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Expresion de pRb, pS3 y bcl-2 en el carcinoma de células
transicionales de bajo grado no infiltrante (pTa) de la vejiga
urinaria

Rb, p53 and bcl-2 expression in non-infiltrating (pTa) low grade transitional cell
carcinomas of the urinary bladder

José 1. Lopez!, Javier Gonzalez?, Javier Angulo’

RESUMEN

Antecedentes: En la actualidad, el carcinoma urotelial
superficial es la forma mas frecuente de cancer vesical, pero
su evolucion clinica es dificil de prever. Teniendo en cuenta
que una parte de estos tumores evolucionan a enfermedad
infiltrante, el patélogo se encuentra a menudo ante el dilema
irresoluble de anunciar cuales son los casos que van a ir mal.
En este trabajo se intenta identificar qué carcinomas pTa de
vejiga se van a comportar agresivamente en base a la expre-
sion de marcadores inmunohistoquimicos de uso comun.
Métodos: Se analiza un total de 27 carcinomas vesicales pTa
que fueron seleccionados de manera estricta y con mas de 5
aflos de seguimiento. Se valoran los datos clinicos, los crite-
rios histoldgicos clasicos y el patron de tincion con anticuer-
pos para Rb, pS3 y bel-2. Resultados: La media de edad fue
de 64,3 aflos y el ratio varon/mujer de 4,5:1. La mayoria de
los casos fueron G1 (22 casos, 81%). Se detecto6 recurrencia
en 18 casos (67%) y progresion a pT1 en 8 (30%). En 10
casos (37%) la expresion de p53 fue positivay en 11 (40,7%)
hubo pérdida de la expresion de proteina Rb. El marcaje con
bel-2 fue focalmente positivo en 5 casos (18,5%). La expre-
sion de bel-2 se asocid a progresion del tumor hacia pT1 (test
de Fisher, p=0,02). El intervalo libre de recurrencia en los
casos con pérdida de Rb fue significativamente menor que
en los que la expresion se mantuvo (log-rank, p=0,036). La
expresion de p53 no resultd significativa ni para la recurren-
cia ni para la progresion. Discusion: La pérdida en la expre-
sion de Rb y la expresion de bel-2 pueden ayudar a discernir
qué grupo de carcinomas uroteliales pTa van a van a recurrir
mas precozmente o van a progresar en estadio. Dicha infor-
macion puede ser util para el urdlogo a la hora de tratar de
manera adecuada e individualizada a estos pacientes.

Palabras Clave: Carcinoma urotelial superficial, carci-
noma intraepitelial papilar de bajo grado, inmunohistoqui-
mica, clasificacion TNM, pronostico.

SUMMARY

Background: Superficial carcinoma is nowadays the
most frequent form of bladder cancer, but its clinical evolu-
tion is difficult to predict. The prediction of which of these
cases will behave bad is a continuous challenge for the
pathologist. The present paper tries to identify the subset of
pTa carcinomas that will pursue a bad clinical course by
analysing the expression of several immunohistochemical
routine markers. Methods: Twenty seven pTa carcinomas
with more than 5 years of follow up were analysed. Aside
from clinical and classical histopathological criteria, Rb,
p53, and bel-2 expression was studied. Results: Average
age was 64.3 years and male/female ratio 4.5/1. Most cases
were G1 (22 cases, 81%). Tumour recurrence was detected
in 18 cases (67%) and progression to pT1 in § cases (30%).
Ten cases (37%) showed positive immunostaining for p53
and 11 cases (40.7%) had loss for Rb expression. The
immunostaining with bcl-2 was focally positive in 5 cases
(18.5%). Bcl-2 expression was associated with tumour pro-
gression to pT1 (Fisher’s test, p=0.02). Recurrence-free
interval in Rb negative cases was shorter than in Rb positi-
ve ones (log rank, p=0.036). p53 had not significant asso-
ciations. Discussion: Loss of Rb expression and bcl-2
expression may help to predict which pTa carcinomas will
behave aggressively. This information is crucial for choo-
sing the best treatment modality in every patient.

