 4 (44,44%) 116,04 - 75,95 1 (11,11%) | 0,55-43.86 } L (1L,1%) " 0,55-4386 4 (44,44%) | 16,04-7595
TIGI 3(1500%) | 3963561 | 1(500%) | 025-2228 | 1 (500%) , 025-2228 | 3 (1500%) 3963561
TIG2 22 {18,18%) § 12,06 - 25,81 lg (9,91%) 5481625 | 12 (9,91%) 5,48 — 16,25 ] 24 (19,83%) i 13,45- 27,65
TIG3 9 (26,47%) i 13,75 - 43,05 4 (11,76%) | 3,85-2598 : 4 (1 1,76%) ‘ 3,85-2558 ‘ 10 (29,41%) | 16,01 - 46,19
T2aG2 2 (2500%) | 442-61.16 | 1 (12,50%) | 062-4802 | 0 (0,00%) | 000-3123 | 3 (37,50%) | 10,56 7220
T2aG3 13 (48,14%) | 29,98 — 66,69 7 (25,92%) | 12,10 — 44,67 6 (22,22%) ;! 9,53 - 40,60 15 (55,55%) | 36,73-73.24

* (Carcinoma in situ)

En el grupo de tumores T2aG3, 15 pacientes (55,55%) desarrollaron

progresion tumoral; 13 de ellos (48,14%) presentaron progresion de la categoria T; 7

(25,92%) presentaron progresion en la categoria M; y por dltimo, 6 pacientes (22,22%)

desarrollaron una progresion en ambas categorias.

Entre los pacientes con carcinoma in situ, se detectd progresion tumoral en 4

de ellos (44,44%). En las 4 ocasiones (44,44%), esta progresion se produjo en la categoria

T; siendo 1 de ellas (11,11%) una progresion de la categoria T y de la M.

Entre los tumores clasificados dentro del estadio T1, fueron los T1G3 los

que presentaron una mayor frecuencia de progresion (29,41%).

En la Tabla 9 se puede observar de manera detallada, la frecuencia con la

que los distintos grupos de tumores, desarrollan progresion de las categorias T y M.
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3.2. Estudio de supervivencia:

En este estudio se consideraron dos tipos diferentes de supervivencia, tanto
en el andlisis univariado como en el multivariado:

- Supervivencia general: Aquella supervivencia en la que el evento
muerte, describe todas las muertes acontecidas durante el
seguimiento de los pacientes, se hallen relacionadas o no con el
cancer de vejiga.

- Supervivencia cancer-relacionada: Para estudiar este tipo de
supervivencia, solo se consideran aquellas muertes ocasionadas por
el cancer de vejiga.

En el analisis de supervivencia, tanto en su forma univariada, como
multivariada, se han considerado solamente los tumores pertenecientes a las categorias T1 y

T2a. Los pacientes con carcinoma in situ se han analizado independientemente.

5.2.1. Analisis univariado:

La supervivencia general del carcinoma de células transicionales de vejiga,
en estadios T1 y T2a, tras un periodo de seguimiento de 5 afios (60 meses), fue del 68,48%.
La supervivencia observada a los 12 afios (144 meses) de seguimiento fue del 46,62%.

Si consideramos como muerte, solamente aquellas atribuibles al cancer
vesical, la supervivencia cancer-relacionada a los 5 afios (60 meses) de seguimiento, fue del
82,96%, mientras que la supervivencia cancer-relacionada encontrada a los 12 afios de
seguimiento fue del 74,78%. Es importante sefialar que a partir de los 9 afios de
seguimiento no se produjo ninguna muerte atribuible al cancer de vejiga.

En la Tabla 10 se puede observar la probabilidad de supervivencia general y
cancer-relacionada, al final del seguimiento, asi como las cifras de supervivencia
intermedias.

Teniendo en cuenta solamente los tumores de la categoria T1, la

supervivencia general observada a los 5 afios fue del 75,60%, vy a los 12 afios, del 53,14%.
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La supervivencia cancer-relacionada a los 5 afios fue del 89,51%, y a los 12 afios de

seguimiento, del 80,68%.

TABLA 10: PROBARBILIDAD DE SUPERVIVENCIA GENERAL Y CANCER-RELACIONADA
DEL CARCINOMA DE CELULAS TRANSICIONALES DE VEJIGA (T1Y T2a).

NS DFE PROBARILIDAD BE SUPERVIVENCIA
SEGUINIENT® - GENERML CANCERLEBLATIONADS

12 92,86% 96,11%
24 86,19% | 91,65%
36 79,49% ‘ $8,03%
48 71,83% 84,67%
60 68,48% 82,96%
72 65,61% 81,80%
84 59,67% 79,36%
96 55,83% 78,57%

108 51,81% 74,78%

120 48,04%

132 46,62%

144 46,62% 74,78%

5.2. 1.1, Supervivencia cincer-relacionada:

El analisis univariado realizado mediante la metodologia Kaplan-Meier,
utilizando variables epidemiolégicas, clinicas y topograficas, mostré unas cifras de
supervivencia cancer-relacionada al cabo de uno, 5 y 12 afios, que se observan reflejadas en
la Tabla 11.

Si consideramos solamente aquellos tumores pertenecientes a la categoria
T1, la variable nimero de neoformaciones vesicales, muestra una relacion estadisticamente
significativa con la supervivencia (Test Log rank = 4,62; p = 0,0316), mientras que la
categoria TG pierde su significacidn estadistica (Test Log rank = 4,47; p = 0,1069). Del
mismo modo, pierden su significacién las variables tamafio tumoral (Test Log rank = 3,27,
p = 0,0704), y clinica de presentacién (Test Log rank = 1,93; p = 0,1648). La localizacion
tumoral (cara anterior vs. otra localizacion) (Test Log rank = 0,00; p = 0,9970), la

localizacién de la primera recidiva (Test Log rank = 2,33; p = 0,1265), el sexo (Test Log
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rank = 0,75; p = 0,3876), el habito tabaquico (Test Log rank = 3,72; p = 0,0536), y la
duracion de los sintomas (Test Log rank = 0,12; p = 0,7267), que no mostraron relacion con
la supervivencia en el estudio de todos los tumores, tampoco lo hicieron al considerar el
estadio T1 aisladamente.

Sexo, habito tabaquico, categoria TG (T2aG2 vs. T2aG3), tamafio tumoral y
nimero de tumores, fueron las variables clinico-epidemioldgicas estudiadas en los tumores
del estadio T2a. Ninguna de estas variables mostré una relacién estadisticamente

significativa con la supervivencia cancer-relacionada, en los tumores de esta categoria.

TABLA 11: PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA CANCER-RELE_\C[ONADA AL CABO DE UNQ, 5 Y 12 ANOS,
EN FUNCION DE VARIABLES CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS ¥ DE SEGUIMIENTO (T1 Y T2a).

PROBARILIDAD BE SUPERYIVENCIA i
CACER-RELACICNADA | STEST LOG AN
WARIABLE ————— e Y ALOR DE
-y = y O A @
1 AS@ 5A%08 12 A808
SEXO HOMBRES 96,53% 84,13% 75,56% * Lag rank = 1,24
MUJERES 93,84% 76,62% 68,55% * p=0.2651
TABACO FUMADOR 96,03% 86,24% 71.22% * Log rank = 2,60
NO FUMADOR 95.96% 74,85% 67,10% s p=0,1071
TiG1 100% 100% 91,67%
T1G2 97,38% 89,67% 82,76%
E*iTinDc]g TIG3 100% 82.89% 63.75% : :;‘;gor;o";‘o: 49.16
T2aG2 100% 62,50% 62,50% (#)
T2aG3 79,23% 38,74% 38,74% (%)
NUMERO UNO 94,65% 83.45% 78,72% o Log rank = 0,62
DE TUMORES MAS DE UNO 98 48% £1,93% 66,36% * p=0,4297
TAMANO <3CM. 98,05% 91,73% 83,75% ® Log rank = 10,21
TUMORAL >3CM. 93,55% 72,85% 63,99% * p= 00014
CLINICA DE ASINTOMATICA 96,07% 85.43% 78,67% e Log rank = 4,53
PRESENTACION i{’.‘é’&%&’,ﬂ 95.45% 75.79% 59.94% o p=0,0334
DUR.A!?[(’)N DE <6 MESES 96,77% 84,53% 76.41% ¢ Log rank = 0,90
LOSSINTOMAS | 5 ¢ MESES 90,89% 77,83% 68,91% * p=0,344t
LOCALIZACION CARA ANTERIOR 90,41% 74,86% 63,35% (tt) . Log rank=2,46
DEL TUMOR | 9TRA LOCALIZ. 97.46% £5,30% 71,55% *p=0,1170
LOCSEIE:CION MISMO LUGAR 94,09% 74,38% 61,64% « Log rank = 1,08
RECIDIVA (* | DISTINTO LUGAR 94,74% 63,16% 50,53% (s+) | *P=02979

(*)  Supervivencia a los 10 afos.

(*%)

Supervivencia a los 11 afios.

(%) Con respecto al tumor primario.
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Los resuitados de supervivencia céncer-relacionada obtenidos, utilizando

variables anatomopatologicas, e inmunohistoquimicas, relacionadas con p53 y ki67, se

exponen en la tabla 12.

TABLA 12: PROBABILIDAD DE SUPERYIVENCIA C[\NCER—R'ELACIONADA AL CABO DE UNO, 5 Y 12 ANOS,
EN FUNCION DE VARIABLES ANATOMOPATOLOGICAS E INMUNOHISTOQUIMICAS (T1 Y T2a),

PROBABILIBAD BE SLPERYIVENCIA

CANCPERRELACTONARY OTEST LOG RANK
VARIABLE e SYALGR O p
i 1430 5 A%08 12 A% ¢
|
ASPECTO PAPILAR ‘ 99,38% 87,42% ' 79,73% o Log rank = 19,92
MACROSCOPICO SOLIDO 71,48% 51,06% 51,06%(s) | *p=00000
MORFOLOGIA PAPILAR 99 42% 88,68% 80,25% » Log rank = 36,50
MICROSCOPICA SOLIDO 73,78% 46,00% 39,43%  p=0,0000
) CATEGORIA T1 98,17% 89,51% 80,68% « Log rank =37,13
CATEGORIA T - Of
CATEGORIA T2a 84,43% 44,59% 44,59% (»») | *P=10,0000
GRADO1 100% 100% 92,37%
GRADO » Log rank =17,48
HISTOLOGICO GRADO 2 97,55% 87,81% 68,65% « p= 00002
GRADO 3 92,37% 68,65% 55,27%
PEQUENO 98,18% 86,32% 84,22%
TAMANO NUCLEAR | INTERMEDIO 95,32% 85,33% 76.52% : tc;gﬂrggll)(f 18,57
GRANDE 95.24% 58,73% 30,45% (%)
EXPRESION DE p$3 $2% 97.11% 92,98% 89,52% « Log rank = 20,16
>2% 95,08% 72,90% 59,77% * p=10,0000
<0.2% 98,00% 95.91% 95,91%
EXPRESION DE p53 0,2-2% 96,26% 50.17% 83.81% o Log rank = 30,46
EN CUARTILES 2-14% 100% 80,90% 70,38% (xs) | ©P=0,0000
>14% 90,30% 65,00% 47,38%
DEBIL 98,31% 90,96% 75,56% (*%)
ﬁ:gfg;“gg;’ :53 INTERMEDIA 91,88% 78.98% 78,98% : ';180’3'1’:‘; 8,88
MAXIMA 95.08% 67.05% 56.07% '
<12% 98.08% 92,92% 89,22% o Lo rank = 12.74
EXPRESION DE ki67 g g
>12% 94,09% 72,39% 64,81% = p =0,0004
<5% 98,11% 96,11% 91,29%
EXPRESION DE ki¢7 | 5—12% 98,08% 89,54% 76,97% » Log rank = 20,71
EN CUARTILES 12-27% 94,03% 78,88% 76,56% o p=0,0001
>27% 94,15% 65,85% 57,95%
DEBIL 100% 100% 100% (##)
INTENSIDAD DE s Log rank = 3,64
TINCION CON ki67 INTERMEDIA 100% 95,00% 89,06% . p=0.1619
MAXIMA 96,00% 81,28% 72,46%

(*) Supervivencia a los 9 afios.
(**) Supervivencia a los 11 afios.
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Cuando realizamos el estudio considerando solamente los tumores en estadio
T1, se observan diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la supervivencia,
para la variable tamafio del nucleo celular (Test Log rank = 17,72; p = 0,0001), y
morfologia microscopica (Test Log rank = 6,74; p = 0,0094), mientras que las variables
grado de malignidad histologica (Test Log rank = 447, p = 0,1069) y aspecto
macroscopico del tumor (Test Log rank = 0,00; p = 0,9686), pierden su significacién

estadistica.

El aspecto macroscopico de la lesion tumoral, muestra una relacidn
estadisticamente significativa (Test Log rank = 4,08; p = 0,0433) con la probabilidad de
supervivencia cancer-relacionada, en el estadio T2a. Para las variables grado histologico
(Test Log rank = 1,73; p = 0,1878), morfologia microscépica (Test Log rank = 1,08; p =
0,2990) y tamaifio nuclear (Test Log rank = 0,36; p = 0,8337), no se observa una relacién

significativa con la supervivencia, en dicho estadio clinico.

TABLA 13: PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA CANQER-RELACIONADA EN EL ESTADIO T1,
AL CABO DE UNO, 5Y 12 ANOS, EN FUNCION DE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS,

PROBARILIDAD BE S PERYIVENCIA ]
VARIABLE CANCER-RELACIONADS | CUESTLOGRANK
& s [ -
VALDOR
 1a%o 5 A%0S ases ||° DE p
EXPRESION DE ps3 $2% 98.90% 96,52% 94,70% * Log rank = 20,71
>2% 97,24% 80,92% 62,92% * p=0,0000
£02% 97,83% 97,83% 97,83%
EXPRESION DE p53 0,2-2% 100% 95,22% 91,82% ® Log rank = 28,41
EN CUARTILES 2-14% 100% 84,95% 72,85% (+) | *P=00000
>14% 93,44% 75,30% 41,42%
EXPRESION DE kig7 L5127 98,90% 95,28% 1 87,54% » Log rank = 6,89
>12% 97,26% 82,24% 71,92% * p=0,0057
$5% 98,04% | 9595% 91,09%
EXPRESION DE ki67 | S—12% 100% 94,20% 52,65% o Log rank = 13,56
‘EN CUARTILES 12-27% 95,06% : 86,91% 84,11% o p=0,0036
»27% 100% 76,14% 55,47%

(*) Supervivencia a los 11 afios.

Si tenemos en cuenta sélo los tumores vesicales clasificados como TI,
observamos que tanto la expresion de la proteina p53 en cuartiles (Test Log rank = 28,41; p

= 0,0000), como la expresion de ki67 en cuartiles (Test Log rank = 13,56; p = 0,0036),
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siguen manteniendo una relacion estadisticamente significativa con la supervivencia
cancer-relacionada. Los resultados de las variables inmunohistoquimicas en el estadio T1,
se exponen en la Tabla 13.

Considerando aisladamente los tumores de la categoria T2a, comprobamos
que, no solo no existe una relacion estadisticamente significativa, entre porcentaje de
expresion nuclear de p53 (Test Log rank = 2,90; p = 0,4069) y ki67 (Test Log rank = 0,80;
p = 0,6715) y la supervivencia cancer-relacionada del paciente, sino que los distintos
intervalos, conformados por los cuartiles de ambos marcadores, se entrecruzan entre si en la
representacion grafica de Kaplan-Meier y se distribuyen de manera anarquica, sin sentido
clinico.

El resto de las variables inmunohistoquimicas analizadas para la categoria
T2a: expresion de p53 (< 6 > 2%), expresion de ki67 (£ 6 > 12%), intensidad de tincién con
p33, e intensidad de tincion con ki67, no mostraron relacion alguna con la supervivencia
cancer-relacionada, en el estadio T2a.

El analisis de supervivencia cancer-relacionada de los pacientes con
carcinoma in situ, no permite medir diferencias entre grupos, debido al reducido nimero de
pacientes.

Merece la pena destacar, por la elevada significacion estadistica alcanzada
en el estudio univariado de supervivencia cancer-relacionada, y su gran importancia clinica,
algunas variables como, el estadio clinico del tumor, la expresion de p53 en cuartiles y la
expresion de ki67 en cuartiles. A continuacion se muestra la representacion grafica de
dichas variables, pudiéndose observar en todas ellas un efecto “dosis-respuesta” muy

llamativo (Figuras 7, 8 y 9).
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FIGURA 7: PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA CANCER-RELACIONADA

Probabilidad de supervivencia

EN FUNCION DE LA CATEGORIA TG
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FIGURA 8: PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA CANCER-RELACIONADA

Probabilidad de supervivencia

EN FUNCION DE LA EXPRESION DE p53 EN CUARTILES.
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FIGURA 9: PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA CANCER-RELACIONADA
EN FUNCION DE LA EXPRESION DE ki67 EN CUARTILES.

Probabilidad de supervivencia del cancer de vejiga

en funcién de la expresién de ki67 en cuartiles
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Test log rank=20,71; p=0,0001

5.2.1.2. Supervivencia general:

Para el estudio de este tipo de supervivencia, se realizé un analisis
univariado mediante la metodologia de Kaplan-Meier.

En la Tabla 14 se expone un listado de aquellas variables que mostraron una
influencia estadisticamente significativa, en la supervivencia general de los pacientes con
cancer de vejiga.

Si para el estudio univariado, consideramos solamente los tumores
pertenecientes al estadio T1, observamos que las variables que modifican de manera
significativa la supervivencia general de los pacientes son: nimero de tumores vesicales
(Test Log rank = 5,64; p = 0,0175); tamafio del nicleo celular (Test Log rank = 12,76; p =
0,0017); expresion de p53 (£ 6 > 2%) (Test Log rank = 12,13; p = 0,0005); expresion de
p53 en cuartiles (Test Log rank = 18,22; p = 0,0004); expresion de ki67 (< 6 > 12%) (Test
Log rank = 9,08; p = 0,0026); y por ultimo, expresion de ki67 en cuartiles (Test Log rank =
12,07; p=0,0072).
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En el andlisis univariado de supervivencia general, efectuado con los

tumores del estadio T2a, ninguna de las variables analizadas, modificaba la supervivencia

de manera estadisticamente significativa.

TABLA 14: VARIABLES QUE MUESTRAN UNA RELACION ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA

CON LA PROBABILIDAD DE SUPERVIVENCIA GENERAL (T1 Y T2a).

PROBABILIDAD BE S PERVIVENCLA

1
VARIABLE ! . e T oVALORDE
‘ 1450 1 sa%os 12 ASOS .
TAMAKO S3CM. [ 9615% . T7.88% 61,34% « Log rank = 11,42
TUMORAL >3CM. 88,54% L 6042% 32,70% = p=0,0007
TIG1 100% 88,89% 76,05%
TIG2 94,02% 75,21% 53,07%
ESTADIO » Log rank = 39,74
CLINICO TIG3 96,97% 69,70% 40,48% . B 0,000
T2aG2 100% 57,14% 42,86% (%)
T2aG3 73,08% 30,77% 17,58% (++)
ASPECTO PAPILAR 96,97% 73,94% 52,76% * Log rank = 18,98
MACROSCOPICO | séLIDO 60,87% 39,13% 18,55% () | *P=0,0000
MORFOLOGIA PAPILAR 96,57% 74,29% 51,98% * Log rank = 18,00
MICROSCOPICA SOLIDC 67,86% 39,26% 23,95% = p=0,0000
. CATEGORIA T1 95,24% 75,60% 53,14% -
CATEGORIA T - - * Log rank = 22,70
CATEGORIA T2a 78,79% 36,36% 22,31% (++) | *P=0,0000
GRADO | 100% 88,85% 76,05%
R BGICO GRADO 2 94,40% 74,40% 52,59% . ';“f.,’;ﬁ.‘,‘( 2ol
GRADO 3 38,06% 51,87% 25,62% ’
. PEQUERO 94,74% 71,93% 56,23%
R INTERMEDIO 93,08% 70,77% 48,17% s
GRANDE 86,96% 46,20% 0% (%)
EXPRESION 2% 92,52% 73.83% 62,05% o Log rank = 12,83
DE p53 >2% 93,20% 62,88% 27,96% * p=0,0003
$02% 94,23% 76,92% 68,98%
g’é‘;‘;fsml‘f 0,2-2% 90,91% 70,91% 55.92% o Log rank = 21,42
EN CUARTILES 2-14% 98,00% 73,57% 32,98% (%) = p = 10,0001
>14% 86,79% 52,83% 24,15%
EXPRESION <12% 95,28% 78,30% 56,77%  Log rank = 14,00
DE ki67 >12% 90,38% 58.41% 36,37% * p= 10,0002
<5% 96,30% i 83,33% 71,62%
g)él:‘l%SION 5-12% 94,23% | 73.08% 4142% * Log rank = 20,32
12-27% 88,46% 65,38% 43,80% o p=0,0001
EN CUARTILES
>27% 92,31% 51,32% 28,50%

(*) Supervivencia a los 10 aiios.
(**) Supervivencia a los 11 afios.
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5.2.2. Analisis multivariado:

5.2.2.1. Supervivencia cdncer-relacionada:

Se realizo un estudio multivariado de supervivencia, mediante analisis de
regresion de Cox, de manera escalonada, para determinar que variables predecian la
mortalidad cancer-relacionada.

Efectuando una andlisis de regresion de Cox, para predecir mortalidad,
ajustando por sexo, edad, expresion de p53 en cuartiles, y expresion de ki67 en cuartiles, se
observé que la edad (RR = 1,06; p = 0,0013), la expresion de p53 (p = 0,0128), la expresion
de p53 entre 2-14% (RR = 5,18; p=0,0371), y la expresion de p53 > 14% (RR =9,77; p =
0,0036), predecian de manera significativa la mortalidad céncer-relacionada, de los
pacientes con carcinoma de células transicionales de vejiga. La expresion de ki67 > 27%
presenta un RR de 2,92, pero no muestra significacion estadistica, aunque se halla muy
proxima a la misma (p = 0,0725).

Si afiadimos la variable categorica, estadio clinico (categoria TG), al andlisis
de regresion de Cox; las covariables que muestran capacidad para predecir mortalidad
cancer-relacionada, son la edad (RR = 1,06; p = 0,0034), la expresion de p53 entre 2-14%
(RR = 5,14; p = 0,0400), y la expresién de p53 > 14% (RR = 6,49, p = 0,0248). La
expresion de ki67 > 27% muestra un RR de 2,12, pero no presenta significacion estadistica
(p = 0,2359). Dentro de la variable categoria TG, es importante hacer mencion de la
categoria tumoral T2aG3, que aunque no presenta influencia estadisticamente significativa
en la supervivencia (p = 0,2639), presenta un riesgo relativo (RR) de 3,59.

Posteriormente hemos efectuado un andlisis de regresion de Cox,
considerando todas aquellas variables, que de manera clasica han sido involucradas en el
prondstico de supervivencia del carcinoma de células transicionales de vejiga: edad, sexo,
estadio clinico, tamafio tumoral (>3 cm vs. €3 cm), nimero de tumores vesicales, aspecto
macroscOpico de la lesidn y morfologia microscopica del tumor; y hemos afiadido al
estudio, dos variables inmunohistoquimicas: expresion nuclear de p53 en cuartiles y

expresion nuclear de ki67 en cuartiles.
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Como resultado hemos observado, que la edad (RR = 1,05; p = 0,0130), la
expresion de p53 entre 2-14% (RR = 6,66; p = 0,0194), y la expresion de p33 > 14% (RR =
71,71; p = 0,0197), son las variables que predicen de modo significativo la mortalidad
cancer-relacionada. Destaca, por otra parte, la multifocalidad tumoral, que se encuentra
muy préxima a la significacion estadistica (RR = 2,49; p = 0,0585), y la morfologia
microscopica sélida, que aunque no alcanza significacion (p = 0,0941), presenta un RR de

3,80. Los resultados generales, obtenidos por este conjunto de variables quedan reflejados
en la Tabla 15.

TABLA 15: ANALISIS DE REGRESION DE COX PARA PREDECIR MORTALIDAD CANCER-RELACIONADA
EN LOS ESTADIOS T1 Y T2a, CONTROLANDO POR EDAD, SEXO, CATEGORIA TG, TAMARO
TUMORAL, NUMERO DE TUMORES, ASPECTO MACROSCOPICO, MORFOLOGIA MICROSCOPICA,
EXPRESION DE p53 EN CUARTILES Y EXPRESION DE ki67 EN CUARTILES.

YARIABLE % IC | P
SEXO (Q / &) 1,84 0,72 — 4,70 0,2037
EDAD 1,05 1,01 — 1,10 0,0130
CATEGORIA TG 0,9053
T1G1 1
T1G2 0,73 0,08 — 6,42 0,7836
T1G3 1,12 0,10 - 6,99 0,7617
T2aG2 1,20 0,12-14,88 0,8857
T2aG3 1,50 0,16 —21,57 0,7654
N* TUMORES 2,49 0,97 — 6,41 0,0585
mas de uno / uno)
TAMANO
TUMORAL (>3 /<3 em) 1,81 0,74 — 4,40 0,1898
ASPECTO
MACROSCOPICO 1,34 0,47 3,85 0,5833
(sélido / papilar)
MORFOLOGIA
MICROSCOPICA 3,80 0,79 — 18,14 0,0941
(sélido / papilar)
EXPRESION DE p53 0,0946
0-0,2% 1
0,2-2% 3,89 0,72 — 20,95 0,1131
2-14% 6,66 1,36 - 32,72 0,0194
> 14% 7,71 1,38 — 42,96 0,0197
EXPRESION DE Ki67 0,8686
0-5% 1
5-12% 0,79 0,20 - 3,01 0,7307
12-27% 1,17 0,33-4,10 0,8034
>27% 1,17 0,31 -4,42 0,8115
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Se realizdé un anélisis de regresion de Cox, prescindiendo de la variable
categoria TG, y utilizando en su lugar las variables categoria T (T1 vs. T2a) y grado
histolégico (G1, G2, G3). Se ajusto por sexo, edad, categoria T, grado histolégico, tamafio
tumoral (>3 cm vs. €3 cm), numero de tumores (mas de uno / uno), aspecto macroscopico,
morfologia microscépica, expresion de pS3 en cuartiles, y expresién de ki67 en cuartiles.
Segln este analisis, las variables que predicen de manera independiente la supervivencia
cancer-relacionada son: edad (RR = 1,05; p = 0,0114); expresién de p53 entre 2-14% (RR =
6,74; p = 0,0186); y expresion de p53 >14% (RR = 8,06; p = 0,0157). El grado histolégico
(p = 0,9545) y la categoria T (p = 0,3446), no muestran relacion significativa con la
supervivencia cancer-relacionada, como ocurria antes de dividir categoria TG en dos
variables. Si recodificamos la variable grado en dos grupos (grupo 1: G1 y G2; grupo 2:
G3), y posteriormente realizamos una andlisis de regresion de Cox, ajustando por las
mismas variables, la categoria T y el grado histoldgico, siguen sin mostrar influencia
significativa en la probabilidad de supervivencia céncer-relacionada.

