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Introduccion

1.- PROBLEMATICA DEL CANCER DE VEJIGA

Las neoplasias vesicales constituyen hoy en dia un grave problema, con
una gran repercusion clinica y terapéutica, a pesar de los importantes logros

obtenidos en el conocimiento de ciertos aspectos de su biologia' 2%,

EL cancer vesical representa aproximadamente el 2% de todas las
neoplasias y constituye un problema de ambito mundial. La "American Céncer
Society” estimé en 47.100 el namero de nuevos casos de cancer vesical
diagnosticados en 1990 en EE.UU, y la muerte de 10.200 americanos como con-
secuencia de la enfermedad®. Las tasas observadas en los registros de poblacién
espafioles(19-23 x 100.000 varones y 1,3-3,8 x 100.000 mujeres para el periodo
1980-1983), se sitan en una franja intermedia/alta entre las de los paises euro-

peos®.

La tendencia actual en Espafia es hacia un aumento de la incidencia de
cancer de vejiga. El Libro Blanco de la Oncologia en Espafia, calculé una tasa
media de incidencia de 11,66 x 100.000 para el periodo 1975-1979, con un in-

cremento anual de! 7.43% de dicha tasa®”,

El carcinoma vesical es mas frecuente en el hombre que en la mujer, en
una proporcion de 2 a 5, segin diferentes estudios. Ocupa en el vardn el cuarto
lugar en cuanto a incidencia turmoral, si bien su posicion pasa al 9¢ lugar cuando
se estiman ias muertes que produce, lo que indica que la mayoria pueden ser
curados. En la mujer su incidencia es menor ocupando el lugar 8" de todos los
tumores, y estando en la posicién nimero 12 en cuanto a letalidad.

Las tasas de incidencia y mortalidad en e! varén se han incrementado en todo el

i
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mundo. Es evidente que dos de los principales factores de riesgo (tabaquismo y
factores laborales carcindgenos) tienen mucha mayor prevalencia en el sexo
masculino®. Es probable que en un futuro proximo declinen estas tasas en

concordancia con la disminucidn progresiva del nimero de fumadores.

En cuanto a sus posibilidades globales de curacion, los datos basados en
una serie de registros de poblaciéon de EE.UU., muestran un aumento de las
supervivencias a los 5 afios, que ha pasado del 61% en los casos diagnosticados

entre 1970-1973, al 77% en los casos diagnosticados entre 1979 y 19849,

La incidencia del cincer vesical aumenta con la edad, siendo mas
frecuente en personas mayores de 60 afios y poco comiin antes de los 40

afios"?,

En Espafia, se observa un claro predominio entre los 65-80 afios!'". Ade-
mas hay que destacar que en pacientes jovenes la mayoria de los tumores son de
bajo grado, papilares no invasivos, con menos riesgo de recurrencias gue otros

similares en pacientes de edad méas avanzada®?,

El carcinoma de células transicionales, que representa aproximadamente
el 90-95% de las neoplasias vesicales, tiene una historia natural que oscila desde
indolente a muy agresivo. Y es importante predecir la conducta del tumor por
varios motivos: 19 para administrar un tratamiento racional; 2° para efectuar un
seguimiento l6gico y adecuado; y, 3° para proporcionar una informacion real al

paciente y a los familiares.

Es un hecho comprobado que entre el 70% y 80% de los tumores
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vesicales son superficiales en ¢l momento del diagnéstico, de ellos el 80%
permanecen como tales durante toda su evolucion. En general, estos tumores
tienen buen prondstico en cuanto a supervivencia; el 80% de los pacientes

sobreviven a los cinco afios y sélo un 10% llegan a morir por tumor!.

Sin embargo, entre un 60% y un 80% de los pacientes presentarin al
menos una recidiva local; de tal forma, que existe una relacién directa entre
frecuencia de recidivas, posibilidades de progresion y reduccion en la superviven-
cla, aunque por el momento no estd definida cualitativamente ni estd cuantifica-

da(14.35)

Aproximadamente entre el 10-20% de los tumores superficiales papilares
evoluctonan hacia carcinomas invasivos. Asi, aunque podriamos establecer una
clara separacidn entre tumores superficiales e infiltrantes con valor prondstico y
terapéutico diferentes, nunca podremos afirmar que un tumor superficial no sea
en realidad una fase precoz en la evolucion de un tumor agresivo e infiltrante.
Este hecho hace que la biisqueda de criterios capaces de definir precozmente el

potencial bioldgico del tumor sea una necesidad.

En los ultimos afios se han desarrollado importantes avances en el
conocimiento de la biologia del cancer vesical. Una de las lineas prioritarias de
la investigacion uro-oncolégica ha sido identificar factores de valor prondstico y
descubrir rasgos caracteristicos relacionados directamente con la enfermedad
neoplasica capaces de ofrecer una informacidn objetiva y cuantificable sobre la
evolucién y respuesta al tratamiento de los carcinomas vesicales de células
transicionales. La informacion asi obtenida nos proporcionaria las bases para un

mejor manejo de estos tumores, orientdndonos en la adopcion de una actitud
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terapéutica inicial, en el seguimiento postoperatorio y en la deteccion de recidivas

tumorales.

Los avances conseguidos en el conocimiento de las bases moleculares de
la carcinogénesis han permitido identificar una serie de genes directamente
relacionados con la regulacion tanto de! crecimiento celular normal y neoplasico
como con los fendmenos de diferenciacion-desdiferenciacion celulares. Estos

genes han sido denominados oncogenes.

Los estudios realizados sobre la expresion de oncogenes en distintas
neoplasias (pulmén, mama...) han aportado datos de gran importancia y han
establecido nuevos factores prondsticos en las mismas. El analisis de distintos
proto-oncogenes en los tumores vesicales de células transicionales, y su relacion
con las caracteristicas clinicas y anatomo-patolégicas de los mismos mejorara el
conocimiento de las propiedades biologicas basicas de las células neoplasicas, y
puede aportar informacion relevante acerca del diagnostico, evolucion y factores

prondsticos de estos tumores.

2_- CARCINOGENESIS

Desde las primeras observaciones publicadas hace ya mas de dos siglos,
la mayor parte de los datos disponibles acerca de las causas del cincer han
apuntado hacia un origen ambiental, impulsando con gran fuerza las investi-
gaciones en el campo de la carcinogénesis quimica. Sin embargo, a pesar de sus

grandes logros, con el esclarecimiento de multitud de aspectos y matices
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experimentales, se ha establecido una hipétesis multisecuencial.

Hace tan sélo dos décadas se desconocia atin el mecanismo intimo de la
cancerizacién, aunque se le sospechaba relacionado con el efecto mutagénico de

los carcindgenos sobre el material genético®®'?,

En estos momentos parece claro que cualquiera que sea la causa
inicial{carcindgenos viricos,ffsicos o quimicos), para que una célula normal se
convierta en cancerosa y transmita a sus descendientes las caracteristicas tumora-
les, el cambio tiene que estar marcado de algiin modo en su material genético.
Esto implica que, si bien los agentes desencadenantes de cincer pueden ser
miiltiples, todos ellos actiian sobre un sustrato genético comun dentro de la célula.
Esto conduce al paradigma genético que domina hoy por hoy la investigacion

"

béasica sobre el cancer: " el material genético es el blanco central de la

carcinogénesis y las células cancerosas contienen lesiones genéticas que son las

responsables iiltimas del fenotipo tumoral""®.

Los acontecimientos que llevan al desarrollo y propagacion del fenotipo
maligno son complejos, miltiples e interactivos. Estos hechos tienen lugar de
forma secuencial y desarrollan aberraciones fenotipicas progresivas que conllevan
la adquisicidon de la posibilidad de la proliferacién desordenada, la invasion de

tejidos adyacentes y la capacidad de metastatizacion.

El cancer puede ser causado por un dafio genético que conlleve la
expresion o funcién biologica anormal de genes, lo cual se sustenta por los
siguientes hechos: existe una predisposicién hereditaria a padecer cancer, se han
detectado alteraciones cromosOmicas en las células cancerosas y se han

descubierto una serie de genes (proto-oncogenes) cuya mutacion produce
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crecimiento neoplisico. La activacion de los proto-oncogenes y la deleccion de
genes supresores puede tener lugar conjuntamente con la produccidn de hormonas
peptidicas por las células premalignas o malignas. Algunas de las cuales podriar
actuar como factores de crecimiento paracTinos o autoCrinos, y otras ocasionarian
efectos sistémicos (sindromes parancoplisicos)™.

FIG. 1: Nocidn de gen cancerigeno,

Los avances producidos en la década de los setenta en los campos de la
ingenieria genética y la biologfa molecular de retrovirus sentaron las bases sobre
las que se han podido producir los espectaculares descubrimientos sobre la
biologia molecular del cincer que se han empezado a materializar a partir de la
década de los ochenta hasta nuestros dias™.
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3.- DESCUBRIMIENTO DE LOS ONCOGENES RETROVIRICOS

La investigacion biologica bésica sobre el cancer se remonta a los
comienzos de nuestro siglo, cuando en 1911 Francis Peyton Rous descubrid un
virus causante de sarcomas en aves. El virus, perteneciente a la familia de los
retrovirus, fue denominado Rous Sarcoma Virus(RSV) y permitié el estudio en
el laboratorio del fenémeno de la transformacion celular®®#-*>_ Sin embargo no
fue hasta la década de los 70 cuando se consiguid identificar el gen v-src,
constituyente del genoma del RSV, como el agente causante de la transformacion.
Posteriormente, y gracias al desarrrollo de las técnicas de manejo del material
genético, se pudo comprobar que existia una version normal, no activada del gen

v-src en todas las células de pollo y se ke denominé ¢-src®,

La similitud funcional entre ambas versiones quedé provada cuando el
equipo de Hanafusa consiguié que un mutante de RSV, parcialmente defectivo en
el gen v-src y por tanto incapaz de transformar células, recuperara su capacidad
transformante por recombinacién con el c-src presente en las células normales®?.
Establecida la semejanza estructural y funcional de las versiones c- y v- de
oncogenes, parecia razonable considerar que estas Ultimas se habian originado de
las primeras, y asi se propuso denominar profo-oncogenes a las versiones

celulares®*9,

Homdlogos del gen c-src se encontraron en numerosas especies animales,
incluido el hombre, con un alto nivel de conservacion. Este resultado indicaba
que se trataba de un gen de gran importancia en la regulacioén de la proliferacion

celular.
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Por extension, se vio luego que practicamente todos los oncogenes viricos
tienen un homélogo celular®* del cual habrian aparentemente derivado®®, al ser
sus homologias, tanto a nivel de nucledtidos®’#*3%338 como de productos

8(37.38)

codificado muy significativas y conseguirse experimentalmente, por

transduccion, la produccidn de oncogenes retroviricos a partir de cultivos celula-

res®®* y animales®!%,

Para distinguir las distintas veriones de un mismo oncogén se acordd
anteponerles letras, asi el c-src es la version celular y el v-src la version presente

enel RSV.

Se han elaborado modelos de los mecanismos por los que ciertos retrovirus
han incorporado proto-oncogenes que, como consecuencia de su instalacion en el
genoma virico y de los eventuales procesos de recombinacion y otras alteraciones
que ello conlleve, han adquirido capacidad transformante®”. No se trata pues de
que las versiones celulares de oncogenes pertenezcan a virus endégenos, como
proponian Huebner y Todaro, sino de genes celulares que en su momento fueron

capturados por retrovirus e incorporados a su genoma.

La posibilidad de transformar in vitro células normales en tumorales por
incorporacion de DNA libre extraido de células tumorales y las técnicas de
ingenieria genética, permitieron clonar oncogenes dominantes procedentes de
tumores. Asi, del DNA de células de carcinoma de vejiga humano se clond el

oncogén denomado c-Ha-ras“™*,

Hay que recordar que hasta entonces sélo se habian clonado oncogenes
virales. Los grupos dirigidos por Robert A. Weinberg, Mariano Barbacid y

Michael Weigler usaron el c-Ha-ras como sonda para detectar su correspondiente
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proto-oncogén en ¢l genoma de células humanas normales mediante técnicas de
hibridacion de DNA; cuando ambos genes se compararon, se observo que tenian
idéntica secuencia de bases excepto una mutacién puntual(una guanina del proto-
oncogén esti sustituida por timina en el oncogén); por consiguiente se establecié
que una simple mutacién puntual puede conferir capacidad transformante a un

gen®?,

Durante los altimos 20 afios se han descubierto una gran variedad de
retrovirus capaces de inducir tumores en una gama de animales experimentales
y que son portadores de genes adquiridos de la células huésped activados por

diferentes tipos de alteraciones.(TABLA I).
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Retrovirus, Tumor

.. . P

OnCOgen y especie de origen Localizacion cefufar Funcién b,oqu;mlca
v-fms Sarcoma felino Transmembrana Receptor factor crecimiento
v-Kit sarcoma felino Transmembrana Receptor factor crecimiento
V-ros sarcoma aviario Transmembrana Recepior factor crecimiento
v-erbB v.eritroblastosis aviaria Transmembrana Receptor factor crecimiento
v-Ha-ras sarcoma murinoc Membrana interna Transducter (Proteina G)
v-Ra-ras sarcoma murino Membrana interna Transductor{Proteina G)
v-Ki-ras sarcoma murinc Membrana interna Transductor(Proteina G)

v-Src sarcoma aviario Membrana interna Proteina tirosina quinasa

v-yes sarcoma aviario Membrana interna Proteina tirosina quinasa

v-abl leucemia murina Membrana interna Proteina tirosina quinasa

v-fgr sarcoma felino Membrana interna Proteina tiresina quinasa

V-mos sarcoma murino Citoplasma Proteina serinaftreonina quinasa
v-raf sarcoma murino Citoplasma Proteina serina/treonina quinasa
v-mil sarcoma aviario Citoplasma Proteina serina/treonina quinasa
v-sis sarcoma del simio Citoplasma Homélogo cadena B PDGF
v-erbA v.eritroblastosis aviaria Nucleo Receptor hormona tircidea
v-fos sarcoma murino Nuicleo Regulador transcripeion

v-jun sarcoma aviario Nucleo Regulador transcripecion

v-myc v.mielocitcmatosis aviaria Nucleo Regulador transcripecion

v-myb v.mieloblastosis aviaria Nucleo Regulador transcripeidn

v-eys mieloblastosis aviaria Nucleo Regutador transcripcion

v-ski carcinoma aviario Nucleo Regulador transcripcion

v-rel v.reticuloendoteliosis Nucleo Regulador transcripcidn

TABLA 1: Oncogenes Retroviricos.

10
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4 .- ONCOGENES Y GENES SUPRESORES

Un tumor maligno es un conglomerado de células cancerosas, descendien-
tes todas ellas de una célula "fundadora”. Tal célula ancestral era antes normal,
y desempefaba su funcidén regular en algin tejido. Pero sufrié un cambio critico
y, como resultado del mismo, empezé a dividirse y proliferar en respuesta a
alguna orden interna, haciendo caso omiso a los estimulos externos que
normalmente regulan el crecimiento celular. Esta dnica célula generara los miles
de millones de células, igualmente alteradas, que constituyen la masa tumoral.
Para saber cudl es el factor determinante del desarrollo de un céncer debemos

conocer qué alteraciones ha sufrido la célula fundadora.

El blanco central de la carcinogénesis son los genes celulares, secuencias
de DNA que contienen la informacion necesaria para la sintesis de una proteina.
Seran alterados por la accion de diferentes mutdgenos o carcindgenos (compuestos

guimicos, radiaciones, virus...).

Las lesiones genéticas encontradas en las células cancerosas son de dos
tipos: dominantes y recesivas. E] blanco de las alteraciones dominantes son los
protooncogenes. Las alteraciones de tipo recesivo tienen como diana los asi deno-
minados oncogenes recesivos, anti-oncogenes 0 genes supresores del crecimiento.
Esta nomenclatura de tipo operativo es un tanto desafortunada, ya que refleja
solamente el modo en que estos genes han sido descubiertos, pero no indica nada

acerca de su funcién celular normal®!=¥.

Los proto-oncogenes constituyen un grupo de genes del genoma celular

implicados en el control de la reproduccion, crecimiento y diferenciacion
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celulares® . Los proto-oncogenes codifican la transcripcién de moléculas de
mARN que son traducidos a proteinas. Las proteinas pueden ser factores de

crecimiento, receptores de factores de diferenciacidn y crecimimiento, factores
transductores de sefiales y factores de transcripcion nuclear®™ . El paso de proto-
oncogén a oncogén activado se produce mediante una serie de alteraciones
genéticas tales como mutaciones puntuales, traslocaciones, delecciones y

amplificacién génica®®,

Los genes denominados genes recesivos 0 genes supresores pertenecen a
un grupo de genes cuyos productos estdn involucrados de forma diversa en la
regulacion negativa de la proliferacion celular. La pérdida en la célula de uno de

estos genes supone la proliferacion de forma incontrolada de la misma®?.

EQUILIBRIO TISULAR

DIFERENCIACION PROLIFERACION
Genes SUPRESORES Genes INDUCTORES

FIG.2: En los tejidos normales se mantiene una tasa demogréfica celular en la
que la supervivencia de las células, su diferenciacion funcional, su muerte y su
proliferacién, se mantiene en un equilibrio dindmico. Este equilibrio es el
resultado de acciones contrapuestas. Unas inducen proliferacion, otras la

suprimen. En la transformacién cancerosa, el equilibrio se rompe.
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Por tanto existen dos mecanismos de mutacion hacia la proliferacion
celular incontrolada. El primero consiste en convertir en hiperactivo un gen
estimulador; este tipo de mutacion tiene un efecto dominante(es suficiente con que
el cambio afecte a una de las dos copias del gen en la célula; el gen alterado se
denomina oncogén (siendo el alelo normal un proto-oncogen). El segundo consiste
en inactivar un gen inhibidor: este tipo de mutacidn tiene un efecto recesivo ,para
que la célula quede libre de la inhibicién es necesario que las dos copias del gen
en la célula estén inactivadas o deleccionadas; al gen perdido se le llama, gen

supresor de tumores.

El descubrimiento de los mecanismos intimos que inducen la transforma-
cién de una célula normal en una célula cancerosa, ha abierto nuevas expectativas
con respecto al desarrollo de nuevas estrategias para el diagndstico y tratamiento
del cancer. El problema bésico para el uso de los oncogenes como marcadores
en el diagndstico del cancer, no es tanto de aspecto técnico como practico. Es
necesario establecer el valor clinico de la informacion referente a la presencia de
oncogenes en pacienes con cdncer. Ensayos clinicos multicéntricos deben ser
realizados en los que la activacion del oncogén pueda correlacionarse con los
pardmetros clinicos y con la respuesta de los tumores a diferentes protocolos

terapéuticos®-

Por tanto,se puede argumentar que el problema de descifrar el proceso
neoplasico es algo que estd haciéndose cada vez menos complejo y, por ende,

mas alcanzable.
Actualmente se conocen unos 60 proto-oncogenes y oncogenes, Ssu

localizacion cromosomica, localizacion celular, tipo proteico y funcion.

(FIG.3).
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FIG.3: Representacién esquemdtica de los diferentes grupos de oncogenes y su

localizacion en la célula.
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5.- MECANISMOS DE ACTIVACION DE LOS ONCOGENES

Hasta ahora se han descubierto unos 60 proto-oncogenes cada uno de los
cuales se puede transformar en un oncogén. El gen puede resultar alterado por
una mutacion puntual, a través de una transfocacidon cromosémca, O por insercion
de un elemento genético mévil como es un retrovirus. El cambio puede ocurrir
en la region que codifica para la proteina, de forma que se produzca un producto
hiperactivo, o puede ocurrir en regiones adyacentes de control, de forma que
simplemente el gen resulta sobreexpresado. l.os principales mecanismos de

activacion de los oncogenes se detallan a continuacion:

A._-Transduccion retrovirica.