Key Words: Superficial bladder cancer, intraepithelial
low grade bladder cancer, TNM classification, immunohis-
tochemistry, prognosis.
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INTRODUCCION

El prondstico de los pacientes con cancer vesical se
encuentra en relacion directa con el estadio y con el gra-
do del tumor (1). La mayoria de los estudios acerca del
carcinoma de células transicionales superficial revela
que el riesgo de desarrollo de enfermedad infiltrante
parece minimo para los pacientes con tumores pTa pri-
marios (papilares no infiltrantes), oscilando segun las
series entre el 4-10% a los cinco afios del seguimiento.
Sin embargo, el riesgo de progresion se incrementa a
cifras de hasta el 25-30% para tumores pT1 que infiltran
el tejido conectivo subepitelial (2-5).

La multifocalidad, el grado, el tamafio tumoral y la
confirmacion de recurrencia constituyen varios de los
factores de riesgo clinico-patologicos para el desarrollo
de recurrencia de cancer vesical superficial (5-7).
Recientemente, el indice de expresion de Ki-67 ha sido
propuesto como un factor predictivo independiente para
la recurrencia de estos casos (6,8), pero los resultados de
dicho analisis incluyen tanto las lesiones pTa como pT1.

Existen resultados contradictorios en la literatura
acerca del significado de la deteccién inmunohistoqui-
mica de p53 en el carcinoma de células transicionales no
infiltrante. La prevalencia de la expresion de proteina
p53 en esta poblacion es variable. El rango oscila desde
el 0% (9) hasta un maximo del 54% para los tumores pTa
(10). Por otro lado, la sobreexpresion de p53 parece
duplicarse en los tumores pT1 frente a los tumores pTa
(11). La mayor parte de las series no diferencian ambos
tipos de lesiones, y es facilmente adivinable una carencia
de uniformidad metodoldgica en esta distincion. En tér-
minos generales, la expresion alterada de p53 se correla-
ciona con la recurrencia tumoral, la progresion, y el des-
censo en la supervivencia de los tumores pT1 (11), pero
dicha expresion parece de poco o ningun valor pronosti-
co a la hora de predecir la recurrencia tumoral o la pro-
gresion en los tumores pTa (11). En este sentido, el sig-
nificado pronodstico de la expresion de bel-2 también es
controvertido (8).

Otros estudios han evaluado la expresion de pRb en
estos tumores mediante tincion inmunohistoquimica. La
pérdida de la expresion de proteina Rb en el cancer vesi-
cal se correlaciona con la pérdida de heterozigosidad del
locus Rb y por tanto con la pérdida de la funcion de dicha
proteina que puede asociarse a un aumento en la agresi-
vidad bioldgica de los mismos (12). En esta linea se ha
investigado acerca de si la expresion alterada de proteina
Rb podria considerarse un marcador de progresion tumo-
ral en los tumores pT1 (13,14). Sin embargo, los tnicos
datos disponibles sobre enfermedad superficial son la
relativamente baja prevalencia de la pérdida de Rb y la
tendencia a la recurrencia precoz de los tumores pTa/pT1
que no expresan Rb, sin alcanzar estos datos la signifi-
cacion estadistica (15).
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Hemos estudiado la significacion pronodstica de la
expresion inmunohistoquimica de p53, bcl-2 y proteina
Rb a la hora de predecir el grado de recurrencia y pro-
gresion en una poblacion de carcinomas de células tran-
sicionales primarios unifocales de la vejiga, no asociados
a carcinoma in situ, con el objetivo de describir el perfil
de la enfermedad pTa.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron 27 casos de una serie de 560 pacien-
tes diagnosticados de carcinoma de células transicionales
superficial (pTa-pT1) procedentes de los archivos qui-
rargicos de dos instituciones (Hospital de Basurto y Hos-
pital Principe de Asturias). La seleccion fue realizada por
el mismo pat6logo en base a criterios estrictos: reseccion
transuretral completa, conservacion tisular 6ptima, evi-
dencia indudable de no invasion (pTa) del tejido conecti-
vo subepitelial, ausencia de carcinoma in situ asociado,
ausencia de historia previa de carcinoma urotelial, y
seguimiento clinico adecuado mayor de 5 afios. En nin-
guno de los casos se habia administrado previamente
terapia intravesical adyuvante.