Se efectud un andlisis de regresion de Cox, considerando solamente aquellos
tumores pertenecientes a la categoria T1, para determinar qué variables podian ser
utilizadas para predecir mortalidad cancer-relacionada, en esta categoria tumoral. Se realizé
el andlisis controlando por un nimero progresivo de variables, que se pensé, podrian estar
en relacion con la mortalidad cancer-relacionada de los pacientes encuadrados en el estadio
T1.

Uno de los analisis de regresion de Cox, realizados en el estadio T1, se llevé
a cabo controlando por las variables: edad, sexo, categoria TG (s6lo las diversas categorias
de T1), nimero de tumores vesicales (mas de uno / uno), tamafio tumoral (>3 / <3 cm),
aspecto macroscopico de la lesidn, morfologia microscopica del tumor, expresion de p53 en
cuartiles y expresion de ki67 en cuartiles. Las variables que mostraron capacidad para
predecir mortalidad céncer-relacionada en T1 fueron: edad (RR = 1,07; p = 0,0263),
tamafio tumoral >3 cm (RR = 3,37; p = 0,0180), morfologia microscopica sélida (RR =
40,99; p = 0,0009), expresion de p53 (p = 0,0053), expresién de pS53 entre 2-14% (RR =
21,66; p = 0,0092) y expresion de p53 > 14% (RR = 41,84; p = 0,0022). Merece la pena

resefiar la variable sexo, que aunque no alcanza el nivel de la significacién estadistica,
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presenta un RR de 2,27 (mujer-hombre), el mas elevado de todos los hallados en el estudio,
para esta variable. Las demas variables analizadas no exhibieron capacidad para predecir la
mottalidad céncer-relacionada, de manera estadisticamente significativa. Estos resultados

se pueden ver recogidos en la Tabla 16.

TABLA 16: ANALISIS DE REGRESION DE COX PARA PREDECIR MORTALIDAD CANCER-RELACIONADA
EN EL ESTADIO T1, CONTROLANDO POR EDAD, SEX0Q, CATEGORIA TG, TAMANO TUMORAL,
NUMERO DE TUMORES, ASPECTO MACROSCOPICO, MORFOLOGIA MICROSCOPICA,
EXPRESION DE p53 EN CUARTILES Y EXPRESION DE ki67 EN CUARTILES.

il
VARIABLE ' 5% 0C B
SEXO (@ / ) . 2,27 } 0,68 — 7,57 0,1818
EDAD 1,07 1,01 —1,14 0,0263
CATEGORIA TG 0,8137
TIGt ]
TIG2 0,63 0,09 - 5,20 0,5874
TIG3 1,07 0,10- 528 0,4231
N*TUMORES 2,49 0,89 — 6,96 0,0808
(més de uno / ung)
TAMANO
TUMORAL (>3 /<3 cm) 3,37 1,23-925 0,0180
ASPECTO
MACROSCOPICO 0,33 0,02 — 4,30 0,4009
(s6lido / papilar)
MORFOLOGIA
MICROSCOPICA 40,99 4,58 — 366,67 0,0009
(sélido / papilar)
EXPRESION DE p53 0,0053
0-0,2% 1
02-2% 4,82 0,45 - 52,02 0,1945
2-14% 21,66 2,14-218,90 0,0092
> 14% 41,84 3,84 — 45526 0,0022
EXPRESION DE Ki67 0,5326
0-5% 1
5-12% 0,63 0,15-2,68 0,5351
12 -27% 0.49 0,11-217 0,3504
>27% 1,17 0,30 — 4,53 0,8143

Cuando se efectud un analisis de regresion de Cox en los tumores del estadio
T2a, controlando por las variables: edad, sexo, categoria TG (T2aG2 vs. T2aG3), tamafio
tumoral (>3 / <3 cm), expresion de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en cuartiles; se

observé que la edad (RR = 1,07; p = 0,0432), y la categoria T2aG3 (RR = 1091; p =
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0,0182), eran las unicas variables con capacidad para pronosticar la mortalidad cancer-

relacionada de manera estadisticamente significativa, en el estadio T2a.

5.2.1.2. Supervivencia general:

Para estudiar la supervivencia general del cancer de vejiga, hemos efectuado
un analisis de regresion de Cox, considerando las variables: edad, sexo, estadio clinico,
tamafio tumoral (>3 cm vs. €3 c¢m), numero de tumores vesicales (mas de uno / uno),
aspecto macroscopico de la lesion, morfologia microscopica del tumor, expresion nuclear
de p53 en cuartiles y expresion nuclear de ki67 en cuartiles.

Como resultado hemos observado, que solamente la edad muestra una
relacion estadisticamente significativa con la supervivencia (p = 0,0000). Destacan, por otra
parte, la categoria tumoral T2aG3, que aunque tiene un valor de p = 0,3377, presenta un RR
de 1,87; la expresion nuclear de ki67 > 27%, con un RR de 2,05 y una p = 0,0708; y por
nltimo, el tamafio tumoral >3 cm, que se halla cercano a la significacion estadistica (p =
0,0543; RR = 1,63) . Los resultados generales, obtenidos por este conjunto de variables
quedan reflejados en la Tabla 17.

Posteriormente se efectué un analisis de regresion de Cox, considerando
solamente aquellos tumores pertenecientes al estadio T1, para determinar qué variables
pueden ser utilizadas en la prediccion de mortalidad, en esta categoria tumoral. Se realizo el
andlisis controlando por un niimero progresivo de variables, que se pensd, podrian estar en
relacion con la mortalidad general de los pacientes encuadrados en el estadio T1.

Uno de los analisis de regresién de Cox, realizados en el estadio T1, se llevé
a cabo controlando por las variables: edad, sexo, estadio clinico (sélo las diversas
categorias de T1), nimero de tumores vesicales (mas de uno / uno), tamaiio tumoral (>3 /
<3 cm), aspecto macroscopico de la lesion, morfologia microscépica del tumor, expresion
de p53 en cuartiles y expresién de ki67 en cuartiles. En este analisis la expresion de p53 >
14% probé su capacidad para predecir la mortalidad, de manera estadisticamente
significativa (RR = 3,44; p = 0,0093); dicha capacidad también fue observada en la variable
edad (RR = 1,08; p = 0,0000), y en la variable tamafio tumoral >3 ¢m (RR = 1,88; p =
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0,0260). Las demas variables analizadas no exhibieron capacidad para predecir la
mortalidad, de manera estadisticamente significativa; aunque la expresion de p53

considerada globalmente (p = 0,0654), se encontrd al borde de dicha significacion.

TABLA 17: ANALISIS DE REGRESION DE COX PARA PREDECIR MORTALIDAD GENERAL
EN LOS ESTADIOS T1Y T2a, CONTROLANDO POR SEXQ, EDAD, CATEGORIA TG,
TAMANO TUMORAL, NUMEROQ DE TUMORES VESICALES, MORFOLOGIA
MACRO Y MICROSCOPICA, Y EXPRESION DE p53 Y ki67 EN CUARTILES.

ARIABLE RR | 9B . P
SEXO0 (Q / &) | 098 1053181 09486
EDAD 1,06 11,04-109 | 0,0000
CATEGORIA TG — e 0,3041
TI1G1 |  R—
T1G2 1,02 1035-299 10,9609
TI1G3 0,86 10,26-286 | 0,8132
T2aG2 0,72 10,16 -3,25 0,6716
T2aG3 1,87 [0,52-6,77 0,3377
TAMANO
TUMORAL (3 /<3 em) 1,63 10,99—2,69 0,0543
N”TUMORES 1,07 10,66—1,74 0,7811
{mas de uno / uno)
MORFOLOGIA
MICROSCOPICA 1,43 ]0,48-427 0,5163
(s6lido / papilar)
ASPECTO
MACROSCOPICO 1,65 10,80-3,43 0,1740
(sélido / papilar)
EXPRESION DE p53 0,6526
0-02% !
02-2% 1,29 [0,62-2,66 0,4887
2-14% 1,20 10,59-2,42 0,6111
> 14% 1,66 |0,73—3,77 0,2201
EXPRESION DE Ki67 0,3139
0-5% 1
5-12% 1,59 |0,77-3,32 0,2094
12-27% 1,41 10,68-2,91 0,3489
>27% 2,05 {0,94—4,46 0,0708

Se realizd un estudio de supervivencia, considerando solamente los tumores
pertenecientes al estadio T2a, para determinar que variables podian ser dtiles para predecir
la mortalidad en este estadio clinico. Para ello se llevé a cabo un analisis de regresion de
Cox, incluyendo un nimero progresivo de variables en el estudio.

Cuando se efectud un andlisis de regresion de Cox en los tumores del estadio

T2a, controlando por las variables: edad, sexo, categoria TG (T2aG2 vs. T2aG3), tamafio
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tumoral (>3 / €3 cm), expresién de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en cuartiles; se
observd que la categoria T2aG3 (RR = 8,47; p = 0,0057) era la unica variable con
capacidad para pronosticar la mortalidad, de manera estadisticamente significativa, en el
estadio T2a.

En la Tabla 17A podemos observar todas las variables que muestran una
asociacion independiente con la supervivencia céncer-relacionada y la supervivencia

general, en cada uno de los grupos analizados.

TABLA 17A: VARIABLES INDEPENDIENTES DE SUPERVIVENCIA,

VARIABLES INDEPENDIESTES | RR 5% 0C P
SUPERVIVENCIA CANCER-RELACIONADA
| EDAD 1,05 | 101-1,10 ‘I 0,0130
ESTADIOS T1y T2a | EXPRESION p532-14% 666 | 1,36-3272 0 00194
EXPRESION p53 >14% 7,71 138-4296 | 00197
EDAD 107 7 Loi-L14 | 00263
TAMANQ TUMORAL >3 cm b337 1,23-925 ] 0,0180
MORFOL. MICROSC. SOLIDA | 40,99 4,58-366,67 i 0,0009
ESTADIO T1 EXPRESION p53 | J— ; 0,0053
EXPRESION p53 2-14% 21,66 2,14-21890 { 0,0092
EXPRESION p53 >14% 41,34 3.84-45526 . 00022
EDAD 1,07 L00-1,15 1 00432
ESTADIO T2a GRADO HISTOLOGICO 3 1091 | 150-7940 ¢ 00182
SUPERVIVENCIA GENERAL

ESTADIOS T1y T2a | EDAD 1,06 1,04-1,09 0,0000
EDAD 1,08 1,04—1,12 0,0000
ESTADIO T1 TAMARNO TUMORAL >3 ¢m 1,88 1,08-329 0,0260
EXPRESION p33>14% 1,44 1,35—8.72 0,0093
ESTADIO T2a GRADO HISTOLOGICO 3 8,47 1,86 -38,63 0,0057

5.2.3. Curvas ROC de supervivencia cancer-relacionada:

Se realizaron curvas ROC para predecir supervivencia cancer-relacionada en
los diferentes estadios clinicos del tumor, en funcién de los valores de p53 y ki67.
Asimismo, se calculd el area existente bajo cada una de las curvas ROC, para conocer la
capactdad de p53 y ki67 a la hora de predecir mortalidad cancer-relacionada.

- El 4rea observada bajo la curva de p53 en los diferentes estadios clinicos,

fue la siguiente: tumores pertenecientes al estadio T1: area = 0,799;
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categoria T1GI1: 0,899; categoria T1G2: 0.818; categoria T1G3: 0,575;
categoria T2aG2: 0,600; categoria T2aG3: 0,675; categoria CIS: 0,375.
- En el caso de ki67, se encontraron las siguientes areas, bajo las curvas
obtenidas en cada uno de los estadios: tumores pertenecientes al estadio T1:
0,704; categoria T1GI: 0,611; categoria T1G2: 0,713; categoria T1G3:
0,635; categoria T2aG2: 0,467; categoria T2aG3: 0,604; categoria CIS:
0,250.
En las Figuras 10 y 11 se pueden observar las curvas ROC de p53 y ki67
para predecir supervivencia cancer-relacionada en el estadio T1 y en la categoria T1G2.
Ambas variables se representan conjuntamente, con el proposito de facilitar la comparacion

entre las mismas.

FIGURA 10: CURVA ROC DE SUPERVIVENCIA CANCER-RELACIONADA
EN EL ESTADIOTI.

Curva ROC de p53 y ki67 para predecir supenivencia

cancer-relacionada en el estadio T1

1,00
75+
,50 =
@ 254 k67
= Area=0,704
o] e
B p53
0,00 Area=0,799
L J L Ll Ll
0,00 25 50 75 1,00

1 - Especificidad
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FIGURA 11: CURVA ROC DE SUPERVIVENCIA CANCER-RELACIONADA

Sensibilidad

EN LA CATEGORIA T1G2.
Curva ROC de p53 y ki67 para predecir supenivencia

cancer-relacionada en la categoria T1G2

1,00
75+
50
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Aea=0,713
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5.3. Estudio de recidiva:

El estudio de recidiva se realizo, tanto en su forma univariada, como
multivariada, considerando los estadios T1 y T2a de forma conjunta. Los casos de

carcinoma in situ fueron analizados de manera independiente.

3.3.1. Analisis univariado:

La probabilidad de ausencia de recidiva de los pacientes con tumores T1 y
T2a, al cabo de 5 afios (60 meses) de seguimiento fue del 51,80%, y tras 12 afios (144
meses), del 42,71%. Considerando solamente los pacientes en estadio T1, el porcentaje de
pacientes que no presentaron recidiva al cabo de 12 afios, fue de 48,47%.

A partir de los 9 afios de seguimiento, no se desarrolla recidiva en ningun
paciente, tanto si consideramos los tumores del estadio T1, como si consideramos los
estadios T1 y T2a conjuntamente.

Se realizo el estudio univariado de recidiva, utilizando la metodologia de
Kaplan-Meier. Para este estudio, se emplearon una serie de variables clinico-patologicas e
inmunohistoquimicas, y se determiné como influia cada una de ellas por separado, en la
probabilidad de ausencia de recidiva.

Las variables clinico-patologicas analizadas se reflejan en la Tabla 18, con
sus correspondientes datos de seguimiento al cabo de uno, 5 y 12 afios, el test de Log rank y
el valor de la “p”. Se pueden observar en dicha tabla, todas las variables clinico-patoldgicas
analizadas de manera univariada, demostrandose en la mayoria de ellas una influencia
estadisticamente significativa en la probabilidad de ausencia de recidiva.

Merece la pena hacer una especial mencion de la probabilidad de ausencia
de recidiva, calculada en funcién del estadio clinico del tumor (Test Log rank = 22,65; p =
0,0001), pues se observd que durante los tres primeros afios de seguimiento, la probabilidad
de recidiva siguid un curso paralelo a la categoria tumoral, siendo esta mas baja en la
categoria T1G1 y mas elevada en T2aG3. A partir del tercer afio de seguimiento, esta

tendencia sufrié una variacion, y aunque los tumores infiltrantes presentaron recidiva en
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mas ocasiones que los superficiales, entre estos Gltimos no se produjo una relacién lineal,

entre el grado histoldogico y la probabilidad de recidiva, de modo que entre los tumores del

estadio clinico T1, fueron los tumores T1GI, los que mayor probabilidad de recidiva

mostraron al cabo de 12 afios.

TABLA 18: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE RECIDIVA AL CABO DE UNO, 5 Y 12 ANQS, EN FUNCION

DE VARIABLES CLiNICO-PATOLOGICAS (ESTADIOS T1 Y T2a).

AUSENCIA DE RECIDIVA OIS O RANK
VARIABLE . o ,
5 O
14Se safes | masos OVALORDE p

TIG1 100% : 66,80% ! 42,51%

TIG2 83,59% | 5513% L 48 TI%
gﬂ&‘l“c'g TIG3 71.59% 64,66% | 52.84% : L"gorgg"]": 22,65

| p=0,

T2aG2 50,00% 50,00% 18,75% (s+)

T2aG3 56,68% 20,35% 20,35% (aawe)
TAMANO <3ICM. 88,29% 61,38% 51,88% * Log rank = 9,21
TUMORAL >3 CM. 70,82% 44,31% b 3477% * p=0,0024
NUMERO UNO 79,69% 6147% L 5191% « Log rank = 7,61
DE TUMORES MAS DE UNO 80,74% 37,89% 28,15% « p=0,0058
ASPECTO PAPILAR 83,59% 56,77% 46,78% s Log rank = 10,45
MACROSCOPICO ["56L1p0 52,94% 3176% 26,74% (+ee) | * P =0,0012
MORFOLOGiA | PAPILAR 83,33% 56,72% | 46,50% * Log rank = 12,73
MICROSCOPICA [ 56110 56,15% 31,58% 27.07% * p=0,0004

CATEGORIA T1 83,83% 57,98% 48,47% =
CATEGORIA T ’ - © Log rank =20,31

CATEGOR{A T2a 54.68% 2831% 19,81% (veex) | *P=0,0000

GRADO 1 100% 66,80% 42,51%
GRADO Py s Log rank = 6,54
HISTOLOGICO GRADO 2 81,41% 54,87% 46,56% o p 20,0380

GRADO 3 69,62% 42,37% 36,72%
LOCALIZACION CARA ANTERIOR 67.34% 33,39% 21,25% » Log rank = 13,15

DEL TUMOR OTRA LOCALIZ. 82.89% 58.33% 49 46% * p=0,0003
) MACROHEMATURIA

CLINICA DE ASINTOMATICA 83.41% 51,77% 46,30% o Log rank = 12,86
PRESENTACION [ oo inica 58,71% 27.45% 1 27.45% *p=00003
DURACION DE <6 MESES 78,99% 54,45% 46,75% « Log rank = 2,07
LOSSINTOMAS | 5 ¢ MESES 79,42% 43.92% 31,06% * p=0,1502
BIOPSIA CIS 56,25% 22,50% 00,00% (*) * Log rank = 10,70
ALEATORIA NO CIS 82,07% 56,40% 47,29% *p=0.0011

(*) Ausencia de recidiva a los 7 akios.
(%)  Ausencia de recidiva a los 9 aios.
(**%) Ausencia de recidiva a los 10 afios.
(#*xx) Ausencia de recidiva a los 11 ahos.
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El grado histolégico mostré una relacion estadisticamente significativa con
la probabilidad de ausencia de recidiva (Test Log rank = 6,54; p = 0,0380); y se observd
que ia probabilidad de permanecer libre de recidiva, es similar en los grados G1 y G2, tras
12 afios de seguimiento (42,51% vs 46,56%).

En lo que respecta a las variables inmunohistoquimicas, tanto la expresion
de p53 (< 0 > 2%), como la expresion de p53 en cuartiles, y la expresion de ki67 en
cuartiles, presentaron una influencia estadisticamente significativa, en la probabilidad de
ausencia de recidiva del carcinoma de células transicionales de vejiga, tal y como se
observa en la Tabla 19.

La expresion de p53 (£ 0 > 2%) mostré una influencia estadisticamente
significativa en la probabilidad de ausencia de recidiva (Test Log rank = 8,16; p = 0,0043);
de modo que en los tumores con una expresién de p53 < 2%, se observé una probabilidad
no recidivar del 51,02%, al cabo de 12 afios, mientras que aquellos tumores con una
expresion de p33 > 2%, permanecieron libres de recidiva sélo en el 34,10% de los casos,

tras 11 afios de seguimiento.

TABLA 19: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE RECIDIVA AL CABODE UNQ,5Y 12 ANOS, EN FUNCION
DE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS (ESTADIOS T1 Y T2a).

[
j AUSENCIA DE [NECIDIVA OTEST LOG RANE
YARIABILE ;
1480 ‘] 5 4808 iases | VAMORDE p
-
EXPRES]ON DE p53 <2% 84,43% |5 60,54% 51,05% . Log rank=8,16
>2% 74,14% 42,53% 34,10% (%) * p=10,0043
<0,2% 85,30% 67,80% 58,44%
EXPRESION DE p53 0,2-2% 81,72% 53,53% i 43,74% # Log rank = 11,96
EN CUARTILES 2-14% 83,67% | 48,74% | 37.93%(x |*P=0.0075
> 14% 66,46% 37,38% 32,35% (*)
EXPRESION DE ki6? | <12% 85.02% 55,58% 48,12% o Log rank = 3,15
>12% 72,67% 47,87% 36,14% *p=0,0760
£5% 90,60% 69,21% 59,08%
EXPRESION DE ki67 |5~ 12% 79.47% 41.67% 37.01% « Log rank = 13,38
EN CUARTILES 12-27% 76.87% 57.86% 43,28%  p=0,0031
>27% 72,06% 39.01% ; 31,70%

(*Y Ausencia de recidiva a los 11 afios.
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La expresion de p53 en cuartiles también mostrd diferencias significativas,
entre los distintos intervalos de p53 considerados para el analisis (Test Log rank = 11,96; p
= 0,0075); de modo que aquellos tumores con una expresion nuclear de p53 < 0,2%, no
recidivaron en el 58,44% de los casos, al cabo de 12 aiios; sin embargo, los tumores con
expresion de p53 > 14%, solamente permanecieron libres de recidiva en el 32,35% de las
ocasiones, después de 11 afios de seguimiento.

La expresion nuclear de ki67 en cuartiles, se mostré como una variable con
una relacion estadisticamente significativa con la recidiva tumoral (Test Log rank = 13,88;
p = 0,0031), de modo que aquellos pacientes con tumores que expresaban ki67 en un
porcentaje < 5%, no desarrollaron recidiva en el 59,08% de los casos, a los 12 afios,
mientras que los que presentaban una expresion nuclear de ki67 >27%, tan solo se
mantuvieron libres de recidiva a los 12 afios, en el 31,70% de los casos.

La variable expresion de ki67 (calculada en funcién de la mediana de valores
de ki67), es la Unica variable inmunohistoquimica analizada, que no mostré una influencia
estadisticamente significativa en la probabilidad de ausencia de recidiva.

Si realizamos un analisis, considerando solamente los tumores del estadio
T1, observamos que entre las variables clinico-patolégicas sometidas a estudio, el namero
de tumores vesicales (uno vs. mas de uno) presenté una elevada significacion estadistica, a
la hora de predecir la ausencia de recidiva (Test Log rank = 17,34; p = 0,0000). Se obtuvo
también una diferencia estadisticamente significativa, al analizar las variables, localizacion
tumoral (cara anterior vs. otra localizacidn) (Test Log rank = 5,32; p = 0,0211) existencia
de CIS en biopsia vesical aleatoria (Test Log rank = 7,41; p = 0,0065), y clinica de
presentacion (hematuria asintomatica vs. otra clinica) (Test Log rank = 5,74; p = 0,0166).
En la Tabla 19A se puede observar la probabilidad de recidiva en funcién de las variables
inmunohistoquimicas, en el estadio T1.

Por el contrario, no se demostrd una influencia estadisticamente significativa
en la recidiva, al estudiar las variables: estadio clinico (Test Log rank = 0,00; p = 0,9921);
tamafio tumoral (Test Log rank = 2.38; p = 0,1226); aspecto macroscopico de la lesion
(Test Log rank = 0,01; p = 0,9276); morfologia microscépica del tumor (Test Log rank =
2,77; p=0,0959); y duracion de los sintomas (Test Log rank-= 2,67; 0,1026).
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En cuanto a las variables inmunohistoquimicas estudiadas en el estadio
tumoral T1, la expresion nuclear de pS3 en cuartiles, se mostré como un factor con una
relacion estadisticamente significativa con la recidiva tumoral, al cabo de 12 afios de
seguimiento (Test Log rank = 11,91; p = 0,0077), observandose que aquellos tumores con
una expresion nuclear de p53 < 0,2%, no desarrollaron recidiva en el 64,94% de las
ocasiones; una cifra muy superior al 30,36% de tumores que se presentaron libres de
recidiva a los 12 afios, cuando la expresion de p53 era > 14%. En cuanto a la expresion
nuclear de ki67 en cuartiles, observamos una relacién con la recidiva tumoral, que se

encuentra al borde de la significacion estadistica (Test Log rank = 7,80; p = 0,0503).

TABLA 19A: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE RECIDIVA EN EL ESTADIO T1, AL CABODE UNG,5Y 12 ANOS,
EN FUNCION DE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS.

| AUSENCIA DE RECIBIVA CTEST LOG RANIK
VARIABLE - T
WALDIR DE
1A% safes | maSes | OVALOREE p
I

< 2% 87,34% 65.64% b 56,70% -
EXPRESION DE ps3 - - > 1 * Log rank = 6,47

>2% 79,25% 48,18% I 37,72% (%) | *p=0,0109

£02% 87,23% 71,87% I 6a94%
EXPRESION DE ps3 02-2% 87,40% 1 59,48% ; 48.33% e Log rank = 11,91
EN CUARTILES 2-14% b 87,80% | 55.80% © 45,40%(s%) | ®P=00077

> 14% 70,35% L 39,36% L 30,36% (%)

‘ :

<12% 87,25% 59,47% 51,23% -
EXPRESION DE ki§7 2 > ° i » Log rank = 0,71

>12% 79,40% 56,06% 43,22% *p=03990

<5% 90,23% 69,94% 59,65%
EXPRESION DE kig7 | _5—12% 83,72% 46.68% __ 40.T9% e Log rank = 7,80
EN CUARTILES 12-27% 83,00% 64,28% 49,58% * p=0,0503

>27% 77.42% i 4742%  39.52%

(*) Ausencia de recidiva a los 10 afios.
(*%) Ausencia de recidiva a los 11 afos.