Este mecanismo tiene su origen durante el proceso de recombinacion
genética o transduccion por el que el virus adquiere el gen celular normat,
convirtiéndolo asi en un oncogén®. Existen dos caminos por los cuales un proto-
oncogén se puede convertir en un oncogén por incorporacidn en un retrovirus: la
secuencia del gen puede estar alterada o truncada de manera que codifique para
una proteina con una actividad anormal, o bien et gen puede quedar bajo el
control de promotores potentes y activadores del genoma viral de forma que su
producto se sintetice en exceso o en circunstancias no apropiadas; a menudo se
producen ambos efectos a la vez. Los retrovirus también pueden ejercer efectos
oncogénicos similares por otro sistema que no implica recoger genes de la célula
huésped y transportarlos de célula a célula: simplemente, las copias de DNA del
RNA viral se pueden insertar en el genoma de la célula huésped en lugares
cercanos a proto-oncogenes, o incluso dentro de ellos. La alteracion genética
resultante se denomina mutagénesis por insercion,y el genoma alterado es
heredado por toda la progenie de la célula. La inserciéon puede activar el gen
celular en cuestion provocando simplemente su hiperexpresion, sin més, o puede

ademas mutarlo.

15



Introduccion

B.- Traslocaciones.

Las trasiocaciones de oncogenes se encuentran de manera muy frecuente
en ciertas enfermedades malignas hemarolégicas®®”. En linfomas de células B,
incluyendo el linfoma de Burkitt, el oncogén c-myc, que normalmente estd
situado en los brazos largos del cromosoma 8 humano, aparece con alta frecuen-
cia translocado a otros cromosomas donde estan los genes de las inmunoglobuli-
nas generalmente al cromosona 14, y en menor ndimero de casos a los cromoso-
mas 2 ¢ 22®%  La translocacién es reciproca, pues parte de las secuencias de
nucledtidos correspondientes a genes de las inmunoglobulinas situados en el
cromosoma 14 son translocados al cromosoma 8. Como resultado de la
translocacion se incrementa la expresion del gen myc, al verse sometido a la
misma regulacion que el gen del anticuerpo. Asi, durante la respuesta inmunolé-
gica a un antigeno, tales genes se transcriben muy activamente. Una traslocacion
que afecta al proto-oncogén c-myc se ha encontrado en el carcinoma hereditario

de células renales®.

C.- Multiplicaciéon(amplificacion).

En este mecanismo lo que sucede es que en virtud de una alta replicacidn,
dentro de una célula puede llegar a haber muchas copias de un protooncogén,
secuencialmente repetidas a lo largo de un cromosoma, o como particulas extra-
cromosémicas dispersas. El resultado es la hiperexpresion del proto-oncogén
afectado®. En tumores uroteliales se ha encontrado amplificacién del oncogén

c-ki-ras, asf cono de otros proto-oncogenes de la familia ras”.

D.- Mutacion puntual.

Las mutaciones puntuales sustituyen una base de DNA por ofra. Asi, si un

protooncogén de una célula normal sufre una mutacién puntual por accion de
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radiaciones o un carcindgeno quimico, la mutaciéon puede hacer que cambie la
informacién que determina la sintesis de una proteina. La proteina alterada puede
inducir uno o més de los cambios asociados con el crecimiento canceroso. Es un
modo de activacidn tan efectivo que ha permitido descubrir oncogenes por
transfeccion, es decir, por transferencia de genes entre células de mamiferos en
cultivos in vitro, por medio de su DNA®$  Esio condujo al hallazge de los
primeros oncogenes "autdctonos” de tumores humanos, en lineas celulares
procedentes de carcinomas de vejiga y pulmén. Los oncogenes celulares
resultaron ser homélogos de los oncogenes retroviricos v-Ha-ras y v-Ki-ras y,
asombrosamente, su unica diferencia con el proto-oncogen normal radicaba en
la base de un solo nucledtido, una guanina en el pro-oncogen cambiada por timina
en el oncogén activo. Una mutacién puntual en un gen normal de aproximada-
mente 5.000 nucledtidos lo convertia en carcinogénico, y no por un aumento del
nivel de expresion, sino por dar lugar a una proteina mutada en un solo aminoAci-

do, valina en lugar de glicina, en la posicion 127%™,

La Tabla II resume los mecanismos de activacion de oncogenes que han

sido descritos en distintos tumores uroldgicos.

Los genes c-Ha-ras mutados han sido tipificados en tejido de carcinoma
vesical™ y en otros muchos tipos de tumor. Este oncogén es en efecto uno de los

més frecuentemente identificados, como gen transformante.
Otros miembros de la familia de oncogenes ras han sido identificados

como proto-oncogenes activados en tumores urogenitales. El proto-oncogén N-ras

se encontrd cono gen transformante en lineas celulares de teratocarcinoma™,
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FIG. 4: Mecanismos de activacion de oncogenes
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FROTO-ONCOGENES ALTERADOS EN TUMORES UROGENITALES

Alteracion ©oneogen Céancer Referencia
Mutacion c-Has-ras Lineas celulares de carcinoma de vejiga Krontiris and Cooper
c-Has-ras Tejido de carcinoma vesical Fujita et al.
N-ras Lineas celulares de teratocarcinoma Cooper et al.
c-Kl-ras Adenocarcinoma de préstata Peehl et al.
Translocacién  c-myc Carcinoma renal hereditario Drabkin et al.
Amplificacién c-Ki-ras Tumor urotelial Fujita et al.
c-fms Carcinoma renal Slalom et al.
c-myc Adenocarcinoma de préstata Fleming et al.
c-myc Seminoma Sikora et al.
Koufos et al.

Deleccion

Tumor de Wiims

TABLA II: Alteracion de proto-oncogenes en tumores urogenitales.
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6.- PRODUCTOS DE LOS ONCOGENES Y SUS FUNCIONES

Como otros genes, los oncogenes determinan proteinas, moléculas funda-
mentales en €l mantenimiento de la estructura de las células, que catalizan,
ademds, sus reacciones bioquimicas, estableciendo su forma y funcién. Las
proteinas determinadas por los oncogenes desarrollan funciones anormales y
provocan la transformacion de una célula normal en cancerosa. Tras intensas
investigaciones sabemos ya que las proteinas "transformantes” presentan una serie
de caracteristicas funcionales comunes, lo que sugiere que no son muchos los

mecanismos que originan el cancer y que quizé lleguen a conocerse algin dia™.

Los productos proteicos de los oncogenes, también denominados
oncoproteinas, desempefian papeles claves en el control de la proliferacién y

diferenciacidn celulares.

Dependiendo del mecanismo de activacion de los oncogenes que se haya
producido, las proteinas se verdn alteradas de una forma u otra. La estructura y
funcién de una proteina vienen determinadas por €l orden de sus aminoacidos, de
forma que el cambio de uno solo de ellos puede acarrear consecuencias
importantes. La mutacion presente en el gen ras altera uno de los aminoacidos del
producto genético, convirtiéndo la proteina normal en oncogénica. En otras
ocasiones la activacion puede deberse a un efecto de "dosis”. En comparacién con
las correspondientes células normales, algunas proteinas oncogénicas se
encuentran en cantidades muy altas en las células transformadas. Ello puede
deberse a un fallo en la regulacion génica o a que hay muchas copias del gen
correspondiente. En células transformadas por virus, la proteina oncogénica se
fabrica en grandes cantidades porque el oncogén funciona como un gen virico

activo™,
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7.- ONCOGENESIS MULTISECUENCIAL

Existe abundante informacién que demuestra que el cdncer es un proceso
de eventos multiples acumulativos. El andlisis realizado en diversos sistemas
tumorales (colon, pulmén, mama) ha confirmado que las distintas neoplasias son
el resultado de la acumulacién progresiva de lesiones de tipo dominante y
recesivo en alguno o varios de los genes identificados. L.a potencia de un solo
oncogén es extraordinariamente limitada. Por consiguiente, aunque la activacion
de algiin oncogén sea el primer acontecimiento que desencadene el proceso carci-
nogenético, no basta ella sdla para provocar la aparicion de un tumor malig-
no®", Las pruebas existentes hasta ahora sugieren que los tumores pueden
iniciarse mediante la activacion de un oncogén, pero la progresion del tumor
implica la adquisicién de mas oncogenes. El nimero de alteraciones necesario se
desconoce, si bien un estudio basado en procesos estadisticos apuntan hacia un
minimo de cinco etapas tanto en hombres como roedores™. Existen probable-

mente algunos cuya activacién contribuye a la invasion y la metastasis”.

La célula cancerosa, que¢ adquiere ventaja proliferativa desarrollando
oncogenes que estimulan el crecimiento celular, puede incrementar su capacidad
de multiplicacién deshaciéndose de los genes que hasta ese momento limitaban su

crecimiento.

La historia natural del cancer de colon es un ejemplo muy demostrativo
de la carcinogénesis multisecuencial®. Durante los dltimos afios se ha ido
descubriendo un evidente paralelismo entre las etapas clinico-evolutivas y la
acumulacién progresiva de alteraciones genéticas, la mayor parte por delecion,
en los cromosomas 5,17, y 18 y una sola por activacion, la de un oncogén K-ras.

Algo similar sucede en el carcinoma de vejiga. La figura 5 refleja el esquema del
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proceso de transformacion celular neopléasica, propuesto por algunos autores, para

el carcinoma de vejiga®”,

Céiula normal
de vejiga

modificacion
regién cromosomica 9q

.

Aumento
del
crecimiento

regien cromosémica 1p

T
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ransformaciot
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-
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FIG.5: Esquema del proceso de transformacion neopldsica en el carcinoma de

vejiga.
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El conocimiento detailado de la correlacion entre esta progresion de
errores genéticos y los estadios clinicos de la enfermedad estd empezando a poder

ser utilizado desde el punto de vista del diagnéstico y prondstico clinicos.

El esclarecimiento de todos los mecanismos que controlan la proliferacion
celular normal junto con la regulacion de dichos mecanismos durante [os procesos
de diferenciacién y desarrollo de organismos superiores es uno de los mayores

desafios que tiene ante si la investigacion basica sobre el cancer.

8.- ONCOGENES Y CANCER DE VEJIGA

* ONCOGEN erbB-2/NEU

El oncogén erbB-2 es un gen relacionado con el gen del receptor del EGF
y por tanto con los oncogenes retroviricos y celulares erbB. Estudios moleculares
y bioquimicos han demostrado que el protooncogén humano erbB-2 esti localiza-
do en el brazo largo del cromosoma 17 y codifica una proteina transmembrana
de 185.000 daltons que posee actividad tirosina quinasa®. Esta proteina es
probablemente un receptor de la superficie celular para un factor de crecimiento.
La identificacion inicial de este gen como un oncogén se llevo a cabo en lineas
celulares de neuroblastomas de rata derivadas de un tumor inducido por el carci-
ndgeno quimico N-nitroso-metilurea®. En todos los casos examinados, la
activacion del oncogén tuvo lugar mediante una mutaciéon puntual dentro del
dominio transmembrana. Esta mutacién activadora causa la sustitucion de un ami-

noécido hidrofilico (valina) por un aminodcido hidrofébico (dcido glutimico).

En tumores humanos, la activacién del protooncogén erbB-2 no parece
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estar mediada por mutaciones puntuales. En estos tumores el potencial
oncogénico no se debe a una mutacién con actividad constitutiva, sino a una
hiperexpresion del receptor c-erbB-2 original, como ocurre en diversos
adenocarcinomas humanos y lineas celulares derivadas, especialmente de mama,

ovario y pulmon®?*34.85.86)

Masui et al.®” estudiaron en el carcinoma de células transicionales de
vejiga de rata inducido con diversos productos quimicos ia existencia de
mutaciones puntiformes del ADN que codifica el dominio intramembranico de la
proteina p185(NEU). Sus resultados indicaron que dicha mutacion no existia y

que, por lo tanto, no es el mecanismo de activacion en el céncer vesical.

El mecanismo por el cual la expresion elevada del oncogén erbB-2
incrementa la posibilidad de desarrollo de carcinomas de humanos es desconoci-
do. La identificacion del ligando de este receptor ayudara al entendimiento de su
papel fisiologico. Estudios preliminares indican que la contribucion del oncogén
erbB-2 al desarrollo neoplasico en humanos requiere un nivel determinado de
expresion por encima del cual ejerce un efecto neoplasico®™. La expresion del
gen erbB-2 bajo el control regulador del virus SV40 no induce transformacién
maligna. Sin embargo, cuando estas secuencias son reemplazadas por elementos
reguladores mas potentes como los presentes en retrovirus, se puede observar ia
transformacion eficiente de fibroblastos de roedores. La comparacién de los
niveles de expresion del producto det oncogén erb3-2 en estas células indican que
aquellas células transformadas contienen aproximadamente de 3 a 5 veces el nivel
de expresion de dicha proteina con respecto a fibroblastos no transformados.
Estas observaciones ponen de manifiesto que la determinacién del papel que el
gen erbB-2 pueda tener en tumores humanos requerird una cuantificacion muy

precisa de sus niveles de expresion.
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El producto del protooncogén erbB-2 es expresado en niveles elevados en
urotelio, tdbulo distal y proximal, epitelio gastrointestinal y epitelio bronquial del
feto(89). Aunque esta proteina raramente es expresada en tejidos normales del
adulto excepto tibulo renal(89) el oncogén c-erbB-2 es con frecuencia amplificado
y sobreexpresado en ciertos tumores como carcinoma gastrico®, mama®”, ova-

rio®? y carcinoma de vejiga®*".

Es interesante anotar que ta amplificacion del oncogén erbB-2 se corre-
laciona con la progresion maligna de estos tumores. Se ha propuesto que la
amplificacion del oncogén erbB-2 tiene mds valor para predecir el desarrollo
agresivo de los tumores de mama, que los métodos diagnosticos utilizados hasta
ahora, tales como niveles de receptores de progesterona y estrogenos. Ademds
en tumores vesicales la expresion de este producto se correlacionaba bien con el

grado y estadio de la neoplasia®® |

Recientemente se realizaron estudios en células obtenidas de lavados
vesicales encontrando amplificacidén del oncogén erbB-2 en células neoplasicas de

tumores grado I y grado [11%Y.

La evolucién del oncogén c-erbB-2 en pacientes con carcinoma vesical ha
sido también estudiada, se ha encontrado que dicho oncogén tiene significado
prondstico con la recurrencia y progresion. De forma resumida los autores
refieren que la cuantificacion de la proteina p185 en tumores vesicales de células
transicionales puede ser utilizada para identificar subgrupos de riesgo con mal

prondstico.

Como se ha indicado con anterioridad el producto del gen erbB-2 es un

receptor de transmembrana ficilmente accesible desde fuera de la célula. Asi
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pues, es concebible que su expresion elevada en canceres humanos pueda ser
modulada con anticuerpos especificos. De hecho, la transformacion maligna de
fibroblastos de roedores inducida por el oncogén mutado de rata erbB-2 pudo ser
revertida por un anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio externo del
producto de este gen®. Asi pues erbB-2 es el oncogen mds accesible, y quizds
el primero contra el cual se puede intentar realizar una terapeitica sistemdatica

bésica sobre oncogenes.
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* ONCOGENES RAS

Los genes ras constituyen una familia génica que se encuentra en todos los
organismos”®, En la actualidad se conocen tres genes ras que se han designado
H-ras, K-ras, N-ras. La evidencia de que estos genes celulares podian llegar a ser
activados como oncogenes, se manifestd por primera vez por la trasduccién de
dos genes ras de mamiferos, el H-ras y K-ras en las estirpes Harvey y Kirsten del
virus del sarcoma murino. Los genes ras han acaparado gran interés, puesto que
en 1982 se identificaron como los alelos tranformantes de una gran parte de los

gD

tumores humanos*™. Los oncogenes ras también se ha encontrado en un alto

porcentaje de tumores animales inducidos por carcindgenos quimicos y fisicoso0,

Los tres genes ras codifican proteinas estructural y funcionalmente muy
parecidas de 21 Kd, por lo que se las conoce genéricamente como proteinas p21

y, mas recientemente proteinas ras"®,

Las proteinas p21-ras tiene como propiedad bioquimica mas caracteristica
su abilidad por unir e hidrolizar GTP. El ciclo de las proteinas ras se puede
representar en su forma activa por el complejo p21-ras/GTP y la forma inactiva
por el complejo p21-ras/GDP. La inactivacion de la proteina se produce como
consecuencia de la actividad G'TPasa intrinseca. Se piensa que las proteinas ras
se encuentran en la célula en equilibrio entre un estado inactivo y un estado
activo. En situacidon normal y en ausencia de estimulo, la proteina estaria en
estado inactivo, caracterizado por una conformacion que permite la fijacion de
GDP. Al ser estimulada, intercambia GDP por GTP lo que se traduce en un
cambio de la conformaciéon molecular que la convierte en activa. Este cambio
conformacional permitiria que las proteinas interaccionasen con moléculas efecto

ras, para asi dar comienzo a la transduccidn de sefiales mitogénicas. Una vez que
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la interaccion entre las proteinas ras activadas y las moléculas efectoras se ha
producido, éstas volverian inmediatamente a fa forma no activada,por conversion
del GTP en GDP, a expensas de su funcion GTPasa intrinseca. Si la duracion de
la interaccion con ia molécula efectora es mds larga que la del estimulo original
o se efectia sobre varias moléculas efectoras en sucesion, antes de la inactivacion
completa, la amplificacion de la sefial estd garantizada. Si se estabiliza en la
forma activa, se produce una sefiaiizacion continta capaz de transformar. Recien-
temente se ha identificado un factor denominado GAP (GTPase Activating
Protein), capaz de acelerar la reaccion GTPasa intrinseca de proteinas ras
normales del orden 100-200 veces. Este factor carece de efecto estimulante de la
GTPasa de proteinas mutadas. El factor GAP podria ser tanto un represor de la
actividad de p27-ras como su efector., 0 un componente esencial para la

interaccion con el efectort "% (FIG. 6).

Respuesta

e
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F1G.6: Modelo para la regulacion de la proteina ras "p21”.
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Los genes ras pueden adquirir propiedades transformantes por mecanismos
cuantitativos y cualitativos. La mayor parte de los oncogenes ras deben su
cardcter transformante a una Unica mutacién puntual dentro de sus secuencias
codificantes’® % Sin embargo, una expresién alta (20 a 100 veces) de genes ras
no mutados, puede también inducir ciertas manifestaciones neoplasicas. En
términos generales las propiedades neoplasicas inducidas por alta expresion de los
genes ras son mas limitadas que las propiedades neoplasicas inducidas por niveles
normales de expresion de sus alelos mutados. Hasta el momento se conocen siete
mutaciones puntuales en los protooncogenes ras que confieren esta capacidad
oncogénica a sus productos. Proteinas normales ras contienen glicina en la
posicidon 12, un residuo que parece ser necesario para su funciéon normal. La
sustitucion de la glicina en la posicién 12 por cualquier otro aminoécido, da como

resultado 1a activacion oncogénica de las moléculas ras.

Puesto que las proteinas ras estdn en equilibrio entre la forma inactiva
(que une GDP) y {a activa (que une GTP), las mutaciones que conduzcan a la
estabilizacidn de las proteinas ras en su estado activo determinaran un fluir conti-
nuo de sefiales mitogénicas que dardn lugar a la transformacion maligna. Este
modelo también tiene en cuenta que la alta expresion de proteinas normales ras
puede conducir a la transformacién maligna. Puesto que la transformacion
maligna requiere la presencia de una cierta cantidad de proteina activada ras, una
expresion elevada de proteinas normales ras puede crear en la célula la
concentracion necesaria de proteinas ras en estado activo para producir la trans-
formacién neoplésica sin que necesariamente se altere el equilibrio entre su estado

activo e inactivo.