El estudio inmunohistoquimico se llevé a cabo en el
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital de Basur-
to, siguiendo procedimientos rutinarios. Se emplearon
anticuerpos anti-p53 (Biogenex, dilucion 1:5000), anti-
bel-2 (Novocastra, dilucion 1:80) y anti-Rb (Novocastra,
dilucién 1:200). Se utilizaros controles positivos y nega-
tivos. Se valoraron los resultados de manera semicuanti-
tativa, tanto para el nimero de células marcadas como
para la intensidad de la tincion (0,1+,2+,3+). Todos los
pacientes fueron seguidos conforme a un algoritmo de
cistoscopias de seguimiento a intervalos de tres meses
durante dos afos, a intervalos de 6 meses durante los
siguientes tres aflos, y posteriormente con caracter anual.

Siempre que se constataba recurrencia o progresion
tumoral, éstas se registraban. La proporcion de tumores
que recurrian o progresaban en cada categoria definida
por la expresidon de cada uno de los marcadores fue com-
parada mediante el test de Fisher. La relacion entre la
expresion de cada uno de los marcadores y el tiempo
transcurrido hasta la primera recurrencia fue analizada
mediante la prueba de Kaplan-Meyer de recurrencia-
espacio temporal libre de enfermedad. El test log-rank
fue empleado para valorar la diferencia entre las curvas.

RESULTADOS

En todos los casos se trato de lesiones papilares
intraepiteliales pTa (fig. 1) sin carcinoma in situ asocia-
do. El grado histologico fue G1 en 22 de los casos (81%)
y G2 en 5 (19%). La media de edad fue de 64.3 afios y el
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Fig. 1: Imagen histologica panoramica de un carcinoma de células
transicionales de bajo grado no infiltrante (pTa) mostrando su arqui-
tectura y celularidad caracteristica (HE, x40).

ratio varon/mujer de 4,5:1. En la reseccion inicial, la
mayor parte de los tumores fue unico (78%) objetivan-
dose un tamafio inferior a 3 centimetros en el 85% de los
casos. Dieciocho casos (67%) recurrieron y 8 (30%) pro-
gresaron a pT1. La media de seguimiento para los casos
en los que no se objetivo recurrencia fue de 70,1 meses
(I.C. 62-83).

En diez casos (37%) se encontro positividad para p53
(definida por valores superiores al 20% de células posi-
tivas) (Fig. 2A) y 11 (40,7%) mostraron pérdida de la
expresion de proteina Rb (definida por valores inferiores
al 10% de células positivas) (fig. 2B). Se observo positi-
vidad focal en células basales para bcl-2 en 5 de los casos
(en cuatro 1+, y en un caso 2+) (fig. 2C).

El estudio estadistico demostr6 una tendencia cerca-
na a la significacion para recurrencia tumoral en aquellos
casos en los que se habia previamente constatado la pér-
dida de la expresion de proteina Rb (test de Fisher,
p=0,06). Tampoco hubo asociacion estadistica entre el
grado y los niveles de bcl-2 y p53, en relacion con la
recurrencia.

Los tumores bcl-2 positivos mostraron un mayor
indice de progresion (test de Fisher, p=0,02). La progre-
sion no se asocid, sin embargo, a alteraciones en la
expresion de proteina Rb, a la expresion p53, ni al grado
tumoral.

