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INTRODUCCION

El nacimiento del pensamiento cientifico se podria situar probablemente en la
Antigua Grecia. Este tipo de pensamiento estaba representado por varias disciplinas
denominadas: Logica, Filosofia, Metafisica, Biologia y Medicina. Ese gran
florecimiento intelectual se debid, en parte, a la necesidad intrinseca del ser humano
de comprender los procesos naturales a través de los sentidos y la labor critica de la
razon.

Aristoteles (384-322 a. de C.) fue la piedra angular que sent6 las bases para el
desarrollo posterior de la Ciencia. El, no obstante, no partid6 de cero. De hecho,
Aristoteles era hijo de médico y contd con las aportaciones previas de Pitdgoras en
ciencias matemadticas y de Hipdcrates (460-375 a. de C) en el uso de la observacion y
de la experiencia aplicadas a la medicina. Hipdcrates es considerado actualmente
como el Padre de la Medicina.

Aristételes fue miembro destacado de la Academia de Platon y criticd gran
parte de las ensefianzas de éste. Fue, ademas, un gran sistematizador que ordend las
diferentes ciencias y fundd otras muchas, siendo el creador del lenguaje cientifico

profesional.

V¥es< t1*t) asi*»Ku«ihrtiO’i i e h * » V

Arfatotlo. itarSIo Ova» wl»fi « "s»wyormf. re*»,
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Figura 1.1. Antigua Grecia: cuna de la civilizacion y del pensamiento cientifico
moderno (Aristoteles)
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Aristoteles decidid abordar el conocimiento de la Naturaleza mediante la
clasificacion v ordenacion de todos sus elementos constituyentes. En primer lugar,
agrupo6 todos los elementos naturales en 2 grandes grupos: elementos no animados
(Reino de las cosas inanimadas) y elementos animados {Reino de las cosas vivas o
animadas). El criterio diferencial en esta primera clasificacion fue la capacidad de
cambiar. Con posterioridad, dividio el Reino de las Cosas Vivas en Reino vegetal y
Reino de los seres vivos, en funcion de su capacidad de movimiento. Y, finalmente, el
Reino de los Seres Vivos lo dividid, a su vez, en Reino animal y el Ser humano. en
funcion de la capacidad de razonar de éste ultimo. Esta capacidad de pensar él la
define como la posibilidad tnica del hombre de ordenar sus percepciones en diferentes
grupos o categorias, es decir, de clasificar aquello que captan los sentidos.

En la actualidad, la Medicina en general y la Anatomia Patoldgica en particular
dedican gran parte de sus esfuerzos a clasificar y ordenar las distintas enfermedades.
Esta clasificacion se apoya en la observacion e interpretacion de signos y sintomas, asi
como en el desarrollo de avances tecnoldgicos que proporcionan cada vez un mayor
numero de datos en relacion con los distintos procesos morbosos.

En principio el médico disponia unicamente de sus sentidos y de la razén para
entender y clasificar las distintas enfermedades. Sin embargo, el desarrollo tecnologico
ha ido aportando nuevos instrumentos que proporcionan al médico un gran abanico de
posibilidades que superan al ojo humano en la observacion de las lesiones. Asi se

descubre un nuevo mundo, antes inabordable, que es el mundo microscopico.

FvE o

Figura 1.2. A- Microscopio de luz (Robert Hook, 1665). B- Imagen
histopatoldgica de un tumor papilar urotelial vesical
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El microscopio ha facilitado en Anatomia Patologia el desarrollo de la
Microscopia Optica, de las técnicas Histoquimicas, la Microscopia Electrénica, las
técnicas Inmunolégicas, la Microscopia Cuantitativa y en los altimos tiempos con el
advenimiento de la Biologia Molecular (Patologia Molecular) y la Citogenética.

Con todas estas técnicas se estd consiguiendo "desmontar” completamente la
lesién para luego clasificarla dentro de una serie de grupos con valor pronéstico y
terapéutico.

Con la Histopatologia Clésica se consiguié inicialmente una clasificacién
histogenética de las lesiones en funcién del tejido a partir del cual se originan. Dentro
de las distintas lesiones que estudia la Anatomia Patolégica las neoplasias ocupan un
mayor protagonismo debido a su curso clinico y a su gran repercusién social. Estas se

clasifican histogenéticamente en: neoplasias epiteliales (originadas en los epitelios),

neoplasias _mesenquimales (originadas en células estromales: fibroblastos,
osteoblastos, condroblastos, etc.), neoplasias del sistema hemolinfético, fumores del

sistema nervioso central, etc.

Dentro de las neoplasias de origen epitelial distinguimos aquellas lesiones
originadas en los epitelios de revestimiento (epidermis, urotelio, etc.) de aquellas
originadas en epitelios glandulares (glindulas salivares, pancreas, etc.). Ademss,
dentro de cada grupo se distingue entre neoplasias benignas (papilomas y adenomas) y
malignas (carcinomas y adenocarcinomas).

Estos grupos histogenéticos definen el cardcter DISCRETO de las lesiones y
dentro de cada uno de ellos existe un amplio espectro morfolégico que determina en
conjunto una gran heterogeneidad. Esta enorme variacién en formas celulares y
arquitecturales define una escala CONTINUA que va desde lesiones muy parecidas al
tejido original hasta lesiones muy alejadas de su origen histolégico (grado de
diferenciacién). Ademads, se ha observado que las lesiones mejor diferenciadas tienen
en general un comportamiento benigno, mientras que las lesiones menos diferenciadas
se comportan de forma mas agresiva y pueden comprometer la vida del paciente. El
caracter discreto de las lesiones tiene, por tanto, valor diagnéstico, mientras su caracter
continuo determinar4 el prondstico.

Un ejemplo de lesién discreta seria la determinacién del origen urotelial de una

neoplasia epitelial, es decir, derivada del epitelio transicional de la via urinaria. Sin
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embargo, si se estudia de forma conjunta la morfologia de un elevado nimero de
neoplasias vesicales uroteliales se evidencia un gran espectro morfolégico continuo,
tanto en el dmbito histolégico (estructural), como en el citolégico (citoplasmético y
nuclear).

Dentro de esta escala continua de neoplasias vesicales tenemos en un extremo
lesiones benignas (papilomas) y lesiones malignas bien diferenciadas, mientras que en
el extremo opuesto encontramos carcinomas progresivamente més indiferenciados.

Las lesiones de cardcter DISCRETO son faciles de clasificar al estar bien
definidos los grupos en funcién de unos criterios de clasificaciéon sencillos y
reproducibles por cualquier pat6logo. Sin embargo, las lesiones CONTINUAS son, en
general, dificiles de clasificar al estar definidos los grupos en funcién de una serie de
criterios subjetivos, complejos y dificilmente reproducibles, sobre todo en aquellos
casos situados entre 2 categorias contiguas (Figura 1.3). De hecho, la separacion entre
los grupos es en cierta medida arbitraria dependiendo del patdlogo que aplique los

criterios de diferenciacién. Ver esquema a continuacién:

Figura 1.3. Areas entre 2 categorias consecutivas

Seglin este esquema la separacién entre 2 grupos adyacentes es dificil de
determinar de forma objetiva, y ese es un problema inherente a cualquier variable con
este caracter CONTINUO. En el caso concreto de las neoplasias vesicales ocurre algo
parecido.

Broders en la década de los 20 public6 una serie de sistemas de clasificacion de
las neoplasias teniendo en cuenta su caricter continuo y lo que se asemejaran
histolégicamente al tejido original, es decir, seglin su grado de diferenciacién. A este
sistema de clasificacién histolégica lo denominé clasificacién por grados o
gradacién, donde cada grado es una categoria independiente definida en funcién de
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una serie de criterios histolégicos mds o menos subjetivos. Broders define el grado 1
como las neoplasias mejor diferenciadas, el grado 4 como las de menor diferenciacién
y los grados 2 y 3 como neoplasias moderadamente diferenciadas situadas entre las
anteriores. Broders afirma que el grado de diferenciacién de las neoplasias define su
comportamiento biol6gico y tiene por tanto un valor prondstico. De esta forma, el
curso evolutivo tumoral seré tanto peor cuanto mayor sea el grado histolégico.

Aunque este sistema mostr6 ser eficaz y reproducible evidencié que el
problema se encontraba en aquellos tumores situados entre grupos correlativos.

Como alternativa se ideé un segundo sistema de clasificacién basado en la
extension de la lesién a través de las capas de la pared vesical o a distancia. Este
sistema se denominé clasificacién por estadios o estadiaje (Jewett-Strong, 1946-52;
y Marshall, 1952), el cual mostré desde su inicio gran valor pronéstico; y, aunque ha
tenido en general més defensores que detractores, presenta también una serie de
inconvenientes como son: la subestadificacién o estadificacion a la baja si no se
procesa todo el tumor, problemas relacionados con las imégenes histolégicas de
"pseudoinvasién", y problemas derivados de la existencia de una capa muscular propia
(musculo detrusor) y otra capa muscular en el seno de la 1dmina propia ("muscularis
mucosae"), las cuales pueden llegar a confundirse y disminuir por tanto la fiabilidad de
los resultados.

Ambos sistemas clasificatorios (grado y estadio) han ido evolucionando en una
ardua "lucha" por definirse como el sistema o combinacién de sistemas con mayor
valor predictivo.