Se realizd un analisis limitado a la categoria T2a, y se observé que la
expresion de p53 en cuartiles no guardaba una relacion significativa con la recidiva (Test
Log rank = 1,58; p = 0,6632); lo mismo sucedia con la expresion de ki67 en cuartiles (Test
Log rank = 0,15; p = 0,9275).

La mayoria de las variables estudiadas en relacion con el carcinoma in situ,

no pudieron ser analizadas, por el reducido nimero de pacientes. Se observo que en los
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pacientes con CIS, la probabilidad de recidiva se modificaba significativamente en funcion

de la expresion de ki67 (Test Log rank = 3,90; p = 0,0483).

A continuacion se muestra la representacion grafica, de algunas de las

variables que mostraron una mayor influencia en la recidiva tumoral (Figuras 12, 13 y 14).

FIGURA 12: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE RECIDIVA EN FUNCION
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FIGURA 13: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE RECIDIVA EN FUNCION
DE LA EXPRESION DE p53 EN CUARTILES.
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FIGURA 14: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE RECIDIVA EN FUNCION
DE LA EXPRESION DE Ki67 EN CUARTILES.
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5.3.2. Analisis multivariado:

Se realizé un estudio multivariado de recidiva, mediante analisis de
regresion de Cox, para determinar qué variables podian predecir ia recidiva tumoral. El
analisis de regresion se llevé a cabo de manera escalonada.

Se efectud inicialmente un andlisis de regresion de Cox, ajustando solamente
por las variables inmunohistoquimicas: expresioén de p53 en cuartiles y expresion de ki67
en cuartiles. Se encontrd que la expresion de p53 > 14%, predecia de manera
estadisticamente significativa la recidiva tumoral (RR = 1,91; p = 0,0467); del mismo modo
que la expresién de ki67 entre 5-12% (RR = 1,88; p = 0,0345), y la expresion de ki67 >
27% (RR = 1,98; p = 0,0359).

Se analizé posteriormente la recidiva tumoral, controlando por las variables:
sexo, edad, estadio clinico, expresioén de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en cuartiles.
La edad se mostro como la Unica variable con capacidad para predecir la recidiva tumoral,
de manera estadisticamente significativa (RR = 1,02; p = 0,0186). El resto de las variables
estudiadas no presentaron en este andlisis, capacidad de prediccién de recidiva tumoral,
aunque la expresion de p53 > 14% se encontré muy proxima a la significacion estadistica
(RR = 1,97, p = 0,0586), asi como la expresion de ki67 entre 5-12% (RR = 1,77, p =
0,0685).

Se efectud un andlisis de regresién del Cox, controlando por las variables:
sexo, edad, estadio clinico, aspecto macroscépico de la lesién, morfologia microscépica del
tumor, nimero de formaciones tumorales vesicales (mas de una / una), tamafio tumoral (>3
/ €3 cm), expresion de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en cuartiles.

La multifocalidad tumoral se mostré como una variable con capacidad para
predecir la recidiva, de manera estadisticamente significativa (RR = 3,22; p = 0,0000).
También la variable tamafio tumoral >3 cm (RR = 1,87; p = 0,0107), demostrd una relacién
estadisticamente significativa con la recidiva tumoral. Las restantes variables incluidas en
el analisis de regresion de Cox, no mostraron capacidad para predecir recidiva tumoral.

En lugar de la variable categoria TG, podemos utilizar las variables categoria

T (T1 vs. T2a) y grado histolégico (G1, G2, G3). Se realiz6 un analisis de regresion de Cox,
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controlando por las variables: edad, sexo, categoria T, grado histologico, tamafio tumoral
(>3 cm vs. €3 cm), nimero de tumores (mas de uno / uno), aspecto macroscopico,
morfologia microscopica, expresion de p53 en cuartiles, y expresion de ki67 en cuartiles.
Los resultados obtenidos en este analisis, muestran que las variables que pronostican de
manera independiente la recidiva tumoral, son la categoria T2a (RR = 2,71; p = 0,0139); la
multifocalidad tumoral (RR = 3,22; p = 0,0000); y el tamafio tumoral >3 cm (RR = 1,89; p
= 0,0097). Si recodificamos la variable grado histolégico en dos grupos (grupo 1: G1 y G2;
grupo 2: G3), y posteriormente realizamos una analisis de regresion de Cox, ajustando por
las mismas variables, encontramos que la categoria T2a es una variable independiente en la
prediccion de recidiva tumoral (RR = 2,56; p = 0,0181), mientras que el grado sigue sin

mostrar una relacion significativa con la recidiva.

TABLA 2{: ANALISIS DE REGRESION DE COX PARA PREDECIR RECIDIVA TUMORAL EN LOS ESTADIOS,
T1 Y T2a, CONTROLANDO POR SEXO, EDAD, CATEGORIA TG, NUMERO DE TUMORES, TAMANO
TUMORAL, ASPECTO MACROSCOPICO, MORFOLOGIA MICROSCOPICA, EXISTENCIA DE CIS EN
LA BIOPSIA ALEATORIA, EXPRESION DE p53 EN CUARTILES Y EXPRESION DE ki67 EN CUARTILES.

YARIABLE 5% [KC P
SEXO (Q / O 1,02 0,57-1,84 09360
EDAD 1,01 0,99-1,04 ° 02135
CATEGORIA TG | 00148

TIG1 1 ; J
TIG2 082 1 052-144 1 0,1224
T1G3 | 0,61 030-126 | 0,1843
T2aG2 | 085 0,24-297 | 0,7964
T2aG3 | 1,43 0,51-399 | 04909
N° TUMORES 2,83 1 1,70—-4,71 0,0001
(mas de uno / uno) - ;
TAMANO ]
TUMORAL (53 /<3 cm) | 182 | 1,12-295 | 00150
BIOPSIA ALEATORIA ]
(CIS /No CI) 1,39 1,05 2,52 ;:1 0,0044
EXPRESIONDE p53 | - | L 0,5459
0-02% Co ! -
0,2 - 2% 103 | 053-201 | 0981
2-14% 149 | 079-282 | 02171
> 14% 1,10 | 050-241 | 0,8042
EXPRESION DE Ki67 - L 0,0461
0-5% 1 : |-
5-12% 1,86 | 099-352 [ 00544
12-27% 094 | 046-195 | 08775
>27% 1,88 0,88—4,04 | 0,1045
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Se llevé a cabo otro analisis de regresion de Cox, para predecir recidiva
tumoral, controlando por las variables: sexo, edad, estadio clinico, nimero de tumores
vesicales (mas de uno / uno), tamaiio tumoral (>3 / <3 cm), existencia de CIS en la biopsia
vesical aleatoria, expresion nuclear de pS53 en cuartiles y expresion nuclear de ki67 en

cuartiles.

TABLA 21: ANALISIS DE REGRESION DE COX PARA PREDECIR RECIDIVA TUMORAL EN EL ESTADIQ T1,
CONTROLANDO POR SEXO, EDAD, CATEGORIA TG, TAMARNO TUMORAL, NUMERO DE
TUMORES, ASPECTO MACROSCOPICO, MORFOLOGIA MICROSCOPICA, EXISTENCIA DE CIS
EN LA BIOPSIA ALEATORIA, EXPRESION DE p53 EN CUARTILES Y EXPRESION DE ki67

EN CUARTILES.

VARIABLE 5% IC ®
SEXO (Q / &) S OL13 ) 058-222 | 07105
EDAD . 1,00 | 098-103 | 06678
CATEGORIA TG R | 0,0185

TIG1 1 ——
TIG2 081 | 036-134 | 0,134
T1G3 069 | 042-120 | 00833
V
N* TUMORES 365 | 2,03-6,57 0,0000
{mas de uno / uno} : |
TAMANO “ ;
TUMORAL (>3/3cm) | 188 | D12=316 00173
ASPECTO U
MACROSCOPICO 148, 032-684 | 06113
{s6lido / papilar) :
MORFOLOGIA ] |
MICROSCOPICA 2,78 | 0,59-12,98 0,1925
{(solido / papilar) |
BIOPSIA ALEATORIA ‘
(CIS / No CIS) 1,31 1,01 -2,58 | 0,0165
EXPRESION DE p53 - 0,3618
0-0,2% 1 [
0,2-2% 132 | 0,62-282 0,4698
2-14% 1,74 | 0,84-3,63 0,1368
> 14% 1,97 | 0,82-472 0,1287
EXPRESION DE Ki67 - 0,0552
0-5% 1 ;‘ -
5-12% 1,60 r  0,78-327 | 0,1942
12-27% 093 | 042-205 | 08678
>27% 244 | 1,09-545 0,0297

El resultado de dicho analisis demostré, que las variables que tenian
capacidad para predecir la recidiva tumoral eran: la categoria TG (p = 0,0148); la

multifocalidad tumoral (RR = 2,83; p = 0,0001); el tamafio tumoral >3cm (RR = 1,82; p =
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0,0150); la existencia de carcinoma in situ en la biopsia vesical aleatoria (RR = 1,39; p =
0,0044); y la expresion de ki67 en cuartiles (p = 0,0461). Estos resultados se pueden
observar, en su conjunto, en la Tabla 20.

Se realizé un estudio de la recidiva mediante analisis de regresion de Cox
escalonado, seleccionando s6lo aquellos pacientes pertenecientes al estadio T1, para
determinar qué variables podian predecir la recidiva tumoral. El analisis realizado con un
numero mayor de variables incluia: edad, sexo, estadio clinico, m’lmerd de tumores
vesicales (més de uno / uno), tamafio tumoral (>3 / €3 cm), aspecto macroscépico de la
lesién, morfologia microscopica del tumor, existencia de CIS en la biopsia vesical aleatoria,
expresion de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en cuartiles. Los resultados de este
andlisis de recidiva en T1 se pueden observar resumidos en la Tabla 21.

Controlando por las variables anteriormente citadas, la categoria TG en
general (p = 0,0185); la multifocalidad tumoral (RR = 3,65; p = 0,0000); el tamafio tumoral
>3 cm (RR = 1,88; p = 0,0173); la existencia de CIS en la biopsia vesical aleatoria (RR =
1,31; p = 0,0165); y la expresion de ki67 > 27% (RR = 2,44; p = 0,0297); se mostraron
como variables con capacidad para pronosticar la recidiva tumoral, de forma

estadisticamente significativa.

TABLA 21A: YARIABLES INDEPENDIENTES DE RECIDIVA.

YARLABLES [NDEPENDIESTES D5% T D
CATEGORIA TG 0,0148
MULTIFOCALIDAD TUMORAL | 283 | 1,70-471 0,0001
ESTADIOS Tl y T2a | TAMANO TUMORAL >3 cm 1,82 | 1,12-295 0,0150
| CIS EN BIOPSIA ALEATORIA § 139 | 105-252 0,0044
{ EXPRESION DE ki67 — ] 0,0461
| GRADO HISTOLOGICO |- 0,0185
{ MULTIFOCALIDAD TUMORAL | 345 1 203-657 0,0000
ESTADIO T1 TAMANO TUMORAL >3 ¢m 1,88 | 1,12-316 0,0173
CIS EN BIOPSIA ALEATORIA | 131 1,01-258 00165
EXPRESION ki67 >27% | 244 . 1,09-545 0,0297
ESTADIO T2a NINGUNA :

Se estudié la recidiva, considerando solamente los tumores del estadio T2a,
y se efectud andlisis de regresion de Cox, para evaluar si las variables del estudio tenian
capacidad para predecir recidiva tumoral, en este estadio clinico. Se observd que cuando se

realizaba el estudio de recidiva, controlando por las variables: edad, sexo, categoria TG
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(T2aG2 vs. T2aG3), tamafio tumoral (>3 / <3 cm), expresion de p53 en cuartiles y
expresion de ki67 en cuartiles; ninguna de las variables mostraba una capacidad pronéstica
independiente de recidiva tumoral, en los tumores pertenecientes al estadio T2a.

En la Tabla 21 A podemos observar un listado de las variables, que muestran
una asociacién independiente con la recidiva tumoral, en cada uno de los grupos

considerados en el estudio.

5.2.3. Curvas ROC de recidiva:

Se evalud la capacidad de los marcadores p53 y ki57, para pronosticar
recidiva tumoral en los diferentes estadios clinicos del tumor, para ello se realizaron curvas
ROC y se determind el 4rea existente bajo cada una de las curvas.

- Las curvas ROC de p53 y recidiva mostraron los siguientes resultados:

tumores pertenecientes al estadio T1: area = 0,635; categoria TI1G1: 0,683;

categoria T1G2: 0,684; categoria T1G3: 0,522; categoria T2aG2: 0,417;

categoria T2aG3: 0,645; categoria CIS: 0,536.

- En el caso de ki67, las areas observadas bajo cada curva fueron las
siguientes: tumores del estadio T1: 0,586; categoria T1G1: 0,578; categoria

T1G2: 0,640; categoria T1G3: 0,500; categoria T2aG2: 0,500; categoria

T2aG3: 0,632; categoria CIS: 0,786.

Las curvas ROC de p53 y ki67 para predecir recidiva tumoral en el estadio

T1 y en la categoria T1G2, se representan conjuntamente en las Figuras 15 y 16.
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FIGURA 15: CURVA ROC DE RECIDIVA EN EL ESTADIOTI.
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FIGURA 16: CURVA ROC DE RECIDIVA EN LA CATEGORIA T1G2.
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5.4. Estudio de progresién:

El analisis general de progresion, tanto en su forma univariada, como
multivariada, fue llevado a cabo con los pacientes pertenecientes a las categorias T1 y T2a.

Los pacientes con carcinoma in situ fueron analizados de manera independiente.

5.4.1. Analisis univariado:
5.4.1.2. Progresion general:

Consideramos como progresion general, un incremento en las categorias T,
N 6 M del tumor, de manera aislada o combinada.

La probabilidad de ausencia progresion de los tumores T1 y T2a, tras 5 afios
(60 meses) de seguimiento fue del 75,31%, y del 69,16% tras 12 afios (144 meses).
Considerando solamente los pacientes en estadio T1, el porcentaje de tumores que no
presentaron progresion al cabo de 12 afios, fue de 75,63%. ‘

Es importante resefiar que a partir de los 96 meses (8 afios) de seguimiento,
no se desarrolla progresién en ningan tumor, tanto si analizamos los tumores de la categoria
T1, como si analizamos los T1 y T2a conjuntamente.

Se estudiaron una serie de variables, que a priori podian tener relacion con la
progresion tumoral, y mediante la metodologia de Kaplan-Meier, se determiné la
probabilidad de ausencia de progresion en funcion de cada una de ellas, al cabo de uno, 5 y
12 afios. Estas variables sometidas a estudio se pueden agrupar en: variables clinico-
patolégicas y variables inmunochistoquimicas. En la Tabla 22 se muestran las variables
clinico-patologicas analizadas.

Si realizamos este mismo estudio de progresion, con los tumores
pertenecientes al estadio T1, comprobamos que el nimero de tumores vesicales es una
variable con una influencia significativa en la progresion tumoral (Test Log rank = 7,71; p

= 0,0055), al contrario de lo que ocurria al evaluar los tumores T1 y T2a en conjunto. Por el
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contrario, las variables tamafio tumoral, grado de malignidad histolégica, y clinica de

presentacion, que presentaban significacion estadistica en el andlisis realizado con Tl y

T2a, pierden dicha significacion cuando sélo se tiene en cuenta el estadio T1. La variable

duracién de los sintomas, no muestra una relacion significativa con la progresion en el

estadio T1.

TABLA 22: PROBARILIDAD DE AUSENCIA DE PROGRESION AL CABO DE UNO, 5Y 12 ANOS, EN FUNCION DE
VARIABLES CLINICAS Y ANATOMO-PATOLOGICAS (ESTADIOS T1Y T2a).

AUSENCIA DIE PROGRESION OTIEST LOG RANK
o | s | e | SAenos
; !
R 1
TIGI ] 100% L 87,50% ;o 81.25%
TIG2 96,53% , B439% 77,29%
ESTADIO » : " S ® Log rank = 45,87
CLINICO TIG3 92,86% P 7432% 64,41% « p=0,0000
T2aG2 B7,50% ;o 62,50% 62,50% (++)
T2G3 62,36% b 29.70% 29,70% (s#+)
TAMANG $3CM. 94,02% [ 81.40% 76,45% « Log rank = 3,98
TUMORAL 8 v ) 8 * p=0,0462
>3CM. 89,94% P 70,53% 62,65% p=0/
NUMERQ UNO 90,49% D 79.58% 74,52% o Log rank = 1,94
DE TUMORES MAS DE UNO 95,41% b 70,95% | 61,62% *p=0,1641
ASPECTC PAPILAR 96,24% :: 81,61% ﬂ 75,62% » Log rank = 28,10
MACROSCOPICO | 5o11p0 56,72% ; 37,82% | 37.82%(s%) * p= 00000
MORFOLOGIA PAPILAR ! 97,01% | 81,27% 74,83% * Log rank = 34,36
MICROSCOPICA | $6LIDO 59,16% P 40,05% 35,04% * p=20,0000
CATEGORIA T CATEGORIA T1 96,28% [ 83,12% 75.63% « Log rank = 2935
CATEGORIA T2a 69.13% b 39,18% 39,18% (ses) | *P=0,0000
GRADO 1 100% P 87,50% 81,25%
R 6GICo  |_GrADO2 0593% | 83.06% 76,34% A
GRADO 3 82,96% I 54.66% 49,69%
LOCAL[ZACION CARA ANTERIOR 75,95% |: 50,37% | 43 09% (“') » Log rank = 21,55
DEL TUMOR OTRA LOCALIZ. 96,71% 82.95% b 8.79% * p=1,0000
MACROHEMATURIA o 4 N i o
CLINICA DE ASINTOMATICA PRI% | T8I% 73.85% e Log rank = 5,0
PRESENTACION | g4 cLinica 88,08% 6230% | 54.25% * p=0,0245
DURACION DE < 6 MESES 91,76% MA% L T40% « Log rank = 0,88
LOS SINTOMAS > 6 MESES 88,72% 76,08% P 5981% *p=03488
RIOPSIA CIs 77,78% 44,44% L 1481% (%) o Log rank = 16,19
ALEATORIA NO CIS 95,22% 80,23% L TA67% * p=0,0001

(*) Ausencia de progresion a los 6 afios.
(**) Ausencia de progresion a los 10 ahos.
(**%) Ausencia de progresion a los 11 aros.
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Las variables morfologia microscopica del tumor (Test Log rank = 12,57; p
= 0,0004), existencia de CIS en la biopsia vesical en mapa (Test Log rank = 11,62; p =
0,0007), y localizacién tumoral (cara anterior vs. otra localizacion) (Test Log rank = 9,44; p
= 0,0021), también influyen significativamente en la probabilidad de progresién de los
tumores del estadio T1; mientras que la variable aspecto macroscopico de la lesién, muestra
significacién estadistica (Test Log rank = 4,08; p = 0,0435), aunque esta es mucho menor,
que en ¢l andlisis de los tumores T1 y T2a.

Las variables inmunohistoquimicas constituyen el segundo grupo de
variables analizado, en relacién con la progresion tumoral. Los resultados obtenidos en el

estudio de estas variables se muestran, de manera resumida en la Tabla 23.

TABLA 23: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE PROGRESION AL CABO DE UNO, 5 Y 12 ANOS, EN FUNCION DE
VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS (ESTADIOS T1 Y T2a).

AUSENCIA DE PROGRESKON \ STEST LOG RANK
VARIABLE = o
o
1 %0 5A%CS 12 ASes VALOR DE p

EXPRESION DE ps3 <2% 96,23% i 89,91% 85,89% « Log rank = 27,63

>2% o 8826% ;o 5935% ‘ 50,85% (#) * p=0,0000

<02% fo9g11% | 94.07% 94,07%
EXPRESION DE p53 0.2-2% ; 94,37% : 85,78% 77,78% » Log rank = 47,42
EN CUARTILES 2-14% 100% I 69.28% 66.97% (s) | *P=0.0000

> 14% ! 76,40% 49,27% ‘ 32,52% (%)
EXPRESION DE ki67 <12% 98,07% ] 85,59% : 80,30% o Log rank=14,75

>12% 86,53% 64.22% ; 57,03% * p=0,0001

<5% 98,15% | 90,44% i 87,99%

L |

EXPRESION DE Li67 |37 12% 98,00% i 80.04% 71,19% o Log rank = 33,63
EN CUARTILES 12-27% ] 92,03% L 76,72% ! 74,32% * p=0,0000

>27% 80,89% L 5L15% L 36w

(*) Ausencia de progresién a los 11 afios.

Todas las variables inmunohistoquimicas estudiadas han presentado una
relacion con la progresién tumoral, altamente significativa desde el punto de vista
estadistico. La expresion nuclear de la proteina p53 en cuartiles (Test Log rank = 47,42; p =
0,0000), ha mostrado grandes diferencias en las cifras de progresion, segin el porcentaje de
dicha expresion, asi se observé que un 94,07% de los tumores con p53 < 0,2%, no

desarrollaron progresion tumoral tras 12 afios de seguimiento, mientras que entre aquelios
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tumores con una expresion de p53 > 14%, solo un 32,52% permanecian libres de
progresion al cabo de 11 afios.

Algo parecido sucede con la expresion nuclear de ki67, ya que los tumores
con valor de ki67 < 5%, no presentaron progresion en un 87,99% de las ocasiones tras 12
afios de seguimiento; por el contrario si consideramos aquellos tumores con expresion de
ki67 > 27%, encontramos que tan solo ¢l 38,61% de los mismos, estan libres de progresion

a los 12 afios.

TABLA 23A: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE PROGRES[OI\{ EN EL ESTADIO T1, AL CABO DE UNO, 5 Y 12 ANOS,
EN FUNCION DE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS.

AUSENCIA DE PROGRESKON | STEST LOG RASK
YARIARBLE
1480 $ ARTR magpy | OVALORDE p
. <29 i 98.94% 96,60% 92,13% -
EXPRESION DE ps3 - 5 : * Log rank = 30,89
>2% ; 92,69% ‘ 65,52% 53.940% (n# * p = 0,0000
g 94% (#%)
<0,2% ;o 97.83% 97,83% P 97.83%
EXPRESION DE p53 0.2-2% * 100% 95.27% B6,09% ¢ Log rank = 53,04
EN CUARTILES 2-14% . 100% 73,77% L 71,04% (e%) | *P=00000
> 14% L 82,96% . 5444% ; 25,85% (%)
: : :
< 12% P 98.91% 90,67% ‘ 84,78% -
EXPRESION DE ki67 - }j ° ‘ b 4 » Log rank = 10,89
>12% i 92,83% 73,20% , 63,48% = p=0,0010
<5% ! 98,08% 92.02% i 89,53%
EXPRESION DE ki7 | 53— 12% 100% j 88,66% | m7m o Log rank = 34,03
EN CUARTILES 12-27% i 91,50% i 86,70% I 837i% * p=0,0000
>27Y% 87,10% | 56.33% | 3836%

(*) Ausencia de progresién a los 10 afios.
(*%) Ausencia de progresion a los 11 a¥ios.

Estudiando la progresion del estadio tumoral T1, de manera aislada, se
obtienen unos resultados muy similares a los encontrados en los estadios T1 y T2a
conjuntamente. La expresién de p53 (< 6 > 2%) (Test Log rank = 30,89; p = 0,0000); la
expresion de p53 en cuartiles (Test Log rank = 53,04; p = 0,0000); la expresion de ki67 (<
6 > 12%) (Test Log rank = 10,89; p = 0,0010); y la expresion de ki67 en cuartiles (Test
Log rank = 34,03; p = 0,0000), fueron las variables analizadas, y todas ellas muestran una
influencia altamente significativa en la progresion de los tumores en estadio T1. En la
Tabla 23A se puede observar la relacion entre las variables inmunohistoquimicas y la

progresion, en el estadio T1.
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Dentro del estadio T1, encontramos que los tumores que presentan una
expresion de p53 < 0,2%, tienen una probabilidad del 97,83% de no desarrollar progresion
tumoral a los 12 afios, y esta probabilidad no se modificé a partir del primer afio de
seguimiento; por el contrario, los tumores T1 con una expresion nuclear de p53 >14%,
permanecieron libres de progresion solo en el 25,85% de los casos, al cabo de 10 afios de
seguimiento.

Por lo que respecta a la expresion de ki67 en los tumores del estadio T1, esta
también se halla asociada a grandes diferencias en los porcentajes de progresién tumoral.
Un 89,53% de los tumores con expresién de ki67 < 5%, no presentaron progresion tras 12
afios, sin embargo solamente el 38,36% de los tumores con ki67 > 27%, no desarrollaron
progresion tumoral al cabo de 12 afios de seguimiento.

Si realizamos un andlisis limitado al estadio T2a, observamos que la
expresion de p53 en cuartiles (Test Log rank = 2,65; p = 0,4480), y la expresion de ki67 en
cuartiles (Test Log rank = 0,51; p = 0,7758), no se relacionan con la probabilidad de
progresion de manera significativa,

El anilisis perteneciente a los pacientes con carcinoma in situ, no ha
permitido encontrar diferencias entre grupos, en la mayoria de los casos, debido al reducido
numero de pacientes. Se observd que el sexo modificaba significativamente la progresion
en este grupo de pacientes (Test Log rank = 8,00; p = 0,0047), pero hay que tener en cuenta

que sblo habia una mujer entre los nueve casos.

3.4.1.2. Progresion de la categoria M: desarrollo de metdstasis:

Las variables categoria TG (Test Log rank = 27,17; p = 0,0000) y grado de
malignidad histologica (Test Log rank = 7,26; p = 0,0265), influyen de manera
estadisticamente significativa en la probabilidad de desarrollo de metastasis, cuando
analizamos los tumores T1 y T2a conjuntamente.

La expresion de p53 en cuartiles, también ha mostrado una relacion
estadisticamente significativa con la progresion de la categoria M (Test Log rank = 28,65; p

= (,0000). Observamos que los tumores con una expresion de p53 < 0,2%, no desarrollan
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metdstasis en ningin caso (0%), tras un seguimiento de 12 afios; sin embargo, los tumores
que expresan p53 en un porcentaje superior al 14%, tienen una probabilidad de 58,57% de
permanecer libres de metéstasis, al cabo de 11 afios. La expresion nuclear de ki67 en
cuartiles, también ha mostrado una influencia estadisticamente significativa, en la
probabilidad de desarrollo de metastasis (Test Log rank = 8,55; p = 0,0359), tras un
seguimiento de 12 afios, aunque las diferencias entre los distintos intervalos considerados,
es menos llamativa que en el caso de la expresion de p53.