Los oncogenes ras se ha encontrado en una gran variedad de cdnceres

humanos. Se han identificado en carcinomas de vejiga, mama, colon, rifion,
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higado, pulmén, ovario, pancreas y estémago’®. Como media, los oncogenes ras
estan presenies en un 10 al 15 % de los procesos malignos humanos. Sin embargo,
la relativa incidencia de los oncogenes ras varia mucho. Mientras que los
oncogenes *as se han encontrado raramente en ciertos procesos malignos comunes
tales como carcinomas de mama, se han identificado en e! en ¢l 40% de los
carcinomas de colon. En términos generales se puede afirmar que los oncogenes
ras son los genes transformantes mds frecuentemente encontrados en el cdncer

humano.

No obstante es posible que la incidencia de la activacion oncogénica ras
en las neoplasias humanas no se haya valorado en su justa medida. En los altimos
afios el desarrollo reciente de metodologias mucho mas sofisticadas sugiere que
en determinadas neoplasias los oncogenes ras son mds abundantes de lo que
anteriormente se habia sospechado. Una de estas nuevas metodologias de diagnoés-
tico es la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR. Con esta metodologia se
ha podido establecer que aproximadamente el 40% de los carcinomas de colon
humanos llevan los oncogenes K-ras activados por existencia de mutaciones

puntuales Gnicas dentro de su codon 12.

Pulciani et al."% demostraron que el ADN aislado de la lineca T24,
procedente de carcinoma de vejiga humano, y otras lineas de diversos tumores,
producia por transfeccidn la transformacion de los fibroblastos murinos NIH/37T3
y que las células transformadas eran tumorigénicas en los ratones atimicos. El
fenotipo maligno se heredaba durante varios ciclos celulares in vitro. El analisis
por Southern blot demostré que el responsable de la transformacion era un solo

fragmento del ADN de NH/3T3 que contenfa el oncogén de T24, c-H-ras.

Se ha encontrado amplificacion de c-Ki-ras en muy pocas lineas celulares
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procedentes de canceres uroteliales. Mas frecuente es la expresion aumentada de

c-Ha-ras en células de carcinomas y lesiones precancerosas de vejiga"”.

En las muestras de los cénceres uroldgicos se han encontrado mutaciones
de c-ras con poca frecuencia, entre 3 y 10%. Se ha registrado una mutacién del
codon 12 de c-Ha-ras en diversas lineas celulares in vitro procedentes de
carcinoma de vejiga, como las lineas T241%.1% y Fj41®  Mediante transfeccion
se encontré en 2 de 38 carcinomas de vejiga oncogenes c-Ha-ras con una
mutacton de una base del codén 61, que incorporaban arginina en un caso y

Jeucina en otro, en lugar de glutamina®”.

Jones et al.“'" provocaron carcinomas vesicales en 344 ratas Fischer
mediante N-butil-N-(4-hidroxibutil)nitrosamina. Se observo que en el 20% de los
casos la transformacion neoplasica se asocié a mutacion de una base del coddn
61 del oncogén c-Ha-ras; las pruebas tumorigénicas en ratones desnudos
{atimicos) fueron positivas y la transferencia genética a células 3T3 provocé su
transformacion. Sin embargo, en otras de las lineas se produjo la transformacion
por la actividad del proto-oncogén c-Ha-ras normal, cuando se sumaba a la

alteracion existente en otros oncogenes.

Otro proceso que se ha encontrado asociado a los cdnceres uroteliales es
la elision de c-Ha-ras. A veces estd elidida la region cromosémica 11p, donde
estd el locus de c-Ha-ras, hecho hallado en el 45% de las lineas celulares de
carcinoma de vejiga®'?. Las elisiones pueden dejara al alelo de la cromatida no

elidida en condiciones de ser derreprimido y sobreexpresado.

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

tumores, no comprobdndose relacion con el prondstico, mientras que delecciones
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de su locus pudieron constatarse en el 16%, y mutaciones en un 10%. En
animales este oncogén se asocia a progresiones tumorales, mientras que estudios
inmunohistoquimicos han demostrado una negatividad para el epitelio normal,
negatividad o discreta positividad en las lesiones hiperplasicas o papilomas y una
intensa tincidn en displasias y carcinomas, teniendo, en estos dltimos, un papel
en los estadios iniciales y correlaciondndose inversamente con el grado y

diferenciacion >,
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* ONCOGEN erbB-1(EGF-R)

El proto-oncogén c-erbB-1 dirige la produccién de un receptor para el

factor de crecimiento epidérmico (EGF).

Los tumores se consideran hoy dia como una caricatura de los procesos
normales de crecimiento y renovacion celular en los que subyace una expresion

disregulada de genes implicados de forma relevante en el desarrollo celutar®'®,

Se denomina factor de crecimiento, de forma genérica a cualquier
sustancia que posee una accion estimulante o inhibidora sobre el crecimiento
celular®'®, Los factores de crecimiento constituyen un sistema de sefiales que

organizan y coordinan el crecimiento y la diferenciacion celulares®!”.

Estas sustancias, son pues mediadores fisioldgicos y también patoldgicos
del crecimiento y reparacidn celulares, que toman parte tanto en la embriogénesis

como en los procesos de cicatrizacion y, de carcinogénesis®!”!'®,

Una de las constantes que las células tumorales exhiben en los cultivos de
lineas celulares es la disminucion de sus requerimientos nutricionales dependientes
del medio de cultivo; se sugiere pues, que ¢llas mismas son capaces de sintetizar
determinadas sustancias que son necesarias para su crecimiento. Dichas observa-
ciones fueron las que llevaron al estudio y descubrimiento de los multiples

factores de crecimiento que se conocen en la actualidad®®,
El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) fue aislado por primera vez

en 1962 por Cohen de la glindula submaxilar del raton™®. E! equivalente

humano del EGF lo detectd y aislé en orina Gregory al aislar la urogastrona, cuya
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composicién quimica era en extremo parecida a la del EGF murino. Gregory

concluye en su trabajo que la urogastrona y el EGF eran una misma cosa®",

El EGF, un polipéptido de 53 aminoacidos, es detectable en plasma
normal y pricticamente en todos los fluidos biolégicos (orina, sudor, leche...) y
es expresado por multitud de tipos celulares en diversos érganos y tejidos como
cerebro, médula adrenal, rifién, glandula salivar, glandulas gastricas y duode-

nales™® y en el arbol respiratorio y sus glandulas®®®.

Estas sustancias, en su mayoria de vida media corta y niveles séricos
basales muy bajos, ejercen su accion de forma autocrina, paracrina, yuxtacrina,

endocrina e intracrina'>"®,

Sus miiltiples acciones son mediadas a través de su receptor, el EGF-R.
Este receptor es una glicoproteina de 170kDa perteneciente a la familia de
receptores tirosinguinasa, que se localiza en todas las membranas celulares. Su
secuencia completa fue obtenida en 1974 a partir de su gen codificador que se

encuentra en el cromosoma 7',
La activacidon del EGF-R, conlleva la puesta en marcha de una compleja
serie de reacciones intracelulares en las que estan implicados diferentes mediado-

res, que culminan con la replicacion del DNA y divisién celular.

El papel del EGF en la transformacion tumeral puede llevarse a cabo a

través de mecanismos diferentes:

.- Aumento de su expresion mediante amplificacion génica, incremento

de la transcripcion o disminucién de su metabolismo.
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2.- Estimulacién autocrina.
3.- Alteraciones estructurales del receptor o activaciéon del mismo por

productos proteicos endégenos.

Estructuralmente el EGF-R se relaciona con el producto proteico
codificado por el oncogén v-erbB-1, y con el del c-erbB-2/NEU, la proteina
p185.

El v-erbB-1, oncogén del virus de la eritroblastosis aviar, que produce
eritroblastosis y sarcomas en las aves infectadas, codifica una proteina muy

parecida al EGF-R, difiriendo en que carece de casi todo el dominio externot?®,

El EGF-R ha sido identificado en células de diversos tumores humanos o
lineas celulares tumorales. Los receptores han sido estudiados por varios métodos
que incluyen tincién inmunchistoquimica del receptor, RIA, o andlisis de DNA
o RNA.

Hoy por hoy existen indicios de la implicacién del EGF y de su receptor
en diversos tipos tumorales. Niveles incrementados del EGF-R han sido encontra-
dos en carcinoma de mama“®*'*® gliomas"*"'*® cincer de pulmén®*, tumores

del tracto genital femenino™*3" y cincer de vejiga®>'*?.

El EGF es excretado en orina en altas concentraciones en forma activa
biolégicamente™* 3% Estudios preliminares indican que la distribucion de EGF-R
en urotelio de células malignas y premalignas es superior que en urotelio nor-
mal®*®, Por otra parte, al menos in vitro, las células de urotelio normal son mds
refractarias al potencial efecto tumorigénico de EGF como estimulacion del

crecimiento e induccién de actividad de la ornitina decarboxilasa que las células
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de TCC. Varias lineas de experimentacién indican que el EGF juega un papel
importante en el desarrollo y crecimiento de TCC. Se ha informado que las
concentraciones de EGF-R se correlacionan con la agresividad biologica del

tumor >,

El andlisis del contenido de EGF-R por medio de inmunohistoquimica ha
sugerido que la positividad de EGF-R puede estar asociada con factores de peor

prondstico, como alto grado tumoral, y alto estadio®*,
Esto permitiria clastficar los tumores vesicales malignos en diferentes cate-

gorias prondsticas mediante la determinacion del EGF-R en muestras de tejido

tumoral.
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* ONCOGENES NUCLEARES

El grupo de oncogenes nucleares se caracteriza por constituir auténticos
factores de transcripcién. Su pape! consiste en regular [a expresion de una bateria
de genes involucrados directamente en la regulacién de la proliferacion o diferen-

ciacion celular.

Entre los mas estudiados se encuentran la familia de oncogenes myc (C-

myc, N-myc y L-myc).

Los proto-oncogenes C-myc, L-myc y N-myc, son los homdlogos celulares
de v-myc, el oncogén transducido por el virus MC29 de la mielocitomatosis aviar
y otros tres retrovirus aviarios, cuya accion transformante induce una velocidad
de proliferacién casi doble que la inducida por retrovirus portadores de otros

oncogenes y se acompaifia de inmortalizacion™?,

El gen C-myc estd altamente conservado durante la evolucion puesto que
ha sido encontrado en los genomas de humanos, roedores, pollos y peces. Hay
aproximadamente una conservacion en términos de aminoicidos del 90% entre

los genes del raton y del hombre.

El protooncogén humano ¢-myc codifica dos proteinas de 64 mil y 67 mil
daltons"?®. Estas moléculas estan fosforiladas, tienen un alto contenido en prolina
y estdn localizadas en el nicleo™®. La proteina P67 tiene la misma secuencia de
aminoacidos que la proteina P64 excepto por la presencia de 15 aminoécidos
adicionales en su amino terminal. No se sabe hasta el momento si las proteinas

P67 y P64 c-myc tienen diferentes propiedades bioldgicas.
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Las proteinas c-myc tienen una vida media muy corta (20-30 minutos) lo
cual es apropiado para un gen que juegue un papel regulador en la proliferacion

celular®,

Desde los primeros estudios se conoce la importante participacion de c-
myc en la mitogénesis y diferenciacidn celular, como gen de respuesta primaria
ante los estimulos que activan la entrada en ciclo de las células en reposo prolife-
rativo'*®”, En estas circunstancias se produce siempre un rapido y transitorio
aumento de su expresion que dura unas pocas horas y desciende pronto a lo largo
de ese ciclo y de los sucesivos, en tanto no se vuelva a la situacion de reposo

141}

proliferativo'*. La expresion de myc es necesaria y suficiente para la prolifera-

cion.

La activacion oncogénica de los genes de la familia myc puede producirse
por tres mecanismos aparentemente diferentes. El primer mecanismo, es el que
ocurre en la transduccion retrovirica y en la mutagénesis por insercion. En ellas
el proto-oncogén queda truncado, sin sus regiones reguladoras ni los sitios de
iniciacion normal de la transcripcion y, ademads, bajo el control directo de los

promotores ¢ intensificadores viricos.

En el segundo mecanismo, la hiperexpresion se debe a una multiplicacion
repetitiva o amplificacién génica, descubierta inicialmente en N-myc en el
neuroblastoma y detectada posteriormente en otros tumores y en otros miembros
de la familia. Constituye un factor prondstico de primer orden en el neuro-

blastoma‘!#%14®,

En el tercer mecanismo, la hiperexpresiéon se debe a una translocacion

cromosOmica, fendmeno constante en los plasmocitomas e inmunocitomas
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murinos y en el linfoma de Burkitt humano(340,341). En éste la traslocacion
constante y caracteristica t(8;14)(q24;q32) implica un intercambio mutuo entre
la region distal de la rama larga del cromosoma 8, que lleva todo o parte del

proto-oncogén ¢-myc y la equivalente del cromosoma 1443149,

Se ha observado una expresion aberrante de este gen en numerosas
neoplasias humanas, lineas celulares y tumores inducidos en animales transgéni-
cos. Se ha evidenciado una alta expresidon en lesiones neoplisicas de cabeza y

(145) y CCI'VthMﬁ) .

cuello, colon

Estudios simultaneando la valoracién del anticuerpo por inmunofluores-
cencia y la del contenido de ADN mediante citometria de flujo"*” demuestran un
mayor contenido de esta proteina en relacion con el incremento en la sintesis de
ADN, aobservandose incluso una mayor expresion en la mucosa normal respecto
a la tumoral o que permite a estos autores sugerir la posibilidad de que una
disminucion en la sintesis de esta proteina intervenga en la patogenia del cancer.
Asimismo también se ha sugerido la posibilidad de que un aumento en la
expresion de c-myc por parte de las células del estroma conlleve un mejor

prondstico.

Son escasos los trabajos realizados acerca del comportamiento de los onco-

genes ¢-myc en tumores urolégicos.

El oncogén c-myc se ha encontrado amplificado en el adenocarcinoma de
prostata y en la hiperplasia benigna de la prostata®®. En el tumor de Wilms se

encontré sobreexpresado el oncogén N-myc™*®

. En lo que respecta a tumores
vesicales se ha encontrado una correlacién entre la expresion de c-myc y la

recurrencia o invasion en una serie de tumores vesicales superficiales. Al mismo
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tiempo se ha sugerido que €l nivel de metilacién del oncogén c-myc puede

correlacionarse con el estadio y grado tumoral en las neoplasias vesicales!”™”.

GENES SUPRESORES

En los Gltimos afios se ha descubierto la existencia no solo de genes
"dominantes” capaces de inducir la transformacion celular al alterarse su
expresion, sino también de genes cuyos productos estidn involucrados de forma
diversa en la regulacion negativa de la proliferacion celular y cuya alteracion
conlleva a la transformacién celular por falta del mismo o a su supresion. Repre-
sentantes de este grupo son: €l gen del retinoblastoma, y el gen que codifica la

proteina p33.

* Gen supresor p53

El gen supresor p53, localizado en la regién p13 del cromosoma 1749,
codifica la expresion de una fosfoproteina de 53 kDa; p53 fue primero considera-
do un marcador tumoral, posteriormente un oncogén™*>? y  finalmente, un gen

ri34135.156) 1 a4 expresion de la proteina p53 hizo su aparicion en la

supreso
literatura cientifica en 19793, En principio ilamé la atencién por aparecer abun-
dantemente en las células tumorales y en relacién con la infeccién de las células
por el virus SV40. Por ello se interpretd, inicialmente, como un antigeno tumoral

o la expresion de un oncogén.

En 1982 Crawford y cols. basidndose en la aparicién espontanea de anti-

cuerpos anti-p53 en pacientes con cancer de mama adelantaron que la relacion
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entre el exceso de esta proteina en las células neoplésicas y la malignidad, deberia
buscarse, tanto en su simple sobreexpresion, como en la alteracion de su
estructura molecular, o en la alteracion de su presentaciéon™®, Pronto se supo
que la proteina p53 de la células tumorales era mas estable que la que aparece en
la células normales. Rotter y cols. aportaron la evidencia de que, en las células
de la leucemia L12, el caricter maligno se asocia igualmente a la ausencia de p53

como a la presencia de una p53 aberrante.

Como en el caso de los demas genes supresores, su inhibicidn, elision o
mutacién favorece la carcinogénesis. La proteina del gen p53 nativo detiene el
ciclo celular al final de la fase G1 e impide la entrada en la fase S, por accidn
sobre el complejo de iniciacidn de la replicacion del DNA o por activacidon sobre
los genes de paso de Gl a S. La falta de p53 favorece el mantenimiento indefini-

do del ciclo celular.

El p53 con mutacién puntual produce una proteina que no puede entrar al
nicleo v se queda en el citoplasma®™ y tiene actividad cancerigena®®®,
convirtiendo en cierta manera el gen supresor en oncogén. Cuando coexiste un
aumento de la expresion del gen p53 nativo con proteina de un gen p53 mutado,

se elimina la actividad transformadora de esta Gltima‘®!15%,

Ha sido demostrada la cooperacion entre la falta de p53 o de su mutacién

y la accién de oncogenes ras en el proceso de carcinogénesis!%163),

Al igual que c-myc y c-myb, el p53 mantienen indefinidamente a la célula

transformada®'%, Se ha comprobado que la vida media de la proteina p53 es

mas larga en células transformadas con respecto a las normales y que determina
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dos clones de DNA que codifican p53 pueden inmortalizar lineas celulares en

cultivos1®®,

Con técnicas de secuenciacidn, se han estudiado los distintos codones del
gen p53 en los que ocurren estas mutaciones. Cada mutacion darfa lugar a una
proteina alterada;algunas de estas alteraciones consisten solamente en una pérdida
de su funcionamiento habitual mientras que otras se ha comprobado que
adquieren capacidad transformante sobre determinadas lineas celulares. La mayor
parte de las mutaciones estan situadas entre los residuos aminoacidos 130 a 290;
principalmente en cuatro regiones de la proteina; los residuos [17-142, 171-181,
234-258 y 270-286""'" Todas estas alteraciones genotipicas originan

variaciones en las oncoproteinas.

Las mutaciones en el gen p53 parecen ser las alteraciones genéticas mas
frecuentes en cdnceres humanos. Se supone que en la mayor parte de las neopla-
sias existe una mutacion de p53 y en algunas una supresion funcional o molecular
de p53.

Los estudios realizados en el carcinoma de colon han encontrado que un
75-80% de los mismos muestra una alteracién en ambos alelos para el p53; uno
por deleccidn y el otro por mutaciones puntuales. Son estas dltimas las que dan
lugar a la sintesis de la proteina alterada™®. Se han visto alteraciones genéticas

similares en canceres de pulmén, mama, rifidén, prostata y vejiga.

En el cdncer de mama se ha encontrado una expresion aumentada de p53
mutado en el niicleo. La presencia de dicha protefoa se correlaciona con la
indiferenciacion, atipias, numero de mitosis y grado histoldgico del tumor,

considerandose un factor de mal prondstico en los carcinomas de mama.
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En los tumores vesicales se ha visto una expresion de p5.3 mutante en un
51-54% de los mismos"™™'"", Siendo los tumores infiltrantes los que presentan
una mayor positividad en relacion con los tumores superficiales”™. Aproxima-
damente un 60% de los tumores invasivos contienen p53 mutada y aproximada-
mente un 90% de los tumores con esta mutacion llevan asociada la pérdida de un

alelo del cromosoma 17p que contiene el gen p53472,

Recientemente han sido detectadas mutaciones de p53 en el DNA de
sedimentos y citologia de orina de pacientes con cancer vesical no tratado, esto
permitiria el screening en individuos de alto riesgo o como control en el

seguimiento de los pacientes tras el tratamiento!'’?,

Gen supresor Retinoblastoma (Rb)

Otro ejemplo de gen supresor de la transformacion tumoral es el gen
relacionado con el retinoblastoma. El gen Rb se sitda en la regidon ql14.11 del
cromosoma 13. Codifica una fosfoproteina nuclear, con un PM de 110-116 kDa,
cominmente denominada RB-1 o simplemente Rb. Esta proteina tiene la
capacidad de unirse in vitro al DNA. Puesto que los niveles de proteina
permanecen estables todo el tiempo, parece que la fosforilizacion y no la expre-
sion del gen es la forma de regular su funcidn y actividad, indudablemente rela-

cionada con el ciclo celular! 17417,

Durante las fases G0/G1 se encuentra defosforilada y aparece fosforilada

durante las fases S-G2-M.