Simult4neamente, se han ido introduciendo nuevas técnicas en Patologia y
nuevos sistemas de cuantificaciébn que han facilitado la creacién de criterios
clasificatorios cada vez més objetivos y faciles de reproducir, sobre todo mediante el
desarrollo de la microscopia cuantitativa. Ademads, se han descrito miltiples factores
prondsticos a partir de estudios inmunohistoquimicos y moleculares.

A todo este desarrollo ha contribuido decisivamente la introduccién simultinea
de programas informéticos y ordenadores acoplados al microscopio. El resultado final
es que de cada lesion se obtiene una gran cantidad de datos cualitativos y cuantitativos
cuyo andlisis necesita de estudios matemdticos y estadisticos complejos. Esta

complejidad se ha simplificado bastante con la aplicacién del andlisis multivariable.
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Recientemente se han reunido en EEUU un gran nimero de urélogos y
pat6logos miembros del Comité de Tumores Uroldgicos de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS/WHO) y miembros de la Sociedad Internacional de Patélogos
Urolégicos (ISUP). Como resultado de dicha reunién se decide un nuevo sistema de
CLASIFICACION DE CONSENSO DE LA OMS/ISUP (1998) para las neoplasias
vesicales uroteliales. Esta clasificacién correlaciona grado y estadio con el pronéstico.

Dicha clasificacién consensuada -define 2- grandes grupos dentro de las
neoplasias vesicales papilares (excluidos los papilomas y las lesiones planas): un
primer grupo de neoplasias de Bajo Grado (NBG) y otro de neoplasias de Alto
Grado (NAG). Las Neoplasias de Bajo Grado se dividen, a su vez, en neoplasias
uroteliales de Bajo Potencial Maligno (BPM) y carcinomas uroteliales de Bajo
Grado (BG). Las neoplasias de bajo grado se corresponden con el grado 1 de la OMS,
mientras que las Neoplasias de Alto Grado incluyen carcinomas grados 2y 3 de la
OMS. Esta clasificacién por grados se basa en criterios subjetivos obtenidos a partir de

estudios morfométricos més objetivos, mejorando asf la objetividad de los primeros.
La clasificacién consensuada por estadios diferencia asimismo entre neoplasias

limitadas a la mucosa, neoplasias con invasion de la lamina propia y aquellas que

infiltran la muscular propia. Aconseja, asimismo, diferenciar si la invasiéon de la

lamina propia es focal o difusa.

Las neoplasias papilares uroteliales de la vejiga urinaria son lesiones de
incidencia relativamente alta, sobre todo en la poblacién adulta en la quinta o sexta
décadas de la vida, afectando con mayor frecuencia al sexo masculino. Los factores
etiolégicos mas estrechamente relacionados con la génesis de estos tumores son la
inhalacién del humo del tabaco y los trabajadores de industrias de colorantes
anilinicos.

Dentro de los tumores vesicales papilares uroteliales, el grupo de neoplasias de
bajo grado es con mucho el de mayor frecuencia. En este grupo de neoplasias la
herramienta diagnéstica fundamental es sin duda la cistoscopia asociada generalmente
a la biopsia, siendo la reseccién endoscépica transuretral el tratamiento de elecci6n, al
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cual se puede asociar 0 no a un tratamiento adyuvante intravesical consistente en
quimioterapia o inmunoterapia.

Tradicionalmente, las neoplasias vesicales se dividieron conceptualmente en
tumores vesicales superficiales y profundos, a consecuencia de un distinto curso
evolutivo y, por tanto, una diferente actitud terapéutica a adoptar (tratamiento
conservador para los tumores vesicales superficiales y tratamiento mas agresivo en el
caso de tumores profundos). Sin embargo, la nueva clasificacién de consenso
OMS/ISUP (1998) propone el abandono del concepto de "tumores vesicales
superficiales y profundos" en favor de la utilizacién de los términos: "neoplasias
vesicales de alto y bajo grado histolégico", ademds existen numerosas pruebas que
demuestran fehacientemente una mejor correlacion prondstica si se estratifican los
tumores vesicales papilares de este modo.

La problemética actual del grupo de neoplasias vesicales papilares de bajo
grado se centra principalmente en su curso evolutivo que en ocasiones presenta un
elevado nimero de recurrencias y la posibilidad de progresién tumoral en grado y/o
estadfo. Esto obliga a un estrecho seguimiento cistoscépico de estos pacientes. Siendo
ademas la cistoscopia una técnica diagnéstica invasiva, molesta y con un elevado coste
econémico.

En este sentido, diferentes técnicas diagnésticas y de investigacién menos
invasivas, basadas en la morfologia (fenotipo) y en el estudio genético tumoral
(genotipo), han aportado informacién ttil en relacién con la historia natural de estos
tumores, con la actitud terapéutica a adoptar y con la definicién de grupos
poblacionales de riesgo (prediccién de recidivas y de progresion tumoral).

Entre estas técnicas destacan sobre todo las técnicas cuantitativas
(morfométricas y citométricas) y las técnicas inmunohistoquimicas (indice
proliferativo tumoral, expresién de la proteina p53, variabilidad en la expresién
citoplasmitica de diferentes tipos de citoqueratinas, etc.). No obstante, el valor
pronéstico de los pardmetros clsicos clinico-patolégicos sigue siendo fundamental, y
entre ellos destaca la multiplicidad tumoral, el tamafio, el intervalo libre de
enfermedad, el grado histoldgico y el estadio tumoral.

En concreto, nuestro trabajo de investigacion trata de un estudio retrospectivo a

cerca del valor pronéstico de diferentes parametros morfométricos, citométricos e



INTRODUCCION

inmunohistoquimicos frente al valor pronéstico de los pardmetros clasicos clinico-
patolégicos. Este estudio incluye un total de 120 casos de neoplasias vesicales
papilares uroteliales de bajo grado histolégico (NBG) con un seguimiento medio
prolongado y definidos los grupos segin los criterios de la nueva clasificacién de
consenso de la OMS/ISUP, 1998 (neoplasias papilares uroteliales de bajo potencial
maligno y carcinomas papilares de bajo grado) y en funcién de criterios prondsticos

objetivos (grupos prondsticos "reales").
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Definicién de grupos pronésticos "reales" en funcion de la tasa de
recurrencia (TR), el intervalo libre de enfermedad (ILE) y la existencia
o no de progresiéon tumoral. Utilizacién de estos grupos pronésticos en

las distintas comparaciones realizadas en el estudio estadistico.

Estudio del valor pronéstico del grado histolégico para las neoplasias
vesicales papilares de bajo grado (neoplasias de bajo potencial maligno
y carcinomas de bajo grado), definidas segiin diferentes sistemas de
clasificacién para el grado histolégico. Estudio comparativo con los

grupos prondsticos "reales'.

Estudio del valor pronéstico de los grupos definidos ahora en funcién
de criterios morfométricos nucleares individuales (4rea, perimetro y

factor de forma nuclear).

Valor pronéstico de la ploidia tumoral por anilisis de imagen en todo

el tumor y en el drea tumoral m4s atipica (10 nicleos més grandes).

Valor pronéstico de la expresion de diferentes marcadores
inmunohistoqufmicos (p53, fndice Ki-67-MIB-1, c-erbB-2,
citoqueratina basal y bel-2), considerando para ello distintos niveles de

corte para la positividad.

Valor pronéstico de los pardmetros clisicos clinicos y patolégicos.

Estudio comparativo con el resto de factores pronésticos.

Estudio comparativo bivariante del valor pronéstico de los distintos
factores en relaciéon con las funciones del prondstico: el intervalo libre
de enfermedad (ILE), la tasa de recurrencia (TR) y la progresién

tumoral.

11



OBJETIVOS

8- Anilisis estadistico multivariante de todos los factores pronésticos
considerados. Definicion de aquellos factores con valor prondstico

independiente del resto.
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3.1. GENERALIDADES SOBRE LAS NEOPLASIAS VESICALES

3.1.1. EPIDEMIOLOGIA

Segiin datos epidemiolégicos americanos (EEUU) la incidencia de neoplasia
vesical se ha incrementado en las ultimas décadas. Sin embargo, la tasa de mortalidad
se ha mantenido en los mismos valores, suponiendo un 3-5% de todas las causas de
muerte por céncer. Segin este mismo estudio epidemiolégico la edad media de
presentacién oscila entre 64 y 68 afios dentro de un periodo mas amplio comprendido
entre los 50 y los 70 afios, siendo muy infrecuente por debajo de los 40 afios y en
nifios. En individuos jévenes suele tratarse de sarcomas vesicales y neoplasias
epiteliales de bajo grado (papilomas y carcinomas de bajo grado). Datos adicionales de
ese mismo estudio indican que la relacién hombre/mujer es de 2,7:1 y las neoplasias
vesicales afectan con mayor frecuencia a personas de raza negra, con una relacién 2:1
en comparacién con la blanca (Murphy, 1993).

En otro informe epidemiolégico americano adaptado de Boring y cols. (1994)
las neoplasias malignas de las vias urinarias ocupan en el hombre el cuarto lugar en
incidencia global por cancer, lo que supone un 9% de la incidencia total; y el quinto
lugar en tasa de mortalidad (5% del total). En ambos casos superadas por el cancer
prostético. Por otro lado, la mujer presenta una incidencia del 4%, ocupando el sexto
lugar en el indice global de incidencia, y el octavo en tasa de mortalidad (3% del
total).

En el dltimo estudio epidemiol6gico americano consultado (Landis y cols.,
1998) las neoplasias malignas de las vias urinarias representan en el hombre un 9.3%
de incidencia global por neoplasia (cuarto lugar por detrds del pulmén, colon y
préstata) y un 5.3% de la tasa global de mortalidad (quinto lugar). De forma que en la
mujer supone un 4.6% de la incidencia global (sexto lugar) y un 3.2% de la tasa total
de mortalidad (octavo lugar).