Utilizando para el analisis, solamente los tumores del estadio TI,
encontramos que la expresion nuclear de p53 en cuartiles, constituye una variable con una
influencia estadisticamente significativa en el desarrollo de metastasis (Test Log rank =
27,51; p = 0,0000), tras 12 afios de seguimiento. La variable expresion de ki67 en cuartiles,
por el contrario, no presentd una relacion estadisticamente significativa (Test Log rank =
3,26; p = 0,3525) con la progresion de la categoria M, al cabo de 12 afios.

Realizando un analisis limitado al estadio T2a, observamos que la expresién
de p53 en cuartiles (Test Log rank = 1,46; p = 0,6922), al igual que la expresion de ki67 en
cuartiles (Test Log rank = 1,28; p = 0,5274), no se relacionaban de manera significativa
con la probabilidad de desarrollo de metastasis.

De todas las variables estudiadas en relacion con la progresion tumoral, en el
analisis univariado, merece la pena destacar, por su llamativa significacion estadistica: el
estadio clinico, la expresion nuclear de p53 en cuartiles, la expresion nuclear de ki67 en
cuartiles y la morfologia microscopica del tumor. A continuacidon se muestra la

representacion grafica de dichas variables (Figuras 17, 18, 19 y 20).
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FIGURA 17: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE PROGRESION EN FUNCION

Ausencia de progresion

DEL ESTADIO CLIiNICO.
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FIGURA 18: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE PROGRESION EN FUNCION

Ausencia de progresion

DE LA EXPRESION DE p53 EN CUARTILES.
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FIGURA 19: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE PROGRESION EN FUNCION
DE LA EXPRESION DE ki67 EN CUARTILES.
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FIGURA 20: PROBABILIDAD DE AUSENCIA DE PROGRESION EN FUNCION
DE LA MORFOLOGIA MICROSCOPICA DEL TUMOR.

Probabilidad de ausencia de progresion del cancer de vejiga

en funcién de la morfologia microscopica del tumor

10 =
e
+
9 5!
gy
8 » o
H%
= PR
Y
e, Morfol. microscopica
o 67
Q. 2 sélido
@
© 5
@ L +
O
o il apilar
& +——————H—+——+ pap
< 3 - - - . . - - - ¥
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo de seguimiento en meses

Test log rank=34,36; p=0,0000

136



Resultados

5.4.2. Analisis multivariado:

El estudio multivariado de progresion, se efectué de la misma manera que
los de supervivencia y recidiva: mediante analisis de regresion de Cox, de modo
escalonado, introduciendo en el mismo, un nimero progresivamente mayor de covariables.

Realizando un analisis de regresion de Cox, y controlando por las variables:
edad, sexo, expresion nuclear de p53 en cuartiles y expresion nuclear de ki67 en cuartiles;
se observo que la edad (RR = 1,04; p = 0,0210); la expresi6n de p53 (p = 0,0014); la
expresién de p53 entre 2-14% (RR = 4,16; p = 0,0308); la expresién de p53 > 14% (RR =
9,02; p = 0,0007); y la expresion de ki67 > 27% (RR = 3,00; p = 0,0274)), eran variables
que influian de manera estadisticamente significativa en la probabilidad de progresion
tumoral, del carcinoma de células transicionales de vejiga.

Si afiadimos al anlisis la variable categorica estadio clinico, comprobamos
que la edad (RR = 1,04; p = 0,0243), la expresion de p53 en cuartiles (p = 0,0163), y la
expresion de ki67 en percentiles (RR = 1,40; p = 0,0460), se relacionan de modo
estadisticamente significativo con la probabilidad de progresién tumoral. Del mismo modo,
la expresion de p53 entre 2-14% (RR = 3,90; p = 0,0411) y la expresion de p53 > 14% (RR
= 7,65, p = 0,0030), se relacionan con la progresion de manera estadisticamente
significativa.

Posteriormente se efectué andlisis de regresion de Cox, para predecir la
probabilidad de progresion tumoral, controlando por una serie de variables
epidemiologicas, clinicas y anatomopatoldgicas, involucradas clasicamente en los estudios
pronosticos del cancer de vejiga: sexo, edad, categoria TG, tamafio tumoral (>3 / <3 cm),
nimero de tumores vesicales (mas de uno / uno), aspecto macroscopico de la lesion y
morfologia microscopica del tumor. Ademas de estas variables “clasicas” se utilizaron dos
variables inmunohistoquimicas: expresién de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en
cuartiles. Los resultados del andlisis de regresion de Cox efectuado, ajustando por las
variables anteriormente citadas, se observan reflejados en la Tabla 24.

A continuacion, en lugar de la variable categoria TG, consideramos el grado

histolégico (G1, G2, G3) y la categoria T (T1 vs. T2a) de manera independiente, vy
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realizamos un analisis de regresion de Cox, controlando por edad, sexo, categoria T, grado
histologico, tamafio tumoral (>3 cm vs. <3 cm), niimero de tumores (mds de uno / uno),
aspecto macroscopico, morfologia microscdpica, expresion de p53 en cuartiles, y expresion
de ki67 en cuartiles. En este estudio se observd, que las variables con capacidad para
predecir de manera independiente la progresién tumoral eran: edad (RR = 1,05; p =
0,0137); expresion de p53 (p = 0,0123); expresion de p53 entre 2-14% (RR = 3,97; p =
0,0456); y expresion de p53 >14% (RR = 9,74; p = 0,0021). Si recodificamos la variable
grado en dos grupos (grupo 1: Gl y G2; grupo 2: G3), y posteriormente realizamos una
andlisis de regresion de Cox, ajustando por las mismas variables, observamos que tanto la
categoria T, como el grado histoldgico, continan sin modificar significativamente la
probabilidad de progresion.

Se observa en ¢l analisis efectuado, que la edad (RR = 1,05; p = 0,0177); la
expresion de p33 en cuartiles (p = 0,0197); la expresion de p53 entre 2-14% (RR = 4,08; p
= 0,0397); y la expresion de p53 > 14% (RR = 9,98; p = 0,0029), se asocian de forma
significativa a la probabilidad de progresion tumoral; mientras que las variables:
multifocalidad tumoral (RR =2,09; p = 0,0702) y expresion de ki67 > 27% (RR =3,45; p =
0,0600), se encuentran al borde de la significacion estadistica.

Si efectuamos un andlisis de regresion de Cox utilizando las variables: edad,
sexo, categoria TG, tamafio tumoral (>3 / <3 cm), nimero de tumores vesicales (mds de
uno / uno), morfologia macro y microscopica de la lesién, existencia de CIS en la biopsia
vesical aleatoria, expresion de p53 (< 6 > 2%) y expresion de ki67 (< 6 > 12%); se observa
que las covariables con capacidad para pronosticar progresion tumoral son: edad (RR =
1,04; p = 0,0434), multifocalidad tumoral (RR = 2,47; p = 0,0268), existencia de CIS en la
biopsia aleatoria (RR = 1,22; p = 0,0109), expresion nuclear de p53 (< 6> 2%) (RR = 4,12;
p = 0,0006) y expresion nuclear de ki67 (£ 6 > 12%) (RR =2,43; p = 0,0349).

Se intentd averiguar que variables influian en la progresion de la categoria
T, para lo cual se efectué un analisis de regresién de Cox de manera escalonada, esto es,
controlando por un nimero de variables progresivamente mayor. El andlisis de regresion de
Cox mas representativo incluyd las variables: sexo, edad, categoria TG, aspecto

macroscopico de la lesidon, morfologia microscopica del tumor, nimero de tumores
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vesicales (mas de uno / uno), tamafio tumoral (>3 / <3 cm), expresion de p53 en cuartiles y

expresion de ki67 en cuartiles.

TABLA 24: ANALISIS DE REGRESION DE COX PARA PREDECIR PROGRESION TUMORAL
EN LOS ESTADIOS T1 Y T2a, CONTROLANDO POR UNA SERIE DE COVARIABLES:

H [
VARLBLE : I oesmic | p
SEXO (Q / O) i 1,25 0,44-358 | 06742
EDAD LL05 | 1L01-109 | om77
CATEGORIA TG ‘; — 0,1101
TIG1 1
T1G2 L045 0,12-1,68 0,2349
TIG3 0,66 0,31 - 1,35 0,1153
T2aG2 0,52 0,20 - 3,20 0,4857
T2aG3 1,01 0,36 — 5,14 0,9839
TAMANO ;
TUMORAL (>3 /<3 em) L12 | 052-241 0,7629
N°® TUMORES 2,09 0,94 — 4,65 0,0702
{mis de uno / uno)
MORFOLOGIA
MICROSCOPICA 2,19 0,42 -11,39 0,3508
(sdlido / papilar) ]
ASPECTO
MACROSCOPICO 2,52 0,88 - 7,22 0,0850
(sélido / papilar) I
EXPRESION DE p53 - 0,0197
0-0.2% 1
0,2 2% 3,19 0,77 - 13,15 0,1075
2-14% 4,08 1,07 — 15,60 0,0397
> 14% 8,98 2,12 - 38,06 0,0029
EXPRESION DE Ki67 0,2629
0-5% 1
5-12% 1,82 0,51 -6,47 0,3521
12 -27% 2,69 0,78 — 9,26 0,1161
>27% 3,45 0,95 — 12,57 0,0600

Se observd en este estudio, que las variables que influian de manera
estadisticamente significativa en la probabilidad de progresion de la categoria T eran: la
edad (RR = 1,05; p = 0,0185); la expresion de p53 en cuartiles (p = 0,0257); la expresion de
p33 entre 2-14% (RR = 4,13; p = 0,0393); y la expresion de p53 > 14% (RR = 8,7%; p =
0,0036). La multifocalidad tumoral (RR = 2,13; p = 0,0712) y la expresion de ki67 > 27%
(RR = 3,43; p = 0,0645), se encontraron al borde la significacién estadistica, en cuanto a su

capacidad para predecir la progresion de la categoria T.
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Si al analisis realizado previamente, le afiadimos las variables: existencia de
CIS en la biopsia vesical aleatoria y nimero de recidivas; encontramos que el nimero de
recidivas tumorales, es un factor con influencia estadisticamente significativa (RR = 1,53; p
= 0,0000) en la progresion de la categoria T; y que la expresion de ki67 > 27% adquiere

una significacién estadistica (RR =4,31; p = 0,0490), que no poseia en el analisis anterior.

TABLA 25: ANALISIS DE REGRESION DE COX PARA PREDECIR PROGRESION TUMORAL
EN EL ESTADIO T1, CONTROLANDO POR SEXO, EDAD, CATEGORIA TG, TAMARNO
TUMORAL, NUMERO DE TUMORES, MORFOLOGIA MACRO Y MICROSCOPICA,
EXPRESION DE p53 EN CUARTILES ¥ EXPRESION DE ki67 EN CUARTILES.

VARIABLE 5% C P
SEXO (@ / &) 1,56 0,42 - 5,86 0,5072
EDAD 1,06 |  1,00-1,12 0,0333
CATEGORIA TG — 0,0577
T1G1 1
TIG2 1,02 0,54-1,16 0,0877
TIG3 1,09 0,70 - 1,23 0,0642
N* TUMORES 310 | 125-767 | 00145
{m3ds de uno / uno)
TAMANO
TUMORAL ( >3 /<3 cm) 1,92 0,87 - 4,23 0,1042
ASPECTO
MACROSCOPICO 3,78 0,65 - 21,85 0,1368
(sélido / papilar)
MORFOLOGIA
MICROSCOPICA 55,19 8,22 -370,65 | 0,0000
(sé6lido / papilar)
EXPRESION DE p53 0,0002
0-02% 1
02-2% 11,21 1,21-104,00 | 0,0334
2-14% 20,18 2,27-17922 | 0,0070
> 14% 74,21 7,87 —699,58 | 0,0002
EXPRESION DE Ki67 0,0040
0-5% 1
5-12% 1,17 0,30 - 4,50 0,3180
12-27% 1,16 0,27 — 4,94 0,8350
>27% 5,29 1,48 — 18,84 0,0102

Se realizé analisis de regresion del Cox para predecir progresion de la
categoria M, o lo que es lo mismo, para predecir el desarrollo de metastasis a distancia; y se
controlaron las variables: sexo, edad, categoria TG, aspecto macroscopico de la lesion,
morfologia microscépica del tumor, nimero de tumores vesicales (mis de uno / uno),

tamafio tumoral (>3 / €3 cm), expresion de p53 (< 6 >2%) y expresion de ki67 (< 6 > 12%).
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Los resultados obtenidos mostraron que la multifocalidad tumoral (RR = 4,44; p = 0,0201)
y la expresion de p53 (< 6 > 2%) (RR = 6,64; p = 0,0041), eran las dos tnicas variables que
influian de manera significativa, en la probabilidad de desarrollo de metastasis.

Se llevé a cabo un analisis de regresion de Cox, de manera escalonada, y
considerando aisladamente los tumores del estadio TI, para definir qué variables
pronosticaban la progresion tumoral.

En uno de los analisis efectuados para el estadio T1, se controlaron las
variables: edad, sexo, categoria TG (s6lo las diferentes categorias de T1), nimero de
tumores vesicales (mas de uno / uno), tamafio tumoral (>3 / <3 cm), aspecto macroscdpico
de la lesion, morfologia microscépica del tumor, expresion de p53 en cuartiles y expresion
de ki67 en cuartiles. Los resultados de dicho analisis pusieron de manifiesto que las
variables que pronosticaban la progresion tumoral de manera estadisticamente significativa
eran: la edad (RR = 1,06; p = 0,0333); la multifocalidad tumoral (RR = 3,10; p = 0,0145);
la morfologia microscdpica sélida (RR = 55,19; p = 0,0000); la expresion de p53 (p =
0,0002); la expresion de p53 entre 0,2-2% (RR = 11,21; p = 0,0334); la expresion de p53
entre 2-14% (RR = 20,18; p = 0,0070); la expresion de p53 > 14% (RR = 74,21; p =
0,0002); la expresion de ki67 (p = 0,0040); y finalmente, la expresion de ki67 > 27% (RR =
5,29; p = 0,0102). Estos resultados se pueden ver reflejados en la Tabla 25.

Posteriormente, a las variables anteriormente analizadas, se afiadié la
variable: existencia de CIS en la biopsia vesical aleatoria, y se observo que dicha variable
tenia capacidad para pronosticar la progresion tumoral, de manera estadisticamente
significativa (RR = 1,26; p = 0,0112). Del mismo modo se observd que las variables, para
las cuales se habia encontrado significacién estadistica en el analisis anterior, seguian
manteniendo en este, dicha significacion.

Si para el estudio de progresién del estadio T1, utilizamos las mismas
variables que en el caso anterior, pero la variable expresion de p53 la dividimos en dos
categorias (£ 6 > 2%), al igual que la variable expresion de ki67 (< 6 > 12%); observamos
que tanto p53 (RR = 8,35; p = 0,0001), como ki67 (RR = 2,47; p = 0,0449), pronostican la

progresion tumoral en T1, de modo estadisticamente significativo.
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Se llevo a cabo un estudio de progresién mediante analisis de regresion del
Cox, seleccionando exclusivamente aquellos tumores pertenecientes al estadio T2a, con el
fin de definir la capacidad de las distintas variables, para predecir progresién tumoral en
este estadio clinico.

Controlando por las variables: edad, sexo, grado histolégico (T2aG2 vs.
T2aG3), tamafio tumoral (>3 / <3 cm), expresién de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en
cuartiles; se evidencid que el grado histoldgico (RR = 9,70; p = 0,0125), pronosticaba la
progresion tumoral en T2a, de manera estadisticamente significativa. En el resto de las
variables del anilisis, no se encontré una relacion significativa con la progresion.

En la Tabla 25A se puede observar un listado de las variables que muestran
una asociacion independiente con la progresion tumoral, en cada uno de los grupos

analizados en el estudio.

TABLA 25A:VARIABLES INDEPENDIENTES DE PROGRESION.

VARIABLES [NDEPESDIESTES 959% IC P
| EDAD 1,05 1,01 -1,09 0,0177
EXPRESION p53 00197
ESTADIOS T1y T2a | £\presion p53 2-14% 408 1,07 - 15,60 0,0397
EXPRESION p53 >14% 898 2,12 -138,06 0,0029
EDAD 1,06 1,00 - 1,12 0,0333
MULTIFOCALIDAD TUMORAL { 3,10 1,25 -7,67 0,0145

MORFOL. MICROSC. SOLIDA 55,19 8,22 - 370,65 0,0000

EXPRESION p53 0,0002
ESTADIO T1 EXPRESION p53 0,2-2% 11,21 1,21 — 104,00 0,0334
EXPRESION p53 2-14% 20,18 227-17922 0,0070
EXPRESION p53 >14% 7421 7,87 — 699,58 0,0002
EXPRESION ki67 0,0040
EXPRESION ki67=27% 529 1,48 — 18,84 0,0102
ESTADIO T2a GRADO HISTOLOGICO 3 970 1,63 57,64 0,0125

5.4.3. Curvas ROC de progresion:

Se efectuaron curvas ROC para conocer la capacidad de las variables p53 y
ki67, para predecir progresion tumoral. Se estudiaron las areas existentes bajo las curvas
obtenidas en los diferentes estadios clinicos, y los resultados observados fueron los

siguientes:

142



Resultados

- Curvas ROC de p53: tumores pertenecientes al estadio T1: area = 0,831,
categoria T1Gl1: 0,771; categoria T1G2: 0,859; categoria T1G3: 0.710;
categoria T2aG2: 0,600; categoria T2aG3: 0,696; categoria CIS: 0,750.
- Curvas ROC de ki67: tumores pertenecientes al estadio T1: 0,738; categoria
T1GI: 0,875; categoria T1G2: 0,774; categoria T1G3: 0,565; categoria
T2aG2: 0,467, categoria T2aG3: 0,637, categoria CIS: 0,350.
En las Figuras 21 y 22 se puede observar una representacion conjunta de las
curvas ROC de p53 y ki67 para predecir progresion tumoral, en los tumores del estadio T1,

y en la categoria T1G2 respectivamente.

FIGURA 21: CURVA ROC DE PROGRESION EN EL ESTADIO T1.
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FIGURA 22: CURVA ROC DE PROGRESION EN LA CATEGORIA T1G2.
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6. DISCUSION:

Los estudios que analizan la importancia relativa de cada uno de los factores
pronodsticos en la supervivencia, la recidiva y la progresion, del carcinoma de células
transicionales de vejiga, muestran una gran heterogeneidad, tanto en la metodologia como
en los resultados. Existe una gran variabilidad en los criterios de inclusion de los pacientes
y en el tamafio muestral. El nimero y tipo de variables prondsticas estudiadas, constituye
otra diferencia importante, y en algunos casos, se omiten de un estudio, variables que en
otros han mostrado una gran importancia pronéstica.

El tipo de anilisis efectuado puede dar lugar a importantes diferencias en los
resultados. Una gran parte de los estudios prondsticos, realiza un analisis univariado de los
resultados, pero este tipo de analisis tiene sus limitaciones, ya que no se realiza un control
de otras variables, que pueden estar relacionadas, y que pueden ser las verdaderas
responsables de la asociacidon encontrada, y por lo tanto no permite obviar el posible efecto
confusor ejercido por estas variables. Por otra parte, existe una gran diversidad a la hora de
definir los grupos que conforman cada una de las variables. Por todo ello, resulta dificil
realizar una comparacion efectiva de los resultados obtenidos por los distintos autores.

No existe en el carcinoma de células transicionales de vejiga un factor de
riesgo ideal, asociado siempre a un mal prondstico, y en presencia del cual sepamos en todo
momento, que actitud terapéutica debemos tomar. Muchos de los autores, que han
estudiado los factores que afectan al prondstico del cancer de vejiga, han intentado paliar la
falta de precision individual de los indicadores pronésticos clasicos, dividiendo a los
pacientes de sus series en grupos de riesgo, en funcién de la coincidencia de determinados
factores de riesgo. Estos grupos de riesgo se confeccionan, asignando en primer lugar una
puntuacién a cada variable de mal prondstico, y contabilizando posteriormente el niimero
de puntos que presenta cada caso, para poder encuadrarlo en su respectivo grupo de riesgo.
En la literatura se puede observar con bastante frecuencia, esta estratificacion de los
pacientes en grupos de riesgo, para intentar predecir tanto la supervivencia (18, 157), como

la recidiva (5, 13, 143, 158, 159), y la progresién (10, 13, 18, 160).
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La basqueda del indicador prondstico ideal del cincer de vejiga, ha llevado a
los investigadores a introducirse en el campo de la biologia molecular. Hasta la fecha, este
indicador pronostico ideal no se ha encontrado, sin embargo, la utilizacion de los nuevos
marcadores biomoleculares, de manera complementaria a los pardmetros clinico-
patolégicos clasicos, ha incrementado la precision prondstica de manera considerable (18).
De todos estos marcadores biomoleculares, es quizas la expresion inmunohistoquimica de
la proteina p53, el mas estudiado en los ultimos tiempos, en relacién con la supervivencia,
la recidiva y la progresion, del cancer de vejiga.

La proteina p53 nativa, debido a su corta vida media, no puede ser detectada
por las técnicas inmunohistoquimicas convencionales. Sin embargo, cuando el gen p33
sufre una mutacion, transcribe una proteina con una gran estabilidad metabélica y una vida
media prolongada. Estas caracteristicas de la proteina p53 mutante, hacen posible una facil
deteccion y cuantificacién inmunohistoquimica de la misma.

No todos los tipos de mutaciones del gen p53 dan lugar a proteinas mutantes
facilmente detectables, de hecho, tan solo las mutaciones de diferente sentido, tienen una
traduccion inmunohistoquimica. Las mutaciones sin sentido, o las grandes deleciones
ocasionadas por las mutaciones de fase de lectura, originan proteinas truncadas o muy
alteradas, que son indetectables mediante esta técnica.

Ki67 es una proteina que se expresa en todas las fases del ciclo celular,
excepto en la fase GO, de las células que se replican de manera activa. La expresion
inmunchistoquimica de ki67 se utiliza para cuantificar la fraccion de crecimiento tumoral, y
es uno de los indices proliferativos tumorales mas utilizados en la actualidad, sustituyendo

a otros como el indice mitotico, el indice M/V, o la fraccion de células en fase S.

6.1. Supervivencia:

Los estudios de supervivencia del cancer de vejiga han sido confeccionados

de dos maneras diferentes, seglin se comprueba al revisar la literatura existente sobre la
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materia. Algunos trabajos consideran para el andlisis la mortalidad céncer-relacionada, es
decir, aquella mortalidad atribuible al céncer de vejiga, mientras que otros tienen en cuenta
la mortalidad general, contabilizando todas las muertes acontecidas durante el seguimiento
de los pacientes, estén o no relactonadas especificamente con el cancer de vejiga.

En los pacientes de nuestra seric, observamos una supervivencia cancer-
relacionada del 74,78%, tras 12 afios de seguimiento; sin embargo, si consideramos la
supervivencia general, comprobamos que esta se reduce al 46,62%, durante el mismo
periodo de seguimiento. Estos datos permiten constatar que la diferencia conceptual del
evento muerte, reviste una extraordinaria importancia, cuando pretendemos realizar un
estudio de supervivencia.

Por otra parte, la consideracion de uno u otro tipo de muerte, puede dar lugar
a grandes diferencias en el analisis de los resultados, tanto en el analisis univariado como
en el multivariado. Puede suceder que variables sin capacidad para predecir supervivencia,
se transformen en variables prondsticas independientes, cuando se considera la mortalidad
cancer-relacionada. Esto es lo que ha ocurrido en nuestro estudio al analizar de forma
multivariada, la importancia prondstica de la expresion de p53.

Raitanen et al (11), en un estudio retrospectivo efectuado sobre una muestra
de 252 tumores vesicales primarios y recidivantes en estadio Ta-T4, con un seguimiento
medio de 6,7 afios, observan que los factores prondsticos con capacidad para predecir
supervivencia cancer-relacionada, en el andlisis multivariado, son la categoria T, el tamafio
tumoral (£3 vs. >3 cm) y el grado histolégico de malignidéd (G1-G2 vs. G3). Por el
contrario, segin este mismo estudio, el sexo del paciente, el nimero de tumores vesicales
(€3 vs. >3), y la localizacion intravesical del tumor, no modifican significativamente la
supervivencia cancer-relacionada de los pacientes. El habito tabaquico es considerado en
este estudio como un factor con capacidad para predecir supervivencia, sin embargo dicha
capacidad solo se demuestra en el analisis univariado, perdiendo en el multivariado su
significado prondstico, aunque se puede observar que el riesgo relativo de los fumadores es
1,4 veces superior al de los no fumadores.

Los resultados obtenidos por Zieger et al (14), en un estudio multivariado,

muestran que la invasion de la lamina propia es el factor prondstico mas importante en la
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supervivencia cancer-relacionada, de los pacientes con tumores superficiales de vejiga. Los
autores analizan de forma retrospectiva una muestra de 584 tumores primarios de vejiga,
pertenecientes a las categorias Ta-T4 (UICC 1978). El andlisis multivariado se lleva a cabo
de manera separada en tres de las categorias tumorales (Ta, T1 y T2), y de manera conjunta
en los tumores supetficiales (Ta y T1). En los tumores superficiales la categoria T (Ta vs.
T1), el tamafio tumoral (<3 vs. >3 cm), y el grado histologico (G1, G2, G3 y G4), se
muestran como variables independientes de supervivencia céancer-relacionada. En el
andlisis efectuado con los tumores del estadio T1, se encuentra que el tamafio tumoral era la
Unica variable prondstica independiente.

En el afio 2000, Millan-Rodriguez et al (12), realizan un estudio
retrdspectivo con una amplia muestra de 1529 pacientes, con diagnostico de tumor vesical
primario supetficial (Ta, T1), cuyo seguimiento medio es de 4,2 afios. En todos los casos se
efectia reseccion transuretral y biopsia vesical randomizada. Las variables consideradas en
dicho estudio son: grado histolégico (G1 vs. G2 vs. G3), categoria T (Ta vs. T1), existencia
de carcinoma in situ asociado, nimero de tumores (Gnico vs. miltiple), tamafio tumoral (<3
vs. >3 cm), realizacién de instilaciones intravesicales con agentes quimio o
inmunoterdpicos (ninguna vs. BCG vs. alguna distinta a BCG). Los autores encuentran que,
en el analisis multivariado, los pacientes con grado histolégico 3, y aquellos con carcinoma
in situ asociado, tienen una supervivencia cancer-relacionada significativamente menor.