La fosforilizacién en la transicién G1/S alteraria la fucién de pRB,
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colocdndola en un estado permisivo para la progresién del ciclo celular.

La proteina Rb hiperfosforilizada, al igual que la unida con oncoproteinas
viricas, se encuentra fuera del nicleo, al contrario que la hiposfosforilizada, que
se mantiene estrechamente unida con alguna estructura nuclear, de modo que la
(hiper)fosforilizacién en la transicion G1/S tendria por objeto liberar esa unién,
que debe ser la que impide la progresion del ciclo™™. Esto se apoya en el hecho
de que las proteinas Rb mutadas aisladas de diversos tumores e inactivas, por
tanto, como oncosupresoras, han perdido esta situaciéon de anclaje firme en el

nucleo"™

En su forma salvaje, parece intervenir en la regulacion de la transcripcion
de otros genes y suprime la expresion de c-fos y de N-myc. Generalmente, su
fallo se produce por deleccion completa ¢ parcial; concretamente se han descrito
delecciones de los exones 21-27. La proteina codificada por el gen truncado es
de unos 95 kDa y falla en su desplazamiento al nicleo, por 10 que puede aparecer

acumulada en el citoplasma de las células andmalas.

La oncoproteina E7 de los virus del papiloma humano 16 y 18 se une a
la proteina RB-7 formando complejos inactivos; lo mismo ocurre con el antigeno

LT de virus SV40 y con el antigeno de adenovirus Ela.

La carencia, malformacién o inactivacion de la proteina RB-1 determina

la aparicion de transformaciones malignas en células de diferentes tejidos.

Se ha descrito la presencia de una proteina RB con una deleccién de un
dominio de 35 aminoacidos en el carcinoma de vejiga. Se piensa que este

fragmento es necesario para que la proteina pueda ejercer su funcién™,
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Hipébtesis

HIPOTESIS

Las neoplasias uroteliales son lesiones tumorales de dificil valoracidn,
debiéndose fundamentalmente este fendmeno a una gran heterogeneidad de sus
lesiones, una biologia tumoral multiforme y una evolucidon potencial hacia la
invasién desde sus manifestaciones iniciales. Su biologia tumoral le confiere una
evolucion imprevisible que hace dificil efectuar un diagnéstico correcto de forma
precoz. Durante las Gltimas décadas una de las lineas prioritarias de investigacién
uro-oncolédgica ha sido identificar factores de valor pronéstico, es decir, descubrir
rasgos caracteristicos relacionados directamente con la enfermedad neoplésica,
capaces de ofrecer una informacion objetiva y cuantificable sobre la evolucion y
respuesta al tratamiento de los carcinomas vesicales de células transicionales. La
informacién asi obtenida nos proporcionaria las bases para un mejor manejo de
estos tumores, orientdndonos en la adopceidn de una aptitud terapeqtica inicial, en

el seguimiento postoperatorio y en la deteccion precoz de recidivas tumorales.

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular en los tltimos afios ha
supuesto un poderoso impulso para la investigacién oncoldgica, aportando
informacién sobre las modificaciones genotipicas y fenotipicas acaecidas en las
células cancerosas. Nos parece por tanto del maximo interés analizar la expresion
de los principales oncogenes implicados en el cancer vesical y correlacionarlos
con diversos pardmetros clinicos e histopatoldgicos para determinar su importan-
cia prondstica. Pretendemos analizar si estos estudios afiaden alguna informacién
acerca de la evoluciéon de los pacientes con carcinoma vesical de células
transicionales, pudiendo setecionar un grupo de pacientes con alto riesgo de desa-
rrollar recidivas tumorales o fallecer por este tipo de neoplasia. En este sentido,
la posibilidad de adoptar medidas terapeiticas adicionales podria mejorar el

prondstico de estos enfermos.
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Nos parece asimismo interesante emplear sencillas técnicas de laboratorio
para la deteccion de la expresidn de oncogenes puesto que, en caso de demostrar

valor pronéstico, son ficilmente aplicables a la rutina hospitalaria.

En vista del estado actual de la atencidn a los pacientes con carcinoma
vesical, parece obligago tratar de identificar nuevas lineas de investigacién que
intenten mejorar la comprension del comportamiento bioldgico del tumor, y con
ello tratar de modular de la forma mas beneficiosa para ¢l paciente dicho
comportamiento. Entre ellos, la determinacion de expresion de oncogenes puede
constituir una ayuda en la atencion y el control clinico de los pacientes con
cancer vesical, y contribuir a mejorar su prondstico. Por otra parte, la ausencia
de elementos diagndsticos fiables en su evaluacion asociados a la baja sensibilidad
que poseian otros métodos diagndsticos mas tradicionales indujeron a llevar a
cabo estudios exhaustivos a cerca del comportamiento bioldgico de este tipo de

tumores uroteliales.

La identificacion temprana de aquellos tumores que presentaran un curso
agresivo mejoraria el prondstico del cdncer vesical al permitir una accién

terapéutica adecuada mas temprana.

Aproximadamente un 10-20% de T.superficiales papilares evolucionan a
carcinoma nodular invasivo. La prediccion de esa evolucion maligna es uno de

los problemas en el manejo de los tumores vesicales.

Los mecanismos celulares que median el comportamiento heterogéneo de
los tumores permanece desconocido. A pesar de ello, avances recientes en ia
biologia tumoral han sugerido una serie de marcadores que pueden ayudar a

clasificar a los tumores en relacidn a las diferencias bioldgicas entre ellos.
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En la propia célula tumoral se encuentran muchas de las caracteristicas
que van a determinar e} comportamiento biologico tumoral. De ahi el interés de
los estudios realizados sobre ¢l DNA vy ciclo celular, oncogenes. Estas variables
junto al resto de los factores prondsticos podrian explicar las variaciones en el
comportamiento biolégico tumoral de forma individualizada y realizar una

caracterizacién biolégica de los tumores vesicales.
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Iniciar un protocolo de estudio de la biologia molecular de los carcinomas
vesicales de células transicionales que permita caracterizar bioldgicamente

estos tumores.

2. Determinar las concentraciones de las oncoproteinas p185(neu) y pt75
{EGF-R) en tejido neopldsico de carcinomas vesicales de células transicio-

nales y en tejido urotelial sano.

3. Analizar por inmunohistoquimica la expresion de la oncoproteina p53 en
tejido neoplasico de carcinomas vesicales de células transicionales y en

tejido urotelial sano.

4, Relacionar las oncoproteinas analizadas con las caracteristicas clinicas y

anatomopatologicas de los tumores vesicales.
5. Determinar los factores prondsticos en cuanto a la supervivencia y al

tiempo libre de enfermedad utilizando los pardmetros clinicos, anatomopa-

toldégicos y oncoproteinas estudiadas.
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Pacientes y Método

I.- PACIENTES
L1.-Perfodo de estudio

Este trabajo se ha realizado, durante el periodo comprendido entre Enero
de 1993 y Enero de 1995, en la Cétedra de Urologia del Hospital Universitario
San Carlos con la colaboracidn de los Servicios de Andlisis Clinicos y Anatomia

Patolégica.
L2.- Poblacide d "

La poblacién objeto de nuestro estudio se compone de 85 pacientes que
acudieron al Servicio de Urologia del Hospital Universitario de San Carlos,
divididos en dos grupos: 1) grupo control (N=20) y, 2) grupo de pacienies con
cincer vesical (N=65).
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FIG. 7 Poblacién de esfudio
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A) GRUPO CONTROL

El grupo control estuvo constituido por 20 muestras de tejido vesical
procedente de pacientes afectos de hiperplasia prostdtica benigna sometidos a
adenomectomia suprapibica tipo Frever. Esta técnica quinirgica precisa de la
apertura longitudinal de la vejiga permitiéndonos, de esta forma antes del cierre
de la misma tomar una muestra de tejido urotelial histopatoldgicamente sano.,

La edad media de los pacientes “control” fue de 69.7+6.9 con un rango

de valores comprendido entre 61 y 90 afios.

B) GRUPO DE PACIENTES CON CANCER VESICAL

En este grupo se incluyeron 65 pacientes con cincer vesical, constando la
serie de 54 varones (33%) y 11 mujeres (17%).

UNICO

MULTIPLE

FIG. 11: Distribucién de los tumores atendiendo a la uni/multifocalidad tumoral.,
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La edad media en los varones fué de 69.7+9.71, con un rango entre 41

y 93 afos. En el grupo de mujeres con carcinoma vesical la edad media fue de

64.4415.9, siendo el rango de 23-80 aiios.

SEXO MEDIA DS MINIMA MAXIMA
TUMOR VESICAL HOMBRES 69,7 9,71 41 93
MUJERES 64,4 15,9 23 80
GRUPO CONTROL, HOMBRES 69,7 6,9 61 90

TABLA k. Edad media de los pacientes
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II.- METODO

I1.1- METODOLOGIA CLINICA

1) Grupo Control

Como ya mencionamos anteriormente el grupo control estuvo compuesto
por 20 muestras de tejido urotelial obtenido antes del cierre de las paredes
vesicales en pacientes sometidos a adenomectomia tipo Freyer.

2) Grupo con céncer vesical

El estudio de este grupo de pacientes se llev) a cabo en tres etapas: a)

etapa preoperatoria, b) intervencion quirdrgica y, ¢) etapa postoperatoria.

a) Etapa preoperatoria.

Se realizd, sistematicamente, en todos los pacientes una detallada historia
clinica, estudios radiologicos (UIV, TAC), estudios ultrasonograficos, endoscopia
uroldgica, citologia urinaria y determinaciones analiticas basicas.

b) Etapa operatoria

Durante el acto quirirgico (RTU,cistectomia) se procedid a la obtencion
de una muestra tumoral, que se dividio en dos fragmentos: uno de ellos destinado

al estudio histopatoldgico y el otro para el estudio de oncogenes. El primer

fragmento fué fijado inmediatamente en formol al 10% durante 12 horas, incluido
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en parafina y tefiido segiin criterio del especialista en Anatomia Patologica. El
segundo fragmento se introdujo en un tubo de pldstico y, a continuacién, se
congeld en el mismo quiréfano introduciéndolo en un termo con nitrégeno tiqui-
do. En ninglin caso el tiempo transcurrido entre la extraccién de la pieza
quirigica y la congelacién de la muestra sobrepaséd los cinco minutos. Una vez
transportada la muestra, se procedié a su almacenamiento en un ultracongeilador

de -80°C, hasta el momento de su procesamiento definitivo.

c) Etapa postoperatoria

Con objeto de analizar la posible influencia pronéstica que pudiera tener
el andlisis de diferentes oncogenes, se realizd un estudio y seguimiento clinico de

los pacientes.

El seguimiento postoperatorio consistié en: visita médica, estudios radiol6-
gicos diversos(UIV, TAC, ECO), endoscépicos y pruebas analiticas. La
periodicidad de las revisiones fue cada tres meses, durante €l primer afio y cada

seis meses a partir de ese momento.

El seguimiento de nuestro grupo de pacientes se realizé durante una media
de 15.06+6.84 meses.

La mortalidad a consecuencia del cincer vesical durante el periodo de

seguimiento tue de 15 pacientes (26.15%).

Durante el perfodo de seguimiento presentaron recidiva de la enfermedad
24 pacientes(36.9%).
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11.2- METODOLOGIA ANALITICA

* Estudio bi Isico.

El estudio anatomopatolégico fue realizado por dos patdlogos de forma
independiente. En cada caso se demostré la naturaleza de la muestra: tejido
tumoral en los especimenes provenientes de los enfermos con cancer y tejido uro-

telial sano en la muestras de los pacientes utilizados como grupo control.

Todas las muestras se fijaron inmediatamente en formol al 10% por un
periodo aproximado de 12 horas y se incluyeron en parafina mediante un sistema

automatico de inclusién de tejidos en vacio.

Los cortes de aproximadamente 5 micras fueron tefiidos con la técnica

convencional de Hematoxilina-Eosina.

En cada tumor se estudid el tipo histolégico, estadio tumoral y grado de
diferenciacion. En relacién con el grado de diferenciacion, los tumores fueron

distribuidos segtin la Clasificaciénde Broders™® que contempla cuatro grados:

Grado 1 (bien diferenciado)
Grado 11 (moderadamente diferenciado)
Grado 11l (mal diferenciado)

Grado 1V (anaplasico).

54



Pacientes y Método

Los tumores vesicales fueron divididos siguiendo la Clasificacion de

Jewett-Marshall"®” que distingue fos siguientes estadios:

* Estadio O= carcinoma in situ

* Estadio A=invasién de la lamina propia

* Estadio B;=invasion de la muscular superficial

* Estadio B,= invasién de la muscular profunda

* Estadio C= invasion de la grasa perivesical

* Estadio D, = invasion de 6rganos vecinos, metastasis ganglionares
linfaticas regionales.

* Estadio D,= metistasis ganglionares yuxtaganglionares y/o metdstasis

a distancia.

Por iltimo mencionar que de una forma practica y para facilitar el manejo

estadistico hemos preferido clasificar los tumores vesicales en superficiales e

infiltrantes.

* Procesamientg de las muestras tisulares,

Para la preparacion de las muestras tisulares se siguid el siguiente proceso:

1°.-  Trituracion con un microdismembrador.

29 - Pesado del tejido triturado.
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Homogeneizacion del tejido con potter vidrio teflon en buffer
TRIS-HCl a pH 7,4 (TRIS 0,1 M, EDTA 0,015 M, 10% glicerol,
0,01% monotioglicerol). Se homogeniza la suspension del tejido
tres veces durante quince segundos cada vez y se transfiere el
homogeneizado con pipeta Pasteur a un tubo de policarbonato para

su centrifugacion.

Centrifugaciéon a baja velocidad (1500 rpm, 10 minutos, 4°C)
obteniéndose un precipitado (pellet) que contiene la fraccidon

nuclear y el sobrenadante (citosol y membranas).

Ultracentrifugacién del sobrenadante a 40.000 rpm durante 60
minutos, a 4°C. De esta forma obtenemos un sobrenadante que
contiene el citosol y un pellet donde estan contenidas las membra-

nas.

Distribucion del citosol en alicuotas para la cuantificacion de
proteinas . Las membranas se¢ guardan resuspendidas en buffer
TRIS. Ambos especimenes son congelados a -80°C hasta el

momento de ser procesados definitivamente.
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FIG.8; Procesamiento de muestras tisulares
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La determinacion de proteinas en el citosol y en membrana se realizd
siguiendo el método cuantitativo de Lowry"'*. El trabajo se realiza con un con-
tenido proteico comprendido entre 0.3 y 2.5 mg/ml, diluyéndose en buffer TRIS

las muestras que excedan estos valores.

El oncogen NEU codifica una proteina con un Peso Molecular de 185KD
conocida como p185. La determinacién de dicha proteina se realiz6 mediante un
ensayo ELISA (Oncogene Science®). Por tanto se trata de un inmunoandlisis
enzimdtico tipo "sandwich" que utiliza dos anticuerpos: un anticuerpo mono-
clonal de ratén, para captura del antigeno y, otro, policlonal de conejo para su

deteccion que reconoce el dominio externo de la p185.

La cantidad de anticuerpo que se ha unido al antigeno se mide con una
IgG anti-conejo conjugada con peroxidasa de rabano picante. Este enzima cataliza
la conversion de O-phenylendiamina en un producto colereado. La lectura se
realiza en un espectrofotdmetro a 492 nm, siendo la concentraciéon de pl185

presente en la muestra directamente proporcional al color desarrollado.

Los coeficientes de variacidn inter-ensayo para dos concentraciones de 20
y 142 HNU/ml fueron respectivamente de 5%(n=32) y de 3.6%{(n=32). Los
coeficientes de variacidn intra-ensayo obtenidos para esas dos muestras han sido
de 5.9%(n=8) y 1.5%(n=8) respectivamente. La sensibilidad del método fue de
10 HNU (1 HNU=0.05 fmol/mg de proteina)
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La equivalencia de unidades "HNU" ( Human Neu Units) y fmt (fentomo-
les) es de 1 HNU=0.5 fm.

* Determinacitn del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGFE-R)

La cuantificacion del EGF-R se llevo a cabo en las membranas que fueron

descongeladas y homogeneizadas de nuevo.

La determinacion del EFG-R se realizé con un kit de la casa VIENNA
LABR, que utiliza un método de radioligando. El andlisis consiste en la
incubacién de 75 ul de preparado de membrana con 75 ul de EGF-1125 en
presencia y ausencia de un excese de 200 veces de EGF no marcado de forma
que se establezca una competencia. Tras una incubacién de dos horas a
temperatura ambiente, el EGF libre es separado del complejo EGF-Receptor
mediante la adicion de un precipitante (gamma-globulina) y centrifugacién. El
precipitado que contiene el complejo ligado se lleva a un contador de radiacidn

gamma.

El célculo del contenido de EGF-R se realiza con arreglo a la siguiente

férmula:

N®total de uniones-N°deuniones inespecificasX 1000 = fmol de EGF-R/mgprot
Contaje total Prot tot.
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Las muestras se procesaron por duplicado dindose como positivas aquellas
que presentaban una diferencia mayor al 90% entre los enlaces totales e

inespecificos.

La sensibilidad del método se determind utilizando una muestra de
placenta diluida en buffer TRIS y manteniendo la concentracién de proteina en
2,5 mg/ml con BSA (sero albimina bovina). La sensibilidad obtenida en nuestro

andlisis fue de 1.1 fmol/mg de proteinas.

Como "Control" se utilizé6 una preparacién de membranas de placenta
humana, con una concentraciéon media de proteina de 228+52.1 fmol/mg de

proteina oscilando en un rango de 133 y 402 fmol/mg de proteina.

Las técnicas inmunohistoquimicas permiten la identificacion de un
constituyente de la célula o del tejido in situ mediante una reaccion inmunoldgica

en la que la molécula a localizar actia como antigeno en la reaccién.

El procedimiento que hemos seguido en este estudio fué el siguiente:

A). PREPARACION DE L.AS MUESTRAS,

Se emplearon los tumores incluidos en parafina sobre los que se habia
realizado el estudio anatomopatoldgico previo. De cada bloque seleccionado se

realizaron cortes de 5 micras de grosor. Inmediatamente antes de iniciar la técnica
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fue necesario desparafinarlos e hidratarlos, lo que se realizé de la siguiente

forma:

1) Xilol 1§ minutos
ii) Alcohol 100" 5 minutos
iii) Alcohol 96° 5 minutos

B) PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO.

Se realizé mediante el sistema peroxidasa antiperoxidasa (PAP).(REF.-

Sternberger, 1970)

1°_- Inhibicién de la peroxidasa endbgena.
i) Las preparaciones se inclufan en una solucién al 0,1% de H,0,
(peroxido de hidrégeno) en metanol absoluto, durante treinta minu-
tos.
i1} Lavado con PBS (Phosphate buffered saline) 0,01 M a pH 7,2

durante 5 minutos.
2°_-Para mejorar la exposiciénantigénica sometimos el material en una
solucién de Buffer Citrato 0,01 M, pH 6,0 a dos pases sucesivos de 7 minutos
de duracion en un microondas a 750 W.