Conviene sefialar que en estos estudios se engloba en una misma categoria a
todos los tumores uroteliales de la via urinaria procedentes de la vejiga, los uréteres,

los célices renales y la pelvis renal.
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Segin datos epidemiolégicos europeos en el periodo entre 1990-1996 la
incidencia total del carcinoma de vejiga se sitia en el quinto lugar en el hombre y el
décimo en la mujer (Probert y cols., 1998).

Por lo que respecta a datos epidemiolégicos nacionales, segin el Instituto
Nacional de Epidemiologia, con datos actualizados al afio 1996, la incidencia del
carcinoma vesical por 100.000 habitantes era de 23.9 en el hombre (cuarto lugar) y 2.8
en la mujer (octavo lugar). La tasa de mortalidad en este periodo aumenta ligeramente
en el hombre, ocupando el quinto lugar en mortalidad por céncer, mientras en la mujer
se mantienen las cifras o incluso disminuye la tasa de mortalidad, ocupando el
vigésimo lugar. Otero y cols. (1998) sefialan que el carcinoma vesical ocupa el cuarto
lugar en tasa de incidencia en el varén y el octavo en la mujer. En estos estudios el
cancer de vejiga es considerado de forma independiente (ya que se trata del carcinoma
urotelial mas frecuente). Estos datos tienen, por tanto, un caricter orientativo mientras
no se homogeneicen las categorias para los distintos estudios epidemiol6gicos
realizados.

En resumen, en el varén las neoplasias vesicales son el segundo tumor
urolégico més frecuente tras las neoplasias de préstata en personas de edad media y
avanzada, ocupando el cuarto o quinto lugar en tasa de mortalidad. Hemos de tener
presente que la mayor parte de neoplasias vesicales se presentan como tumores bien
diferenciados con minima o nula invasién de la pared vesical, de lo contrario
estarfamos hablando, probablemente, de una tasa de mortalidad sensiblemente
superior.

Por otro lado, el incremento en la tasa de incidencia en el var6n en las ultimas
décadas parece estar relacionado con el aumento progresivo en el hibito tabaquico.
Sin embargo, la mujer no presenta este incremento en incidencia, quizds porque su
incorporaci6n fue més tardia o quizds porque posee un factor protector frente a esta
patologia. Ademds, las neoplasias vesicales, al contrario que el carcinoma de prostata,
no suelen ser hallazgos aut6psicos casuales (Vera-Donoso y Jiménez-Cruz, 1999).

Considerando las neoplasias vesicales en el dmbito mundial, las tasas de
Incidencia en Norteamérica y Europa son superiores a las tasas de paises orientales

como Japon.
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En cuanto a su localizacién en la vejiga, las neoplasias uroteliales son més
frecuentes alld donde la mucosa estd en contacto mas prolongado con la orina. Esta
zona se corresponde con el 4rea del trigono vesical, la cual estd comprendida entre la
desembocadura de ambos uréteres y el cuello de la vejiga.

Aproximadamente la mitad de las neoplasias son menores de 2.5 ¢cm y
alrededor del 60% se presentan como lesién tnica, mientras que el resto (40%) se

presenta como multiples lesiones a lo largo de toda la via excretora (Murphy, 1993).
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3.1.2. FACTORES ETIOLOGICOS

Las lesiones neoplésicas de la vejiga urinaria han sido un modelo extensamente
estudiado en medicina experimental. Sin embargo, su modelo bisico de carcinogénesis
sigue siendo un enigma en la mayoria de los casos (Grignon, 1997).

La hipétesis mas aceptada en la génesis de la transformacién neopldsica del
urotelio es el desarrollo del proceso mediante la interaccién e incorporacién de
diferentes agentes externos con capacidad carcinogenética sobre un sustrato genético
propicio. Estas sustancias exégenas pueden producir este efecto carcinogenético de
forma directa o bien ser metabolizadas dando lugar a un segundo compuesto
intermedio que serd el que ejerza el efecto carcinogénico sobre el urotelio.

Cada una de estos agentes exdgenos se conocen como factores de riesgo,
agentes causales o agentes carcinogénicos (Probert y cols., 1998). Estos pueden a su
vez ser inhalados o ingeridos y posteriormente son eliminados por el rifién y disueltos
en la orina, donde se estancan y permanecen horas en contacto directo con la mucosa
vesical, lo cual facilita su efecto carcinogenético (Vera-Donoso y Jiménez-Cruz,
1999).

3.1.2.1.Factores ambientales

e Humo del tabaco

Los fumadores se estima que tienen un riesgo de desarrollar una neoplasia
vesical de 2 a 4 veces superior al de los no fumadores. El riesgo se incrementa a mayor
nimero de cigarrillos, mayor nimero de afios como fumador y al consumo por
inhalacién. Los fumadores de pipa y puros tienen un riesgo menor. Al dejar de fumar
el riesgo va disminuyendo paulatinamente aunque no desaparece del todo. Las
sustancias carcinogenéticas presentes en el humo del tabaco son las nitrosaminas y la
2-naftilamina (aminas arométicas). Inicialmente los cambios celulares se producen en
las células de las capas basales, hecho demostrado en diversos estudios (Auerbach y
Garfinkel, 1989), adema4s se ha observado asociacion entre el consumo de tabaco, una
mayor agresividad histolégica del tumor y un mayor niimero de recidivas en el curso

del seguimiento (Thompson y cols., 1987).
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¢ Quimicos industriales (colorantes)

El riesgo de estos trabajadores a padecer neoplasias vesicales es de 10 a 50
veces mas elevado que el de la poblacién normal. Entre las sustancias implicadas
tenemos aminas, benzidinas, hidrocarburos clorados alifaticos, arilamidas, etc.
(Grignon, 1997; Vera-Donoso y Jiménez-Cruz, 1999). Muchos metabolitos
secundarios derivados de estos productos proceden del metabolismo del triptéfano
(Ordoiiez y Rosai, 1996).

e Edulcorantes

Aunque no se ha demostrado su efecto carcinogénico en animales, parece que
en humanos el riesgo de desarrollar neoplasias de vejiga en grandes consumidores de
sacarina es nulo o bajo (Grignon, 1997). Otros estudios concluyen que se trata, sin
embargo, de un co-carcinégeno (Murphy, 1993).

o Férmacos

- Fenacetina: Es un derivado de tintes anilinicos y se usa como analgésico.
Administrado a dosis altas se ha demostrado minima asociacién con el
carcinoma vesical y algo mas fuerte con el carcinoma de pelvis renal.

- Ciclofosfamida: Ha sido ampliamente documentada la relacién entre la
ciclofosfamida y el carcinoma vesical desde que fue demostrada en 1971
por Worth, publicindose un riesgo acumulado del 11% a los 12 meses y un
periodo de latencia que oscila entre 65 y 141 meses (Pedersen-Bjergaard y
cols., 1988). El efecto carcinogénico se produce por un metabolito
intermedio ("acroleina"). Se han descrito distintos tipos de carcinoma
vesical infiltrante por la administracién de ciclofosfamida: carcinomas de
células transicionales, carcinomas epidermoides, adenocarcinomas y
leiomiosarcomas. No obstante, la patologia mas frecuente es una cistitis
hemorragica que actuaria como un foco irritativo crénico sensible a la
transformacion neoplésicas (Grignon, 1997; Vera-Donoso y Jiménez-Cruz,
1999).

¢ Radiaciones ionizantes

Se ha descrito el desarrollo de carcinomas vesicales en pacientes sometidos a

tratamientos radioterapicos, sobre todo en mujeres con carcinoma de cérvix uterino.
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Estas pacientes tienen un riesgo acumulado de 2 a 4 veces superior al de la poblacién
normal (Duncan y cols., 1977; Sella y cols., 1989).

o Café, téy alcohol

Su efecto carcinogenético es dificil de determinar al tratarse de una poblacién
expuesta también al consumo simultdneo de tabaco, lo que dificulta su estudio de
forma independiente. La asociacién parece, no obstante, débil (Grignon, 1997; Vera-
Donoso y Jiménez-Cruz, 1999).

Con el consumo de bebidas alcohdlicas ocurre algo parecido, aunque en este
caso algunos estudios si han demostrado asociacién estadistica si se estratifican los
diferentes tipos de bebidas. Si se consideran por separado la cerveza, el vino y los
licores, se observa una mayor tasa de incidencia de carcinoma vesical en el grupo de
grandes consumidores de cerveza, mientras que el vino podria tener un efecto
protector (Claude y cols., 1983; Probert y cols., 1998).

e Virus del papiloma humano (VPH)

Los estudios de este microorganismo como factor etiolégico del carcinoma
vesical son contradictorios (Anwar y cols., 1992; Chang y cols., 1994), aunque se
puede concluir en general una relacién minima o nula.

o (istitis crénica. Esquistosoma.

Ambas entidades estan relacionadas con el desarrollo de neoplasias vesicales.
Concretamente el Esquistosoma Haematobium se asocia en paises subdesarrollados a

una alta incidencia de carcinoma epidermoide vesical (Grignon, 1997).