Pawinski et al (145) realizan en 1996 un ensayo clinico, cuyo tnico
proposito es determinar la importancia prondstica de la administracién de agentes
quimioterapicos intravesicales, después de la reseccidn transuretral de tumores vesicales
pertenecientes a las categorias Ta y T1. Se estudian de manera prospectiva y randomizada,
un total de 2535 pacientes, con tumores vesicales primarios y recidivantes, pertenecientes a
diferentes ensayos clinicos de la EORTC y MRC. El seguimiento medio de los pacientes es
de 7,8 afios. La conclusién de este ensayo clinico, en lo que a supervivencia se refiere, es
que la realizacion de instilaciones intravesicales no modifica significativamente la
supervivencia general, ni la supervivencia cancer-relacionada, tanto si se tienen en cuenta

todos los tumores, como si se analizan solamente los primarios.
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Liukkonen et al (21) realizan un estudio prospectivo y randomizado muy
completo, con una muestra de 207 tumores superficiales primarios de vejiga (Ta-T1). Los
pacientes de este estudio son randomizados en tres grupos diferentes, en funcién del
tratamiento recibido, y son seguidos durante un periodo medio de 4,9 afios. Se realiza un
analisis multivariado, observando que las unicas variables con capacidad para predecir de
manera independiente la supervivencia cancer-relacionada, son la expresion de ki67 y la
morfologia microscdpica sélida del tumor. La expresion de p53, que también es analizada,
no muestra una relacion significativa con la supervivencia. El umbral de positividad
considerado por los autores fue del 20% para p53, y del 15% para ki67. Se observa en este
trabajo, que la existencia de un patrén papilar en el estudio microscopico del tumor,
representa un factor protector, ya que los pacientes con tumores papilares tienen casi cinco
veces menos posibilidades de morir a consecuencia del tumor vesical, que aquellos con
tumores solidos.

En 1998 Jahnson et al (59) realizan un estudio retrospectivo, con una
muestra de 173 pacientes sometidos a cistectomia radical por cancer vesical localmente
avanzado, que son seguidos durante un periodo minimo de 5 afios, o hasta la muerte del
paciente. Los factores pronosticos analizados de forma univariada y multivariada son la
edad, la categoria T, el grado histolégico, la expresion de p53 y la expresion de pRb. Los
resultados obtenidos por estos autores, muestran que la categoria T es el Gnico factor
prondstico independiente en la prediccion de supervivencia cancer-relacionada,
observandose que los tumores de la categoria T3 y T4 tienen un riesgo de morir a
consecuencia del tumor vesical, 6,25 veces superior a los tumores de la categoria T1. En
este estudio se utiliza como punto de corte, una expresion de p53 del 20%.

Otro estudio en el que se analiza el papel prondstico de la expresion de p53,
es el realizado por Lipponen et al en 1998 (60). Se trata de un estudio de caracter
retrospectivo, constituido por 186 pacientes, con un seguimiento medio de 11,1 afios. Las
categorias tumorales consideradas son Ta-T4. En este trabajo se analizan, ademas de
parametros clinico-patolégicos clasicos, un buen nimero de factores bioldgicos
relacionados con la actividad proliferativa y supresora tumoral, asi como algunos indices
citométricos. En el caso de los factores bioldgicos, no todos son estudiados en relacién con

la supervivencia, sino que solamente se realiza un estudio descriptivo y comparativo de los
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mismos. El andlisis multivariado de los datos pone de manifiesto, que las variables con
capacidad para pronosticar supervivencia cancer-relacionada, son la categoria T, la
morfologia microscdpica del tumor, el indice mitético M/V, y la fraccién de células en fase
S; no observando relacion con la supervivencia en el caso de variables como grado
histolégico, y ploidia del DNA.

En un intento de mejorar la precision de los factores prondsticos clinico-
patoldgicos utilizados habitualmente en el cancer de vejiga, Lipponen et al en 1991 (18)
efectian un estudio en el que ademas de dichos factores, se analizan diversos parametros
morfocitométricos y citoproliferativos. El estudio es realizado de forma retrospectiva, con
una muestra de 265 pacientes con tumores vesicales primarios, pertenecientes a las
categorias Ta-T4, y el intervalo medio de seguimiento es de 10,2 afios. Las variables
analizadas son: categoria T, grado histoldgico, morfologia microscépica, drea nuclear,
desviacion tipica del drea nuclear, area nuclear de los 10 nicleos mas grandes, indice de
actividad mitética e indice mitético M/V. El analisis multivariado demuestra que las
variables independientes de supervivencia cancer-relacionada, son la categoria T, la
morfologia microscépica, el indice mitdtico M/V, y el area nuclear de los 10 niicleos mas
grandes. Cuando se consideran solamente los tumores pertenecientes a la categoria T1, tan
solo la morfologia microscopica muestra capacidad para predecir supervivencia cancer-
relacionada.

Existen pocos estudios que evalllen los factores prondsticos del cancer
vesical musculo-infiltrante, de manera multivariada. Uno de estos estudios es el realizado
por Angulo Cuesta et al en 1997 (161). La serie de estos autores consta de 50 pacientes con
tumores T2-T3a (UICC 1992), tratados mediante cistectomia radical y linfadenectomia
pélvica, siendo el seguimiento medio de 2,82 afios. Las variables estudiadas son: categoria
T (T2 vs. T3a), grado histolégico (G1-2 vs. G3), patrén de crecimiento (papilar vs. solido),
tamafio tumoral (<5 cms vs. >5 cms), edad (<65 afios vs. >65 afios), y tratamiento efectuado
(cistectomia aislada vs. cistectomia + quimioterapia sistémica neoadyuvante). En el analisis
univariado, tan solo el grado muestra una relacidn significativa con la supervivencia,
mientras que en el analisis multivariado no se detecta nihguna variable independiente de

supervivencia cancer-relacionada.

150



Discusion

La utilidad pronéstica de la expresion nuclear de p53 en tumores musculo-
infiltrantes es estudiada, junto con otros factores pronodsticos, por Qureshi et al en 1999
(162). En este estudio, compuesto por 83 pacientes (T2-T4b), se intenta relacionar la
efectividad terapéutica de la quimioterapia sistémica basada en el Cisplatino, con la
expresion inmunohistoquimica de p53, teniendo en cuenta que desde un punto de vista
tedrico, aquellos tumores vesicales con mutacion del gen p33, responderdn peor a la
quimioterapia, ya que sus células no poseeran capacidad apoptética p53-dependiente. Los
resultados del analisis multivariado, muestran que la existencia de respuesta completa al
tratamiento quimioterdpico, es la (nica variable independiente en la prediccion de
supervivencia cancer-relacionada. La expresion de p53, por el contrario, no muestra
capacidad para pronosticar supervivencia, ni para predecir respuesta a la quimioterapia,
tanto en el andlisis univariado como en el multivariado. El umbral de p53 utilizado en este
estudio es del 20%.

Herr et al en 1999 (63) realizan un estudio para valorar si la expresion
inmunohistoquimica de p53, presenta utilidad en la seleccion de candidatos a la
preservacion vesical, entre los pacientes con tumores vesicales musculo-infiltrantes. Su
serie consta de 111 casos con tumores T2-T3 NO MO, tratados con quimioterapia M-VAC
neoadyuvante. El seguimiento medio de los pacientes es de 10 afios, y el nivel de p53
utilizado como punto de corte es del 20%. Los autores estiman que la expresién de p353
influye de manera significativa en la probabilidad de supervivencia cancer-relacionada, y
que dicho marcador muestra una gran utilidad en la toma de decisiones terapéuticas, de los
tumores vesicales musculo-infiltrantes, especialmente en el estadio T2a (cirugia de
preservacion vesical vs. cistectomia radical). La conclusién mas importante de este estudio,
es que los tumores vesicales en estadio T2a, con p53 (-), pueden conservar su vejiga
durante un periodo de 10 afios, si presentan una respuesta completa tras la administracion
de quimioterapia neoadyuvante, por el contrario aquellos tumores con positividad de p53,
deben ser tratados con cistectomia precoz, por presentar un elevado riesgo de progresion
local y a distancia. _ |

Tsuji et al (28) realizan un estudio para intentar determinar de manera
retrospectiva el valor prondstico de p53 y ki67, en piezas de cistectomia radical. El estudio

se efectla sobre una muestra de 31 tumores en estadio pT1-pT4, con un seguimiento medio
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de 2,71 afios. Los autores concluyen que tanto la expresion de p53 (punto de corte: 20%),
como la de ki67 (punto de corte: 32%), influyen de manera significativa en la supervivencia
cancer-relacionada de estos pacientes. Por otra parte, los pacientes con positividad en
ambos marcadores, presentan una supervivencia significativamente mas baja, que aquellos
pacientes con un solo marcador positivo, o con ambos negativos.

Los estudios de Herr (63) y Tsuji (28), han sido realizados de manera
univariada, por ello el valor de los resultados obtenidos por estos autores, es limitado, por
las razones que ya hemos explicado con anterioridad.

En muchas ocasiones, los estudios que evalian los factores prondsticos,
relacionados con la supervivencia del carcinoma de células transicionales de vejiga,
analizan las distintas variables en relacién con la supervivencia general de los pacientes, sin
tener en cuenta si la muerte se ha producido a consecuencia del cancer de vejiga, o por el
contrario, no guarda relacion con el mismo.

Uno de los primeros estudios multivariados sobre los factores pronésticos
del cancer de vejiga, es el llevado a cabo por Narayama et al en 1983 (163), de manera
retrospectiva, utilizando una poblacion de 468 pacientes con tumores primarios y
recidivantes. Las covariables controladas en el andlisis son la edad, el sexo, la historia
previa de tumor vesical, el nimero de tumores (1, 2, 3 6 24), tamafio de la neoformacién
mas grande (<1, 1-2, 3-4 6 25 cm), el aspecto macroscépico del tumor (solo papilar vs.
otro aspecto), el compromiso del trigono, el grado histologico (G1, G2 6 G3), el estadio
clinico de Jewett (0, A, B, C, 6 D), vy la estirpe celular del tumor (células transicionales vs.
células escamosas o adenocarcinoma). El anélisis multivariado de los resultados,
considerando solamente los tumores primarios, pone de manifiesto que el tamafio, el grado
histoldgico y el estadio clinico del tumor, se comportan como variables independientes en
la prediccidén de supervivencia general.

Un estudio similar al anterior es llevado a cabo por Takashi et al en 1987
(157), encontrando que los factores relacionados con la supervivencia general, en el anlisis
de riesgos proporcionales de Cox son, por orden de significacion: la categoria T, el tamafio
tumoral, los sintomas iniciales, la edad y el grado histolégico. En este estudio solo se

incluyen tumores primarios, de las categorias Ta-T4.
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Uno de los primeros trabajos en los que se intenta determinar el papel de p53
en la supervivencia del cancer de vejiga, fue publicado por Esrig et al en 1994 (61). Se
estudian de manera retrospectiva 243 pacientes tratados mediante cistectomia radical, por
cancer de vejiga en estadio pTa-pT4. El umbral de sobreexpresion de p53 utilizado es el
10%. Los resultados obtenidos por los autores, demuestran que la expresion de p53 es una
variable independiente en la predicciéon de supervivencia general, cuando se ajusta por
grado histologico, categoria pT, categoria pN y expresién de p53.

Hermann et al en 1998 (67) realizan un estudio prospectivo, en el que
analizan factores prondsticos predominantemente anatomopatoldgicos, ademas de p53.
Dicho estudio consta de 143 pacientes con tumores primarios pertenecientes al estadio T1,
y en €l se efectia un seguimiento medio de 4,7 afios. El umbral de positividad de p53 es del
20%. Las variables consideradas para el anélisis son: sexo, edad, grado histolégico (Gl,
G2, G3, 6 G4), profundidad de invasion de la lamina propia (Tla, Tlb, 6 Tlc), tipo de
invasién de la lamina propia (intramural en bloque vs. dispersa en nidos o bandas),
permeacion linfatica o vascular, displasia en la biopsia vesical randomizada, tamafio
tumoral, nimero de tumores, aspecto macroscopico (papilar vs. solido y pediculado vs.
sesil). Los autores encuentran que la Unica variable independiente de supervivencia general,
es la profundidad de invasién de la lamina propia, mientras que la expresion de p53 se
encuentra cerca del nivel de significacion estadistica, sin alcanzarlo.

El estudio de Nakopoulou et al (68), realiza un andlisis retrospectivo e
independiente de dos muestras de pacientes: una de 45 pacientes con tumores superficiales
(Ta-T1), y otra de 42 pacientes con tumores misculo-infilirantes (T2-T4). El seguimiento
medio de los tumores superficiales e infiltrantes es de 3,85 afios y 3,12 afios,
respectivamente. El porcentaje de expresion de p53 considerado como positivo es del 10%.
En el analisis multivariado realizado por los autores, no se demuestra una relacion
significativa entre p53 y la probabilidad de supervivencia general.

El estudio de Cote et al (65) se realiza de manera retrospectiva con una
cohorte de 185 pacientes sometidos a cistectomia radical, por cancer de vejiga en diferentes
estadios (no especificados). Con un seguimiento medio de 8,6 afios, y un umbral de
positividad de p53 del 10%, los autores realizan un analisis univariado, encontrando que la

expresion de p53 se relaciona de manera significativa con la supervivencia general,
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observandose ademads, una asociacién mucho mas estrecha cuando se consideran
conjuntamente las expresiones de p53 y pRb.

Skopelitou et al (27), a diferencia de los anteriores, consideran como p53
(+), aquellos tumores con una expresion nuclear > 1%, y no encuentran relacion
significativa entre la positividad de p53 y la probabilidad de supervivencia general, tras un
seguimiento de mas de 7 afios.

Los resultados del analisis de nuestra serie, muestran que las variables con
capacidad pronostica independiente de supervivencia cancer-relacionada, cuando se
consideran los tumores T1 y T2a, son la edad (p = 0,0130), la expresion de p53 entre 2-
14% (p = 0,0194) y la expresion de p53 >14% (p = 0,0197).

Los tumores que muestran una expresion de p53 <0,2%, tienen una
probabilidad de supervivencia cancer-relacionada del 95,91%, tras 12 afios de seguimiento,
mientras que cuando la expresion de p53 es >14%, dicha probabilidad es del 47,38% (p =
0,0000). Asimismo se puede observar, que el riesgo de que se produzca una muerte
originada por el cancer de vejiga es 7,71 veces superior en aquellos pacientes con una
expresion de p53 superior al 14%, con respecto a los pacientes con una expresion de p53
entre 0-0,2%. En nuestra serie, los pacientes con més de una formacién tumoral tienen un
riesgo de morir que es 2,49 veces superior a aquellos con un solo tumor, y aunque la
diferencia no es estadisticamente significativa, se encuentra muy cerca de la significacion
(p = 0,0585).

La categoria T del tumor es considerada como un importante factor
pronostico de supervivencia en un gran namero de estudios sobre cancer de vejiga, tanto en
el analisis univariado, como en el multivariado. En nuestro estudio, encontramos una fuerte
asociacion entre la categoria T y la supervivencia cancer-relacionada (Log rank = 37,13; p
= 0,0000), en el analisis univariado, sin embargo cuando se efectia un analisis
multivariado, ajustando por esta variable y por otras que pueden ejercer un efecto confusor,
se observa que la categoria T no es una variable independiente de supervivencia (RR =
1,82; p = 0,3446). La mayoria de los trabajos en los que la categoria T se muestra como una
variable independiente de supervivencia (11, 18, 59, 60), han sido efectuados sobre

muestras conformadas por pacientes de todas las categorias tumorales (Ta-T4). Esta es
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quizds la principal causa de tal divergencia, ya que en nuestro estudio, las categorias
utilizadas para el analisis multivariado son solamente T1 y T2a.

Existen otros trabajos en los que se analicen exclusivamente tumores
vesicales superficiales, es decir, categorias Ta y T1. Al analizar ¢l papel de la categoria T
en este subgrupo de tumores, los resultados son variables, ya que mientras algunos
encuentran que la categoria T es una variable independiente (14), otros por el contrario, no
observan tal independencia (12, 21). Resulta muy dificil efectuar una comparacion acertada
entre los resultados obtenidos por dichos autores y los del presente estudio, ya que nuestra
seriec no consta de tumores de la categoria Ta, los cuales tienen un pronostico de
supervivencia mucho mejor que los Tl y T2a.

Considerando de nuevo los pacientes de nuestra serie, los factores que
predicen la supervivencia cancer-relacionada en el estadio T1 son la edad, el tamafio
tumoral >3 cm, la morfologia microscopica sélida del tumor, la expresién de p33 en
general, la expresion de p53 entre 2-14% y la expresion de p53 >14%. Los tumores con un
patron de crecimiento papilar tienen una probabilidad de supervivencia cancer-relacionada
del 83,01%, a los 12 afios de seguimiento, mientras que en los sélidos, dicha probabilidad
desciende hasta et 33,33% (p = 0,0094). Es de destacar por otra parte, que aquellos tumores
con una morfologia microscopica sélida, tienen un riesgo de muerte céncer-relacionada,
casi 41 veces superior, a aquellos con morfologia papilar.

Es también llamativo el riesgo de padecer una muerte cancer-relacionada en
T1, observado en los tumores con expresion de p53 >14%, que es casi 42 veces superior, al
que presentan los tumores con expresion de p533 entre 0-0,2%. El riesgo de muerte
observado en los pacientes con expresion de p53 entre 2-14%, es de 21,66, cuando se
compara con aquellos cuya expresion se sitda entre 0-0,2%, lo cual es también bastante
destacable. En este estadio T1, la probabilidad de supervivencia cancer-relacionada al cabo
de 12 afos, es del 97,83%, para aquellos tumores con una expresion de p33 <0,2%, y del
41,42% cuando la expresion de p53 es >14%.

El seguimiento medio realizado en los pacientes de nuestro estudio, fue de
6,7 afios, observando que el 40% de las muertes relacionadas con el cancer de vejiga, se

producen a partir del cuarto afio de seguimiento. Por otra parte, Ojea et al (164) demuestran
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que el 34% de los pacientes presentan su primera recidiva, a partir del tercer afio de
seguimiento. Creemos por lo tanto, que un seguimiento medio de tan solo 3 6 4 afios, no
permite realizar una evaluacion correcta de los factores prondsticos, ni de la situacion vital
de los pacientes con cancer de vejiga; y que la historia natural de esta enfermedad, hace
necesario realizar un seguimiento prolongado de los pacientes.

La morfologia o arquitectura microscopica del tumor parece constituir un
factor pronéstico importante, especialmente en los tumores superficiales. Tanto el aspecto
endoscopico de la tumoracién vesical, como su morfologia microscopica, han sido
clasicamente asociados con los diferentes grados histolégicos del tumor. Por ello, la
importancia prondstica del patron de crecimiento tumoral, se podia considerar atribuible al
grado histolégico con el que se correspondia. Sin embargo son varios los estudios que
demuestran que la arquitectura microscopica del tumor tiene un valor prondstico
independiente (2, 18, 21). Es mas, seglin se desprende de los resultados obtenidos por
algunos autores, el patrén de crecimiento tumoral microscopico, es un indicador prondstico
de supervivencia de mayor utilidad que el grado histologico, ya que ademas de mostrarse
como un factor independiente, al contrario que el grado, su interpretacién no esta sometida
a la carga de subjetividad de este Gltimo (18, 21).

El patron de crecimiento tumoral microscépico, a diferencia de otros
parametros clinico-patolégicos, es considerado en muy pocos de los estudios existentes en
la literatura, especialmente multivariados. Sin embargo, se puede observar que, cuando se
tiecne en cuenta esta variable, suele manifestarse como un factor prondstico de gran
importancia (2, 21). En los pacientes del estadio T1 pertenecientes a nuestra serie, se
observa que el riesgo de morir a consecuencia del cancer de vejiga, es 41 veces mayor
cuando el tumor presenta una morfologia microscopica papilar, que cuando esta es solida.
Este enorme riesgo relativo observado para los tumores solidos, es debido probablemente al
reducido nimero de tumores de morfologia sélida existentes en el estadio T1 (3,5%).
Liukkonen et al (21) en una serie con un porcentaje de tumores s6lidos un poco mayor que
el de nuestra serie (6,5%), encuentran, coincidiendo con nuestros resultados, un efecto
protector en aquellos tumores con patrén papilar (RR = 0,22). Lipponen et al (18) obtienen
unos resultados similares, en un trabajo en el que no se refleja la proporcion de tumores

sélidos. Estos datos enfatizan en primer lugar, el destacado papel prondstico de la
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morfologia microscépica en la supervivencia cancer-relacionada de los tumores en estadio
T1, y en segundo lugar, la necesidad de tener en cuenta esta variable cuando se realizan
estudios de supervivencia en el cancer de vejiga.

Los resultados del analisis efectuado en los tumores del estadio T2a,
pertenecientes a nuestra serie, muestran que los unicos factores que predicen de manera
independiente la supervivencia cancer-relacionada, son la edad y el grado histolégico. Los
pacientes de la categoria T2aG3 presentan un riesgo de morir en relacién con el cancer de
vejiga, casi 11 veces superior a los pacientes de la categoria T2aG2. La expresion de p33 no
muestra relacion con la supervivencia cancer-relacionada en esta categoria tumoral. Por lo
que respecta a ki67, se comprueba que aquellos tumores de la categoria T2a con una
expresion de ki67 >27%, presentan un riesgo de morir 4,59 veces superior a aquellos con
una expresion entre 0-5%, aunque esta relacion no es estadisticamente significativa (p =
0,0975).

No hemos encontrado en la revisién de la literatura ningun trabajo que
analice el papel prondstico de la expresion de p53, limitandose a los tumores de la categoria
T2a, o a la categoria T2. La mayor parte de las veces, los trabajos que analizan este grupo
de tumores, utilizan unas muestras bastante heterogéneas, en las que se incluyen desde
tumores superficiales, hasta tumores con afectacion extravesical (64, 65). Por otra parte,
muchos de los trabajos en los que se evalua el papel de p53, en el pronoéstico de los tumores
infiltrantes, son estudios retrospectivos basados en series de cistectomia radical, por lo que
a priori ya se ha seleccionado un grupo de tumores con una serie de factores clinicos y/o
patologicos de mal prondstico (61, 28, 59, 65, 165).

Entre los trabajos en los que se realiza un analisis selectivo de los tumores
infiltrantes (T2a o mayor), encontrando una relacién significativa entre la expresion de p53
y la supervivencia, figuran el de Kuczyk et al (165), Skopelitou et al (27) y Herr et al (63),
aunque en estos dos 1ltimos trabajos solo se realiza analisis univariado. Jahnson et al (59),
realizan andlisis uni y multivariado, también con tumores de la categoria T2a o mayor, pero
no observan relacion significativa entre p53 y la supervivencia de los pacientes.

Se puede comprobar que los estudios en los que se analiza el papel de la
expresion de p53 en los tumores infiltrantes, el umbral de positividad adoptado, para

obtener dos poblaciones con riesgos significativamente diferentes, es considerablemente
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mas elevado que en los tumores superficiales, llegando hasta el 40% utilizado por Kuczyk
et al (165), con la consiguiente pérdida de especificidad de la técnica inmunohistoquimica.
Esta elevacion en el nivel de positividad utilizado, sugiere una pérdida de capacidad
pronostica de la expresion de p53 en los tumores musculo-infiltrantes, con respecto a los
superficiales. En nuestra serie de tumores T2a hemos podido comprobar, que a medida que
incrementamos el umbral de positividad de p53, obtenemos mayores diferencias en la
supervivencia, entre los dos grupos resultantes, y a partir de un umbral del 50% estas
diferencias son estadisticamente significativas. Sin embargo, en el analisis multivariado se
pierde dicha significacion estadistica.

La interpretacion del papel de ki67 en los tumores de la categoria T2a es
todavia mas dificil, debido fundamentalmente al escaso niimero de trabajos que abordan el
problema. Tsuji et al (28), comunican una relacion significativa entre la expresion de ki67
(> 6 <de 32%) y la supervivencia cancer-relacionada, en el analisis univariado. Los autores

no realizan analisis multivariado.

6.2. Recidiva:

El carcinoma de células transicionales de vejiga se caracteriza por su elevada
tendencia a la recidiva, después del tratamiento inicial mediante reseccién transuretral
completa. Aproximadamente un 50-80% de los tumores superficiales presentaran recidiva
en algin momento de su evolucion (5, 144, 145, 146). Aunque la mayoria de las recidivas
(70-80%) se diagnostican durante los primeros 18 meses, tras la reseccidén del tumor
primario (5, 34, 159, 166), hasta un 34% de los pacientes presentan su primera recidiva a
partir del tercer afio de seguimiento, segln observan Ojea et al (164). Por ello creemos que
es necesario que en los estudios de recidiva se realice un seguimiento medio muy
prolongado, para que los resultados se ajusten a la realidad de esta enfermedad. Debido al

gran nimero de recidivas que sufren los pacientes con esta enfermedad, y segin algunos
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autores, el cancer de vejiga es probablemente el tumor mas frecuentemente diagnosticado
en el sexo masculino (143).

Las recidivas de los tumores superficiales suelen ser del mismo grado y
estadio que el tumor primario, aunque aproximadamente en un 25% de los casos, la
recidiva se asocia a un incremento del grado histolégico (17). Por otra parte, se estima que
entre un 7% y un 20% de los tumores superficiales, desarrollaran una enfermedad musculo-
infiltrante en alguna de las recidivas (5, 34, 145, 159).

La mayoria de las lesiones vesicales (en torno al 70%), que aparecen después
de la reseccién del tumor primario son nuevas ocurrencias, y no recidivas verdaderas, ya
que se localizan en un area de la vejiga distinta al tumor primario. La aparicién de nuevas
ocurrencias tumorales se debe al caracter multicéntrico de la enfermedad urotelial, fruto de
la existencia de una inestabilidad genética del epitelio transicional, que recubre el tracto
urinario. Es probable que el nuevo tumor se desarrolle sobre areas de displasia urotelial
preexistente, o bien que se produzca una implantacién de células tumorales durante la RTU
del tumor primario (17, 47, 144, 167, 168).