3°.- Anticuerpo primario:

i) Incubacién de los cortes histoldgicos con el anticuerpo primario durante

16 horas en camara himeda a 4°C. Como anticuerpo primario se utilizé
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el anticuerpo monoclonal de ratén NCL-p53-D07 (NOVOCASTRAF)
diluido a 1/50 en TRIS-Albumina.

it) Como control negativo se empled suero de raton normal en PBS con

albimina sérica bovina.

ii1} Lavado con PBS haciendo tres cambios de 5 minutos cada uno.

4°_- Incubacidén con el anticuerpo puente {(inmunoglobulina de cabra
antiratén) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Lavado con PBS, de la

misma forma que en el paso anterior,

5°.- Complejo pexoxidasa-antiperoxidasa de ratén. Se cubrian las
muestras con 50-100 lambdas de este reactivo durante 20 minutos. A continuacién

se hacian tres lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

6°.- Sustrato cromégeno. Para visualizar el complejo antigeno-anticuer-
po-enzima se¢ utilizd 3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB). Se preparaba
en el momento de usarla ya que su vida media es corta, disolviendo 5 mg de
DAB (Sigma, D-5637%) en 10 ml de TRIS 0,2 M. En el momento de revelar se
afadian 100 ul de peréxido de hidrégeno al 1%. La reaccién de la peroxidasa con
el peroxido de hidrégeno convierte a la DAB en un producto insoluble de color

pardo-rojizo visible con el microscopio éptico.
1) Se cubria totalmente cada preparacion durantc 10 minutos con

diaminobencidina.

ii) Después se llevaba a cabo el lavado con agua durante 10 minutos.
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7°.- Contratincion. Se us6é hematoxilina
i) Se incluian en un recipiente con hematoxilina durante 1 minuto.

ii) Lavado con agua durante 1 minuto.

8°.- Deshidratacion y montaje de las preparaciones.
i). Deshidratacion en alcoholes crecientes de 96° y 100° durante 5
minutos en cada uno de ellos.
i1) Aclarado en xilol.
iii)Montaje con DPX (Depex Mounting Medium-Prod 36125%)

C) VALORACION DE LOS RESULTADQS

La tincién inmunohistoquimica se evaluaba por la coloracion parduzca

observada en el micleo de las células neoplasicas.

Para realizar una valoracién semicuantitativa de los resultados obtenidos

se consideraba el porcentaje de células tefiidas de la siguiente forma:

* 0: negativos aquellos casos en los que la presencia de niicleos
positivos era inferior al 10%,

* 1: 10-25% de nucleos tefiidos

* 2: 25-75% de nucleos tefidos

* 3 >75% de nucleos tefiidos

Como controles positivos se utilizaron muestras de positividad conocida,

empleando cortes histolégicos de un adenocarcinoma de colon.
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III.ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en el estudio recibieron tratamiento estadistico

mediante el empleo de un ordenador personal COSMO PC compatible.

Disefiamos una base de datos con ¢l programa DBASE III PLUS en la que
cada paciente estaba representado por una "ficha" definida por 33 campos, los
cuales significaban cada uno de los datos recogidos en cada individuo, asimilados

a 33 variables estadisticas de caricter tanio cuantitativo como cualitativo.

Los diferentes parametros fueron estudiados con el paquete estadistico
SPSS y PRESTA.

Previo al analisis estadistico se estudié la bondad de ajuste de cada
variable a una distribuciéon normal, con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se
emplearon test no paramétricos en aquellas variables que no se ajustaban a una

distribucién normad.

El andlisis estadistico de nuestros resultados ha comprendido dos partes:

una primera descriptiva y la segunda comparativa.

1.- Estadistica descriptiva.

En cada variable cuantitativa se determinaron las clasicas medidas de

centralizacion y dispersién: media aritmética, mediana, rango y desviacion tipica.

Para las variables cualitativas se han obtenido las frecuencias absolutas y

relativas porcentuales.
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2.- Estadistica comparativa.

Se analizaron las diferencias entre los parametros clinicos y oncoproteinas
de los pacientes clasificados por estadios y por las caracteristicas microscdpicas

del tumor.

Se aplicaron los siguientes test estadisticos:

* Prueba de Chi-Cuadrado o prueba exacta de Fisher: para el estudio

de relacion o asociacién entre variables cualitativas.

* Prueba de Man-Whitney : para detectar diferencias significativas entre

variables cuantitativas cuando éstas no se ajustaban a una distribucién normal.

* Curva de Kaplan-Meier: para estudiar la probabilidad de supervivencia
asi como la probabilidad de mantenerse libre de enfermedad. Las diferencias en
ambos parametros en base a distintas variables fue determinada con el test de

Log-Rank"®,

* Anilisis multivariante: Regresiéon maltiple de Cox. En la investiga-
cion clinica a menudo nos interesa conocer si un determinado suceso (variable
respuesta), como es la aparacion de recidiva y/o metastasis o el fallecimiento tras
la intervencion quirdrgica por una neoplasia determinada, ocurrird o no y los
factores (variables explicativas) que potencialmente pueden influir en la aparicién
del suceso. El andlisis de cada factor por métodos univariantes nos ofrece una
idea previa de la importancia que presenta la vartable de forma aislada. Para
conocer su importancia relativa teniendo en cuenta [a posible interrelacion con

otras variables es preciso examinarlas de un modo simultineo mediante un
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andlisis multivariante, el método de regresion de Cox es el mds adecuado para
conocer la interrelacidn e importancia relativa de diferentes factores relacionados
con el tiempo de supervivencia o de recidiva tumoral. Se trata de un método no
paramétrico de regresion que tiene en cuenta el diferente periodo de seguimiento
de los distintos enfermos. La regresion de Cox establece un modelo predictivo
que permite calcular la probabilidad individual de fallecimiento o recidiva, que
estard en funcion del tiempo libre de enfermedad o supervivencia y del valor que
toman las variables explicativas seleccionadas en ese paciente. En esa funcién se
incluyen solo aquellas variables que influyen de forma significativa en que el

SUCEs0Q ocurra 0 no.
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Resultados

1.- DATOS EPIDEMIOLOGICOS

1.1.-SEXO

La proporcion hombres/mujeres en el grupo de pacientes con cancer
vesical fue de 54/11. Los hombres representaban el 83,08% del total de la
muestra y las mujeres un 16,92%. El grupo control fué constituido exclusiva-
mente por varones, va que como se indicd anteriormente se empled como tejido
vestcal sano el recogido en pacientes portadores de una hiperplasia prostatica

benigna sometidos a una adenomectomia supraptbica tipo Freyer.(FIG. 9).

HOMBRES
54

83%

FIG. 9: Distribucién de los pacientes con cancer vesical segln el sexo.
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1.2.-EDAD

La edad media de los pacientes portadores de tumor vesical fue de
69.09411.20 afios, con un rango que oscilaba entre 23 y 93 afios. En el grupo
control la edad media fue de 69.746.9 afios variando en un rango comprendido
entre 61 y 90 afios. (FIG. 10).

L 5= B i
21 o

W cancen visca
Oaswwo conmo.

FIG. 10: Edad media de los paclentes astudiados

2.- CARACTERISTICAS DE LOS TUMORES

2.1.-Tipo histolégico

Los sesenta y cinco tumores estudiados fueron carcinomas uroteliales de
células transicionales.



Resultados
2.2.- Uni-multifocalidad

En relacién con el nimero de tumores que presentaron los pacientes en el
momento del estudio, se observd que el 55.38% (n=36) de los pacientes tenfan
un tumor dnico frente al 41.54% (n=27) de los casos que presentaban formas

miltiples. En dos casos no estaba recogido este dato en la historia clinica.
(FIG. 11).
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FIG. 11: Distribucién de los tumores atendiendo a la uni/mullifocalidad tumoral.



2.3.- Aspecio

La distribucidn de los tumores respecto a esta variable demostrd que los
tumores més frecuentes fueron los de aspecto papilar 52,31% (n=34) mientras
que los tumores de tipo sdlido sdlo representaban un 16,92% (n=11) del wotal ¥
tan silo un caso 2,17% fue descrito como de tipo mixto.(FIG. 12).
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FIG. 12: Distribucién de los tumores segin el aspecto tumoral



Se comprobd que los tumores de aspecto slido se asociaban preferente-
mente con tumores tnicos (81,8% n=9), en cambio los de tipo papilar se
presentaban con mayor frecuencia con formas miiltiples(55,88% n=19), no
obstante no era tan llamativa la diferencia como en el caso de los tumores sélidos.
(FIG.13).
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FIG.13: Asociacion del aspecto y uni-mulfifocalidad de los fumores
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2.4.- Localizacion

Destaca que 30 de los tumores se localizaron preferentemente en pared
lateral izquierda, siguiendo en frecuencia el fondo vesical y la pared lateral
derecha. Siendo estas tres localizaciones las méds frecuentes, en la fig. 14 se puede
ver la distribucién de los tumores en las distintas zonas vesicales.

FIG.14: Distribucién de los tumores segun su localizacion



3.- CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DE
LOS TUMORES.

3.1.-Estadio Tumoral

Los tumores fueron clasificados siguiendo la clasificacion de Jewett-
Marshall, agrupdndose la mayor parte dentro del estadio A, 75.38%(n=49) del
total y repartiéndose en los otros estadios de la siguiente manera:n=11, 16.92%
correspondian al estadio B, 4.62%(n=3) al estadio C y 3.08%(n=2) al estadio
D. Estos datos coinciden con las estadisticas aportadas por otros autores,
apreciando en nuestra seéri¢ que son los tumores superficiales los més frecuentes
75.38%(n=49) frente a un 24.62 %(n=16) que tenian caricter infiltrante.
(FIG. 15).

(nom

E.JEWETT-MARSHALL

FIG. 15: Distribucitn de los tumores an relacion al estadio de
Jewett-MarShall



3.2.-Grado de Diferenciacién de Broders

Con relacidn al grado de diferenciacion, se analizd la muestra de acuerdo
con la clasificacién de Broders, distribuyéndose los tumores en cuatro grupos.
Los mmores moderadamente diferenciados (Grado IT) fueron los que predomina-
ron, representando un 44.62 %(n=29) del total de la muestra, le siguen en fre-
cuencia los pobrememte diferenciados 26.15%(n=17), los tumores bien
diferenciados representan un 16.92%(n=11) y & tumores fueron clasificados
como tumores anaplisicos (12.31%).(FIG. 16).
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FIG. 16: Distribucién de los tumores segin el grado de diferenciacion de Broders
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4.- DETERMINACION DE ONCOGENES EN TEJIDO
VESICAL

4.1.-RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO
(EGF-R)

a) Grupo Control.

El tejido urotelial sano presentd un valor medio de 2.54 fmol/mg de

protefna con una DS=1.63

b) Grupo con carcinoma vesical

La concentracién media de EGF-R en los pacientes con carcinoma vesical
fue de 14.54 fmol/mg de proteina con una DS=14.71.

Entre ambos grupos existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.001).

MEDIA | DS | MEDIANA | RANGO P
14.71
T.VESICAI | 14.54 9 0.2-64.8 )
CONTROL
2.54 1.63 2.5 0.1-6.2
*p < 0.001

TABLA 1V : Concentracion de EGF-R en los grupos control y cdncer vesical.
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La FIGURA 17 nos muestra la distribucidon de EGF-R segiin el grupo de
estudio.

tmolimg. protaino

P i b s
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FIG. 17: Concentracién media de EGF-R en ol grupo Control y Tumor Vesical

4.2.-ONCOPROTEINA p185(NEU)

a) Grupo control.

En el grupo control el valor medio fue de 122.08+84.20 HNU/mg de
proteina.

b) Grupo con cincer vesical.

El valor medio de NEU en ¢l grupo de los pacientes con cincer fue
921.25+644.07 HNU/mg de proteina.
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MEDIA DS MEDIANA RANGO

CONTROL 122.08 84.20 98.5 38.5-399.2

T. VESICAL 921.25 644.07 816.6 53,8-3804
* P < 0,001

TABLA V: Concentracion de pl185 (Neu) en los grupos de estudio.

Si analizamos la FIGURA 18 se puede ver que ambos grupos presentan

distribuciones para esta variable muy diferentes.

Las concentraciones fueron significativamente inferiores en las muestras

control que en las muestras carcinomatosas (p <0.001).
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FIG. 18: Concentracidn media de p185(NEU)) en el grupe Control y Tumor
vasical
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4.3.- ONCOGEN P53

Para el andlisis estadistico de la expresiéon de p53 en los dos grupos
estudiados recurrimos a tablas de contingencia puesto que se trata de una variable

cualitativa.

a) Grupo control

Ninguno de los casos utilizados como control result6 positivo.

b) Grupo cincer vesical

El oncogen p53 fue positivo en un 50.8 %(n=33) de los casos. La
FIGURA 17 refleja los porcentajes obtenidos para cada una de las valoraciones

que se hicieron al analizar dicho oncogén.

La tabla que aparece a continuacién nos distribuye los individuos segin

su nivel de p53 y el diagnostico.

0N) 1(N) 2(N) 3(N)
T.VESICAL | (32) (10) (16) 0

49.2% | 15.4% | 24.6% | 10.8%
CONTROL | (20) ©) ©) (0)

100% | 0% 0% 0%

N= niimero de casos

TABLA VI: p53 en los grupos control y cdncer vesical.
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FIG. 19: Exprasion de p53 en carcinomas vesicales
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5.- RELACION DE LOS ONCOGENES CON LAS CARACTE-
RISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS TUMORES

5.1.- ONCOGENES Y ASPECTO TUMORAL

El aspecto papilar se asocié con concentraciones mds bajas de EGF-R,
13.41 fmol/mg de proteina frente a 21.38 fmol/mg de protefna que presentaron
los de aspecto sdlido. No obstante no detectamos diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.

N°CASOS | MEDIA DS RANGO P
PAPILAR 26 13.41 11.63 0.2-42 *
SOLIDO 8 21.38 :21.69 0.5-64.8

* No significativo

TABLA VII: Concentracién de EGF-R (fmol/mg de prot) en relacion con el

aspecto tumoral.

En relacién con la oncoproteina p185(NEU) son los tumores papilares los
que presentaron concentraciones superiores 1038.851-684.52 HNU/mg de
proteina, en los de tipo sélido el valor medio de la misma fue de 848+524.19
HNU/mg de proteina. En este caso tampoco existia diferencia estadistica

significativa.
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N°CASOS MEDIA DS RANGO
PAPILAR 34 1038.8 684.5 53.8-3804
SOLIDO 11 848.70 524.19 253.7-2125.8

* No significativo

TABLA VIII: Concentracién de NEU(HNU/mg de prot.) en relacién con el

aspecto tumoral.

Con respecto al p53 los tumores papilares fueron negativos en un

58.82%(n=20) frente a un 27.27%{(n=3) de los tumores sélidos. Cabe destacar

que un 36.36% de los tumores sélidos presentaron una tincién fuertemente posi-

tiva, con mas del 75% de nucleos tefildos y sélo se encontréd un 2.94% de

tumores papilares con ese porcentaje.

0 1 2 3
20 5 8 1
PAPILAR
58.82% 14.71% 23.53% 2.94%
3 1 3 4
SOLIDO
27.27% 9.09% 27.2% 36.3%

TABLA IX: Expresion de p53 en relacion con el aspecto tumoral
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FIG. 20: Concentracion media de EGF-R en relacién con el aspecto tumoral
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5.2.-ONCOGENES Y UN/MULTIFOCALIDAD TUMORAL

Los tumores tinicos fueron mds frecuentes que los multiples, siendo estos

tltimos los que tenian concentraciones mds elevadas EGF-R, 13.30 y 16.22

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

N MEDIA DS RANGO
UNICO 27 13.30 16.42 0.2-64.8
MULTIPLE 20 16.22 12.26 0.5-42

* No significativo

TABLA X: Concentracién de EGF-R(finol/mg de prot) en relacion a la

caracteristica de uni/multifocalidad tumoral.
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Con respecto al NEU los tumores tinicos tenfan unos niveles de 850.52
HNU/mg de protefna mientras que los tumores miltiples alcanzaron una concen-
tracién media de 1046.10 HNU/mg de proteina.(FIG. 24)

MEDIA DS RANGO N P

UNICO 850.5 661.0 76-3804 36 *

MULTIPLE | 1046.1 629.8 53.8-2776.7 27

* No significativo

TABLA XI: Concentracion de NEU ( HNU/mg. prot.) en relacion a la

caracteristica de uni/multifocalidad tumoral.

87



Resultados

Los tumores muiiltiples fueron positivos para la oncoproteina p53 en un
63.90% (n=23), en cambio los tumores \inicos presentaron positividad en un

36.1% (n=13)de los casos.(FIG. 25).

0 (%) 1 (%) 2 (%) 3 (%)

UNICO 13 6 11 6
36.11% 16.67% 30.56% 16.67%

MULTIPLE 17 4 5 1
62.96% 14.81% 18.52% 3.70%

TABLA XII: Expresién de P53 en relacion a la caracteristica de uni/multifoca-

lidad tumoral,
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6.- RELACION DE LOS ONCOGENES CON LAS CARACTE-
RISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DEL TUMOR.

6.1.- ONCOGENES/ESTADIO DE JEWETT-MARSHALL

La clasificacién de los pacientes con cdncer segun el estadio de Jewett
reflejé que en el caso del EGF-R los tumores pertenecientes al grupo D tenfan
concentraciones significativamente superiores a las que presentaban los casos
agrupados en el estadio A. En los tumores superficiales la concentracién media
del receptor de EGF fue de 10.49 fmol/mg de proteina frente a los tumores
infiltrantes en los que el nivel medio fue de 25.13 fmol/mg de proteina.

Existiendo una diferencia estadisticamente significativa entre ambos p<0.05.
(FIG. 26).

ESTADIO | N°CASOS | MEDIA DS RANGO
A 34 10.49 10.13 0.2-42
B G 24.12 15.97 2.3-47.6
C 2 20.55 14.75 5.8-35.3
D 2 34.3 30.5 3.8-64.8

TABLA XIII: Concentracion de EGF-R (fimol/mg prot) en relacion con el estadio
de Jewert-Marshall.
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Con respecto a la proteina pl85 las concentraciones mds elevadas se
dieron en los tumores que pertenecian al estadio B. Al agrupar los tumores en
dos grupos: superficiales e infiltrantes se observo que eran los tumores infiltran-
tes los que alcanzaron niveles superiores de pl185. Los tumores superficiales
presentaron una concentracion media de 924.86 HNU/mg proteina, en los
tumores infiltrantes los niveles medios para dicha proteina fueron de 910. Sin
embargo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos. (FIG. 27)

ESTADIO | N° CASOS MEDIA - DS | RANGO
A 45 924 .86 562.6 76-2776.7
B 10 1077.1 960.3 253.7-3804
C 3 349.5 429.3 53.8-355.5
D 2 832.7 705.3 334-433.1

TABLA XIV: Concentracion de p185 (HNU/mg prot) en relacién con el estadio
de Jewett-Marshall.
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Al analizar el comportamiento del p53 respecto al estadio tumoral llama
la atencion la asociacién de este oncogén con el cardcter infiltrante del tumor.
Ninguno de los tumores del estadio A presentd una tincién fuertemente positiva
siendo un 58% de los tumores clasificados en este estadio negativos para ese
oncogén. En cambio, en los tumores infiltrantes un 80% de los mismos fueron

clasificados como moderadamente o fuertemente positivos. (FIG. 28).