3.1.2.2.Factores genéticos (dependientes del huésped)

e Estado acetilador

Consiste en un polimorfismo determinante del nivel de N-acetil-transferasa en
las células del urotelio normal. Los pacientes con este defecto enzimdtico tienen un
mayor riesgo de desarrollar neoplasias vesicales, sobre todo si se trata de pacientes
fumadores o trabajadores de industrias quimicas, ya que en condiciones normales esta
enzima transforma los carcinégenos vesicales en productos no carcinogénicos (Probert
y cols., 1998).
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e Herencia

No existe una asociacién fuerte, aunque se han descrito casos de cancer
familiar en relacién con el "Sindrome de Muir-Torre" (Grignon y cols., 1987).

o Estado inmunolégico

Cada vez estd mas aceptada la teoria del desarrollo de los procesos neoplésicos
por el fracaso de la respuesta inmune. Las células neoplésicas surgen constantemente a
lo largo de la vida del individuo pero el sistema inmunolégico las va eliminando
(Carballido y Alvarez-Mon, 1989). Este sistema consta de un componente celular y
otro humoral. El componente celular estd constituido por linfocitos T y B, células
efectoras del sistema monocito-macréfago y células natural "killer" (CNK), mientras
que el componente humoral se compone de inmunoglobulinas, proteinas del
complemento, linfocinas y monocinas (Nossal, 1987). Las CNK producen
interleucinas 1,2 y 3, factor de necrosis tumoral (TNF) e interferén (IFN).

Se han descrito 3 tipos distintos de interferén desde que fue denominado asi
por Isaacs y Lindmann en 1957: IFN-a. (leucocitos), IFN-B (fibroblastos) e IFN-y (LT

y CNK). A los 2 primeros se les denomina asimismo IFN-1 y al dltimo IFN-2. Su

participacion en la historia natural de las neoplasias vesicales estd siendo objeto de

numerosos estudios en la actualidad.
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3.1.3. PATOGENIA (HISTORIA NATURAL)

3.1.3.1.Histogénesis (proceso carcinogenético) / Clonalidad tumoral

Para entender la historia natural de las neoplasias vesicales es necesario,
primero, comprender sus mecanismos etiopatogénicos concretos.

La histogenia de las neoplasias "vesicales se ha estudiado en modelos
experimentales en animales y humanos (Grignon, 1997). En estudios en animales se
describe un proceso multisecuencial de cambios celulares progresivos en el cual se
suceden diferentes grados de desdiferenciaciéon dependiendo del tipo histolégico
tumoral y del tipo de agente carcinogenético empleado. Los cambios iniciales
consisten en una hiperplasia urotelial de células basales con atipias leves (Hiperplasia
Atipica Urotelial). Estas atipias van siendo progresivamente moderadas y severas,
acompafiadas de una progresiva irregularidad arquitectural (Displasia Urotelial). Sin
embargo, existen varios pasos desconocidos en el desarrollo inicial del caracter
auténomo de la lesion.

Los estudios experimentales en humanos han sido menos importantes y se han
limitado al estudio de los trabajadores de riesgo en industrias quimicas, y de pacientes
con neoplasias vesicales ya diagnosticadas en los que se estudia el resto de la mucosa
vesical a lo largo del seguimiento. De estos estudios se deduce que el porcentaje de
neoplasias uroteliales de bajo grado limitadas a la mucosa (no invasivas) que
evolucionan a neoplasias de alto grado con invasién o metéstasis es muy reducido,
mientras que el nimero de recidivas tumorales es elevado (Farrow y cols., 1976;
Schulte y cols., 1986; Shinka y cols., 1991; Koss, 1992).

La multiplicidad de las neoplasias vesicales ha sido ampliamente estudiada
desde un punto de vista histogenético y han ido surgiendo diversas hipétesis que la
tratarfan de explicar y justificaria la elevada tasa de recurrencia de las neoplasias
vesicales de bajo grado.

Schmitz-Driiger y cols. (1996) describen 3 mecanismos distintos como
explicacién a este elevado niimero de recurrencias:

- Implantacién de células neoplasicas desprendidas del tumor original
(hipétesis monoclonal).
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- Crecimiento de una nueva neoplasia a distancia de la primaria a
consecuencia de cambios simultineos en diferentes areas del urotelio
(hipétesis policlonal, efecto de campo o lesién de campo).

- Un nuevo crecimiento neoplésico en el mismo lugar que el tumor primario
por reseccién incompleta de la lesion (recidiva local).

La hipétesis de la recidiva local ha sido la mas cuestionada. De hecho, autores
como Harris y Neal (1992) demuestran que las recurrencias se producen en lugares
distintos a los de la neoplasia original. Por su parte, Badalament y Schervish (1996)
demuestran que en biopsias realizadas sobre el area cicatricial no se evidenciaban
células neoplasicas residuales. En ese mismo sentido, Page y cols. (1978) observan
que un 75% de las neoplasias vesicales se originan en un é4rea restringida en torno al
orificio de desembocadura de ambos uréteres, pero s6lo un 25% de las recurrencias
tumorales tienen lugar en esa misma zona (Boyd y Burnand, 1974; y Weldon y
Soloway, 1975).

Numerosos estudios defienden, sin embargo, la hipdtesis monoclonal. Esta
teoria se basa en la existencia de un clon celular concreto capaz de llevar a cabo una
"siembra" neoplésica en puntos distantes del urotelio. A esta teoria se unen numerosos
estudios de Biologia Molecular, los cuales demuestran una serie de caracteristicas
citogenéticas comunes para los diferentes tumores de un mismo paciente; diferencias
dificiles de explicar si no se tratara de tumores emparentados (Sidransky y cols., 1992;
Habuchi y cols., 1993; Xu y cols., 1996; Fadl-Elmula y cols., 1999). Estos tumores
pueden desarrollar diferentes alteraciones citogenéticas que determinan, a largo plazo,
un comportamiento biolégico mis agresivo. Este fenémeno de "siembra" tumoral se
ve reforzado con los estudios de Page y cols. (1978) y See y cols. (1989) los cuales
consideran que estas células tumorales desprendidas del tumor primario son capaces
de anidar en 4reas alejadas donde exista una solucién de continuidad (lesién) en el
urotelio, alli las células son capaces de implantarse mediante una serie de mecanismos
trombogénicos en los que participarian las proteinas del complemento. Esta
implantacién podria prevenirse con firmacos anticoagulantes como la heparina,
utilizada como alternativa al tratamiento intravesical convencional (quimioterapia o

inmunoterapia), ya que éstos no limitan la movilidad celular (Garden, 1992). Kakizoe
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y cois. (1980) y Kenworthy y cois. (1996) apoyan también esta hipdtesis monoclonal
al afirmar en sus series que el diagnoéstico inicial de una neoplasia urotelial en el tracto
urinario superior (calices o uréter) se asocia a un 75% de probabilidad de desarrollar
un tumor vesical ("siembra a favor de corriente"), mientras que la probabilidad de que
un tumor primario vesical coexista con un tumor de vias urinarias altas es tan so6lo del
4%.

Por otro lado, la hipdtesis policlonal defiende el origen simultaneo de varias
neoplasias debido a un "efecto de campo" por el cual cualquier zona del urotelio esta
expuesta a una transformacion neopléasica en individuos de riesgo. La "lesion de
campo" es un concepto introducido por primera vez por Slaughter en 1953 y explicaria
el carécter sincronico de tumores vesicales multiples, los cuales evolucionaran de
diferente forma segun sus caracteristicas citogenéticas concretas (Wolf'y cois., 1982;

Richie y cois., 1989;y Yao y cois., 1994).

Figura 3.1. Imagen histologica del caracter multifocal de
las neoplasias papilares uroteliales de vejiga
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3.1.3.2.Citogenética

En los ultimos tiempos se han desarrollado enormemente los estudios
citogenéticos, tanto los estudios del cariotipo como otras técnicas mas precisas en el
estudio de anomalias genéticas implicadas en los diferentes procesos carcinogenéticos.
De esta forma, se ha podido comprobar que para las neoplasias vesicales a mayor
grado histolégico existe un mayor niimero de alteraciones cromosémicas.

Con técnicas moleculares basadas en la reaccién en cadena de polimerasa
(PCR), técnicas de hibridacién fluorescente in situ (FISH) y estudios de pérdida de
heterocigosidad (LOH) se ha observado que uno de los eventos mds precoces es la
presencia de delecciones en ambos brazos del cromosoma 9 (9p- y 99-). De hecho, son
las tinicas alteraciones presentes en las neoplasias de bajo grado de malignidad y en
ocasiones presentes también en neoplasias planas no invasivas: displasias uroteliales y
carcinoma in situ (Cordén-Cardo y cols., 1998-1999). En concreto, la deleccién 9p21-
afecta al gen supresor p16 (MTS1, INK4a) el cual codifica la sintesis de una quinasa
dependiente de ciclinas que regula en condiciones normales el ciclo celular. Esta
deleccion afecta también al gen p1S5 relacionado con el anterior (Orlow y cols., 1995;
Balazs y cols., 1997).

Un segundo paso en el proceso carcinogenético seria la deleccion del brazo
corto del cromosoma 17 que incluye la zona del gen p53, cuya alteracién favorece la
expresién de una proteina anémala (p53) relacionada con la progresién tumoral en los
carcinomas papilares y en el carcinoma in situ (Cordén-Cardo C, 1998).

Otras alteraciones cromosémicas afectan a los cromosomas 1,5,7,11,12,14 y
15, que van apareciendo progresivamente a mayor grado histolégico y determinan una
mayor agresividad biolégica. Es de destacar la pérdida del cromosoma Y en estadios
avanzados de la enfermedad y en relacion con la mayor incidencia y mortalidad del
carcinoma vesical en el vardén (Sauter y cols., 1995).