En el estudio realizado por Milldn Rodriguez et al (12) en el afio 2000, ya
comentado con anterioridad, los autores observan que, en el analisis multivariado, las
variables que predicen de manera independiente la recidiva tumoral, son la multifocalidad
tumoral, el tamafio tumoral, la asociacién de carcinoma in situ y la utilizacion de
instilaciones intravesicales de forma adyuvante. El grado histolégico y la categoria T, por el
contrario, no parecen influir de manera significativa en la recidiva. En este estudio, a
diferencia de la mayoria, la variable instilaciones intravesicales consta de tres grupos: BCG,
otro tipo de agente, y no instilacion. Se observa que el efecto protector frente a la recidiva
es significativamente mayor (p=0,0002) con BCG (RR=0,39), que cuando se emplea otro
tipo de sustancia (RR=0,76), considerando el RR=1, cuando no se utiliza ningin agente
intravesical.

Kiemeney et al realizan dos trabajos en 1993 (13) y 1996 (169), en los que
se evalian de manera prospectiva los factores relacionados con la recidiva del carcinoma de
células transicionales de vejiga. La muestra utilizada en ambos trabajos consta de 1674
pacientes, con tumores vesicales superficiales (Ta-T1) primarios, que son seguidos durante

un periodo medio de 3,5 afios. Los autores realizan un andlisis multivariado de los
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resultados, ajustando por las variables: edad, sexo, categoria T (Ta vs. T1), grado
histolégico (G1 vs. G2 vs. G3), nimero de tumores (uno vs. mas de uno), nimero de 4reas
vesicales afectadas por el tumor (1 vs. 2 vs. 3 6 mas), presencia de carcinoma in situ
asociado, y realizacién de tratamiento intravesical adyuvante (RTU sola vs. agente
quimioterapico vs. BCG). Los resultados de ambos estudios muestran algunas diferencias,
ya que en 1993 los autores observan que las variables independientes de recidiva son la
categoria T, la multifocalidad tumoral, el niimero de 4reas vesicales afectadas por el tumor,
y la realizacion de tratamiento intravesical adyuvante. Sin embargo, en 1996 las variables
que muestran una capacidad independiente para predecir la recidiva, son: el grado
histoldgico, la categoria T, y la aplicacion de instilaciones intravesicales.

Probablemente las diferencias encontradas entre ambos estudios, sean
debidas a que en 1996, las variables grado y categoria T son analizadas conjuntamente,
mientras que en 1993 se consideran como variables aisladas. Se utiliza en estos estudios
una variable de volumen tumoral poco comin, que los autores designan como: namero de
areas vesicales afectadas por el tumor. Las dreas a las que se reficren son: cuello, trigono,
cupula, y las caras anterior, posterior, lateral derecha y lateral izquierda. El estudio
realizado por Kiemeney et al en 1993 (13) y el de Millan Rodriguei et al en 2000 (12), son
los trabajos multivariados de recidiva con una mayor concordancia de resultados, entre
todos los trabajos recogidos, ain asi podemos comprobar que existen importantes
diferehcias entre ellos.

Un estudio prospectivo de recidiva en el cancer de vejiga es efectuado por
Parmar et al (158) en 1989, utilizando una poblacién de 305 pacientes con tumores
vesicales primarios superficiales (Ta-T1), con un seguimiento medio de 3,I afios. Los
autores consideran una serie de factores, para determinar su relacién con la recidiva
tumoral: resultado de la cistoscopia a los tres meses de la reseccién del tumor primario,
namero de tumores, tamafio tumoral, afectacién de la cara posterior de la vejiga, grado
tumoral (evaluado por el patélogo local y el de referencia), y categoria T del tumor
(evaluada por el patélogo local y el de referencia). Tras analizar los citados factores, los
autores concluyen que el nimero de tumores (uno vs. mas de uno), y el resultado de la
cistoscopia a los tres meses de la reseccion (tumor vs. no tumor), son las tnicas variables

que predicen de modo independiente la recidiva tumoral. En funcién de estas dos variables
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independientes, los autores crean tres grupos de riesgo de recidiva, entre los cuales
encuentran diferencias estadisticamente significativas. Hay que tener en cuenta que en este
estudio, se demuestra una importante falta de uniformidad entre el patélogo local y el de
referencia, en la asignacion de la categoria T y el grado histologico de los tumores. Esta
variabilidad se traduce en unos resultados contradictorios, cuando se analizan ambas
variables de forma_univariada. Por este motivo, los autores deciden no incluir el grado
histolégico, ni la categoria T, en el analisis multivariado.

El trabajo publicado por Witjes et al en 1994 (148), arroja unos resultados
que contradicen algunas de las conclusiones mas destacadas del estudio de Parmar et al
(158). Witjes et al estudian de manera prospectiva y randomizada, un total de 469 pacientes
con tumores vesicales primarios y recidivantes, pertenecientes a las categorias Ta, T1 y Tis,
que son seguidos durante un periodo medio de tiempo de 2,66 afios. Los resultados de este
estudio muestran que las (nicas variables relacionadas de manera independiente con la
recidiva tumoral, son la localizacién intravesical del tumor y la multifocalidad tumoral.
Este estudio, a diferencia del trabajo de Parmar et al (158), no encuentra que la evaluacion
del grado y la categoria T, por parte del patdlogo local o el de referencia, modifique los
resultados de manera significativa. En ninguno de los dos casos, se observa una relacion
significativa entre el grado histolégico, la categoria T y la probabilidad de recidiva.

Witjes et al realizan en 1992 otro estudio, en este caso prospectivo y no
randomizado (146), cuya finalidad principal es evaluar el papel de la biopsia vesical
aleatoria, en la prediccion de recidiva tumoral. Se utiliza en el mismo una muestra de 1026
pacientes con tumores vesicales primarios superficiales (categorias Ta y T1), con un
seguimiento medio de 3,4 afios. Los autores concluyen que las variables independientes en
la prediccion de recidiva son: la administracion de terapia intravesical adyuvante, la
categoria T, el niimero de areas vesicales afectadas por el tumor, y la multiplicidad tumoral,
aunque esta ultima variable es considerada como independiente, porque los autores amplian
mucho el intervalo de la significacion estadistica, ya que el valor de “p” es 0,09.
Respondiendo al titulo de su trabajo, los autores concluyen que la existencia de CIS en la
biopsia vesical randomizada, no proporciona informacion prondstica significativa, con

respecto a la probabilidad de recidiva.
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Otro estudio multivariado de recidiva, es el efectuado por Dalesio et al en
1983 (159), en el cual se evaltia de manera prospectiva y randomizada, una muestra de 308
pacientes de diferentes centros, con tumores vesicales primarios y recidivantes, todos ellos
pertenecientes a la categoria T1. Los autores observan, que los factores que afectan de
manera independiente a la recidiva son, por orden de importancia: el nimero de tumores
vesicales, la tasa de recidiva (nimero de recidivas / afio) antes de entrar en el estudio, v el
tamafio tumoral. La principal conclusién de estos autores es que la tasa de recidiva tumoral
antes de entrar en el estudio, predice con mayor precisién la probabilidad de una recidiva
ulterior, que el hecho de que el tumor sea primario o recidivante.

Mulders et al (143) realizan en 1994 un estudio prospectivo, que consta de
387 pacientes con tumores vesicales primarios y recidivantes, pertenecientes a las
categorias Ta y T1. El seguimiento medio de los pacientes es de 2,25 afios, y todos ellos
habian recibido terapia intravesical adyuvante con Mitomicina C, BCG-Tice, o0 BCG-
RIVM. Se efectia un analisis multivariado ajustando por las variables: localizacién del
tumor, multiplicidad, categoria T, grado histolégico, historia previa de tumor vesical,
tamario, sexo y edad. Los autores concluyen, en primer lugar, que segin los resultados del
analisis univariado, existen unas areas vesicales que se asocian a un alto riesgo de recidiva,
cuando el tumor se localiza en ellas; estas dreas son: cuello vesical, uretra prostatica,
trigono y cara posterior. En segundo lugar, que las Gnicas variables con capacidad para
predecir recidiva de manera independiente, son la localizacién del tumor y la
multifocalidad del mismo, y en funcion de estas dos variables, establecen dos grupos de
riesgo.

El trabajo realizado por Allard et al en 1998 (5), se realiza de manera
multicéntrica y prospectiva, y consta de 333 pacientes diagnosticados de tumor vesical
primario, en estadio Ta-T1. Se efectia un seguimiento medio de 2,94 afios, observando que
las variables relacionadas significativamente con la recidiva, en el analisis multivariado,
son la multifocalidad tumoral, el tamafio tumoral (<3 c¢m vs. >3 cm), el grado histoldgico
(Gl vs. G2-3), y la categoria T (Ta vs. T1). Este trabajo, como otros mencionados con
anterioridad, intenta dividir a los pacientes en cuatro grupos de riesgo, en funcién del

numero de variables independientes de recidiva, presentes en el momento del diagnéstico
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del tumor primario. Adoptando este esquema, los autores observan diferencias
significativas entre los cuatro grupos, enr cuanto a la probabilidad de recidiva, y por otra
parte, que los pacientes que presentan las cuatro variables asociadas de manera
independiente a la recidiva, tienen un riesgo de recidivar 4,39 veces superior, al de aquellos
pacientes en los que no se identifica ninguna de estas cuatro variables.

Piez Borda et al (166), en un estudio prospectivo realizado con 62 pacientes,
con tumores vesicales de las categorias Ta y T1, que son seguidos durante un periodo
medio de 1,16 afios, concluyen que la edad del paciente (<65 vs. 265) es la Gnica variable
con capacidad prondstica independiente en la recidiva tumoral. El seguimiento medio de
los pacientes de este estudio es bastante reducido, y el porcentaje de pacientes que
presentan recidiva al final del mismo es del 46,7%. Si el periodo de seguimiento fuese mas
prolongado, aparecerian inevitablemente mas recidivas, que podrian cambiar
sustancialmente los resultados obtenidos. Esta observacion es compartida por los autores,
tras realizar una revision de la serie, aproximadamente un afio después, y asi lo manifiestan
al final del articulo.

Pawinski et al (145) realizan un ensayo clinico en 1996, cuyas caracteristicas
va fueron descritas con anterioridad. Los resultados de este estudio, en lo que a la
supervivencia libre de recidiva se refiere, muestran que la administracién de agentes
quimioterdpicos intravesicales adyuvantes, se asocia a una disminucion estadisticamente
signiﬁbativa del riesgo de recidiva (p<0,01). Esta disminucion del riesgo de recidiva es del
20 = 6% en el grupo que recibid tratamiento. Los autores realizan también un analisis,
considerando exclusivamente los tumores primarios, v los resultados, en lo que a recidiva
se refiere, son practicamente idénticos a los del analisis del grupo entero (p<0,01).

Los resultados del trabajo de Pawinski et al (145) son coincidentes con los
de la mayoria de los analisis multivariados, en los que se analiza la importancia de realizar
instilaciones intravesicales. Asi los trabajos de Witjes et al (146), Millan-Rodriguez et al
(12), y los dos de Kiemeney et al (13, 169) también resaltan la gran importancia prondstica
que tiene la administracién de tratamiento intravesical adyuvante, en la prolongacion de la

supervivencia libre de recidiva, de los tumores superficiales de vejiga.
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La inclusion de marcadores del 4mbito de la biologia molecular, como la
expresion inmunohistoquimica de p53 o ki67, ha alterado sustancialmente los resultados
obtenidos en los estudios que analizan el riesgo de recidiva de los pacientes con cancer de
vejiga. En cuanto a la importancia prongstica de estos dos marcadores en la recidiva
tumoral, los trabajos realizados a tal efecto, muestran una amplia variedad de resultados, en
ocasiones divergentes.

El trabajo publicado por Esrig et en 1994 (61), y que fue analizado
previamente en relacidon con la supervivencia, realiza también un estudio multivariado de
recidiva. Los resultados ponen de manifiesto que la expresion de p53 es una variable
independiente en la prediccion de recidiva tumoral, cuando se ajusta por categoria pT,
grado histologico, categoria pN y expresion de p33; es mas, en los tumores drgano-
confinados, p53 es la Gnica variable independiente de recidiva. Los autores se apoyan en
sus resultados para sugerir que aquellos pacientes con tumores drgano-confinados, que
muestran una sobreexpresion de p53, podrian beneficiarse de la administraciéon de
quimioterapia sistémica adyuvante. Es importante tener en cuenta que en pacientes
sometidos a cistectomia radical, los conceptos recidiva y progresion tumoral, son
practicamente superponibles. .

Una conclusion totalmente diferente a la del estudio de Esrig et al, es la
obtenida por Nakopoulou et al en 1995 (68). Los autores de este trabajo, que ya fue
comentado con anterioridad, no realizan un analisis multivariado de recidiva, pero en el
andlisis univariado no encuentran una relacion significativa entre la expresion de p53 y la
recidiva de los tumores superficiales. Unos resultados similares, también mediante analisis
univariado, son obtenidos por Skopelitou et al en 1997 (27), quienes en una muestra muy
heterogénea de 110 pacientes, no observan correlacion significativa entre la expresion de
p33 y la probabilidad de recidiva en los tumores superficiales.

Cote et al en 1998 (65), en un estudio ya analizado previamente, observan
que la sobreexpresion de p53 se relaciona de manera significativa con la probabilidad de
recidiva. Al igual que en la supervivencia, observan un efecto sinérgico entre la
sobreexpresién de p53 y pRb, de modo que, cuando ambos marcadores se encuentran
sobreexpresados, su relacion con la recidiva es ain mayor, que la de p53 de forma aislada.

Una limitacién importante de este estudio, como la de los dos anteriormente mencionados,
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es que sus resultados son obtenidos mediante analisis univariado, con lo cual su valor
pronostico es evidentemente menor.

En el estudio prospectivo y randomizado de Liukkonen et al (21), cuyas
caracteristicas fueron definidas anteriormente, se analiza la expresion de pS3 y ki67, y su
relacion con la recidiva tumoral. En el analisis univariado, ambos marcadores se relacionan
de manera significativa con la recidiva, sin embargo en el analisis multivariado, pierden su
importancia prondstica, siendo el grado histologico la tUnica variable independiente en la
prediccion de recidiva tumoral.

Zlotta et al (138) realizan un estudio en 1999, en el que tratan de evaluar de
manera retrospectiva la relacion existente entre las expresiones de p53, p21 y ki67, y el
prondstico de los tumores vesicales superficiales tratados con BCG. Para ello examinan una
muestra de 47 pacientes con tumores primarios y recidivantes, pertenecientes a las
categorias Ta y T1, que son seguidos durante un periodo medio de 2 afios. Los autores
comprueban que la Gnica variable independiente de recidiva tumoral, es la categoria T,
mientras que la expresion de ki67, modifica significativamente la recidiva en el anilisis
univariado, pero carece de valor pronostico en el multivariado. Por su parte, la expresion de
p53 no muestra relacion con la recidiva, en ninguno de los dos tipos de analisis. Los autores
concluyen que las expresiones de p33 y ki67, no tienen capacidad para predecir la recidiva
de los tumores vesicales superficiales tratados con BCG.

Un estudio muy reciente de Gontero et al (170), efectuado en el afio 2000,
analiza también el papel de p53 y ki67 en la recidiva tumoral. Sobre una muestra de 192
pacientes con tumores Ta y T1, los autores crean dos grupos de 104 y 88 pacientes,
correspondientes a los tumores primarios y a los recidivantes, respectivamente. Los
pacientes son estudiados de manera retrospectiva y el seguimiento medio es de 2,17 y 2,33
afios para cada uno de los grupos. Se considera un umbral de positividad
inmunohistoquimica del 20%, tanto para p53, como para ki67. Controlando por diversas
covariables, se observa que la expresion de ki67 es el Unico factor que predice de manera
independiente la recidiva tumoral, en ambos grupos de pacientes. No se encuentra una
relacion significativa entre p53 y la recidiva.

Pfister et al (34) realizan un estudio prospectivo con 308 pacientes y un

seguimiento medio de 5,64 afios. Todos los tumores son primarios y pertenecen a las
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categorias Ta y T1. Se realiza un analisis multivariado, controlando por edad, sexo,
categoria T, grado histolégico, tamafio tumoral, multifocalidad y expresion de ki67 (> 6 <
10%). Las variables asociadas de manera significativa con la recidiva son: la categoria T, el
tamaiio tumoral y la multifocalidad. La expresion de ki67 no se muestra como una variable
independiente de recidiva. Sin embargo, cuando los autores efectian un analisis limitado a
los tumores mayores de 3 cm, observan que la expresion de ki67 predice de manera
independiente de recidiva, en este subgrupo de tumores.

Los resultados del analisis multivariado de nuestro estudio muestran, que las
variables que predicen de manera independiente la recidiva tumoral, al analizar
conjuntamente los tumores pertenecientes a las categorias Tl y T2a, son: categoria TG
(p=0,0148), multifocalidad tumoral (p=0,0001), tamafio tumoral >3cm (p=0,0150),
presencia de CIS en la biopsia aleatoria (p=0,0044), y expresién de ki67 (p=0,0461). Entre
todas las variables independientes, merece la pena destacar la variable multifocalidad
tumoral, ya que se puede observar que aquellos pacientes con mas de un tumor, tienen un
riesgo de recidivar 2,83 veces superior al de los pacientes con un solo tumor.

En el andlisis univariado encontramos que la expresion de p53 modifica
significativamente la recidiva, y observamos que los tumores cuya expresion de p53 es
<0,2%, presentan una supervivencia libre de recidiva del 58,44%, tras 12 afios de
seguimiento, mientras que en aquellos con p53 >14%, es del 32,35%, tras 11 afios de
seguimiento. En cuanto a la expresion de ki67, también se observan diferencias
significativas en relaciéon con la recidiva. Un 59,08% de los pacientes con ki67 <5%,
permanecen libres de recidiva tras 12 afios de seguimiento, frente al 31,70%, cuando ki67
es >27%.

Examinando solamente el subgrupo de tumores pertenecientes a la categoria
T1, encontramos que las variables con capacidad para predecir la recidiva de manera
independiente son: grado histolégico (p=0,0185), multifocalidad tumoral (p=0,0000),
tamafio tumoral >3cm (p=0,0173), CIS en la biopsia aleatoria (p=0,0165), y expresién de
ki67 >27%. Merece la pena destacar de nuevo la variable multifocalidad tumoral, por el
elevado riesgo relativo de recidiva (17,73), que presentan los pacientes con més de un

tumor,
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En cuanto a la probabilidad de recidiva de los tumores T1 en funcién de la
expresion de p53, observamos que los pacientes con una expresion de p53 <0,2%
permanecen libres de recidiva en el 64,94%; por el contrario, cuando la expresion de p53 es
>14%, sdlo permanecen libres de recidiva el 30,36%. Estos resultados son estadisticamente
significativos en el andlisis univariado, pero pierden su significacion en el multivariado. Por
lo que respecta a al expresion de ki67, se observa que cuando ki67 es < 5%, la
supervivencia libre de recidiva a los 12 afios es 59,65%, frente al 39,52%, cuando ki67 es
>27%. Estos resultados no son estadisticamente significativos.

En los tumores de la categoria T2a de nuestro estudio, y controlando por las
variables: edad, sexo, grado histoldgico (G2 vs. G3), tamafio tumoral (<3cm vs. >3cm),
expresion de p53 en cuartiles y expresion de ki67 en cuartiles, observamos que ninguna de
ellas se encuentra significativamente relacionada con la recidiva.

La existencia de multifocalidad tumoral, en el momento de la reseccidon
transuretral del tumor vesical primario es, segin se desprende de la mayoria de los estudios,
uno de los factores clinico-patoldgicos mas importantes en la prediccion de recidiva
tumoral. Todos los trabajos analizados, tanto univariados como multivariados, sefialan de
manera unanime la gran importancia de esta variable en la recidiva (5, 12, 13, 34, 143, 146,
148, 158, 159). Los resultados de nuestro estudio son totalmente coincidentes con la
literatura, ya que comprobamos que el riesgo relativo de recidiva de los tumores miultiples
es 2,83, cuando se consideran las categorias T1 y T2a conjuntamente, siendo este riesgo
relativo 3,65, cuando se considera solamente la categoria Tl. En ambos grupos, la
multifocalidad tumoral es la variable independiente que muestra una mayor asociacién con
la recidiva.

El hecho de que un tumor se manifieste de manera multifocal desde el inicio,
es un reflejo de la multicentricidad inherente del tumor urotelial, en el que existen lesiones
endoscopicamente visibles, acompafiadas de lesiones displasicas o premalignas, que se
manifestaran en otro momento de la historia natural del tumor. En los tumores tnicos, la
inestabilidad genética del urotelio vesical es ya manifiesta, como lo demuestra el hecho de
que el 70% de las recidivas son realmente nuevas ocurrencias, es decir, que el nuevo tumor

no emerge sobre el lecho cicatricial de la reseccidn anterior, sino que lo hace sobre un 4rea
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endoscopicamente indemne. En el caso de los tumores multiples existe probablemente un
mayor grado de inestabilidad genética del epitelio (17, 47, 140, 144, 167, 168), ya que se
desarrollan de manera sincronica varios tumores en diferentes localizaciones de la cavidad
vesical, ademds de asociarse a un riesgo significativamente elevado de recidiva vesical, y
de constituir el principal factor de riesgo de recidiva en el tracto urinario superior, después
de un tumor primario vesical, segiin demuestran Millan-Rodriguez et al (171) en un estudio
multivariado.

Otro de los factores que en nuestro estudio, muestra una capacidad
independiente para predecir recidiva, es el tamafio tumoral >3cm. Nuestros resultados son
consistentes con los de la literatura revisada, ya que a pesar de que el tamafio es una
variable prondstica considerada en muy pocas ocasiones, para la realizacion de estudios de
recidiva, esta variable muestra importancia prondstica en la mayoria de dichos estudios (5,
12, 34, 159). Las categorias de esta variable son confeccionadas por cada autor de manera
aleatoria, aunque 3 cm es el tamafio critico, utilizado por la mayoria de los autores para
dividir los grupos.

El papel del grado histolégico del tumor en la recidiva tumoral es
controvertido, y los estudios se dividen, aproximadamente en la misma proporcion, entre
los que consideran esta variable como un factor prondstico de recidiva (5, 21, 146, 169), y
los que no observan una relacion significativa con la misma (12, 13, 148, 158). En nuestro
estudio, el grado histoldgico se muestra como una variable independiente de recidiva en los
tumores de la categoria T1, pero paraddjicamente, la mayor probabilidad de recidiva se
asocia a los tumores de grado 1, siendo los de grado 3 los que recidivan con menos
frecuencia. Como ya hemos comentado con anterioridad, creemos que el grado histolégico
tiene un valor prondstico relativo, debido a la enorme variabilidad que existe en su
interpretacion.

La existencia de carcinoma in situ en la biopsia aleatoria de la vejiga,
muestra en nuestro estudio, capacidad para predecir de manera independiente la recidiva
tumoral. La comparacién con la literatura resulta dificil en este caso, ya que existen muy
pocos estudios que evalien de manera multivariada la importancia de esta variable en la
recidiva (12, 13, 146), y las conclusiones de los mismos son divergentes. Millan-Rodriguez

et al (12), comprueban en su estudio que la existencia de CIS en la biopsia randomizada,
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predice la recidiva tumoral de manera independiente, sin embargo Kiemeney et al (13) no
encuentran una relacion significativa entre la positividad de la biopsia aleatoria y la
recidiva tumoral. Estos dos estudios son practicamente incomparables, en lo que a esta
variable se refiere, ya que existe una diferencia radical en el concepto de biopsia positiva.
Asi el estudio de Kiemeney et al (13), considera como biopsia positiva la presencia de
carcinoma in situ, o cualquier grado de displasia (severa, moderada o leve), y recordemos
que en la actualidad se acepta que los términos carcinoma in situ y displasia severa son
sindnimos (69, 70), pero las displasias moderada y leve, son entidades diferentes. Millan-
Rodriguez et al (12), por su parte, califican adecuadamente como biopsia positiva, sélo
aquella en la que existe CIS.

En otras ocasiones las diferencias encontradas entre los estudios, estan
relacionadas con el método para obtener las biopsias aleatorias (pinza fria o asa de
resector), o con el tipo de mucosa donde se recoge la biopsia (mucosa endoscépicamente
sana 0 mucosa sospechosa). Segun la mayoria de los autores, las biopsias deben ser
tomadas mediante pinza fria, de un area de mucosa endoscépicamente normal (144).

El niimero de biopsias aleatorias realizadas por los distintos autores, es
también variable, asi Witjes et al (146), tomando 4 muestras bidpsicas, no encuentran una
relacion significativa entre la positividad de la biopsia y la recidiva, mientras que Millan-
Rodriguez et al (12), con 6 muestras de biopsia, si la encuentran. Estos Gltimos autores
atribuyen la discrepancia en los resultados de los dos estudios (12, 146), al diferente
nimero de biopsias realizado, sin embargo nuestros resultados coinciden con los de Millan-
Rodriguez et al (12), a pesar de que nosotros hemos efectuado 5 tomas de biopsia aleatoria
(incluyendo la uretra prostatica), por lo que no creemos que esta sea la (inica causa de tal
discrepancia. Otra de las razones que pueden contribuir a estas diferencias es que, los
tumores que conforman estas dos series de gran tamafio, tienen una distribucién totalmente
diferente, asi la serie de Witjes et al (146), esta formada por un 67,35% de tumores Ta y un
32,65% de TI1, mientras que la de Millan-Rodriguez et al (12), consta de un 36% de
tumores Ta y un 64% de T1. Nuestra serie de tumores superficiales, consta solamente de
tumores de la categoria T1, quizas por ello nuestros resultados coinciden con los de Millan-

Rodriguez et al (12), en cuya serie los tumores T1 constituyen dos tercios del total.
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La expresion nuclear de p53, determinada por métodos
inmunohistoquimicos, muestra en la mayoria de los estudios multivariados poca relevancia,
en la prediccion de recidiva tumoral. Solamente hemos encontrado un estudio multivariado
de recidiva, en el que la expresion de p53 se muestre como una variable independiente (61).
Tal y como sucede en nuestro estudio, Liukkonen et al (21) y Zlotta et al (138), encuentran
una relacion significativa entre esta variable y la recidiva, en el anélisis univariado, que se
pierde al ajustar por otras covariables. El estudio de Nakopoulou et al (68), realizado en
pacientes con CIS, concluye que la expresién de p53 no guarda ninguna relacién con la
recidiva tumoral, en el andlisis univariado, ni en el multivariado.