ESTADIO 0 1 2 3
A 58% | 20% | 22% 0%
B 20% | 0% | 50% | 30%
C 0% 0% 0% | 100%
D 50% | 0% 0% 50%

TABLA XV: Expresion de p53 en relacion con el estadio de Jewett-Marshall.
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FIG. 26: Concentracion media de EGF-R segin el grado de infiltracion tumoral.
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6.2.- ONCOGENES Y GRADO DE DIFERENCIACION

Las concentraciones de EGF-R mds elevadas se encontraron en los tumo-
res mds indiferenciados: 6.73, 14.48 y 17.07 fmol/mg de proteina para los tumo-
res bien diferenciados, moderadamente y poco diferenciados respectivamente.
Existen diferencias estadisticamente significativas al comparar los tumores bien
diferenciados con los tumores moderadamente diferenciados (p<0.05), y al
comparar los tumores bien diferenciados con los pobremente diferenciados o
anapldsicos. (FIG. 29).

N° MEDIA | DS RANGO

BIEN DIFERENCIADO 6 6.73 4.05 0.2-10.2

MODERADA 22 14.48 15.55 | 1.3-64.8
DIFERENCIACION

POCO DIFERENCIACION 19 17.07 15.48 | 0.5-47.6

ANAPLASICO 6 13.05 14.1 2.3-47.6

TABLA XVI1 : Concentracion de EGF-R (fimol/mg de prot.) en relacién con el

grado de diferenciacién de Broders.
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En relacién con el NEU no se observan diferencias significativas con
respecto al grado de diferenciacion. Son los tumores moderadamente diferencia-
dos los que presentan concentraciones discretamente superiores a las de los
tumores bien diferenciados o a las de los pobremente diferenciados. Los
resuitados obtenidos fueron 892.81, 971.76, 817.72 HNU/mg proteina para los
tumores bien diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente

diferenciados respectivamente. (FIG. 30).

N | MEDIA DS RANGO P

BIEN 11 892.8 521.3 | 181.4-1922.2 | *
DIFERENCIADO

MODERADAMENTE 29 971.7 569.0 161-2776.7
DIFERENCIADO

POBREMENTE 25 817.7 780.7 53.8-3804
DIFERENCIADO

* No significativo

TABLA XVII: Concentracion de NEU(HNU/mg de prot) en relacion con el

grado de diferenciacion de Broders.
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El oncogen p53 presenté un comportamiento similar al EGF-R. Los
tumores bien diferenciados fueron en un 72.73% de los casos negativos para
dicho oncogen y el 27.37% restante present6 una tincién debilmente positiva. En
cambio, los tumores pobremente diferenciados tuvieron una tincion moderadamen-
te o fuertemente positiva en un 64% de los casos siendo negativos tan sélo en un
28% de los mismos.(FIG. 31).

0 1 2 3
Ny | Ny(%) | Ny(%) | Ny (%)
BIEN 8 3 0 0 *

DIFERENCIADO | (72.7%) | (27.3%) (0%) (0%)
MODERADA- 17 5 7 0

MENTE (58.7%) | (17.2%) | (24.1%) (0%)

DIFERENCIADO

POBREMENTE 7 2 9 7

DIFERENCIADO | (28%) (8%) (36%) (28%)

* No significativo

TABLA XVIII: Expresién de p53 en relacion con el grado de diferenciacion de

Broders.
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7.-EVOLUCION POSTOPERATORIA DE L.OS PACIENTES AFECTOS
POR CANCER. INFLUENCIA DE LOS DATOS ANALIZADOS EN EL
DIAGNOSTICO: SUPERVIVENCIAY RECURRENCIA.

Se realizé un seguimiento de los pacientes durante un periodo medio de

15.94 6 meses.

La mortalidad fue de 27.7% (n=18). De los pacientes fatlecidos, tres
fueron excluidos del estudio de supervivencia. Uno de ellos por la coexistencia
de carcinoma vesical y carcinoma de mama con metéstasis oseas, y otros dos por

la coexistencia de carcinoma vesical junto con un adenocarcinoma de prostata.

La supervivencia en los carcinomas fue estudiada estableciendo curvas de
supervivencia para los diversos valores de cada uno de los pardmetros de posible

importancia prondstica.
1.- En relacidn con la supervivencia:

* Caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas.

a) Caracteristicas clinicas.

Las dos variables estudiadas fueron la edad y el sexo de los pacientes. Al
agrupar a los pacientes por edad en dos grupos, mayor o igual de 70 y menores
de 70 afos, se encontrdé una diferencia significativa (p < 0.05) respecto al hecho
de fallecer o no (FIG. 32). De los pacientes que tenian mds de 70 afios

fallecieron un 39.39% (n=13) de los mismos, frente a un 8.69% (n=2) de los

que tenian menos de 70 afos.
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En cambio la variable sexo no reflejé ninguna diferencia estadisticamente
significativa con respecto a ese mismo acontecimiento. Las mujeres presentaron
un porcentaje de mortalidad ligeramente superior al de los varones. Fallecieron

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

c) Caracteristicas morfologicasdel tumor

La probabilidad de supervivencia se vio influenciada por la configuracion
macroscopica del tumor. Un 87.5% (n=28) de los pacientes portadores de
tumores papilares permanecian vivos al término del estudio, en cambio los
tumores solidos condicionaron un peor prondstico y sélo 11.12% (n=2) de los
mismos sobrevivian para el mismo periodo de tiempo. La comparacién de las
curvas de Kaplan-Meier mediante el test de Log-Rank demostrd que eran esta-

disticamente diferentes con una probabilidad p <0.001. (FIG. 34).

No se encontraron diferencias significativas en lo que respecta a la
supervivencia cuando se estudid su relacion con la existencia de tumores tnicos
o miultiples. De los pacientes portadores de tumores tinicos fallecieron 34.48%

{(n=10) y un 19.23% (n=35) de los pacientes con tumores miltiples.(FIG. 35).
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c) Caracteristicas anatomopatolégicasdel tumor.

- Estadio de Jewett-Marhall

I.a profundidad de invasién en la pared vesical en el momento del
diagnéstico, se correlacioné estrechamente con la supervivencia. Fallecieron un
13.63% (n=6) de los pacientes portadores de tumores superficiales frente a un
75 %(n=9) de los pacientes portadores de tumores infiltrantes. El andlisis estadfs-
tico mediante el test de Log-RanK reflejé que existia una diferencia estadistica-

mente significativa entre ambos grupos (p <0.001).(FIG. 36).

- Grado de diferenciaciénde Broders

El grado de diferenciacion tumoral fue otro de los factores que condiciond
la supervivencia de forma significativa. Durante el periodo de seguimiento (n=15
meses) no fallecid ningiin paciente con tumor bien diferenciado. Un 52.38%
(n=11) de los tumores de alto grado fallecieron durante ese tiempo, y en los
carcinomas moderadamente diferenciados el porcentaje de mortalidad para el

mismo periodo fue del 16% (n=4).
La comparacién entre los tumores moderadamente diferenciados y poco

diferenciados o anapldsicos resulto ser estadisticamente significativa (p <0.001).

(FI1G. 37).
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d) Supervivenciay expresion de oncoproteinas

Se investigé la expresién de oncoproteinas y su influencia sobre el hecho

de fallecer o no.

Para la proteina pl85(NEU) y el EGF-R fue necesario realizar una
estratificacion de los mismos para selecctonar el punto de corte que mostrara una

mayor significacion en cuanto a la posibilidad de sobrevivir.

En el caso de EGF-R las concentraciones mas elevadas se observaron en
los pacientes que fallecieron 15.07414.89 (fmol/mg prot), en los pacientes que
sobrevivian los niveles medios de EGF-R fueron 12.47+11.1 (fmol/mg prot). El
andlisis de las curvas de supervivencia para distintos puntos de corte en el EGF-R
no reflejé diferencias estadisticamente significativas para el hecho de fallecer o
sobrevivir. El valor de EGF-R que establecia mayores diferencias fue EGF-R=6
fmol/mg de proteina.(FIG. 38).

En relacion con la proteina p/85 la concentracion media en el grupo de
pacientes que fallecieron fue de 1151.14+856.1 (HNU/mg prot.), los pacientes
que no murieron presentaron una concentraciéon media de 928.7 (HNU/mg prot).

No se encontré un valor de pl185 que condicionara un peor prondstico.(FIG. 39).

La expresién de p53 se relaciond de manera estadisticamente significativa
con las tasas de supervivencia. Los tumores con mayor indice de positividad son
los que presentaron una peor evolucién, fallecieron un 83 % de los mismos frente

a un 14% de los tumores negativos para dicho oncogén. (FIG. 40).
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B.- En relacion con el intervalo libre de enfermedad.

En el estudio de intervalo libre de enfermedad se incluyen 50 pacientes.
No se consideraron 15 casos: 3 fallecen en un periodo muy corto tras la reseccion
transuretral (1-2 meses), 3 se les practicd cistectomia como tratamiento, y 9 casos

s¢ pierden porque los pacientes no han acudido a revision en ninguna ocasion.

Durante el periodo de seguimiento, 24(36.9%) de los pacientes presenta-

ron recurrencias del tumor.

a) Caracteristicas clinicasde los pacientes

Al analizar la edad y el sexo de los pacientes no se encuentran diferencias

significativas en relacion con el intervalo libre de enfermedad.(FIG. 41-42),

b) Caracteristicas morfoldgicasde los pacientes

No se observan diferencias significativas al considerar el aspecto tumoral

como factor que pudiera influtr en la recurrencia del tumor.(FIG. 43)
De igual forma el hecho de ser portador de un tumor dUnico o miltiple

tampoco condiciond un peor prondstico respecto al hecho de sufrir recurrencia
tumoral .(F1G. 44)

114



Resultados

P
0.9 o

B SRS S —
0.8 i

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3 p=0,17
0.2

% MESES

0 2 4 6 8 10 14 16 18 20 22

wees . MUJERES | . HOMBRES

FIG. 41: intervalo Libre de enfermedad/sexo

0.9
08 P
0.7 ;.“tﬂmwﬁ‘

0.6 «m_wnuftimmmmMMMMWMMmmmw
0.5 ‘
0.4
0.3
0.2
0.1

p=0,051

MESES

0 2 4 6 8 10 14 16 18 20 22

. < 70 ANOS ~me 70 ANOS

FI1G. 42: intervalo Libre de Enfermedad/Edad

115



0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
03
0.2
0.1

1

No Significativo

- PAPILAR —— SOLIDO

FIG. 43: Intervalo Libre de Enfermedad/

09
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Aspecto Tumoral

1

No Significative

MESES

0 2 4 6 8B 10 14 168 18 20 22

MESES

0 2 4 6 8 10 14 16 18 20 22

——— UNICO - MULTIPLE

FIG. 44: Intervalo Libre de Enfermedad/Uni-Multifocalidad

Resultados

116



Resultados

¢) Caracteristicas anatomopatologicasdel tumor

* Estadio de Jewett-Marshall

La probabilidad de mantenerse libre de enfermedad fue superior en los
pacientes portadores de tumores superficiales que en aquellos con tumores
infiltrantes. De los pacientes con tumores superficiales presentaron recurrencia
de la enfermedad un 44.18% frente a un 71.4% de los pacientes con tumores
invasivos. La comparaciéon entre ambos grupos mediante el test de Log-Rank
reflej6 que existia una diferencia estadisticamente significativa entre ellos

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

* Grado de diferenciacionde Broders

El grado de diferenciacién tumoral no condicion6é un peor prondstico en
cuanto a la mayor o menor probabilidad de sufrir recaidas de la enfermedad. Los
pacientes portadores de tumores bien diferenciados presentaron recaida de la
enfermedad en un 57%(n=15) de los casos, en cambio los tumores bien
diferenciados sufrieron recaidas en un 22.2%, si bien la diferencia no fue

significativa (FIG. 46).
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ONCOGENES

La informacién pronéstica en cuanto a la mayor o menor probabilidad de
sufrir recaidas de la enfermedad también fue demostrada para el NEU. En este
sentido, la probabilidad de mantenerse libre de enfermedad fue de 63% al
finalizar el periodo de seguimiento para los tumores que exhibieron una
concentracion de esta oncoproteina menor de 875 HNU/mg proteina, frente a un

39% de los tumores con valores de p185 superiores (p <0.05) (FIG. 47).

Al estudiar el EGF-R en relacion con este mismo acontecimiento se
observd que un 66.6% de los pacientes que tenian concentraciones de ese receptor
superiores a 6.5 fmol/mg protefna presentaron una recaida frente a un 38.4% de
los que tenfan concentraciones inferiores. Sin embargo, el andlisis estadistico no

reflejé diferencias significativas entre los mismos (FIG. 48).

La expresion de p53 si condiciond un peor pronéstico. Los tumores que
expresaron p53 con una tincién moderada o fuertemente positiva sufrieron una
recaida en un 60% de los casos y de los tumores negativos para dicho oncogén

lo hicieron en un 42 % .(FI1G. 49).
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ANALISIS MULTIVARIANTE: REGRESION DE COX

Una vez establecidas cuales eran las variables que influian en la
supervivencia y en el intervalo libre de enfermedad, realizamos una regresién de
Cox. El modelo estadistico de Cox permite establecer cuales de los factores
relacionados con la supervivencia o la recidiva tumoral tiene factor prondstico

independiente.

Con respecto a la supervivencia, en nuestro estudio, habiamos encontrado
que el estadio tumoral, la configuracion morfoldgica del tumor, grado de
diferenciacion y expresion de p53 influian sobre el hecho de fallecer. Tras
realizar la regresion de Cox solo se puede considerar como factor prondstico
independiente el estadio tumoral (p<0.05). E! p53 es la segunda variable que

ejerce una mayor influencia sobre la supervivencia (p <0.1).

En relacidn con el intervalo libre de enfermedad tras realizar las curvas
de Kaplan-Meier habiamos encontrado diferencias significativas al analizar el
estadio tumoral, la expresion de p33 y p185(NEU). En este caso la regresion de
Cox indicd que ninguna de estas tres variables puede ser considerada como factor

prondstico independiente.
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Discusion

El cancer ocupa hoy en dia un puesto de primer orden en la problematica
sanitaria mundial. En ascension constante desde comienzos de siglo, representa
actualmente la segunda causa de muerte, sOlo precedida por las enfermedades

cardiovasculares.

El céncer vesical representa aproximadamente el 2% de todas las
ncoplasias y constituye un problema de dmbito mundial?®. En cifras absolutas
es uno de los mas habituales de la poblacién masculina tras el carcinoma de

pulmoén, préstata, colorrectal, y, en ocasiones, el carcinoma gastricot'®®,

Los datos epidemiolégicos y clinicos de nuestra serie son comparables a
la mayoria de las series publicadas por diferentes autores. En este sentido, el
carcinoma vesical afecta en mayor medida a varones, en una proporcion que
viene a ser de 3 a 1. En nuestro estudio esta proporcion fue mayor corres-

pondiendo 54 de los casos a hombres y 11 a mujeres.

Es una neoplasia que afecta fundamentalmente a personas de edad
avanzada. Un 80% de los casos de carcinoma vesical se producen entre los 50
y 79 afios, con un pico en la prevalencia a los 70 afios"3% La edad media de
los pacientes con carcinoma vesical en nuestra serie fue de 69,09 afos sdio un
3.08 % tenian menos de 50 afios. Las neoplasias malignas de esta localizacion
son excepcionales en edades inferiores a 40 afios. El grupo control seleccionado
presentd una edad media de 69,7 afios similar a la de los pacientes con tumor
vesical, lo que facilité el andlisis estadistico comparativo entre ambos grupos de

pacientes. El conjunto de hallazgos epidemiologicos de nuestra serie coincede con
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las caracteristicas epidemioldgicos de otros estudios, lo que nos permitié

confrontar adecuadamente nuestros datos con los obtenidos en otras series.

Las neoplasias uroteliales son lesiones de dificil valoracién, debiéndose
fundamentalmente este fendmeno a una gran heterogeneidad de sus lesiones, una
biologia tumoral multiforme y una evolucion potencial hacia la invasion desde sus

(187,188)

manifestaciones iniciales . Esto hace necesario llevar a cabo una perfecta

caracterizacién bioldgcia de los tumores y justifica plenamente nuestro trabajo.

El patrén basico de las neoplasias vesicales se caracteriza por tumores
superficiales papilares y tumores infiltrantes de aspecto nodular™*0, Los
tumores papilares suelen ser multiples y con frecuencia desarrollan recurrencias
tras la reseccion transuretral, pero generalmente tienen un buen pronéstico. En
cambio, los tumores de tipo nodular tienen tendencia a desarrollarse en solitario,
invaden la capa muscular y consecuentemente tienen un peor pronostico incluso

cuando son tratados con cistectomia radical.

Debemos mencionar que en nuestra serie los tumores papilares representa-
ron un 52.31% de los casos correspondiendo tan sélo un 16.9% del total a los
tumores de aspecto sélido. Observamos que un 81.8% de los tumores sélidos se
presentaron como formas nicas, mientras que los fumores papilares tenian una

mayor tendencia a asociarse con formas multiples.

Los carcinomas de vejiga se pueden dividir en dos grupos- superficiales
e infiltrantes- con importantes diferencias en su historia natural®®”. Aproximada-
mente un 80% de los tumores superficiales permanecen confinados a la mucosa

y submucosa mientras que la mayorfa de los tumores invasivos estin asociados
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con un peor prondstico y tendencia a las metéstasis.

Aproximadamente un 10-20% de los tumores superficiales evolucionan a

S(192-194)

carcinomas infiltrante y la prediccion de la llamada "progresién maligna”

es uno de los serios problemas en el manejo de los carcinomas de vejiga.

LLegados a este punto son varias las cuestiones sobre biologia tumoral
que continian confundiendo a clinicos y cientificos: ;Qué caracteristicas delimitan
las diferencias entre displasia, metaplasia, hiperplasia, carcinoma in situ y
carcinoma franco? ; Por qué algunos tumores superficiales permanecen localizados
mientras que otros que parecen morfoldgicamente idénticos se vuelven invasivos,
metastasicos 0 ambos?. Sin duda alguna estas respuestas no han podido ser
resueltas en su totalidad, naciendo por este motivo la necesidad de caracterizar

bioldgicamente los tumores vesicales.

En las ultimas décadas se ha producido un impulso en la actitud de dirigir
los esfuerzos de investigacion hacia [a biologia celular y molecular, con el &nimo
de encontrar en el conocimiento de los mecanismos que controlan y gobiernan la
proliferacion celular desordenada que constituye la neoplasia, nuevas estrategias

terapeiiticas.

Al mismo tiempo se buscan en su seno datos de interés prondstico que nos
permitan seleccionar poblaciones de distinto comportamiento bioldgico sobre las
que aplicar de forma mds individualizada los regimenes terapeiticos. De una
forma andloga a lo que ocurre, en cuanto a prondstico, con los diferentes tipos
histopatologicos de carcinoma vesical, debemos mencionar que la caracterizacion

bioldgica del cancer urotelial de vejiga es uno de los objetivos que persigue la
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biologia molecular. Siguiendo esta Iinea de trabajo podremos conocer el

pronéstico exacto de cada paciente.

Para que estos eventos lleguen a producirse serd necesario que algunas
técnicas basicas en biologia celular sean puestas a punto, (desarrollo de los
cultivos de lineas celulares y de las técnicas de clonacion del DNA etc). Del
mismo modo ha sido necesario el conocimiento de la expresion y regulacién de
los procesos neopldsicos desde su origen genético {(oncogenes, genes supresores)
para poder vislumbrar el lugar exacto que a estos mecanismos y mediadores de
la sefial integrados en el crecimiento celular les corresponde. El estudio de estos
fundamentos que tienen lugar en los tumores ha ayudado mucho a la compren-
sion de los mecanismos normalmente implicados en la regulacién del desarrollo

celular.