Considerando estas alteraciones algunos autores abogan ‘por un proceso
carcinogenético en 2 pasos determinado por las delecciones de los cromosomas 9 y 17,
mientras que el resto prefiere considerar un proceso miltiple de progresién lineal en
varios pasos similar al complejo pélipo-carcinoma de las neoplasias de colon
(Marchal-Escalona, 1996), donde se destaca al mismo tiempo el papel primordial del
gen TP53 en el paso de TVS a TVP, y de displasia a CIS y a carcinoma invasor.
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3.14. CLINICA

La presencia de una neoplasia vesical se sospechard inicialmente en todo
paciente de edad media o avanzada (50-70 afios) con hematuria y/o sintomas irritativos
vesicales persistentes. La hematuria suele presentarse en el 90% de los casos y suele
ser monosintomdtica, intermitente y caprichosa, y sin relacion con el ejercicio.

La intensidad de la hematuria es variable y cuando ésta es franca se producen
coagulos vesicales que pueden obstruir la via excretora y provocar una retencion
aguda de la orina. (Murphy y cols., 1993; Grignon, 1997; Vera-Donoso y Jiménez-
Cruz, 1999).

Un dato interesante es el hecho que los pacientes con carcinoma in situ
presentan con mayor frecuencia sintomas irritativos y suelen ser tratados de cistitis
intersticial o de infeccién urinaria, lo cual retrasa el diagnéstico durante un periodo de
tiempo mas o menos largo (Vera-Donoso y Jiménez-Cruz, 1999).

Otros sintomas estarian en relacién con la obstruccién uni- o bilateral de los
uréteres y con los 6rganos infiltrados en contigliidad por neoplasias invasivas o por la

diseminacién metastésica del proceso.
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3.1.5. METODOS DIAGNOSTICOS

3.1.5.1.Cistoscopia y biopsia

La uretro-cistoscopia es una técnica que permite la visién directa de la mucosa
vesical. Esta técnica ha de ser necesariamente prolija y describir todas las lesiones
neoplésicas o sospechosas de malignidad (Vera-Donoso y Jiménez-Cruz, 1999).

Con esta técnica no sélo observamos las caracteristicas macroscépicas de las
neoplasias vesicales, las dimensiones exactas y el nimero de lesiones, sino que
ademés permite: la reseccion completa o parcial de la lesion, la biopsia de lesiones
sospechosas, biopsias randomizadas del resto de mucosa y el examen citol6gico de los
lavados vesicales. Recordemos ahora que el carcinoma in situ (TIS/CIS) se puede
presentar clinicamente como una zona plana eritematosa o como una zona de mucosa
aparentemente normal.

En definitiva, la cistoscopia es considerada por la mayoria como la herramienta
diagnéstica y terapéutica fundamental tanto en el diagndstico inicial como en el
seguimiento clinico-patoldgico de los pacientes. Estudios al respecto han demostrado
que ninguna otra técnica puede reemplazar a la cistoscopia (Paez-Borda y cols., 1997).

Sin embargo, algunos autores afirman que la combinacién de urografia
intravenosa (UIV), ecografia (ECO), citologia urinaria y otras pueden conseguir
resultados equiparables y disminuir asi el nimero de cistoscopias en el seguimiento
(Morales-L6pez y cols., 1989; McFarlane y cols., 1996; Paez-Borda y cols., 1997,
Ozen, 1999). Las limitaciones de la cistoscopia resultan de ser una técnica invasiva y
elevado coste econémico, lo cual obliga a que en el estudio inicial del paciente con
hematuria se utilicen técnicas mds baratas y no invasivas (citologia urinaria,
biomarcadores, ecografia, etc.). De este modo, se define un grupo de pacientes de

riesgo en los que si estarfa indicada la cistoscopia (Bane y cols., 1996).

3.1.5.2.Citologia
Las técnicas citolégicas se realizan en muestras de orina espontinea (de 24
horas o a mitad de la miccién), lavados vesicales, muestras obtenidas por sonda

vesical y en el cepillado directo de las lesiones (Koss, 1992). Para las neoplasias
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vesicales de bajo grado la fiabilidad de la citologia en términos de sensibilidad y
especificidad es bastante baja (0-80% segin las diferentes series), debido
principalmente a que los grupos celulares sospechosos se han de diferenciar de
elementos artefactuales, cambios inflamatorios, por litiasis, etc. Esta fiabilidad tan baja
mejora con la aplicacién de técnicas morfométricas, citométricas (citometria de flujo y
estatica), asi como con el estudio de diferentes biomarcadores tumorales como la
HCQG, el Ag M344, la alfa-feto-proteina, etc. (Koss, 1992; Ozen y cols., 1999; Raab y
cols., 2000).

Por lo que respecta a las neoplasias uroteliales de alto grado histolégico (Gil-
Salom y cols., 1990) y el carcinoma in situ la fiabilidad de la citologia es bastante alta
(Raab, 2000), y en este caso se puede considerar una herramienta fundamental en el

seguimiento clinico de los pacientes.

3.1.5.3.Ecografia (ECO)
La rentabilidad de esta técnica inocua es muy alta, sobre todo via abdominal.
Serd util, por tanto, en el diagndstico inicial previo a la cistoscopia, donde se

identifican sobre todo lesiones de mas de 1cm (Vera-Donoso y Jiménez-Cruz, 1999).

3.1.5.4.Urografia intravenosa (UIV)
Es importante en el diagndstico inicial junto con la ECO y la citologia ya que
aporta informacién sobre la via excretora superior, descartando la existencia de

neoplasias sincrénicas en la pelvis renal, célices y uréteres (Hatch y cols, 1986).

3.1.5.5.Exploracién bimanual bajo anestesia (EBBA)
Esta técnica manual tan sencilla aporta datos a cerca de un estadio extravesical

del tumor si se palpa alguna masa mévil en el interior de la pelvis con la vejiga vacia
(Corral y cols., 1998).

3.1.5.6.Técnicas complementarias para el diagnéstico de extensién

¢ Tomografia computerizada (TC): Aporta datos ttiles en tumores mayores
de 2 cm y en relacién con la extensién tumoral (adenopatias y/o
metastasis).
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Resonancia nuclear magnética (RNM): En teoria es superior a la TC en
el estadiaje de las neoplasias vesicales invasivas.
Gammagrafia ésea: Tiene en general poco valor al tratarse de tumores que

no suelen metastatizar en el hueso.
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3.1.6. CONCEPTO Y TIPOS MORFOLOGICOS

Por neoplasia vesical se entiende aquella lesién localizada en la vejiga urinaria
que no responde normalmente a los mecanismos de defensa encargados de regular la
reproduccién, maduracién y vida celular.

Seglin su naturaleza histogenética un 95% de las neoplasias vesicales son de
naturaleza epitelial, de las cuales un 75-90% se diferencian hacia neoplasias de tipo
transicional o urotelial. Del resto de neoplasias no uroteliales (10-25%) en torno al 2-
15% son carcinomas epidermoides, 2% adenocarcinomas, 4-6% carcinomas mixtos y
0,5% carcinomas pobremente diferenciados, carcinosarcomas, tumores carcinoides,
etc. (Murphy, 1993).

Atendiendo a estos datos no es de extrafiar que la mayoria de estudios sobre
tumores vesicales se centren en las neoplasias uroteliales, con mucho las de mayor
prevalencia.

Segiin Reuter (1999a) las neoplasias de células transicionales suponen
alrededor de un 90-95% de los tumores malignos de vejiga y el 5-10% restante
comprende al resto de tumores epiteliales y tumores mesenquimales. Ademds, la
existencia de estos tipos histogenéticos "raros" podria deberse al hecho de que el
epitelio transicional posee una naturaleza pluripotencial (Reuter, 1999a).

Eble y Young (1997) definen una serie de variantes infrecuentes de neoplasias
uroteliales vesicales con implicaciones pronésticas o terapéuticas:

1- Neoplasias uroteliales con diferenciacién escamosa o glandular focal

(metaplasia), ms resistente a la quimioterapia.

2- Carcinoma urotelial micropapilar, el cual muestra una citologfa de alto
grado y elevada frecuencia de metastasis.

3- Carcinoma urotelial con rasgos de pseudobenignidad: patrén en nidos de
von Brunn, patrén thibulo-alveolar, patrén microquistico similar a una
cistitis quistica y patrén invertido similar a un papiloma.

4- Carcinoma urotelial sarcomatoide o fusocelular, similar a un sarcoma
aunque con expresién de citoqueratinas e identificacién de éareas de

carcinoma in situ o 4reas de aspecto urotelial.
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Carcinoma urotelial con diferenciacién trofoblastica (HCG positivo),
variante de prondstico ominoso.

Carcinoma urotelial plasmocitoide, también positivo a citoqueratinas.
Carcinoma urotelial con reaccién estromal atipica: de tipo
pseudosarcomatoso, con metaplasia 6sea o cartilaginosa, de células

gigantes tipo osteoclastico, y con infiltrados linfoides prominentes.

Segun la forma de crecimiento, las neoplasias vesicales se dividen en:

Excrecentes o Papilares, con un crecimiento predominantemente exofitico.

Lesiones Planas, de crecimiento lateral y en profundidad.

Algaba (1991) describe, a su vez, un patrén de crecimiento papilar, un patrén

invertido y un patrén sélido.