La expresion inmunohistoquimica de ki67, determinada mediante MIB-1, es
uno de los indices de actividad proliferativa tumoral mas ampliamente reconocidos. El
nimero de trabajos que analizan de forma multivariada la importancia de ki67 en la
recidiva tumoral, es muy reducido, y existe una ausencia total de unanimidad en los
resultados comunicados. Mientras Gontero et al (170) y Popov et al (172), observan en ki67
una capacidad pronéstica independiente de recidiva, Zlotta et al (138) y Liukkonen et al
(21), no encuentran una relacion significativa entre ki67 y recidiva. Pfister et al (34), por su
parte, observan que la expresion de ki67 s6lo presenta una asociacidn significativa con la
recidiva en un subgrupo de la muestra, correspondiente a los tumores mayores de 3 cm.

Los resultados de nuestro estudio muestran que la expresion de ki67 es un
factor independiente en la prediccion de recidiva tumoral, al analizar conjuntamente los
tumores T1 y T2a. Del mismo modo, en los tumores de la categoria T1, la expresidon de
ki67 por encima del 27%, se muestra como un factor de importancia prondstica
independiente. Es posible que los tumores T1, con expresion de ki67 >27%, deban ser
considerados como tumores de alto riesgo de recidiva, y ser tratados como tales, como
ocurre con los tumores de la categoria T1, que son multifocales, mayores de 3 c¢cm, o
presentan CIS asociado. La independencia de dichas variables en la prediccion de recidiva,

se demuestra también en nuestro estudio.
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6.3. Progresion:

La progresion tumoral es un momento critico en la historia natural del cancer
de vejiga. Esta progresion es especialmente importante entre los tumores pertenecientes al
estadio T1, ya que en ellos el incremento de la categoria T, y por lo tanto el desarrollo de
infiltracion de la capa muscular propia, supone un cambio drastico desde el punto de vista
prondstico, y especialmente terapéutico. En los tumores del estadio T1, la identificacién de
nuevos factores prondsticos, que permitan delimitar diferentes grupos de riesgo, nos
ayudaria a tomar decisiones terapéuticas mas precisas, adecuando el tratamiento a cada
caso en particular, evitando de este modo un gran niimero de muertes y de cistectomias
innecesarias.

Por otra parte, el dilema terapéutico no surge solamente a la hora de indicar
una cistectomia, sino que en muchas ocasiones tenemos que decidir el tipo de agente
quimio o inmunoterapico intravesical mas oportuno, la dosis del mismo, el nimero de
instilaciones, o bien la periodicidad del seguimiento y el tipo de prueba diagndstica que se
utilizara para efectuar este seguimiento. Seria también muy interesante la identificacion de
nuevos factores prondsticos de progresion en los tumores musculo-infiltrantes, para poder
definir con claridad qué pacientes son susceptibles de tratamiento de preservacion vesical, y
cudles son candidatos a cirugia radical. En este Gltimo grupo, la identificacion de diferentes
grupos de riesgo, permitiria determinar qué pacientes se beneficiarian de quimioterapia
adyuvante o neoadyuvante, o bien de radioterapia.

Es importante clasificar como progresion no solamente aquelios casos en los
que se produce un incremento de las categorias T, N 6 M, sino que también deben
considerarse como progresion, aquellas muertes que se producen a consecuencia del tumor
de vejiga, aunque no se haya demostrado dicha progresion en el estudio anatomopatologico
de una pieza quirurgica, o mediante técnicas de imagen.

En 1998, Fujii et al (10) realizan un estudio retrospectivo, utilizando una
muestra de 277 pacientes con tumores superficiales primarios de vejiga (Ta, T1), en los que
se realiza un seguimiento medio de 7,7 afios. En este estudio se evaliian de manera uni y

multivariada los factores pronosticos implicados en la progresion tumoral. A pesar de que
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en el estudio univariado, son numerosas las variables clinico-patolégicas que se relacionan
significativamente con la progresion, al realizar el analisis multivariado, tan solo el grado
histolégico (G1-G2 vs. G3), el estadio clinico (Ta vs. T1) y la afectacién tumoral del cuello
vesical, se manifiestan como variables independientes de progresion. Los autores utilizan
estas tres variables independientes, para crear diferentes grupos de riesgo, en funcién de la
existencia de: ningln factor de riesgo, un factor, 6 2-3 factores; encontrando, de este modo,
diferencias significativas entre los grupos. Una de las conclusiones mdas importantes de este
trabajo, es que la afectacion tumoral del cuello vesical constituye el principal indicador de
progresion, observandose en estos tumores un riesgo de desarrollar progresion 4,85 veces
superior, al de los tumores localizados en otras areas anatdmicas.

Sanchez de la Muela et al (173) realizan en 1990 un estudio retrospectivo
con 123 pacientes, diagnosticados de tumor vesical urotelial primario o recidivante,
incluidos en las categorias Ta-T2. Las covariables utilizadas en el analisis multivariado son:
antecedentes de tumor vesical, estadio tumoral, displasia peritumoral, displasia difusa,
infiltrado inflamatorio y persistencia tumoral tras la reseccidn transuretral. Los autores
comprueban, que los tnicos factores con influencia significativa en la progresion tumoral,
son los antecedentes de tumor vesical y la presencia de lesiones displasicas diseminadas en
el urotelio.

En el estudio realizado por Millan-Rodriguez et al (12) en el afio 2000, cuyas
caracteristicas han sido comentadas con anterioridad, son considerados una serie de
parametros clinico-patoldgicos y terapéuticos, con el fin de evaluar el papel de los mismos
en la progresion tumoral. El anélisis de los resultados, pone de manifiesto que el factor
prondstico mas importante en la progresion es el grado histoldgico 3. Otras variables
independientes de progresion tumoral son: existencia de carcinoma in situ asociado,
multiplicidad tumoral, tamaiio tumoral >3 cm, y realizacion de instilaciones intravesicales.
La categoria T del tumor es el tnico factor, entre los analizados, que no muestra una
relacion significativa con la progresién tumoral.

Unos resultados practicamente iguales a los del estudio anterior, son
observados por Kiemeney et al en dos trabajos publicados en 1993 (17) y 1996 (169), que
ya han sido comentados con anterioridad. El grado histoldgico, la categoria T, la existencia

de carcinoma in situ en la biopsia aleatoria y la multiplicidad tumoral, son consideradas
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como variables independientes en cuanto a su capacidad de predecir progresién tumoral. A
diferencia del trabajo de Millan-Rodriguez et al (12), la administracién de instilaciones
vesicales no influye significativamente en la progresién tumoral.

Herr et al (160) en 1989, realizan uno de los primeros andlisis multivariados
de progresion en el carcinoma de células transicionales de vejiga. La muestra consta de 221
pacientes con tumores vesicales recidivantes pertenecientes a las categorias Tis, Ta y T1,
que son tratados en su totalidad con BCG adyuvante a la RTU, realizandose un seguimiento
medio de 5 afios. Las variables analizadas son: edad, sexo, categoria T, grado histologico,
multifocalidad, tiempo transcurrido desde el diagnéstico del tumor primario hasta la
primera recidiva (< 6 > 1 afio), citologia de orina, realizacion de quimioterapia intravesical
previa, régimen terapéutico de BCG (intravesical e intradérmico vs. intravesical vs.
intravesical y mantenimiento). El andlisis multivariado de los datos, permite a los autores
concluir, que los Unicos factores relacionados de manera independiente con la progresién
tumoral, son el estadio clinico T1 y la existencia de un intervalo menor de un afio entre el
diagnostico de la enfermedad y la presentacién de la primera recidiva. Es importante
sefialar que en este estudio, 111 pacientes (aproximadamente la mitad), pertenecen a la
categoria Tis, por ello es extremadamente dificil comparar sus resultados con otros trabajos,
que cuando estudian los factores relacionados con la progresién de los tumores
superficiales, consideran solamente las categorias Tay T1 (10, 12, 13, 21, 34, 169).

El interés despertado por la proteina p53 en los ultimos afios, se ha
transmitido ampliamente al campo de la Urologia, y ha llevado a algunos autores a
examinar el papel de p53 en la progresion del cancer de vejiga. Schmitz-Driiger et al (46)
en 1997, estudian la importancia pronéstica de la expresion de p53, considerando 186
muestras tumorales, pertenecientes a 92 pacientes, ademas de 16 muestras de urotelio
normal. Los casos analizados pertenecen a la categorias Tis-T3b (UICC 1992), ademas de
10 casos de displasia, aunque para el andlisis multivariado solamente son considerados 61
pacientes, con tumores supetficiales primarios. Los factores analizados son, el habito
tabaquico, la multifocalidad tumoral, la expresion de p33, y la expresion combinada de p53
y mdm2. Se observa que la expresion de p53 predice de manera independiente la
progresion tumoral, aumentando su capacidad prondstica cuando se combina con la

expresion de mdm2. La multifocalidad tumoral también se manifiesta como una variable
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independiente de progresion. El umbral de p53 utilizado para definir los casos positivos es
del 5%. Por otra parte, los autores realizan una interesante valoracién inmunohistoquimica
de muestras de epitelio sano, comprobando la ausencia de expresién de p53 en todas ellas.

Zlotta et al (138), en un trabajo ya comentado en ¢l apartado de recidiva,
obtienen unos resultados sustancialmente diferentes a los del anterior estudio, observando
que ninguna de las variables analizadas, influye de manera significativa en la progresién
tumoral. Las diferencias con respecto al anterior estudio (46) son muy importantes, aunque
los resultados de ambos trabajos son dificilmente comparables, ya que en este altimo, el
punto de corte considerado para la expresion de p53 es del 10%. Otra gran diferencia,
quizés mds importante que la anterior, es el hecho de que en el estudio de Zlotta et al (138),
sélo se analizan pacientes con tumores de riesgo intermedio o elevado, entre los cuales se
incluyen casos de carcinoma in situ.

Lacombe et al (147) llevan a cabo en 1996 un estudio de caracteristicas
similares al de Zlotta et al (138), en el que se evalia el papel pronéstico de p53 en una
poblacion de tumores de alto riesgo, tratados con BCG. Los resultados de este estudio son
radicalmente opuestos a los obtenidos por Zlotta, ya que se demuestra que la expresion de
p33 y el estadio clinico T1 son variables independientes de progresiéon, en tumores
superficiales tratados con BCG, y que, por otra parte, la expresion de p53 es la (nica
variable que predice de manera significativa la progresion tumoral, en los pacientes no
respondedores. La muestra utilizada por Lacombe et al, estd formada por tumores primarios
y recidivantes, como en ¢l estudio de Zlotta (138); también la cepa y la dosis de BCG son
coincidentes en ambos estudios. La divergencia en los resultados observados en ambos
estudios podria estar justificada, por la elevada proporcién de pacientes con carcinoma in
situ (58,2%), existente en el trabajo de Lacombe, frente al 6,4%, en el de Zlotta (138), asi
como por la consideracion por parte de Lacombe, de un umbral de positividad de p53 del
20%. Los autores concluyen que en el grupo de pacientes que no responden a la BCG, la
expresion de p53 predice mejor la progresion tumoral, que el estadio clinico post-BCG. Por
este motivo, los autores proponen la realizacion de cistectomia en aquellos pacientes que no
responden a la BCG, y cuya expresion de p53 es elevada.

La probabilidad de progresion del carcinoma in situ, también guarda relacion

con la expresién nuclear de p53, segin demuestran Sarkis et al (114), en un estudio
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retrospectivo efectuado en 1994, con una muestra de 33 pacientes con carcinoma in situ
primario de vejiga, que son seguidos durante un periodo medio de 10,33 afios. En el
analisis multivariado, y controlando por las variables: expresion de p53 (> 6 < de 20%),
edad (> 6 < 60), sexo, existencia de tumor Ta asociado, vy realizacién de tratamiento con
BCG; los autores observan que la tnica variable independiente de progresion es la
sobreexpresion de p53. Los pacientes con p53<20%, progresan en el 16,7% de los casos,
mientras que aquellos con una expresion de p53>20%, lo hacen en el 86,7%. Asimismo se
observa que el riesgo de progresar de los pacientes con sobreexpresién de p33, es 9 veces
superior al de los pacientes con p53<20%.

Otro trabajo que resalta la gran importancia prondstica de la proteina p53 en
la progresion del carcinoma de células transicionales de vejiga, es el realizado por Serth et
al (174) en 1995, sobre una muestra de 69 pacientes con tumores T1/G1-2. Los autores
comprueban que la expresion de p53 por encima del 20%, es el factor prondstico que mejor
predice la progresién en este grupo de tumores, detectando progresién tan solo en el 1,8%
de los tumores con p53<20%, lo cual contrasta con el 86% de progresion observado,
cuando la expresién de p53 es >20%. En el anélisis multivariado, la expresién de p53 es la
tnica variable independiente de progresion, cuando se ajusta por edad, sexo, grado
histolégico, expresion de p53, y actividad proliferativa celular, cuantificada en funcién del
PCNA. Los autores concluyen, que si los resultados observados en su estudio fuesen
corroborados por estudios prospectivos, con amplias muestras de pacientes, aquellos
tumores de la categoria T1 con una expresion elevada de p53, que no respondieran a una
terapia de instilaciones intravesicales, deberian ser tratados mediante cirugia radical, ya que
esta seria su (nica alternativa para lograr la curacion.

En el estudio de Barton Grossman et al (56), realizado en 1998, la expresidn
inmunohistoquimica de p53 no muestra capacidad para predecir progresion, en tumores
pertenecientes a la categoria T1. Sin embargo, al considerar la expresion de p53 y Rb, de
manera conjunta, los autores observan que la expresion anormalmente elevada de ambos
marcadores, pronostica la progresion tumoral de manera estadisticamente significativa. Una
importante limitacion de este trabajo, es que en él sdlo se realiza un analisis univariado de
los datos, por lo que la trascendencia de sus resultados es obviamente menor, que la de los

estudios citados con anterioridad.
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Existen una serie de marcadores o indicadores, que miden la actividad
proliferativa celular, y que han sido estudiados con el proposito aproximarse, desde el
momento del diagndstico, al comportamiento de un determinado tumor (1, 2, 18, 25, 34).
Algunos de los marcadores de actividad proliferativa, evaluados en relacion con prondstico
del cancer de vejiga, han sido: la fraccion de células en fase S, el indice mitotico, el indice
mitético corregido por volumen (indice M/V), la expresion de PCNA, y la expresion
nuclear de ki67. La actividad proliferativa de los tumores, se relaciona intimamente con el
grado de diferenciacion histologica de los mismos. Los indices de actividad proliferativa
tienen la ventaja de ser métodos cuantitativos, que no se hallan sometidos a la subjetividad
inherente, que existe en la evaluacién del grado histolégico (21, 24, 26, 27).

El papel de ki67 en la progresion del carcinoma de células transicionales de
vejiga, ha sido estudiado en menos ocasiones que el de p53. En ¢l caso de ki67, los
resultados observados en los distintos trabajos son también muy variables, e incluso
contradictorios, creando una cierta confusion sobre la importancia pronostica de este
antigeno. Por otra parte, existe una gran variabilidad en el disefio de los trabajos, que hace
que la comparacion de los mismos, y la extraccion de conclusiones claras, resulte
ciertamente dificil. |

Pfister et al (34), en un trabajo realizado para estudiar fundamentalmente
recidiva tumoral, y que ya fue descrito en el apartado correspondiente, comprueban que la
expresion de ki67 no modifica significativamente la probabilidad de progresion, en el
andlisis univariado. Este trabajo, por las caracteristicas de su disefio, no es el idéneo para
evaluar la importancia de ki67 en la progresion tumoral. El trabajo de Zlotta et al (138), que
ha sido comentado con anterioridad, tampoco encuentra una relacion significativa entre la
expresion de ki67 y la progresion del tumor, tanto de forma univariada, como multivariada.

Un resultado completamente diferente al de los dos trabajos anteriores, es el
obtenido por Liukkonen et al (21) en 1999, en un estudio ya comentado con anterioridad.
Tras realizar un analisis multivariado, los autores observan que la expresion de ki67 >10%
y la morfologia sélida del tumor, son las dos Gnicas variables que predicen de manera
independiente la progresion tumoral, siendo la expresion de ki67 la mas importante de las
dos. La expresion de p53 no modifica, por el contrario, la probabilidad de progresion

tumoral, en el analisis multivariado.
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En el andlisis multivariado de nuestro estudio, las covariables que muestran
una capacidad independiente para predecir la progresion tumoral, son la edad (p = 0,0177),
la expresién de p53 en general (p = 0,0197), la expresion de p53 entre 2-14% (p = 0,0397),
y la expresién de p53 >14% (p = 0,0029), cuando se consideran de manera conjunta los
tumores pertenecientes a las categorias T1 y T2a.

En el anélisis univariado, son muy llamativos los resultados de progresion
asociados a la variable p53, ya que se observa que la probabilidad de permanecer libre de
progresion a los 12 afios es del 94,07%, en aquellos tumores cuya expresion de p53 es
<0,2%, mientras que dicha probabilidad se reduce al 32,52% (a los 11 afios), cuando la
expresion es >14%. En el analisis multivariado, se observa que el riesgo de presentar
progresion durante el seguimiento, en el grupo con expresion de p53 >14%, es casi nueve
veces superior al del grupo con expresion <0,2%.

Las cifras de progresion observadas en los distintos intervalos de ki67,
también muestran unas diferencias significativas, en el analisis univariado; asi, la
supervivencia libre de progresion a los 12 afios, se sitia en el 87,99%, cuando la expresién
de ki67 es <5%, por el contrario, esta cifra se reduce al 38,61%, en aquellos tumores cuya
expresion de ki67 es >27%. En el analisis multivariado, se observa que los pacientes con
expi‘esién de ki67 >27%, tienen un riesgo de progresar 3,45 veces superior al grupo con
ki67 <5%, aunque en este caso no existen diferencias estadisticamente significativas (p =
0,0600).

Al analizar de forma multivariada los tumores de nuestro estudio,
pertenecientes a la categoria T1, podemos comprobar que las covariables independientes de
progresion tumoral son: la edad (p = 0,0333), la multifocalidad tumoral (p = 0,01453), la
morfologia microscopica solida (p = 0,0000), la expresion de p53 en general (p = 0,0002),
la expresion de p53 entre 0,2-2% (p = 0,0334), la expresion de p53 entre 2-14% (p =
0,0070), la expresién de p53 >14% (p = 0,0002), la expresién de ki67 en general (p =
0,0040), y la expresién de ki67 >27% (p = 0,0102).

La supervivencia libre de progresion de los tumores T1, con una expresion
de p53 <0,2%, es del 97,83% tras 12 afios de seguimiento, mientras que aquellos cuya

expresion es >14%, tienen una probabilidad de permanecer libres de progresion tan solo del
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25,85%, a los 10 afios (p = 0,0000). En el caso de ki67, el 89,53% de los tumores cuya
expresion es <5%, se encuentran libres de progresion, tras 12 afios de seguimiento, y tan
solo el 38,36%, cuando la expresion de ki67 es >27% (p = 0,0000).

Existe también una relacion significativa entre la expresion de p53 en
cuartiles y el desarrollo de metastasis, en los tumores T1 (Test Log rank = 27,51; p =
0,0000), comprobandose que la supervivencia libre de metastasis al cabo de 12 afios, es de
100%, 93,69%, 83,64% y 55,57%, para una expresion de p53 del 0-0,2%, 0,2-2%, 2-14% y
>14%, respectivamente. La expresién de ki67 en cuartiles por el contrario, no se relaciona
de manera significativa con el desarrollo de metastasis (Test Log rank = 3,26; p = 0,3525).

Nuestro andlisis de los tumores pertenecientes a la categoria T2a, nos
muestra que la Gnica variable que predice de manera independiente la progresion en esta
categoria, es el grado histologico 3 (p = 0,0125).

Las variables relacionadas con la progresion, recidiva y supervivencia de los
pacientes con carcinoma in situ, no han podido ser convenientemente estudiadas, debido al
reducido nimero de pacientes con CIS. En algunas ocasiones la ausencia de casos en
alguno de los grupos, no ha permitido medir diferencias entre dichos grupos. En otras, tales
diferencias si pudieron ser medidas, pero los resultados eran totalmente ilégicos y carecian
de sentido clinico, debido al reducido nimero de pacientes de cada grupo.

Nuevamente, como en el estudio de supervivencia, observamos que el grado
histologico del tumor no predice de manera independiente la progresion tumoral, tanto si se
analiza combinado con el estadio clinico, en una sola variable (categoria TG), como si se
considera de manera aislada. Una excepcion a este hecho lo constituye la categoria tumoral
T2a, en la que el grado histolégico (T2aG2 vs. T2aG3), si se manifiesta como una variable
independiente de progresion, cuando los tumores de esta categoria se analizan de manera
aislada. Estos resultados son concordantes, grosso modo, con los observados en otros
estudios disefiados de forma similar (21, 46, 138, 147, 174),

Examinando la literatura, se puede observar que son varios los estudios
multivariados de progresién, algunos de ellos con un gran numero de pacientes, que
atribuyen una importante significaciéon prondstica al grado histolégico del tumor (10, 12,

13, 169). El nexo comun de dichos trabajos, es que sus resultados se basan en la evaluacion
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de factores prondsticos clasicos, es decir variables predominantemente clinicas y
anatomopatolégicas. En la otra vertiente, existe un importante grupo de estudios, todos
cllos realizados de forma multivariada, en los que ademas de los factores clinico-
patolégicos involucrados clisicamente en la progresion tumoral, se analizan una serie de
nuevos marcadores tumorales, relacionados con la biologia molecular (genes supresores
tumorales e indicadores de la actividad proliferativa celular, fundamentalmente). En todos
estos trabajos, el grado histoldgico no se manifiesta como una variable predictora de
progresion (21, 46, 138, 147, 174). A la vista de estos datos, parece razonable pensar que la
pérdida de significado prondstico del grado histolégico, es una consecuencia de la inclusion
de los nuevos marcadores tumorales, en los estudios de progresion del cancer de vejiga.

La enorme subjetividad existente en la asignacion del grado histolégico de
un tumor vesical, asi como la escasa reproductibilidad que esta variable posee, cuando es
estudiada por diferentes pat6logos, hace que el grado histologico no sea una variable
prondstica ideal (33, 146). Se estima que ante un caso concreto, la inconsistencia de los
resultados entre diversos patélogos (variabilidad interobservador), asi como en un mismo
patologo, en dos momentos separados en el tiempo (variabilidad intraobservador), se
aproxima al 50% (3, 21, 148, 166, 175). Se ha comprobado también que dicha variabilidad
interindividual, no depende de la experiencia del patdlogo que analiza la muestra (166,
175). Parmar et al (158) observan diferencias en la capacidad prondstica del grado
histolégico, en funcién de quien realiza la evaluacion del mismo, encontrando que dicha
variable presenta importancia prondstica, en el analisis univariado, cuando es evaluada por
el patélogo de referencia, perdiendo dicha capacidad cuando el patdlogo local es el que
realiza el estudio del grado.

Existe, por otra parte, una llamativa tendencia por parte de los patdlogos a
clasificar una gran proporcién de tumores superficiales como moderadamente
diferenciados, es decir grado 2. Ello da lugar a la formacién de un amplio grupo de
pacientes de prondstico incierto, por la inclusion de diferentes grados histolégicos, en un
mismo grupo de tumores (21).

La subjetividad en la determinacién del grado y la inconsistencia existente

entre diferentes patologos, hace que algunos autores se cuestionen, tanto la oportunidad de

179



Discusion

incluir esta variable en los estudios prondsticos multivariados (143), como la utilidad de la
misma en la toma de decisiones terapéuticas (166, 175).

Encontramos en nuestro estudio, que la multifocalidad tumoral es una
variable independiente, en la prediccidon de progresion de los tumores del estadio T1,
quedandose cercana a la signiftcacidn estadistica en el andlisis conjunto de las categorias
T1y T2a (p = 0,0702). La importancia de la multifocalidad tumoral en el cincer superficial
de vejiga, es observada en la mayoria de los trabajos de investigacion, que llevan a cabo un
andlisis multivariado (12, 13, 46), siendo en algunos de ellos, el factor aislado mas
importante en la prediccion de progresion (13, 46). El estudio realizado por Herr et al en
1989 (160), observa que la multifocalidad tumoral es una variable independiente, en el
analisis efectuado a los 3 meses, sin embargo no observa tal independencia antes de iniciar
el tratamiento, ni a los 6 meses de seguimiento. Otros trabajos recientes, en los que ademas
de factores clinico-patolégicos, se evallian diversos marcadores tumorales, no contemplan
la variable multiplicidad tumoral en su analisis (21, 138, 147, 174).

El patron de crecimiento microscopico del tumor se muestra en nuestro
estudio, no solo como una variable independiente, sino como un importantisimo factor
prondstico de progresion en los tumores de la categoria T1, presentado los tumores sélidos
de esta categoria tumoral, un riesgo de progresion 55 veces superior a los papilares.
Liukkonen et al (21) concluyen en su estudio, efectuado en 1999, que la morfologia
microscopica del tumor es uno de los factores prondsticos mas importantes, en la
progresion de los tumores vesicales superficiales (21), comprobando que la morfologia
papilar ejerce un efecto protector, ya que el riesgo relativo de progresion papilar/sélido es
de 0,31. En la mayoria de los estudios multivariados de progresion, no se tiene en cuenta la
morfologia microscopica del tumor, a pesar de que es un parametro facilmente medible vy
con escasa carga de subjetividad (12, 13, 46, 138, 147, 160, 174). La inclusién rutinaria de
esta variable en los estudios de progresion, seria suficiente para consolidar la gran
importancia pronodstica de la misma. Por ello creemos que, como en el caso de los estudios
de supervivencia, la variable morfologia microscopica del tumor, debe ser evaluada en los
estudios de progresion del cancer de vejiga.