La tasa de recurrencia a 5 aflos en este grupo de
tumores fue del 65% y permanecid constante después del
estudio. Es de resefiar que casi el 20% recurri6 en el pri-
mer afio, pero esta recurrencia precoz no se relaciond
con el grado tumoral, la expresion de p53, ni con la
expresion basal de bcl-2 (las tasas libres de recurrencia
oscilan entre el 80 y 82% en cada uno de los grupos). Por
el contrario, la pérdida de la expresion de Rb puede cons-
tituir un marcador de recurrencia precoz, ya que el 94%
de los casos positivos para expresion de Rb no recurren
durante el primer aflo, a diferencia de lo que ocurre con

Fig. 2: Expresion de p53 (A), retinoblastoma B)y bc1—2 (C) en las
células transionales. (x250).

el 64% de los negativos. A 5 afios, el 46% de los casos
positivos y el 18% de los casos negativos con Rb no recu-
rrieron, confirmando que el intervalo libre de recurren-
cia en los casos en los que se habia perdido la expresion
de Rb era significativamente menor que en aquellos
casos en los que la expresion de Rb permanecia inaltera-
da (log-rank test, p=0,036) (fig. 3).

No puede decirse lo mismo para la expresion de p53.
A cinco anos, el 40% de los casos con expresion positi-
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Fig. 3: Curvas de intervalo de recurrencia respecto de la expresion de pRb.

vay el 27% de los casos con expresion negativa no mos-
traron recurrencia, no demostrandose diferencias signifi-
cativas en el periodo libre de recurrencia (log-rank-test,
p=0,81). En esta serie no se observo relacion entre la pér-
dida de Rb y la acumulacién de p53 (%2, p=0,52).

Por tltimo, se observo positividad focal con bcel-2 en
c¢lulas basales sélo en 5 casos, y €sta no se relacioné con
la expresion de p53 (test exacto de Fisher, p=0,6). Cua-
tro de estos casos progresaron en los primeros tres afios
de seguimiento (test exacto de Fisher, p=0,02). A pesar
del reducido numero de casos, este hallazgo puede repre-
sentar en el futuro un marcador de tumores pTa con ele-
vado riesgo de progresion.

DISCUSION

La pérdida de la expresion del gen del retinoblasto-
ma (Rb) se ha considerado un marcador de mal pronos-
tico en el cancer vesical infiltrante. Por un lado, se ha
documentado una estrecha relacion entre la pérdida de
heterocigosidad en el locus Rb y la pérdida en la expre-
sion de proteina Rb en el cancer de vejiga (12,16); por
otro lado, existe una elevada frecuencia de pérdida de
proteina Rb en relacion con la infiltracion muscular y el
incremento del estadio tumoral (13,14,17). Esta fre-
cuencia incrementada de pérdida de Rb en los casos de
alto grado y estadio sugieren que la pérdida de Rb se
relaciona mas con la progresion tumoral que con su ini-
cio (12).

Sin embargo, al menos en algunos casos, la pérdida
de Rb puede ocurrir como un acontecimiento precoz en
el inicio del desarrollo tumoral (18). El presente estudio
revela que un numero significativo de carcinomas de
células transicionales de bajo grado no infiltrantes no
expresan proteina Rb, asi como que estos tumores tien-
den a recurrir con mayor frecuencia y precocidad que el
resto. Este hallazgo se encuentra en consonancia con la
observacion de que un tumor vesical puede desarrollarse
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como una segunda neoplasia maligna en pacientes con
retinoblastoma (19) y, por lo tanto, que la pérdida de Rb
podria constituir el acontecimiento inicial en el carcino-
ma de células transicionales.

Los estudios previos que hacen referencia a la expre-
sion de oncogenes supresores en el cancer de vejiga
superficial siempre incluyen una mezcla de tumores pri-
marios y de recurrencias. Otras limitaciones de estos tra-
bajos son, por un lado, que el nimero de carcinomas pTa
es casi siempre muy pequeilo y, por otro, que los tumo-
res pTay pT1 no se estudian por separado. Ademas, otras
variables clasicas como el grado y estadio tumorales, la
asociacion a carcinoma in situ, y la respuesta al trata-
miento no se han tenido siempre en cuenta.