Seglin la existencia o no de invasién (Pugh, 1973; Murphy, 1993; Cotran,
1999) existen:

Neoplasias papilares limitadas a la mucosa (no invasivas).

Neoplasias papilares con invasién de la ldmina propia (en el eje de las
papilas o en la base tumoral).

Neoplasias papilares con invasion de la muscular propia (musculo
detrusor).

Neoplasias planas no invasivas (displasias y carcinoma in situ).

Neoplasias planas invasivas.

Es conveniente sefialar que algunos autores consideran otros tipos exofiticos

macroscépicos distintos del patrén papilar (Vera-Donoso y Jiménez-Cruz, 1999) como

es el patrén sesil, el patrén nodular o multinodular y los patrones mixtos, en general

todos con un caricter infiltrante y de mal prondstico.
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3.1.7. CLASIFICACION CLINICO-PATOLOGICA

3.1.7.1.;Cémo clasificar?

Las neoplasias vesicales constituyen un grupo heterogéneo de lesiones con una
historia natural incierta aunque estrechamente relacionada con el grado histolégico de
diferenciacioén y con el nivel de infiltracién de la pared vesical o estadio tumoral. Asi
pues, la clasificacion clinico-patolégica de las neoplasias vesicales se realiza sobre la
base de 2 sistemas de clasificacién distintos pero complementarios como son el grado
y el estadio. Estos métodos han ido evolucionando en busca del sistema o
combinacién de sistemas mejor correlacionado con el curso evolutivo. Ambos estén
constituidos por categorias semicuantitativas definidas por el criterio subjetivo del
pat6logo. Ooms y cols. (1983a) describen que un mismo tumor puede ser gradado de
forma distinta, por el mismo patélogo y en momentos distintos, en el 50% de los
casos. Asimismo, Tosoni y cols. (2000) seiialan la posibilidad de disminuir la

variabilidad interobservador si son 2 los pat6logos que emiten el diagnéstico.

Gradacion: Sistema clasificatorio basado en el grado de diferenciacién celular
y arquitectural, y en el niimero de mitosis.

Estadificacién: Sistema de clasificacién que se fundamenta en una serie de
datos clinicos e histolégicos que definen el grado de extensién del proceso
neoformativo (invasién de la pared vesical, nimero de ganglios afectos y existencia de
metéstasis).

3.1.7.2.Grado histolégico
JPor qué gradamos? Para responder a esta pregunta hemos de considerar de

nuevo la existencia de lesiones continuas. Gradar un caso concreto consistird, por

tanto, en situarlo en una posicién concreta dentro de una escala. Esas categorias
pueden ser definidas mediante criterios cualitativos o cuantitativos que han de ser
faciles de comprender y de reproducir por cualquier patélogo medianamente

experimentado.
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Broders public6 en los afios 20 los principios generales de gradacién para las
neoplasias basindose en el nivel de diferenciacién de las mismas. El defini6 4
categorias o grados distintos: G1, G2, G3 y G4, seglin mostraran un 25, 50, 75 o 100%
de componente epitelial indiferenciado. En 1922, describié ademés el valor prondstico
de este sistema en relacién con las neoplasias vesicales (Broders, 1922), a las cuales se
referia entonces como epiteliomas de los érganos genitourinarios, considerando que el
grado 4 (G4) poseia menor tasa de supervivencia que el resto de grados (G1-G2-G3),
los cuales mostraban todos una tasa de supervivencia similar.

Hasta el siguiente sistema de gradacién nos trasladamos al afio 1950 con
Frankson’s (1950), el cual significa el inicio de la tradicién escandinava. Su sistema
constaba de 7 grupos, considerando a las lesiones papilares como cancerosas sélo si se
identifican 4reas claras de invasién. Se trataba de un sistema de baja especificidad y
con excesivo nfimero de grupos (Busch, 1998).

Aparecieron otros sistemas de clasificacion por grados: Dean 1954, Marshall y
Mostofi en 1956, Dukes, Broders y Pugh en 1959..., aunque todos ellos mostraron
gran controversia en cuanto a los criterios utilizados en la definicién de los grupos.

La tradicién escandinava contintia en 1965 con Bergkvist y cols., los cuales se
basan en criterios arquitecturales y sobre todo celulares para la definicién de los
grupos, de forma que diferenciaban los papilomas (Grado 0) de los carcinomas
papilares (Grados 1-4).

Esposti y Zajicek (1972) sugieren una subdivision dentro del grado 2 a
consecuencia de la buena evolucién de un 30% pacientes (G2a) frente a otro grupo de
tumores que malignizan (G2b). Este sistema clasificatorio (Sistema de Bergkvist
Modificado) se elabor6 a partir de estudios citolégicos de orina, y no tuvo correlato
histolégico hasta 1987 con Malmstrom y cols.

En 1973, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) decide un sistema de
gradacién semejante al sistema de Broders basado en el grado de anaplasia celular. El
sistema propuesto era sencillo y facil de reproducir al contar tan sélo con 3 categorias
o grados (G1-G2-G3), que mostraron buena correlacién con la tasa de supervivencia
(Mostofi y cols, 1973.).

Pauwels y cols. (1988) en un estudio prospectivo demostraron que entre los
grados 2a y 2b del sistema de Berkvist modificado existian diferencias en la tasa de
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recurrencia y progresién, y ademds sugieren unir los grupos G2a-Gl, y los grupos
G2b- G3 en sélo 2 categorias al tener una evolucién clinica semejante.

Carbiny cols. (1991a y b); sefialan que el sistema de la OMS (1973) es fécil de
aplicar y de reproducir, sin embargo, consideran que se pierde informacién ftil sobre
el pronéstico. Ellos proponen un nuevo sistema obtenido a partir del sistema de
Berkvist modificado en el cual se unirian los grupos G1 y G2a en una misma categoria
(A), y los grupos G2b y G3 en otra categoria distinta (B) de acuerdo con Pauwels,
afiadiendo ademés un grupo (C) para el G3.

En 1994, se introducen las técnicas cuantitativas (Morfometria) para una
definicién més objetiva de los grupos. Estos métodos se basan en el andlisis de la
imagen histoldgica. Los pardmetros analizados fueron sobre todo objetos individuales
(morfometria nuclear) y de relacién con objetos vecinos (morfometria contextual). A
partir de estos datos se crearon 2 categorias o clases definidas como: imégenes de
bajo grado que mostraban una impresién general de orden arquitectural y discreta
atipia nuclear (G1), e imdgenes de alto grado (G3) donde predomina el desorden
arquitectural y la atipia nuclear. Entre esos grupos se define un tercer grupo intermedio
(G2), constituido a su vez por un grupo G2a desplazado hacia G1 y un grupo G2b
desplazado hacia G3 (Jarkrans y cols., 1995). Este sistema consta por tanto de 4
grados distribuidos en 2 categorfas (bajo y alto grado) con valor pronéstico. Los
criterios subjetivos se extrapolaron a partir de los grupos cuantitativos, resultando
grupos semejantes a los del sistema de Berkvist modificado.

Ese mismo afio Choi y cols. publican otro estudio de morfometria textural
(textura de la cromatina) y en 1997 describen una serie de factores morfométricos
individuales y texturales. De esos estudios se obtuvieron datos similares a los de
Jarkrans y se compararon seglin modelos de anélisis multivariable.

La conclusién que se obtiene de todos estos estudios cuantitativos es la
consecucion de una gran objetividad en el establecimiento de las distintas categorias o
grupos a partir de la morfologia. Estos estudios sirvieron para la elaboracién de la
clasificacion de consenso de la OMS/ISUP (Epstein y cols., 1998) que se introdujo
con posterioridad en el afio 1999 (Mostofi y cols., 1999):

- Urotelio normal

- Hiperplasia urotelial (sin atipias): plana y papilar.
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- Lesiones planas con atipias: Atipia urotelial reactiva, Displasia urotelial
(neoplasia urotelial de bajo grado) y Carcinoma in situ (neoplasia urotelial
de alto grado).

- Neoplasias  papilares: PAPILOMAS, PAPILOMA INVERTIDO,
NEOPLASIAS DE BAJO POTENCIAL MALIGNO, CARCINOMAS DE
BAJO GRADO (WHO grado 1), CARCINOMAS DE ALTO GRADO
(WHO grados 2y 3).

Recientemente ha habido una nueva propuesta de clasificacion por grados con
un Sistema de gradacion en 2 nimeros similar a los grados de Gleason en la prostata
(Cheng y Bostwick, 2000a). Este sistema se basa en la gran heterogeneidad de los
tumores vesicales y asigna un grado primario predominante y un grado secundario no
predominante que se corresponde con el area tumoral mas atipica, con la condicion de
que este ultimo suponga al menos un 5% del tumor. En ambos casos se asignan 3
valores para cada grado: BPM=1. BG=2. NAG=3, quedando definidos asi 5 grupos
pronosticos resultado de sumar ambos grados. Estos mismos autores creen incorrecto

el término de neoplasias de bajo potencial maligno y proponen incluso su eliminacion.