La determinacién cuantitativa o cualitativa de la expresién de oncogenes
o0 de sus productos podria ser de utilidad en la clasificacion de los tumores dentro
de diferentes categorias pronosticas. Esta informacién podria complementar a
otros factores prondstico establecidos como son el grado y el estadio tumoral,

como ha ocurrido en el carcinoma de mama con EGF-R y el c-erbB-2U%:19)

Muchos han sido los intentos por clasificar a los tumores vesicales de
acuerdo a distintas variables que determinen su prondstico. Las variables mds
establecidas hasta estos momentos han sido patrén de crecimiento (papilar vs.
solido)*”, estadio tumoral®'*® y grado de diferenciacion®** cada uno de los
cuales ha demostrado tener implicaciones prondsticas. Otros factores como la

01,202)

expresion de determinados oncogenes® y la presencia de EGF-R estan siendo

valorados pero su significado clinico o prondstico ain no ha sido incorporado en

127



Discusion
el sisterna actual de clasificacion. Posiblemente nuestra lfnea de trabjo permita

realizar una interesante clasificaciéon pronéstica.

Puesto que el cancer vesical es uno de los tumores mas comunes en la
sociedad Occidental y su incidencia parece que estd aumentando parece justificado
el estudio de su biologia molecular con el fin de aclarar los interrogantes hasta

ahora planteados".

En la busqueda de marcadores tumorales sensibles y especificos para
carcinomas de vejiga, la expresién de varios oncogenes {como c-erbB2, c-erbB1)
y genes supresores (p53) han sido objeto de estudio. Aunque los resultados no
han sido concluyentes, estas oncoproteinas parecen ser importantes marcadores
que puecden ayudar a catalogar mejor los tumores de células transicionales de

vejiga®.

GEN TUMOR SUPRESOR p53

El gen supresor p53 estd adquiriendo cada vez mayor importancia en
oncologia, hasta el punto de que consideramos que en el momento actual es uno

de los que mayores expectativas suscita en los investigadores de este campo.

La inactivacion de los genes supresores p5S3 y Rb, parece ser un hecho
importante en la patogénesis de distintas neoplasias,las evidencias sugieren que
la inactivacién de p53 se correlaciona con la adquisicion por las células

neoplasicas de un fenotipo invasivo®®.
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La pérdida de una region cromosdmica especifica representa uno de los
mecanismos de inactivacion de los genes supresores. Se ha observado que la
pérdida del cromosoma 17p es un hecho bastante frecuente en muchos tumores.
Trabajos pioneros en cancer de colon revelaron que la mayoria de los tumores
avanzados habfan perdido el brazo corto del cromosoma 17%*, En este area
deleccionada se sitda el gen p53 que ya habia sido previamente identificado. Esta
delecciéon es frecuentemente acompafiada por una mutacion del alelo que
permanece“™?%2% 1o gue conlleva a una inactivacién de la proteina codificada
por el gen. Las mutaciones del gen supresor p53 parecen ser las mutaciones mas
frecuentes en cancer humano, identificindose en aproximadamente el 50% de

diversas neoplasias, que incluyen mama®?”, colon®® y pulmén®®,

Dada la importancia que parece tener el gen supresor p53 en céancer
humano nos parecié del méiximo interés estudiar la expresion de dicho oncogén

en ¢l carcinoma vesicai de células transicionales.

En nuestro estudio la expresién de este oncogén ha sido determinada
mediante inmunohistoquimica. La valoracién de la inmunorreactividad de los
nicleos con los anticuerpos que detectan la oncoproteina p53 varia en diferentes
trabajos. Generalmente todos Jos autores valoran casos positivos y negativos, si
bien algunos diferencian grupos en funcién del porcentaje de células positi-
vas.Soim et al.?'? consideran + (<5% de nicleos positivos), ++(5-10%),
+++ (10-40%) y ++++(>40%). Otros consideran positivos a partir del
10% Y y algunos no establecen grupos y solo consideran positivos 1os casos en
los que la mayor parte de los nicleos son inmunorreactivos®'?. Nosotros hemos
establecido cuatro grupos:"0" cuando no aparecia ningin micleo tefiido,"1"

cuando aparecian tefiidos menos del 25%, "2" si el porcentaje de nicleos tefiidos
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estaba comprendido entre el 25-75% y "3" para los casos que presentaban mas

de un 75% de positividad.

Los tumores vesicales en nuestra serie expresaron pS3 en un 51% de los
casos, presentando en un 10.77%{(n=7 una inmunorreactividad fuertemente

positiva.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores.
Wright®¥informa que un 54% de los tumores de vejiga son positivos para p53,
presentando un 18% de los mismos una tincion intensa y el 36% restante

exhibieron una tincion positiva débil.

Sidransky y sus colaboradores analizaron 18 tumores primarios de vejiga
y encontraron mutaciones en p533 en el 61% de los mismos, representando la

primera alteracion genética comiin en las neoplasias de esta localizacion®'®.

Debemos recalcar que todo trabajo cientifico que se precie debe incluir un
grupo de controles sanos. En este sentido, de las muestras de tejido urotelial
normal que analizamos en nuestro estudio no resultd positiva ninguna de elias.
Estos datos son semejantes a los obtenidos por otros autores, quienes describen
la inexistencia de inmunorreactividad para p53 mutante en urotelio normal, sin
afectacién neoplasica®®. YE DW y cols examinaron la expresion de p53 en 67
casos de carcinomas de células transicionales de vejiga y en 6 controles normales.
La tincién nuclear de p53 fue detectada en un 51% de los pacientes con céncer
y ninguno de los controles resulté positivo®®. Por otra parte Sarkis®'?

describieron negatividad inmunohistoquimica en células normales.
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Un tema debatido por diferentes autores ha sido la localizacién de la
alteracién del gen supresor p53 en el proceso carcinogenético. Entendiendo la
cascada carcinogenética como una acumulacion de alteraciones genotipicas que
dan lugar a modificaciones en la diferenciacién y proliferacion celulares, se
discute si la alteracién en el gen supresor p53 podria ser un acontecimiento
temprano que facilitarfa la posterior alteracion de otros genes o por el contrario

tiene lugar en las ultimas fases.

Al analizar el comportamiento del p53 respecto al estadio tumoral llama
la atencion la asociacién de este oncogén con el cardcter infiltrante de los

tumores.

Estudios citogenéticos revelan que la pérdida del brazo corto del
cromosoma 17 junto con las mutaciones en el gen p53 se aprecian fundamental-
merte en tumores con estadios avanzados y alto grado y son raras en los tumores
superficiales. Los resultados de nuestro estudio, y de la bibliografia en general,

muestran una incidencia superior en tumores vesicales infiltrantes.

En nuestra serie ninguno de los tumores superficiales presentd una tincién
fuertemente positiva siendo un 42% de los tumores clasificados en este estadio
positivos para este oncogén. En cambio, en los tumores infiltrantes un 80% de
los mismos resultaron ser moderadamente o fuertemente positivos. En el estudio
realizado por YE DW et al. encontraron la proteina p53 en un 36% de los
tumores superficiales y en un 71% de los carcinomas infiltrantes®!®, En general
podemos considerar que es rara la expresion mutada de P53 en tumores

superficiales, pudiendo alcanzar un 60% en carcinomas invasivos,
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Wee et al. la expresion de p53 se encontrd en un 92% de los carcinomas
invasivos, 86% de los carcinomas in situ, y en un 28% de las areas displésicas.
El hecho de que la proteina p53 se exprese también en casos de displasia y carci-
noma in situ nos hace suponer que las mutaciones en este gen pueden tener un
papel en la patogénesis del carcinoma vesical. La expresion de p53 puede ser un
indicador de progresion de la enfermedad desde displasia a carcinoma in situ y

carcinoma infiltrante®'>,

La principal limitacion del p53 en estos momentos es que las mutaciones
en este gen parecen ser uno de los dltimos eventos que ocurren en la progresion
del tumor, esto limita la utilizacién de este test como screening para detectar

recurrencias en tumores primarios.

El grupo de Cordon refiere en uno de sus trabajos que la acumulacién
nuclear de p53 se asocia con progresidn tumoral. Analizaron 43 pacientes con
carcinoma de células transicionales T1, tratados con reseccidon trasuretral
exclusivamente, utilizando métodos de inmunohistoquimica. En 18 casos la
tincion nuclear fue negativa, y 25 muestras mostraron un patrén homogéneo o
heterogéneo de inmunorreactividad, La tasa de progresién comparando los dos
grupos, fue superior en aquellos pacientes que tenfan un patrén homogéneo o
heterogéneo de expresion de la proteina p53 mutada (20% tasa de progresién por

afio versus 2,5%)@7,

Posteriormente ese mismo grupo estudid la expresion de p53 en 54
pacientes con tumores Ta y 31 con carcinoma "in situ”. Tras realizar un andlisis
multivariante, encontraron que la expresién nuclear de la protefna p53 mutada es

el predictor mas importante de progresion en ambas poblaciones®'®,
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Datos similares son expuestos por Spruck et al.“'” en un estudio realizado
en carcinomas "in situ", en el que observaron que la expresién de la proteina
nuclear p53 es un evento precoz en la formacion de carcinomas "in situ”, y que

la presencia de la misma explicaba su propensién a invadir.

El estudio del grado histolégico demostré que la positividad de p53 estaba
asociada significativamente con el grado tumoral. Nuestro estudio detectd
una mayor tendencia a expresar p53 en aquellos tumores de alto grado. Los
tumores bien diferenciados fueron en un 72.7% de los casos negativos para dicho
oncogén y el 27.3% restante presenté una tincién débilmente positiva. En
cambio, los tumores pobremente diferenciados tuvieron una tincién moderada-
mente o fuertemente positiva en un 64% de los casos siendo negativos tan solo
un 28% de los mismos y el 8% restante presentd una tinciOn positiva débil

(<20% de nicleos tefiidos).

Los trabajos publicados hasta ahora han sido undnimes al asociar la

1213229 Kamel et al.

expresion de p53 con el grado de diferenciacién tumora
afirman que la positividad fue significativamente superior en los grados II-1II que
en los tumores bien diferenciados(p=0.004)?%. La mayor positividad se encontré

en los tumores de grado iIl (78%), 48% en grado 11 y 33% en los de grado L.

Otros dos factores con los que comparamos la expresion de la oncoprotei-
na p53 fueron las caracteristicas morfologicas del tumeor, el aspecto tumoral y la
presentacion Unica o miltiple de los mismos. En este sentido, como puede
observarse en la tabla IX y en la figura 22, resultd que fueron los tumores con
aspecto sélido los que expresaron con mayor frecuencia la proteina p53, un

72.5% de los casos fueron positivos, en cambio los tumores papilares sélo fueron
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positivos un 39.1% de los mismos.

Por uitimo y en relacion con el mimero de tumores, se observd que en
aqguellos casos en los que el tumor era Gnico, se expresaba este oncogén con

mayor frecuencia (63.9%).

La correlacion con el grado y el estadio tumoral sugiere que las
mutaciones en p53 pueden estar asociadas con una evolucién mas agresiva de los
tumores. Por tanto, la expresion de p53 constituye uno de los pilares sobre los

que se apoya la caracterizacion biologica del carcinoma transicional de vejiga.

La expresion de p53 ha sido relacionada con una menor supervivencia en
diferentes neoplasias. Seglin Visakorpi el riesgo de muerte en pacientes
portadores de carcinoma de prostata fue 12 veces superior en los casos con p53

positivo.

En nuestro estudio la expresion de p33 en los tumores vesicales de
células transicionales condiciondé una menor supervivencia. Los tumores con
mayor {ndice de positividad son los que presentaron una peor evolucidn,
fallecieron un 83 % de los mismos frente a un 14% de los tumores negativos para
dicho oncogén. La curva de supervivencia (Fig. 40) es muy demostrativa para
este hecho, los tumores que expresaron en mayor porcentaje fa oncoproteina p53

son los que presentan una mayor probabilidad de fallecer.

En relacion con el intervalo libre de enfermedad los tumores que
expresaron pS33 con una tincién moderada o fuertemente positiva sufrieron una

recaida en un 60% de los casos y los tumores negativos lo hicieron en un 42%
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RECEPTOR PARA FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

Los factores de crecimiento y en general las moléculas "sefial” implicadas
en los procesos de crecimiento y proliferacion celular vieron la luz en los afios
50-60 gracias a los ensayos biologicos que Cohen, Levi Montalchini y Metcalf,
entre otros,realizaban en la caracterizacién de los factores de crecimiento
epidérmico y neuronal, asi como de los fatores estimuladores del crecimiento de

colonias®",

El EGF-R ha sido determinado por diversos grupos de trabajo, en diferen-
tes tipos de tumores y lineas celulares tumorales®*?** mediante ¢l empleo de dos
tipos de técnicas basicamente: radioligando-radioinmunoensayo y técnicas de

inmunohistoquimica con el concurso de diferentes anticuerpos monoclonales.

La relacién entre la expresion de EGF-R y comportamiento clinico ha
sido estudiado en detalle en carcinomas de mama, en los que se ha visto que la
positividad de este receptor se correlaciona con la ausencia de receptores de
estrogenos y presencia de nédulos positivos®* %7, Demostrando que en esta
neoplasia la expresiéon de EGF-R constituye por si mismo un dato de peor

pronéstico independiente de otras variables.

Hallazgos similares se han encontrado en pacientes afectos de carcinomas
de esdfago y de ovario®® en los que se ha visto la asociacion de niveles de

EGF-R elevados con menor supervivencia.

Messing®” informé en 1984 que ciertas lineas de células transicionales

tras la aplicaciéon de EGF respondian a este estimulo creciendo y dividiéndose.
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Aproximadamente en esos mismos afios Gusterson et al.®" detectaban por
inmunohistoquimica la presencia de EGF-R en varios tumores humanos

incluyendo el carcinoma de vejiga.

Los métodos utilizados en la medicién de la expresiéon de EGF-R en
carcinoma de c€lulas transicionales estin bdsicamente representados por la
inmunohistoquimica y las técnicas de radioligando y radioinmunoensayo. Siendo
el método de inmunohistoquimica el empleado con mayor frecuencia en la mayor

parte de los trabajos publicados.

La técnica de inmunohistoquimica utiliza anticuerpos monoclonales
dirigidos contra receptores de EGF en secciones de tejido de tumores primarios

de vejiga®®,

El otro método de estudio para determinar la exprexién de EGF-R es
mediante radioinmunoensayo(RIA). Se basa en determinar la uniéon de EGF
marcado con un isétopo radioactivo (1125) a una fraccién de membranas celulares
homogeneizadas y calcular la concentracion de receptor. A diferencia de las
técnicas inmunohistoquimicas es un método cuantitativo en el que la concentra-

cion de EGF es una medida objetiva.

El método de radioligando es mas sensible a la hora de detectar tumores
con concentraciones bajas o0 moderadas de EGF-R. No obstante, existe una buena
correlacién entre el método de inmunohistoquimica y de radioligando cuando los

tumores presentan concentraciones de EGF-R superiores a 35 fmol/mg prot®?.

El método de radioligando seguido en nuestro estudio es sencillo, nos
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permite la cuantificacion de una forma objetiva, y se encuentra bien establecido
en nuestro centro, dado que el procedimiento seguido es similar al empleado en
el procesamiento de otros tipos de muestras tumorales, como céncer de mama

por ejempio.

La amplificacion de DNA y/o sobreexpresion de RNAm del receptor para
EGF se ha asociado con el potencial maligno de varios tumores humanos. Para
determinar la frecuencia de amplificacion de DNA y sobreexpresion de RNAm
del EGF-R en carcinomas de vejiga , evaluaron 12 tumores vesicales mediante
Southern hibridacién no encontrando amplificacién en ninguno de los 12 tumores.
Se encontrd sobreexpresion de RNAm de EGF-R en un 36% de los tumores de
vejiga y se piensa que puede jugar un papel en la tumorigénesis de las neoplasias
vesicales®?. Resultados similares encontraron tras estudiar 31 tumores de vejiga
mediante Southern blotting solo se demostré amplificacién del gen en un solo

caso de los 31 tumores®®.

Con objeto de analizar la presencia de Receptores para el Factor de
Crecimiento Epidérmico se decidié escoger una poblacién control con la que
poder comparar los niveles de EGF-R en tejido tumoral. Como ya se indicé los
sujetos control seleccionados fueron pacientes portadores de una hiperplasia
prostatica benigna candidatos a una adenomectomia suprapibica tipo Freyer. La
cuantificacion del contenido de EGF-R en tejido urotelial sano reveld diferencias

significativas con respecto a las muestras tumorales.

Pocos datos aporta la literatura respecto a la concentracién de EGF-R en
tejido urotelial sano. Neal y cols. establecen como limite superior en tejido

urotelial sano la concentracién de 10 fmol/mg prot. considerando como negativos
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para EGF-R aquellos tumores que presentan concentraciones inferiores a ese
nivel.En nuestra seric la concentracién mas alta encontrada en tejido urotelial

sano fue la de 6.8 fmol/mg prot. Estableciendo este valor como nivel "cut-off",

En diversos estudios realizados mediante inmunohistoquimica no se
encontrd positividad para EGF-R en tejido sano®? en estudios inmunohistoqui-
micos, encontraron minima reactividad del EGF-R en células de urotelio
superficial normal. Estos autores a su vez observan que cuando se encuentra
expresion de receptores para EGF en urotelio sano, estos aparecen en las células
de la capa basal del urotelio, en cambio, en lesiones premalignas y malignas son
las células superficiales las que presentan mayor concentracion de receptores para
EGF®9,

Una vez que establecimos que el tejido urotelial neopldsico presenta una
sobreexpresion de EGF-R, analizamos la relacion de este receptor con distintas
variables clinicas y anatomopatoldgicas del tumor en un intento de establecer el

papel que dicho receptor juega en el carcinoma de células transicionales.

Dos de los factores prondsticos mas importantes en el carcinoma de
células transicionales de vejiga son el estadio tumoral y el grado de diferencia-
cion. Nuestra serie confirmé claramente los datos precedentes(Fig.36-37). Se
trata ahora de estudiar las relaciones entre estas dos variables anatomopatologicas
y la expresion del receptor para el factor de crecimiento epidérmico en tumores

vesicales.
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El prondstico del cancer vesical esta fuertemente asociado con la categoria
tumoral®**2*®: pacientes con tumores de alto estadio tienen mayor posibilidad de

desarrollar metistasis o de morir.

La literatura precedente es uniforme a este respecto. Son los tumores
infiltrantes los que presentan mayores concentraciones de EGF-R, existiendo una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.

Neal et al. estudiaron mediante inmunohistoquimica la presencia de EGF-
R en 101 tumores de vejiga, un 48% fueron positivos para dicho receptor. Una
relacién significativa se encontr6 entre la categoria tumoral y positividad de EGF-
R. La positividad para el receptor de EGF se asocia significativamente con el

estadio tumoral y grado de diferenciacio(p < 0,001)@.

En un trabajo realizado por el grupo de Neal®*” encontraron que la mayor
parte de los tumores invasivos contenian EGF-R(21 de 24) comparado con

tumores superficiales(7 de 24).

Cuando se empled el método de radioligando para la cuantificacion de los
receptores de EGF en las membranas de las células tumorales, se consideraron
positivos 30/47 tumores analizados, siendo indetectable el EGF-R en un 32% de
los casos analizados. Las concentraciones alcanzadas por 1os tumores supetficiales
fueron significativamente inferiores a las de los tumores infiltrantes. Los niveles
encontrados por Neal et al.* oscilan en un rango mucho mds amplio que el
establecido en nuestro estudio. Siendo 64 fmol/mg proteina el valor mas alto
alcanzado en nuestra serie, dato que contrasta ampliamente con estos autores que

refieren que los tumores infiltrantes presentan una concentracién media de EGF-R
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de 142 fmol/mg prot, Nuestros resultados son mas acordes con los expuestos por
Smith et al.**". Estos autores encuentran que los tumores superficiales presentan
una concentracion media de 12.4 fmol/mg prot siendo significativamente inferior
a la encontrada en los tumores infiltrantes con un valor medio de 99.9 fmol/mg

prot y una mediana de 20,5 fmol/mg prot).