La expresidon inmunohistoquimica de ki67 es un indice de proliferacion

celular, con capacidad para cuantificar la fraccion de crecimiento tumoral. Segin estas

180



Discusion

caracteristicas, ki67 deberia mostrarse a priori, como un buen indicador de progresién
tumoral en el carcinoma de células transicionales de vejiga. Los resultados de nuestro
estudio son coincidentes con los del trabajo de Liukkonen et al (21), ya que encontramos
que la expresion de ki6é7 predice de manera independiente la progresion tumoral, en la
categoria T1, cuando su expresion es superior al 27%. Sin embargo, Pfister et al (34) y
Zlotta et al (138), no observan una relacidn significativa entre ki67 y progresion. Son pocos
los estudios multivariados existentes sobre ¢l papel de ki67 en la progresion, y en ellos se
observan importantes variaciones metodoldgicas, especialmente en el tipo de variables
consideradas para el anélisis. Es muy dificil, por lo tanto, definir acertadamente el papel de
este marcador, en la progresién del cancer de vejiga.

Las mutaciones del gen p33 en las células tumorales, pueden ser detectadas
mediante técnicas inmunohistoquimicas, debido a la estabilizacion metabolica que la
mutacion ocasiona en la proteina resultante. Es conocido que, tan solo las mutaciones de
diferente sentido (missense mutations) inducen inmunorreactividad nuclear, mientras que el
resto de las mutaciones que puede sufrir el gen p53, no tienen traduccion
inmunohistoquimica.

La inmunohistoquimica permite detectar la mayoria de las mutaciones de
P33 en el cancer de vejiga, ya que se estima que mas del 90% de las mutaciones son de
diferente sentido (46, 127, 132). Bernardini et al (64) realizan un estudio, comparando los
resultados del estudio inmunohistoquimico y del analisis de secuenciacion del DNA del gen
p33, y comprueban que la correspondencia existente entre ambas técnicas es del 88,46%
(p<0,0001). En este estudio se puede observar también una elevada sensibilidad (91,6%) y
especificidad (87,5%) de la técnica inmunohistoquimica. Pages et al (176) observan
correspondencia entre el anélisis inmunohistoquimico de p53 (Anticuerpo DO7), y el
analisis gendémico de p53 (SSCP), en 11 de los 12 pacientes analizados. Dalbagni et al
(177) analizan la correlacién existente entre la inmunohistoquimica y el anilisis genético
mediante SSCP y secuenciacion, otorgando al método inmunohistoquimico una
sensibilidad del 90,3%. Esta elevada correspondencia entre ambos métodos de deteccién de
las mutaciones de p53 en el cancer de vejiga, es corroborada por otros autores (61, 127,
131, 132, 147, 174, 178).
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De acuerdo con los datos expuestos con anterioridad, parece evidente que el
andlisis inmunochistoquimico de p53, reproduce de manera muy fiable las mutaciones
subyacentes del gen p53. Si a esto afiadimos que se trata de una técnica econdmica y de
sencilla ejecucidn, creemos que, en la mayoria de las ocasiones, puede eliminar la
necesidad de efectuar una secuenciacion directa de DNA, para determinar el status de p33.

Por los argumentos anteriormente expuestos, y por la elevada
correspondencia existente entre la expresion inmunohistoquimica de p53 y el pronéstico de
la enfermedad, creemos que la expresién inmunohistoquimica de p53 puede ser utilizada,
de manera segura, para la toma de decisiones terapéuticas, en los pacientes con cancer de
vejiga.

El estudio de la relacion existente entre la expresion inmunohistoquimica de
p53 y el prondstico (supervivencia, recidiva y progresion) del carcinoma de células
transicionales de vejiga, es enfocado, en la mayoria de los trabajos, hacia los tumores
superficiales, es decir, las categorias Tis, Ta y T1. Es logica esta focalizacién de los
estudios, ya que es en los tumores superficiales, donde la expresion de p53 parece jugar un
papel pronostico més destacado (114, 147, 174).

Dentro de la aparente uniformidad de los trabajos que evalGan el papel de
p53 en los tumores superficiales, existen importantes diferencias, empezando por la
seleccion de pacientes, ya que mientras unos analizan exclusivamente tumores en estadio
T1 (56, 174), otros incluyen en su muestra tumores de prondsticos tan diferentes como Ta y
Tis, ademas de T1 (138, 147). Otra importante diferencia observada, no sélo en los estudios
de progresion, sino en todos los estudios prondsticos analizados, guarda relacion con el
umbral de positividad considerado, para definir la existencia de sobreexpresion de p53. Asi,
podemos observar que dicho umbral oscila entre > 0%, establecido por Wright et al (57); o
el 1% adoptado por Skopelitou et al (27); hasta el 40% utilizado por Kuczyk et al (165);
pasando por el 10% considerado por Esrig (61), Ozdemir (41), Tétu (47), Cote (65), y
Zlotta (138), entre otros; y el 20% establecido en los estudios de Liukkonen (21), Qureshi
(162), Lacombe (147), Serth (174), Sarkis (114), y otros muchos.

El anticuerpo monoclonal utilizado en el estudio inmunohistoquimico de
P33, es otra de las fuentes de discrepancia existentes entre los distintos trabajos. En los

estudios prondsticos revisados, se comprueba la utilizacién de cinco tipos diferentes de
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anticuerpos: DO7 (59, 62, 64, 138), Pab 1801 (61, 63, 147, 179), DO1 (46, 56), CM1 (21,
41), y Pab 240 (57); aunque se han comercializado algunos mas, como BP53-12 y Pab1620.

Los antiéuerpos monoclonales disponibles para p53, se distinguen entre si
por reconocer diferentes epitopos de la molécula. Se ha comprobado que existen
importantes diferencias en la inmunorreactividad, entre los distintos clones de anticuerpos,
observando que el clon DO7 y el BP53-12 son los mas adecuados para realizar los estudios
inmunohistoquimicos, ya que muestran un mayor porcentaje de nucleos celulares tefiidos,
con una mayor intensidad de tincién y con eliminacion de la tincién inespecifica, tanto la
citoplasmatica como la de fondo (113). Las diferencias pueden ir mas alld del tipo de
anticuerpo empleado, ya que se ha demostrado que la utilizacion de buffer de citrato en el
desenmascaramiento de antigenos, incrementa la inmunorreactividad del tejido (113).
Incluso existen ciertas diferencias en la reactividad de un mismo clon de anticuerpo, en
funcidn de la firma que realice su comercializacion (113). De todo ello se puede deducir,
que el empleo de uno u otro anticuerpo monoclonal, y otros factores técnicos diversos,
pueden dar lugar a importantes diferencias en los resultados de un estudio.

Si revisamos con detenimiento el apartado de material y métodos de cada
uno de los estudios, podemos encontrar una serie de diferencias metodolégicas,
especialmente en lo que se refiere a la técnica inmunohistoquimica, cuya influencia en los
resultados del estudio no es ficilmente cuantificable. Algunas de estas diferencias, aparte
de las ya comentadas, son: la técnica de desenmascaramiento antigénico, la realizacién de
una predigestion enzimadtica, y la dilucién antigénica de trabajo, entre otras.

El estudio inmunohistoquimico de ki67 plantea esencialmente los mismos
problemas que el de p53, ya que el proceso seguido para la inmunotincién es practicamente
igual con ambos anticuerpos. Quizas las diferencias entre los estudios sean menores en el
caso de ki67, ya que solo existen dos tipos de anticuerpos monoclonales comercializados,
para el estudio inmunohistoquimico. El anticuerpo monoclonal ki67 fue el primero en
utilizarse, y tiene la desventaja de que sélo puede ser utilizado en secciones de tejido
frescas y congeladas, ya que el epitopo del antigeno ki67 al que se une, sufre una
degradacion tras la inclusion del tejido en parafina. El anticuerpo MIB-1 reconoce
igualmente el antigeno ki67, pero a diferencia del anterior, puede ser utilizado con muestras

tisulares fijadas en formol e incluidas en parafina, ya que identifica un epitopo de la
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molécula de ki67 que es formalin-resistente. El desarrollo del anticuerpo MIB-1, ha
permitido la realizacion de estudios retrospectivos, que con el anticuerpo monoclonal ki67,
no eran posibles. La efectividad de ambos anticuerpos monoclonales es similar, al menos
asi lo demuestra un estudio comparativo realizado en pacientes con cancer de mama (34),
en el que los resultados observados con ambos anticuerpos son superponibles, aunque la
inmunotincién media obtenida con MIB-1, es mayor que con ki67 (21% frente a 13%).

Existe una importante variacion en el umbral de positividad
inmunohistoquimica de ki67 considerado por los distintos autores, oscilando entre > 0%,
considerado por Wright et al (57), y el 32% adoptado por Tsuji et al (28). Estas diferencias
metodoldgicas dificultan en gran medida, la realizacion de comparaciones entre los
distintos trabajos.

Los factores pronosticos relacionados con la progresion tumoral del cancer
de vejiga, son especialmente importantes en los tumores superficiales de la categoria T1, ya
que en este subgrupo, el desarrollo de progresidn, frecuentemente se acompafia de un
cambio drastico en el planteamiento terapéutico.

Los tumores superficiales del estadio T1, son habitualmente tratados
mediante reseccidn transuretral, utilizando en un porcentaje elevado de casos algan tipo de
agente quimio o inmunoterapico intravesical (180). Este tratamiento, asociado a una
adecuada revision periddica, permite el control de la enfermedad y la preservacion vesical,
en la mayoria de los pacientes (181). Sin embargo, la reseccién transuretral no siempre
permite realizar una adecuada estadificacion del tumor, por lo que estaremos tratando como
superficiales algunos tumores que en realidad son musculo-infiltrantes. La
supraestadificacion patolégica en las piezas de cistectomia, cuando esta se realiza por
tumores en estadio clinico T1, se produce en un 25% de las ocasiones segiin Hermann et al
(67), en un 26% segiin Amling et al (149), y en un 34% segtn Freeman et al (150).

Aproximadamente un 50% de los pacientes con carcinoma vesical musculo-
infiltrante, presentan micrometastasis en el momento del diagndstico (17, 103, 182), y por
lo tanto la cistectomia radical, como terapia Unica, no seria una técnica curativa en estos
pacientes. Por este motivo, se ha hablado en muchas ocasiones, y en diferentes épocas de la
Urologia, de la realizacién de cistectomia precoz, designando como precoz a la cistectomia

realizada en pacientes con tumores superficiales. Habitualmente los tumores tratados
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mediante cistectomia precoz, reinen una serie de factores de mal prondstico, a partir de los
cuales se puede prever una evolucién mas o menos segura hacia la infiltracién de la capa
muscular y el desarrollo de metastasis a distancia (183). La realizacion de cirugia radical
precoz, podria reducir en gran medida el porcentaje de pacientes con metéstasis ocultas en
el momento de la cistectomia, y aumentar de este modo, la supervivencia a largo plazo. Se
trata por lo tanto, como subrayé Whitmore en 1988, de anticiparse a la progresion de la
enfermedad, y ajustar la indicacion de la cistectomia al momento en que la lesidén, estando
aln localizada, va a dejar de responder al tratamiento local (85, 184).

Sobre este tema ha habido grandes discrepancias, al no existir ningin factor
de riesgo ideal, que permita asegurar que en su presencia, se va a producir una mala
evolucion, en términos de progresion o de supervivencia. Son muchos los estudios que han
establecido en qué circunstancias un tumor vesical superficial deberia ser sometido a
cistectomia radical.

A pesar de que es muy dificil y arriesgado hablar de manera generalizada,
sobre el tratamiento dptimo de los tumores vesicales, podemos decir que las indicaciones de
cistectomia radical, mas comlnmente aceptadas, en el tumor vesical superficial son: 1)
compromiso de la uretra prostatica, con afectacion estromal o ductal extensa; 2)
enfermedad superficial incontrolable mediante reseccion transuretral y terapia intravesical;
3) tumores T1 de alto grado, con o sin CIS secundario, 4) tumores T1 miltiples y/o
recidivantes, especialmente si la recidiva es precoz; S) CIS persistente o recidivante, a pesar
de una pauta adecuada de BCG; 6) efectos adversos severos de la terapia intravesical, que
obligan a suspenderla, perdiendo asi el control de la enfermedad; y 7) trastornos clinicos
y/o funcionales severos derivados de la enfermedad vesical, como el sindrome miccional
severo y progresivo producido por el CIS, o las instilaciones intravesicales, y los sintomas
de almacenamiento derivados de la baja capacidad vesical, observada en vejigas sometidas
a resecciones miltiples (17, 78, 85, 92, 95, 103, 185). Existen otras indicaciones de
cistectomia en tumores superficiales, que son habitualmente una consecuencia del estudio
de nuevos factores prondsticos. Estos factores muestran, en ocasiones, una relacién con la
progresion tumoral y la supervivencia, igual o mayor que la de los factores prondsticos

clasicos, como ocurre con la expresién inmunohistoquimica de los marcadores p53 y ki67.

185



Discusion

Son varios los estudios multivariados, en los que se sugiere que aquellos
tumores vesicales con una sobreexpresion de p53, presentan una probabilidad
significativamente elevada de progresion (46, 114, 147, 174). Por el contrario, en otros
trabajos, también multivariados, la expresién inmunohistoquimica de p53 no se muestra
como un factor independiente de progresion (21, 138).

En nuestro estudio hemos observado que la expresion de p53 es el principal
factor prondstico de progresion, tanto si se consideran conjuntamente las categorias T1 y
T2a, como si se analizan exclusivamente los tumores T1. Resultados similares han sido
encontrados en el estudio de Serth et al (174), en el que p53 es el factor aislado con mayor
importancia en la progresion tumoral. Para Schmitz-Dréger et al (46), la expresion de p53
es una variable independiente de progresién tumoral, convirtiéndose en ¢l factor con mayor
influencia en la progresion, cuando se combina con la expresion de mdm?2. En el trabajo de
Lacombe et al (147), en ¢l que se evalQa la expresion de p33 en tumores superficiales de
alto riesgo tratados con BCG, se pone de manifiesto que la expresion de p53 es la Gnica
variable independiente en la progresion tumoral de los pacientes no respondedores.

A la vista de los resultados obtenidos en nuestro estudio, y en los otros
estudios de progresion revisados, creemos que la expresion inmunohistoquimica de p53
debe ser considerada, como uno de los factores de riesgo mas importantes en la progresion
del carcinoma de células transicionales de vejiga, especialmente en el estadio T1. Otros
factores que clasicamente se han asociado a la progresion tumoral, como es el caso del
grado histolégico, quedan relegados a un segundo plano, cuando en el andlisis se incluye la
variable p53.

En nuestro estudio hemos dividido las variables p53 y ki67 en cuartiles, con
la intencién de obtener una mayor precision prondstica. La division de la muestra en dos
intervalos, en funcién de un punto de corte determinado, permite obtener dos grupos, con
prondsticos totalmente divergentes. Esto disminuye sustancialmente la precision pronostica
y dificulta enormemente las decisiones terapéuticas, especialmente en aquellos casos que se
encuentran en el limite entre los dos intervalos. Por el contrario, la division de la variable
p53 en cuatro intervalos, en funcidn de sus cuartiles, permite estratificar mucho mejor el
riesgo, que con solo dos intervalos, y se puede identificar un pequefio grupo de pacientes

con un riesgo enormemente elevado de progresion y muerte.
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En los tumores de la categoria T1 de nuestro estudio, la expresion de p53
>14% se asocia a una probabilidad de progresion de aproximadamente el 75% a los 10
afios, convirtiéndose en la variable con mayor importancia en la progresion de esta
categoria tumoral, con un riesgo relativo de 74. En el estudio de supervivencia se observa
asimismo, que la probabilidad de supervivencia cancer-relacionada de los pacientes en
estadio T1, con una expresion de p53 >14%, es del 41% a los 12 afios, constituyendo, con
un riesgo relativo de 42, la variable con mayor importancia en la prediccién de
supervivencia cancer-relacionada, al igual que en el estudio de progresion.

Existe una excelente correlacion entre la expresion de pS3 y las
probabilidades de progresion y supervivencia de los tumores T1, como se demuestra en
nuestro estudio y en otros similares. Por ello creemos que la determinacion de la expresion
inmunohistoquimica de p53, deberia ser efectuada de manera rutinaria en los tumores de la
categoria T1. Por otra parte, consideramos que aquellos tumores del estadio T1, con una
expresion de p53 >14%, deben ser calificados como tumores de alto riesgo de progresion y
muerte, y deben ser tratados como tales, independientemente de la presencia de factores
clasicamente asociados al alto riesgo, como la multifocalidad tumoral, el elevado grado
histologico, la multirrecidiva, y el CIS secundario, entre otros.

| La BCG aplicada de forma adyuvante a la RTU, es el tratamiento mas
habitualmente empleado, y quizas la terapia de eleccion, en los tumores considerados de
alto riesgo, ya que es el Gnico agente intravesical que ha probado su capacidad para
aumentar de manera significativa el intervalo libre de progresién hacia la infiltracion
muscular y/o desarrollo de metastasis (92, 144, 186, 187, 188, 189, 190, 191); y para
aumentar, segun algunos estudios, la supervivencia de los pacientes (192). Por otra parte,
varios estudios han demostrado que el nivel de expresion de p53 no predice la respuesta al
tratamiento con BCG (44, 56, 66, 138, 147, 176, 191, 193), por lo que dicho agente
inmunoterapico puede ser efectivo, ain en presencia de una sobreexpresion de p53. Otros
estudios atribuyen a la administracién intravesical de BCG, capacidad para inducir la
activacion de la proteina p53 nativa, y otras proteinas supresoras tumorales como p21, y
relacionan esta activacion con la capacidad tumoricida de la BCG (106). Por todo esto, es
posible que los tumores cuya expresion de p53 es >14%, puedan ser unos candidatos

adecuados al tratamiento adyuvante con BCG, como primer escaldn terapéutico, aunque
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asumimos que el establecimiento de implicaciones terapéuticas solo seria posible mediante
un ensayo clinico.

En los tumores superficiales, que no responden a la terapia intravesical con
BCQG, la sobreexpresion de p53 es, segin algunos autores, un indicador de mal prondstico,
que predice de forma independiente la progresion tumoral (147).

Los pacientes con tumores en estadio T1, presentan un riesgo elevado de
recidiva, progresion y muerte por cancer de vejiga (44). Son diversos los trabajos en los que
se observa que el estadio infiltrativo T1 es un factor pronéstico independiente de progresion
tumoral, en los tumores superficiales de vejiga (13, 147, 160, 169, 194). Por otra parte,
aquellos tumores superficiales que no muestran respuesta a la terapia intravesical con BCG,
también se asocian a un riesgo significativamente elevado de progresion tumoral,
llegandose a observar una progresion del 40-80% en aquellos en los que persiste la
enfermedad en estadio T1 a los 3-6 meses tras la aplicacién de las instilaciones con este
agente inmunoterapico (147, 195, 196). De todo ello se puede deducir que aquellos tumores
pertenecientes al estadio T1 que presentan una sobreexpresion de p33 (un p53>14%, en
nuestro estudio), y que no responden a la terapéutica con BCG, podrian ser unos candidatos
optimos a la cistectomia radical, debido el elevadisimo riesgo de progresion asociado a este
grupo de tumores.

La realizacion de cistectomia radical en los tumores superficiales de alto
riesgo de progresidn y muerte, ha sido un motivo de controversia constante. Los que se
oponen a la cistectomia radical, argumentan que esta es mutilante y encierra un riesgo
quirirgico elevado. Sin embargo, estos argumentos han perdido valor en el momento
actual, ya que la mortalidad operatoria se ha reducido desde casi un 20% antes de 1970,
hasta el 1-2% que presentan la mayoria de los centros en la actualidad; asimismo, la
morbilidad perioperatoria grave ha descendido desde el 35%, hasta el 5-10% (17, 197,
198). Indudablemente, en el pasado, la cistectomia era una operacién mutilante, sin
embargo hoy en dia, con la incorporacion a la Urologia de técnicas de cirugia
reconstructiva, es posible realizar derivaciones urinarias mediante neovejigas ortotopicas,
que permiten la continencia urinaria y la miccién uretral. Por otra parte la realizacion de
reconstruccion vaginal en la mujer, y de cirugia con preservacion de haces neurovasculares

en el hombre, hacen posible la continuidad de la vida sexual del paciente. De este modo, es
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posible ofrecer al paciente la oportunidad de desarrollar una vida normal, después de la
cirugia radical (81, 150, 185, 199).

Hay que tener presente que el céncer superficial de vejiga pierde su buen
pronostico, desde el momento en que invade la lamina propia. Pugh (200), desde un punto
de vista anatomopatolégico, y Skinner (82), desde un punto de vista clinico, ponen
verdadero €nfasis en la importancia de tener presente esa frontera (lamina propia), a la hora
de decidir la estrategia terapéutica (81).

En el momento actual, la tasa de curacion de los pacientes con cancer de
vejiga en estadio T1, tratados mediante cistectomia radical, es muy elevada, asi Stickle et
al (201), observan un 90% de supervivencia a los 5 afios, en pacientes sometidos a
cistectomia inmediata, frente a un 62,5% de supervivencia si la cistectomia se lleva a cabo
tras la aparicién de recidiva o progresién. Malkowicz et al (185), por su parte, también
encuentran un 79,1% de supervivencia general, en pacientes en estadio T1 tratados
mediante cistectomia precoz, tras un seguimiento medio de 5 afios. En la serie de Amling et
al (149), publicada en 1994, formada por tumores de la categoria T1, la supervivencia
cancer-relacionada es del 76%, tras 5 afios de seguimiento. Finalmente, el estudio realizado
por Freeman et al (150) en 1995, muestra una supervivencia general y cancer-relacionada
del 72% y 83,6%, respectivamente, en pacientes con tumores superficiales (Ta, T1 y Tis),
sometidos a cistectomia radical, tras 5 afios de seguimiento.

En el andlisis multivariado de los tumores de la categoria T2a, pertenecientes
a nuestro estudio, las expresiones de p53 y ki67, no muestran una relacion significativa con
la supervivéncia, con la recidiva, ni con la progresion. Por ello creemos que la
determinacion rutinaria de estos marcadores inmunohistoquimicos, no resultaria atil en la
planificacion terapéutica de los tumores de esta categoria, ya que ninguno de ellos

incrementa la precision de los factores prondsticos ya existentes.
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6.4. Limitaciones del estudio:

La seleccion de la muestra corresponde a los pacientes del area de referencia
del Hospital Xeral-Cies de Vigo. Podria pensarse que la muestra no fuese representativa, de
la poblacion de pacientes con carcinoma de células transicionales de vejiga. Sin embargo la
consistencia de nuestros hallazgos, con respecto a distribucién de las variables clinico-
patologicas de las publicaciones previas, demuestra que no ha habido un sesgo de
seleccion.

La recogida retrospectiva de los datos podria generar un sesgo de
informacion, por no disponer de datos en todas las variables analizadas, pero dado que los
resultados de nuestro estudio son a su vez consistentes con los observados en la literatura,
parece que el posible sesgo de recogida de informacion, no afecta a la validez del estudio.

Inicialmente se considerd la supervivencia general, pero al observar
diferencias entre los resultados de supervivencia general y cancer-relacionada, decidimos
incluir en el estudio ambos tipos de supervivencia, aunque posteriormente centramos
nuestro interés en la supervivencia cancer-relacionada. Al estudiar ambos tipos de
supervivencia, eliminamos cualquier posible limitacién relacionada con el concepto de
muerte considerado. Este doble andlisis realizado, nos ha permitido demostrar que existen
diferencias segun se considere para el estudio, la muerte relacionada o la no relacionada
con el cancer de vejiga.

Algunas de las variables numéricas del estudio han sido dicotomizadas o
categorizadas, en un intento de buscar una consistencia en los resultados, con otros autores,
que han hecho la misma categorizacion. Por otra parte, la categorizacion nos permite
incrementar el poder estadistico, para discriminar entre diferentes grupos. A pesar de todo,
con las variables continuas de interés, hemos realizado curvas ROC, para poder identificar
los puntos de mayor y menor sensibilidad, especificidad y valores predictivos.

Debido al pequefio tamafio muestral de la categoria carcinoma in situ, no se
han podido extraer conclusiones con respecto al prondstico de esta categoria tumoral.

Nuestro estudio podria tener sesgos de confusién, al no considerar

determinadas variables que pudiesen tener capacidad prondstica (ciertos marcadores
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citométricos y genético-moleculares, por ejemplo). Dichos sesgos pueden existir, aunque
nosotros hemos utilizado 177 variables, entre las cuales se incluyen aquellas, que con la
evidencia actual, se consideran relacionadas con el prondstico del cancer de vejiga, asi
como ofras, cuya relacion con el prondstico de esta enfermedad es controvertida.

La calidad de vida de los pacientes con cancer de vejiga, es valorada en muy
pocas ocasiones, ya que la mayoria de los estudios sobre esta enfermedad, intentan
determinar indicadores cuantitativos de supervivencia, recidiva o progresion. En nuestro
estudio, tampoco se considera la calidad de vida del paciente, ya que no formaba parte de

los objetivos del estudio.
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7. CONCLUSIONES:

La supervivencia de los pacientes de la categoria T1, disminuye significativamente con
el incremento de la edad, el tamafio tumoral > 3 cm, y el patrén de crecimiento

microscépico sélido.

La recidiva de los tumores de la categoria T1, aumenta significativamente con la
multifocalidad tumoral, el tamafio tumoral > 3 c¢m, y la existencia de carcinoma in situ

en la biopsia vesical aleatoria.

La progresién de los tumores de la categoria T1, aumenta significativamente con el
incremento de la edad, la multifocalidad tumoral, y el patrén de crecimiento

microscépico sélido.

La supervivencia de los pacientes de la categoria T2a, disminuye significativamente con
el incremento de la edad. En esta misma categoria, el grado histolégico 3, se asocia de
forma independiente con una menor probabilidad de supervivencia y una mayor

probabilidad de progresion.

La cxpresién inmunohistoquimica de p53 predice de manera independiente la
supervivencia y la progresi6n, en los pacientes de la categoria T1. Se observa un efecto
dosis-respuesta, de forma que ante una mayor expresion de p53, existe una menor

probabilidad de supervivencia y una mayor probabilidad de progresién.

La expresién inmunohistoquimica de ki67 > 27% predice de forma independiente la

recidiva y la progresidn, en los pacientes de la categoria T1.

La expresién de p53 predice el prondstico de los pacientes con carcinoma de células

transicionales de vejiga en estadio T1, mejor que la expresién de ki67.
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