TABLA 3.1. Neoplasias uroteliales papilares de vejiga (evolucion historica
del grado histologico)

Broders, 1922 Gl G2 G3 G4
Berkvist, 1965 GO Gl QG2 G3 G4
Esposti, 1972* GO Gl G2a G2b G3 G4
Malmstrom, 1987 GO Gl G2a G2b G3 G4
(Berkvist modificada)*
WHO, 1973 GO Gl G2 G3
Pauwels, 1988 GO GIl- G2a G2b-G3a G3b
1Gll ,  |G2] 1G3!
Carbin, 1991 GO A B C
Choi / Jarkrans, 1994 GO G1-G2a G2b G3
(morfometria) IBG1 INAGI
WHO/ISUP, 1998-9 PAPILOMA Gla Glb G2 G3
(Consenso) [BPMWBG INAG1
Cheng, 2000 PAPILOMA 1 2 3

BPM: Bajo potencial maligno / BG: Bajo grado / NAG: Alto grado
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En definitiva se puede concluir que una caracteristica basica de las neoplasias
vesicales es su GRAN HETEROGENEIDAD. De hecho, es habitual encontrar en el
seno del tumor clones celulares mas indiferenciados que marcan la historia natural del
proceso, al igual que es posible encontrar clones bien diferenciados en tumores de alto

grado histolégico (Colpaert y cols., 1987).

3.1.7.3.Estadio tumoral -

Este sistema es, seglin la mayoria de autores, el de mayor valor pronéstico,
sobre todo en el caso de neoplasias vesicales invasivas (Collan y cols., 1979; Kern,
1984; Blomjous y cols., 1989; Hendry y cols., 1990; Greven y cols., 1990; Lipponen y
cols., 1991; Angulo y cols., 1993). Sin embargo, otros autores afirman que en los
tumores limitados a la mucosa y en muestras de material insuficiente el grado
histolégico tiene mas valor (Kern, 1984; Jordan y cols., 1987; Hendry y cols., 1990;
Carbin y cols., 1991b; Angulo y cols., 1993).

Jewett y Strong (1946-1952) demostraron la relacién existente entre el nivel de
infiltracién de la pared vesical y la supervivencia. Estos trabajos fueron la base para la
creacién del primer sistema de clasificacién por estadios (Marshall, 1952), el cual se
define mediante las siglas A, B, Cy D:

Estadio O: Lesi6én limitada a la mucosa; Estadio A: Invasién de la ldmina
propia; Estadio B: Invasién de la capa muscular (Bl, mitad interna y B2, mitad
externa); Estadio C: Infiltracién perivesical; Estadio D1: Invasién de o6rganos
adyacentes o de ganglios regionales y Estadio D2: Metéstasis a distancia.

La primera clasificacion TNM para las neoplasias vesicales se publicé en 1968

y fue aceptada de forma generalizada en 1974 (UICC: Unidn Internacional Contra el
Cdncer, 1974). Posteriormente, la clasificacién UICC fue revisada en 1978, 1982, y
finalmente en 1987, donde se crea una gran controversia por los cambios introducidos
y aparecen nuevas propuestas como la de Angulo y cols. (1993) y la modificacién del
Comité Americano de Unién Contra el Cdncer (AJCC) y la UICC (1992). Esta tltima
distingue entre una clasificacién clinica (TNM) y otra patolégica (pTNM):

pTIS: Carcinoma in situ (CIS), pT0O: Ausencia de tumor, pTa: Limitado a la
mucosa, pT1: Invasién de la 1dmina propia, pT2: Invasién de la mitad superficial de la
muscular propia, pT3a: fdem de la mitad profunda, pT3b: Invasién del tejido
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perivesical, pT4: Organos contiguos, N(1-3): Afectacién ganglionar y M(0-1):
Ausencia o presencia de metéstasis.

Angulo y cols. (1993) proponen una clasificacién similar aunque con mayor
homogeneidad en la nomenclatura de los grupos (los grupos T2 y T3a se pasaron a
denominar ITA y IIB) (Johansson, 1998).

Simultineamente se introducen los conceptos de tumor vesical superficial
(TVS) y profundo (TVP) (Glasham y cols., 1982). El grupo de TVS incluye los
estadfos Ta, T1 y CIS; mientras que los TVP incluyen los dem4s estadios a partir de la
invasién de la muscular propia (T2). En un primer momento, Jewett y Marshall
consideraron TVS también a los tumores con infiltracién superficial de la muscular
(B1), aunque con posterioridad fueron rechazados ya que su estudio incluia autopsias
y casos sin una adecuada correlacién clinico-patolégica.

El grupo concreto de carcinomas vesicales con invasién de la ldmina propia
(pT1) ha sido uno de los més estudiados debido principalmente a su evolucién clinica
impredecible. De hecho, en torno a un 30% de estos pacientes pueden evolucionar a
TVP (Cheng y cols., 1999a). Este es el motivo fundamental por el que han surgido
propuestas en relacién con el nivel de invasién de la lamina propia. En este sentido,
hay autores que consideran 2 6 3 subestadios: T1a-T1b-(Tlc), segun la invasién se
produzca por encima o por debajo de la muscularis mucosae (Simon y cols., 1986;
Pagano y cols., 1987; Younes y cols., 1990; Hasui y cols., 1994; Angulo y cols., 1995;
Platz y cols., 1996; Hermann y cols., 1998).

Jiménez y cols. (2000) consideran a estos tumores pT1 segun la invasién tenga
lugar en el estroma conectivo del eje de las papilas o en la base de implantacién del
tumor. Cheng y cols (1999a) proponen, incluso, la medicién exacta del nivel de
invasién mediante un Micrémetro, de manera que un nivel de invasién mayor o menor

de 1.5 mm tendra valor pronéstico.

En realidad, todas éstas subdivisiones se traducen en un peor curso evolutivo a
mayor nivel de infiltracién de la pared vesical.

En la Clasificacién de consenso de la OMS/ISUP (1998) se hacen varias
recomendaciones respecto de la estadificaciéon: Primero se aconseja el abandono
definitivo del término "tumores vesicales superficiales" (TVS), al incluir éste 3

categorias con cursos evolutivos muy distintos (Ta, T1 y TIS). Segundo, se definen
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criterios estrictos de invasi6n de la lamina propia y se aconseja al patélogo especificar
en los informes si ésta es focal o difusa. Tercero, se discute la dificultad diagnéstica
planteada entre la invasién de la muscular propia o de la muscularis mucosae, sobre
todo si ésta Gltima est4 hipertrofiada, recomendando al pat6logo solicitar en el informe
anatomo-patolégico una nueva RTU para reestadiaje. Y, cuarto, se recomienda
también que el nivel concreto de invasién de la muscular propia se ha de sefialar sélo
en piezas de cistectomia y no en muestras de reseccion transuretral.

Cheng y cols. (2000b) confirman la tendencia del patdlogo a la
subestadificacién o estadificacion a la baja en un elevado porcentaje de casos, sobre

todo en relacién con la invasién de la ldmina propia.
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3.1.8. FACTORES PRONOSTICOS

3.1.8.1.Grado y estadio

Como acabamos de ver la mayorfa de estudios consideran estos dos sistemas
como los factores con mayor valor pronéstico. De hecho, la mayoria de autores los
utilizan en sus series como grupos de referencia, valorando el resto de pardmetros en
funci6n de las categorias definidas mediante el grado y el estadio.

3.1.8.2."Status papilar"
De todos los tipos histogenéticos de neoplasias de via urinaria los tumores
uroteliales son los de mejor pronéstico, y dentro de éstos los tumores papilares

evolucionan mejor que los no papilares (Vera-Donoso y Jiménez-Cruz, 1999).

3.1.8.3.Tamaiio tumoral

Numerosos estudios han demostrado que tumores de gran tamafio suelen
recidivar y progresar con mayor frecuencia (Heney y cols., 1983; Kurth y cols., 1995;
Allard y cols., 1995 y 1998; Zieger y cols., 1998; Vera Donoso, y Jiménez-Cruz, 1999;
Péez-Borda y cols., 1999; Millan-Rodriguez y cols., 2000a); aunque en otros se
describe como un factor dependiente de la multiplicidad tumoral (Prout y cols., 1992).
En cada estudio varié, no obstante, el grupo de tumores estudiados y el tamafio
tumoral considerado (2,3 6 S cm).

Otros prefieren cuantificar el peso tumoral, como es el caso de Fitzpatrick y
cols. (1986a) los cuales refieren un peor curso evolutivo en tumores de més de 10 gr; e
incluso el didmetro del Pediculo Tumoral (Zaragoza, 1995 y Blasco, 1996), sefialando

que una base ancha se asocia con un peor curso evolutivo.

3.1.8.4.Niimero de tumores

La multiplicidad tumoral se asocia intimamente a una mayor tasa de
recurrencia y progresién tumoral, superando al tamafio y a diferentes marcadores
biolégicos en poder predictivo (Fitzpatrick y cols., 1986a; Parmar y cols., 1989; Prout
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y cols., 1992; Reading y cols., 1995; H6lmang y cols., 1999; P4ez-Borda y cols., 1999,
Millan-Rodriguez y cols., 2000a; etc.).

Son escasos los estudios que concluyen que la multiplicidad carezca de valor
pronéstico (Zaragoza, 1995). Sin embargo, son mas frecuentes los estudios que
demuestran que la multiplicidad no es un factor pronéstico independiente en pruebas
de analisis multivariable (Prout y cols., 1992; Blasco, 1996; Zieger y cols., 1998;
Holmang y cols., 1599).

Boccafoschi y cols. (1992) estudian 27 pacientes con TVS (pTa y pT1), y
demuestran que en 24 casos se puede predecir el nimero de recurrencias segin el

grado, el "status" papilar y la multiplicidad.

3.1.8.5.Localizacién tumoral

Los tumores localizados en el cuello y en la cfipula vesical tienen peor curso
evolutivo y un mayor grado histolégico, mientras que los tumores situados en torno a
los orificios de desembocadura de los uréteres y en las paredes laterales suelen ser de

bajo grado y por tanto de mejor pronéstico (Stephenson y cols., 1990).