La presencia de niveles superiores de EGF-R en tumores infiltrantes
implica un posible papel del receptor de EGF en la invasién de los tumores

vesicales®". Estos datos son similares a los expuestos previamente por nuestr

grupo.

Hoy en dia otra de las caracteristicas morfol6gicas que ayudan a etiquetar
mas exactamente cada tumor en cuanto a su comportamiento es el grado de
diferenciacién celular. Se han encontrado diferencias en el prondstico de los

pacientes al randomizar los tumores en funcidén de esta variable.

Smith®*" utilizando inmunohistoquimica demostré una relacion significati-
va entre expresion de EGF-R , alto estadio y grado tumoral y mal pronéstico. En
nuestro trabajo los tumores mis indiferenciados expresaron concentraciones mas
elevadas de EGF-R. Moreno y cols.®* obtienen resultados similares, en su serie
los tumores bien diferenciados alcanzan concentraciones de 6,7 fmol/mg proteina
frente a 22,2 fmol/mg proteina que tienen fos tumores pobremente diferenciados.

Existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Neal et al. tras realizar un analisis inmunohistoquimico en carcinomas
vesicales de células transicionales informan que la positividad de EGF-R

determinaba un peor prondstico. En nuestro trabajo encontramos que la
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concentracion media de EGF-R en los pacientes que fallecieron fue superior a la
de aquellos que permanecian vivos al finalizar el estudio (15.07 vs 12.47
fmol/mg prot). No obstante, el analisis de las curvas de supervivencia (Fig. 38)
no reflejé que existieran diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos.

En relacién con el intervalo libre de enfermedad los tumores con
concentraciones superiores de EGF-R (> 6.5 fmol/mg prot) presentaron recidivas
en un 66.6% de los casos, en cambio los tumores con concentraciones inferiores
sufrieron recaidas en un 38.4% de los casos. Resultados similares obtuvieron el
grupo de Neal y colaboradores en su estudio, en el que encontraron un indice de
recurrencias significativamente superior en tumores con EGF-R positivo que en

tumores que no expresaban dicho receptor.

Todos los datos expuestos hasta aqui sugieren que la presencia de
receptores de EGF en cincer de vejiga estd asociada con la invasién muscular,

pobremente diferenciacion y posiblemente con un peor prondstico clinico®? .

La informacion prondstica asociada a la determinacién y medicion de
algunas sustancias expresadas por las células tumorales, ha sido uno de los fines
mads perseguidos por la investigacién en biologia tumoral porque su consecucion
significaria la correcta indicacion de abordajes terapéuticos agresivos desde el
momento del diagndstico de la enfermedad neoplésica asi como la adecuada e

individualizada instauracidn de tratamientos adyuvantes.
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C-erbB-2/NEU

El proto-oncogén c-erbB-2 codifica una proteina transmembrana que

muestra una homologia parcial con el EGF-R®?,

Es probable que el HER-2/neu sea un receptor para un factor de
crecimiento, pero el ligando ain no ha sido identificado. El mecanismo por el
que HER-2/neu transforma células normales en malignas permanece desconocido
pero parece razonable pensar que un incremento en la expresion de receptores
para factores de crecimiento pueda contribuir a un crecimiento celular incontrola-

do.

Los resultados de estudios iniciales de c-erbB-2 en neoplasias humanas
sugirieron que la amplificacion y/o sobreexpresion de este oncogén podria estar
confinada a los adenocarcinomas®?®, pero tanto la amplificacion como la
sobreexpresion han sido demostrados en carcinoma de células escamosas de bron-

qu'l 0(245 .246)

La importancia pronostica del oncogén c-erbB-2 estd ampliamente
demostrada en determinadas neoplasias como el carcinoma de mama, vejiga,

cancer gastrico y de ovario@®¢2,

La amplificacién o sobreexpresién del gen c-erbB-2 ha sido relacionada
con un peor prondstico en tumores de mama®?, la supervivencia era mas corta
para aquellos pacientes portadores de tumores que expresaron la proteina

p185(neu), que para los tumores negativos®!#%,
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Asimismo en cancer gastrico el porcentaje de supervivencia para los
pacientes portadores de tumores que expresaron la oncoproteina p185 fue de 11%
frente a un 50% de los que fueron negativos®?. Tras realizar un andlisis multiva-

riante se demostrd el valor pronéstico independiente de este oncogén.

Los proto-oncogenes pueden promover la tumorigénesis por alteraciones

en la proteina que codifican o por una sobrepoduccion de la misma.

En tumores humanos la activacién del protooncogén erbB-2 no estd
mediada por mutaciones puntuales. En estos tumores €l potencial oncogénico no
se debe a una mutacién con actividad constitutiva, sino a una hiperexpresién del
receptor c-erbB-2. Por ello nos resultd del méximo interés realizar un andlisis

cuantitativo de la proteina p185 en tumores vesicales.

La mayoria de los trabajos realizados en tumores vesicales sobre el
oncogén c-erbB-2 estin basados en pruebas inmunohistoquimicas encontrandonos
importantes discrepancias acerca del porcentaje de positividad encontrada en

tumores vesicales.

La proteina p185(NEU) ha sido detectada en neoplasias vesicales por
algunos autores en tan s6lo un 2% de los carcinomas®?®. Mientras que en otros
estudios esta oncoproteina se observd en este tipo de neoplasias entre un 51.8%
y un 74.3%%59 La variacidn en estos datos parece residir en los criterios

escogidos para determinar un resuitado como positivo.

La técnica de enzimoinmunoandlisis utilizada en nuestro estudio permite

realizar un andlisis cuantitativo de las concentraciones de pl185 en tejido vesical
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neopléasico. Se trata de una técnica no sujeta a valoraciones subjetivas y que
puede reflejar la sobreexpresién del oncogén c-erbB-2. Esta técnica habfa sido
establecida con anterioridad para el estudio de 1a expresion de p185 en carcinoma

de mama y carcinoma no microcitico de pulmén.

La técnica que empleamos en nuestro estudio para determinar la expresion
de esta oncoproteina nos permitid conocer las diferencias cuantitativas en lo que
se refiere a concentracion de pl85 entre tejido urotelial sano y tejido neoplésico
de carcinoma vesical de células transicionales. La concentracién de pl85 fue
significativamente inferior en tejido urotelial sano (p<0,001). Siendo 399.2
HNU/mg prot la concentracion mas elevada de p185 dentro del grupo control.

Solamente 20%(n=13) de los tumores presentaron niveles inferiores a ese valor.

Esto apoyaria la teorfa de que en neoplasias humanas [a activacion del

oncogén c-erbB-2 es debida a una hiperexpresién del mismo.

A diferencia de lo que ocurre con las otras dos oncoproteinas analizadas
(p53 y EGF-R), la proteina p185 no se asocia con tumores indiferenciados, las
concentraciones mas elevadas se obsevaron en las neoplasias moderadamente
diferenciadas, no obstante, no encontramos diferencias estadisticamente significa-
tivas al comparar los diferentes grupos. Los estudios de Nakapoulov®” han
descrito por inmunohistoquimica un 60% de positividades, siendo mas frecuente
en carcinomas transicionales. Estos autores describen 'que c-erbB-2/neu es
independiente del grado y estadio tumoral. Estos datos son similares a los

descritos por nuestro grupo en este estudio

En Ia literatura numerosos trabajos correlacionan ia expresion del oncogén
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c-erbB-2 con carcinomas bien diferenciados®®*” con mayor tendencia a

metastatizar®®**) y peor prondstico®®52,

En lo que respecta al estadio tumoral se observaron concentraciones
superiores de p185 en los tumores infiltrantes que en los tumores superficiales.
Siendo la diferencia entre ambos grupos muy discreta. Datos similares refieren
Wright et al., observaron que un 25% de los tumores infiltrantes fueron positivos
para dicho oncogén frente a un 8% de los tumores superficiales, sin existir entre

ambos grupos diferencias significativas®®,

A pesar de no correlacionarse con el estadio tumoral, esto no excluye el
oncogén c-erbB-2 como posible factor prondstico. En cancer de mama ocurren

hechos similares®®,

Con respecto al prondstico, algunos trabajos han asegurado que la
sobreexpresion del proto-oncogén c-erbB-2 se correlaciona con el tiempo libre de
enfermedad y con la supervivencia mientras que otros obtienen la conclusién
opuesta basada en diferentes datos. Nosotros hemos encontrado que los pacientes
que fallecieron presentaron concentraciones superiores de la oncoproteina
p185(NEU), sin embargo, la expresién de dicho oncogén no influyd significativa-
mente en la supervivencia. En cambio, este papel parece tener una mayor
importancia en las recidiva tumoral. Detectamos diferencias estadisticamente
significativas en los pacientes que con concentraciones superiores a 875 HNU/mg

prot.
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FACTORES PRONOSTICOS

En los carcinomas vesicales de células transicionales los dos parametros
méis frecuentemente relacionados con el prondstico son, para la mayoria de los

autores, la infiltracion de la capa muscular y el grado de diferenciacion.

Se reconocen en la actualidad una serie de caracteristicas patoldgicas que

se consideran predictoras del curso clinico del carcinoma de vejiga.

En 1946 Jewett y Strong®* demostraron por primera vez la importancia
de la profundidad de infiltracién como variable prondstica en ¢l carcinoma vesical
y propusieron un sistema de estadiaje que fue posteriormente modificado por
Marshall®®, Estd claramente establecida la diferencia prondstica en cuanto a
supervivencia se refiere entre aquellos pacientes con tumores confinados a la

[dmina propia y aquellos que presentan infiltracion de la capa muscular®®,

La profundidad de invasién en la pared vesical en el momento del
diagndstico, se presenta como uno de los factores prondsticos mas importantes

y se correlaciona estrechamente con la supervivencia®-25%,

En tumores superficiales el porcentaje de supervivencia es del 70% o mas,

en tumores infiltrantes se reduce a un 40% %6,

En nuestra serie en los tumores supetficiales el porcentaje de superviven-

cia fue de 86.3% mientras que en los tumores infiltrantes era de 25 %. Encontran-

do una diferencia altamente significativa cuando comparamos mediante el método
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estadistico de Log-Rank las curvas de supervivencia de tumores superficiales e

infiltrantes.

La capacidad invasora de los tumores superficiales suele ser escasa cuando
no invaden la ldmina propia(la supervivencia a los 5 afios del grupo Ta es la
misma que la del grupo control). De todos modos, el comportamiento de estos
tumores es muy variable (nos referimos fundamentalmente a los T1) y podria
estar influido por una serie de factores prondsticos que analizaremos a continua-
cion. Hay que tener en cuenta que, aproximadamente, un tercio de los tumores
T1 tratados sélo con reseccidn transuretral van a experimentar una progresion.
Por otra parte, la cistectomia radical cura a casi todos los pacientes, pero

disminuye la calidad de vida y es innecesaria en muchos casos.

El grado tumoral es junto con la profundidad de invasién el otro factor

pronéstico importante®’*27,

La mayoria de los tumores TaGl se comportan como una enfermedad

benigna que no amenaza la vida de los pacientes.

Los grados I y I1I son buenos factores de prediccién del curso clinico,
pero el grado Il(aproximadamente el 45% de los casos) tiene poco valor de

prediccién. Este valor podria aumentarse asociando otros datos®™,

Carbin et al.®™ han dividido el grado IT en una forma benigna (grado [1a)
y otra maligna (grado IIb). De 124 pacientes con CCT los que tenian grado |
alcanzaron una tasa de supervivencia a los 5 afios del 100%, los [Ia del 92%, los

IIb del 43% y los Il del 44%. A la vista de estos resultados han propuesto
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clasificar estos tumores en grado A(I+11a)-94% de supervivencia a los 5 afios,

grado B(lIb+111)44% y grado C(1V)-27%.

De los pacientes que componen nuestro estudio no fallecié ninguno de los
que eran portadores de tumores bien diferenciados. Estableciéndose una
diferencia estadisticamente significativa entre los tumores moderadamente
diferenciados (Grado II) y los tumores pobremente diferenciados (Grado III). El
porcentaje de supervivencia en los tumores de grado 11 fue de 84 %, en cambio

los tumores de alto grado sélo sobrevivian un 47.6%.

El tamafio tumoral y el nimero de tumores originales han sido considera-
dos por algunos autores como factores pronosticos. Se desconoce la razén por la
cual unos pacientes presentan un tumor {inico y otros tienen varios tumores.
Nosotros no observamos diferencias significativas en lo que se refiere a la

supervivencia entre los tumores Gnico y multiples.

La configuracidon macroscépica del tumor es otra importante variable
prondstica. Los tumores papilares implicaron habitualmente una mayor
supervivencia, un 87,5% de los pacientes portadores de tumores papilares
permanecian vivos al término del estudio, en cambio, sélo un 11,12% de los
mismos sobrevivian para el mismo periodo de tiempo. Esto puede deberse a que
los tumores papilares tienden a ser de bajo grado, se presentan en un estadio
temprano y tienen un comportamiento menos agresivo que los de presentacién no

r(27] .276).

papila

El carcinoma de células transicionales de vejiga es una neoplasia que

afecta fundamentalmente a personas de edad avanzada. La edad media de los
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pacientes analizados en nuestro grupo fue de 69,09 afios. Al realizar el andlisis
estadistico univariante comprobamos que los pacientes con mas de 70 afios habian
fallecido en mayor medida que aquellos con una edad menor. No parece estar
bien definido si la edad puede ser considerada como un factor prondstico. Hay
autores que sugieren una débil relacion entre edad avanzada y mayor grado y
estadio®’”. Se ha demostrado que en los pacientes mayores de 65 afios el alto
grado tumoral es tres veces mas frecuente que entre los 50 y 64 afios®™. Sin
embargo, estudios en menores de 40 afios no han demostrado que la evolucién

sea diferente a la de las personas mayores®™,

Por lo que se refiere a parimetros bioldgicos han sido muchos los intentos
por encontrar un parametro gue nos defina a los tumores con un comportamiento

m4as agresivo.

Uno de los oncogenes mds estudiado en las neoplasias humanas ha sido
el oncogén c-erbB-2/neu. Como ya indicamos la sobreexpresion de este oncogén

en tumores de mama esta considerado como un factor prondstico independiente.

Ha sido descrito por algunos autores que la expresién de este oncogén
condiciona una menor supervivencia en tumores vesicales de células transiciona
les®*®38D_ Por nuestra parte, el andlisis cuantitativo de la proteina p185 codificada
por el c-erbB-2/neu no demuestra que existan diferencias significativas en la
supervivencia entre los pacientes que expresaron mayor concentracion de dicha

proteina que en aquellos con concentraciones inferiores.

Algo similar sucede con el receptor para el factor de crecimiento

epidérmico. Neal et al. informan tras el estudio inmunohistoquimico del EGF-R
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en tumores vesicales que el EGF-R puede ser considerado como un factor
pronéstico independiente. En nuestra serie no podemos considerar al EGF-R

como una variable que influya en la supervivencia de los pacientes.

El p53 si condiciond un prondstico més desfavorable. Aquellos tumores
con menos del 25% de inmunorreactividad nuclear positiva presentaron una
supervivencia significativamente superior a aquellos con mas del 25% de células

positivas.

Tras realizar la regresion de Cox para determinar cuales de todos los
pardmetros que en el andlisis estadistico univariante habian mostrado diferencias
significativas respecto a la supervivencia, sélo encontramos que el estadio

tumoral es el dnico factor pronodstico independiente.,

Otro de los hechos que mas preocupan de los carcinomas de células
transicionales de vejiga es el alto indice de recurrencias que presentan los
pacientes portadores de este tipo de neoplasia. Por ello, analizamos el prondstico
no s6lo en cuanto a la probabilidad de supervivencia sino en cuanto a la

probabilidad de permanecer libre de recidivas de la enfermedad.

El estadio es un factor muy importante de recurrencia, Wolf y cols. han
publicado una tasa de recurrencia del 47% en Ta y del 74% en T1. De igual
manera, nosotros observamos que el estadio tumoral influia significativamente
sobre el hecho de permanecer libre de enfermedad. Un 55%(n=24) de los
pacientes con tumores superficiales permanecian libres de enfermedad al final del
estudio y tan sdlo un 28%(n=2) de los pacientes con tumores infiltrantes no

habfan sufride ninguna recidiva.
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El grado histolégico fue otra de las variables que influyd en la aparicién
de recurrencia tumoral. Diversos trabajos apuntan que el grado tumoral es en
tumores superficiales un factor pronstico importante para la prediccién de
posterior recurrencia y progresion. No obstante con la introduccién de nuevos
parametros bioldgicos de relevancia prondstica, la importancia del grado tumoral

como factor prondstico se ha visto reducida.

La configuracién morfoldgica del tumor junto con la presentacion Gnica

o multiple de los mismos no afecté al hecho de mantenerse libre de enfermedad.

De los pardmetros bioldgicos analizados el receptor para el factor de
crecimiento epidérmico no determiné un peor comportamiento. En cambio, tanto
la expresion de pS3 como de p185(neu) condicionaron un mayor porcentaje de
recurrencias. Pudimos comprobar como en aguellos tumores con concentraciones
de p185(neu) superiores a 875 HNU/mg proteina el intervalo libre de enfermedad
fue significativamente inferior al de los tumores con concentraciones por debajo

de ese nivel (p<0,05).

Resultados similares se apreciaron con el oncogén p53, la presencia de
mas de un 25% de células positivas significé) un mayor porcentaje de pacientes

con recurrencia tumoral.
El anélisis multivariable reflejé que ninguna de las variables analizadas se

puede considerar factor pronostico independiente, en lo que a intervalo libre de

enfermedad se refiere.
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El estudio de la expresion de oncogenes y genes supresores en los
carcinomas vesicales de células transicionales posibilita, como se evidencia en
este trabajo, la identificacion de los tumores mas indiferenciados y con peor

prondstico.

Pensamos que es preciso apurar al maximo el estudio de cada especimen
de cancer vesical resecado, para aumentar el nimero y la fiabilidad de las
correlaciones clinico-patolégicas con el objeto de disponer de nuevos parametros

prondsticos y criterios de seleccién terapéutica.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

1. Las concentraciones de la oncoproteina p185(NEU) y del Receptor para
el Factor de Crecimiento Epidérmico en tejido neopldsico de carcinomas vesicales
de células transicionales son significativamente superiores a las encontradas en

tejido urotelial sin afectacién tumoral.

2. La expresion de p53 se observé en un alto porcentaje de tumores
vesicales, no encontrandose expresion de esta oncoproteina en tejido urotelial sin

afectacion tumoral.

3. Los tumores de aspecto sdlido presentaron una mayor expresion de p53

y del EGF-R que los tumores papilares.

4. No existe una correlacion significativa entre la expresion de p185,
EGF-R y p53 en carcinomas vesicales y [a caracteristica de uni/multifocalidad
tumoral.

5. Detectamos una relacion significativa entre la expresion de p53 y del
EGF-R y el grado de infiltracion tumoral, siendo los tumores infiltrantes los que

evidenciaron una mayor expresion de los mismos.
6. La expresion de p53 y de EGF-R se asocio significativamente con el

grado de diferenciacién de Broders. Encontrandose las mayores concentraciones

en los tumores mas indiferenciados.
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7. La expresion de p185(NEU) no mostré correlacion con ninguno de ios

pardmetros estudiados.

8. La expresion de p53 se asocié significativamente con una peor

supervivencia y con una mayor probabilidad de recidivar.

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

conlleva una mayor probabilidad de recidivar.

10, La Regresion de Cox determina que sélo el Estadio Tumoral puede
ser considerado como factor prondstico independiente en los tumores vesicales
de células transicionales, siendo la oncoproteina p53 la variable que le sigue con

mayor relevancia.
11. La determinacion de los oncogenes p53, c-erbB-2 y EGF-R permite

establecer subgrupos con un peor comportamiento biolégico, contribuyendo a la

caracterizacion bioldgica de este tumor.
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