En este trabajo se ha seleccionado una poblacion
homogénea de carcinomas de células transicionales no
infiltrantes, de bajo grado y no asociados a carcinoma in
situ, para evaluar el papel de genes supresores como pre-
dictores de recurrencia y progresion en los estadios mas
precoces de la neoplasia papilar, con bajo riesgo de
muerte. Se ha detectado una mayor supresiéon en la
expresion de Rb que en aquellas series que incluyen una
mezcla de casos pTa/pT1 (15,20). Los casos incluidos en
este estudio fueron elegidos siguiendo estrictos criterios
diagndsticos de pTa cuyo material estuviese en perfecto
estado y sin artefactos que pudieran distorsionar el estu-
dio. La pérdida de expresion Rb también aparece asocia-
da con un riesgo incrementado de recurrencia precoz en
una serie prospectiva de 74 casos pTa/pT1 estudiados por
Tétu et al. (15). Sin embargo el seguimiento era muy
escaso (30 meses) y la diferencia en el periodo de super-
vivencia libre de recurrencia no demostré diferencias
significativas (15).

Los datos acerca del valor predictivo de p53 en el car-
cinoma pTa son también contradictorios. Las mutaciones
del gen p53 se asocian a menudo con carcinomas de
células transicionales infiltrantes de alto grado, pero son
relativamente infrecuentes en tumores superficiales de
bajo grado. Basado en esta premisa se ha propuesto que
la mutacion en la proteina p53 se encuentra involucrada
en la progresion de tumores superficiales pT1 a formas
tumorales musculo invasoras (21,22). En términos gene-
rales, la expresion alterada de p53 se correlaciona con
progresion tumoral y con la disminucion de la supervi-
vencia en los canceres de vejiga pTa/pT1 (11), y este
efecto negativo de la sobreexpresion nuclear de p53 pare-
ce mostrar un efecto sinérgico con la no expresion de la
proteina Rb en términos de progresion y supervivencia
(20). A proposito de los tumores superficiales de células
transicionales, Teth et al (15) revelaron también que las
mutaciones de p53 estan relacionadas con la recurrencia
precoz. Sin embargo, las series que exclusiva o princi-
palmente estan compuestas de tumores pTa de bajo gra-
do son incapaces de confimar el valor prondstico de la
mutacion de p53 a la hora de predecir la recidiva o la pro-
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gresion (7,8), y esto ultimo concuerda con nuestros
resultados.

El protooncogén bcl-2 favorece la viabilidad de las
células tumorales mediante la supresion de la apoptosis.
Bcl-2 puede expresarse en las células basales del urote-
lio normal, en la displasia urotelial y en los carcinomas
de células transicionales de bajo grado (23,24). La distri-
bucion no basal de bel-2 se ha descrito también en can-
ceres de vejiga avanzados y de alto grado, pero este
hallazgo no parece relacionado con el grado o con el
estadio tumoral (10). En nuestro trabajo hemos detecta-
do una distribucion basal focal en una baja proporcion de
tumores pTa y, a pesar del limitado niumero de casos en
nuestra serie, este hecho parece relacionado con una ten-
dencia a la recurrencia precoz, y lo que es mas intere-
sante, con un mayor riesgo de progresion tumoral a pT1.
Por supuesto estos hechos necesitan confirmacion en
series prospectivas de mayor tamafio pero pueden servir
como marcador prondstico en ausencia de otros marca-
dores para los carcinomas pTa.

Concluimos que la pérdida de expresion de Rb y la
expresion basal bcl-2 puede ayudar a seleccionar una
poblacion de comportamiento desfavorable a largo plazo
en los carcinomas pTa de vejiga urinaria. La pérdida de
la expresion de Rb se asocia tanto a elevado riesgo de
recurrencia como a un intervalo libre de recurrencia sen-
siblemente mas corto. Por lo tanto, la expresion basal de
bel-2 puede seleccionar la poblacion de alto riesgo de
progresion tumoral. Los criterios clasicos como el grado
o el tamafio no son capaces de precisar el potencial bio-
logico de estas lesiones. Pensamos que los criterios
inmunohistoquimicos pueden ser utilizados para definir
a los carcinomas pTa que desde el punto de vista clinico
deben ser seguidos de una forma mas cercana y que posi-
blemente deban ser tratados con quimioterapia vesical
adyuvante.
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