3.1.8.6.Estado de la mucosa en vecindad

La coexistencia de displasias y/o carcinoma in situ (CIS) con tumores vesicales
papilares se asocia a una mayor tasa de recurrencia y progresién tumoral, sobre todo
en el caso del CIS. (Murphy y cols., 1993; Kiemeney y cols., 1993; Grignon, 1997).

3.1.8.7.Edad

En pacientes menores de 40 afios las neoplasias vesicales suelen ser tumores de
bajo grado y no invasivos (Fitzpatrick y Reda, 1986b). Asimismo, diversos estudios
demuestran peor curso evolutivo para edades avanzadas, ya que se trata con frecuencia
de tumores muiltiples, de alto grado histoldgico, e invasivos (Péez-Borda y cols.,
1997).
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3.1.8.8.Sexo
Las neoplasias vesicales no sé6lo muestran mayor incidencia en el hombre, sino
que ademds recidivan y progresan con mas frecuencia. No obstante, en estudios de

andlisis multivariable la relevancia de este dato queda reducida (Grignon, 1997).

3.1.8.9.Diagnéstico previo de tumor vesical
El haber sido diagnosticado previamente de una neoplasia vesical aumenta el

riesgo de una nueva recidiva (H6lmang y cols., 1999).

3.1.8.10.Forma de crecimiento (margen tumoral)
El crecimiento tumoral expansivo con una importante respuesta inflamatoria

linfocitaria tiene en general mejor pronéstico (Sarma, 1970).

3.1.8.11.Invasi6én vascular

La embolizaci6n de linfaticos y de vasos sanguineos se asocia a mal prondstico
en neoplasias infiltrantes (Murphy y cols., 1993; Grignon, 1997). No obstante, la
correcta identificacién de imigenes histolégicas de embolizacién es dificil y exige la

realizacién de técnicas inmunohistoquimicas con marcadores endoteliales especificos

(Ramani y cols., 1991).

3.1.8.12.Antigenos de grupo sanguineo (ABO)

La pérdida de expresién normal de estos antigenos por parte de las células
tumorales se asocia a un mayor grado histolégico y al riesgo de progresién en
neoplasias no invasivas (Orlow y cols., 1998). Las limitaciones de estos marcadores se
deben, en general, a la pérdida de expresién o expresion heterogénea en lesiones de
caracter inflamatorio, lo cual dificulta su interpretacién (Grignon, 1997).

3.1.8.13.Proliferacién celular

El indice proliferativo tumoral se puede determinar con técnicas histolégicas
convencionales (contaje directo del nimero de mitosis), morfometria, citometria,
técnicas inmunohistoquimicas (Ki-67 y PCNA), etc.

Este apartado se desarrollard con posterioridad. Ver apartado 3.3.2.
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3.1.8.14.Ploidia (contenido de DNA)
Este apartado se desarrollaré ampliamente con posterioridad. Ver apartado
3.2.2.3.

3.1.8.15.Morfometria

Este apartado se desarrollard con posterioridad. Ver apartado 3.2.2.2.

3.1.8.16.0tros antigenos

Diferentes antigenos detectados inmunohistoquimicamente han demostrado
valor pronéstico, sobre todo en los tumores vesicales superficiales. Entre todos ellos
destacan: Ag M344, Ag T138 y Ag M19A211 (Allard y cols., 1995), Ag 348E12 o
citoqueratina basal, EMA, CEA y otras citoqueratinas como el Ag I P34 (Sinchez
MC, 1992) y la CK20 (Harnden y cols., 1999). También se ha estudiado la pérdida de

expresion de la glicoproteina CD44 en relaciéon con el nimero de recurrencias,

encontrando asociacion estadistica (Toma y cols., 1999).

El Ag 34BE12 o citogueratina basal (CK-basal) se comentard con detalle
posteriormente. Ver apartado 3.3.6.

3.1.8.17.Genes implicados en la apoptosis

Este apartado se desarrollarad posteriormente. Ver apartado 3.3.4.

3.1.8.18.0ncogenes tumorales
Este apartado se desarrollarad posteriormente. Ver apartado 3.3.5.

3.1.8.19.Genes supresores tumorales

El mas estudiado es sin duda el gen TP53. Aunque, los resultados son muchas

veces contradictorios en cuanto a su significado como marcador biolégico. Este
apartado se discutird posteriormente. Ver apartado 3.3.3.

Otro marcador pronéstico en la pérdida del gen supresor Rb (retinoblastoma).
Con este marcador existe también controversia. Su correlacién inmunohistoquimica es
la pérdida de expresién de la proteina Rb en los carcinomas vesicales de alto grado,
afiadido a la sobreexpresion de p53 (Cordén-Cardo y cols., 1997a-b y 1998).
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3.1.9. MANEJO CLINICO (HISTORIA NATURAL)

3.1.9.1.Actitud terapéutica

e Delo general...

Para facilitar el manejo clinico de los pacientes con neoplasias vesicales, éstas
se dividieron conceptualmente en tumores vesicales superficiales (TVS) y tumores
vesicales profundos (TVP). El 75-80% de las neoplasias vesicales uroteliales son TVS:
tumores no infiltrantes (Ta y CIS), y tumores con invasi6én de la lamina propia (T1). El
tratamiento de estos TVS consiste en una reseccién endoscépica transuretral (RTU) y
seguimiento endoscépico cada 3-6 meses y luego mas espaciado. Junto a la RTU se
suelen practicar biopsias randomizadas del resto. de la mucosa (recordemos que las
displasias y el CIS pueden desarrollarse sobre una mucosa sin lesiones
macroscéopicas).

Ademas, un 50-70% de los pacientes con TVS tienen al menos una recidiva en
los 3 primeros afios, por lo que se suele asociar un tratamiento adyuvante intravesical
(TAI) con: guimioterapia (Mitomicina C -MM-C:, Doxorrubicina, Thiotepa, etc.) o
inmunoterapia (Bacilo de Calmette-Guerin atenuado -BCG-, Interferén, etc.).

Muchos autores han demostrado el valor de este tratamiento adyuvante en la
disminucion de la tasa de recurrencias aunque sin influir en general en la progresién a
TVP, lo cual sucede en un 10-30% de los casos (Wilson y cols., 1994; Bostwick,
1992, Murphy 1993). Existen datos que hablan de progresién de hasta un 44% de
tumores pTa (Pyrah y cols., 1964) y 50% de tumores pT1 (England y cols., 1981).

Por otro lado, el tratamiento de los TVP es la cistectomia (radical o simple), la
radioterapia, o una combinacién de ambas estrategias terapéuticas. La supervivencia
media de los pacientes es aproximadamente de un 50% a los 5 afios, la cual disminuye
si se desarrolla enfermedad metastisica. En casos seleccionados se ha probado la
combinacién de radio y quimioterapia en lugar de cirugia radical, o bien quimioterapia

preoperatoria para la profilaxis de micrometéstasis (Wilson y cols., 1994).

Controversia TVS: jqué tumores progresan? ;qué tumores tienen mayor tasa
Lontroversia 1 vo: /g progr 9 ay

de recurrencia 'y un ILE mds corto? ;qué tumores responden al TAI?
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Controversia TVP: ;qué tumores no metastatizan para poder llevar a cabo

tratamientos conservadores? jqué tumores responden a la quimioterapia?

e ...alo particular. Grupos de riesgo.

Actualmente la tendencia es hacia un tratamiento individualizado del
paciente dentro de una serie de grupos poblacionales de riesgo especificos.

Considerando esto tltimo, el primer grupo de riesgo que se consider6 fue el del
TIS o CIS, ya que un 20-75% de los mismos pueden progresar (Farrow y cols., 1976,
Lamm, 1992; Bostwick, 1992; Petrovich y cols., 1998).

Wolf y cols. (1994) publican un estudio a cerca de la historia natural del CIS
no tratado y concluyen que un 52% progresan. De hecho, en la actualidad el CIS es
considerado una lesién precursora de carcinoma invasor, mostrando una excelente
respuesta con BCG.

Otros estudios distinguen un CIS primario de un CIS secundario, asociado este

ultimo a un tumor papilar. Algunos consideran al CIS primario de peor pronéstico
(Petrovich y cols., 1998); sin embargo otras series no confirman este punto. Petrovich
y cols. (1998) resaltan la importancia de un seguimiento prolongado y afirman que un
70% de TVS presentarén recurrencias y un 22% progresardn o morirdn de cancer si se
sigue a los pacientes durante al menos 20 afios.

Una de las aportaciones més importantes en las neoplasias vesicales papilares
fue la definicion de grupos clinicos de riesgo (Parmar y cols., 1989) basados en el
numero de tumores y el intervalo libre de enfermedad (ILE):

- Grupo 1 de Parmar, tumor tinico con ILE >3 meses.

- Grupo 2 de Parmar, tumor tinico con ILE <3 meses o tumores miltiples con

ILE>3 meses.
- Grupo 3 de Parmar, tumores miltiples con ILE <3 meses.

En un estudio posterior el riesgo de recurrencia y de progresién en estos grupos
resulté ser bajo, moderado y alto respectivamente (Reading y cols., 1995); excluido,
eso sf, el grupo de tumores G3T1. Sin embargo, Arrizabalaga-Moreno y cols. (1997)

no encontraron beneficio alguno en la aplicacion de estos criterios.
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El valor pronéstico de una primera recidiva precoz o intervalo libre de

enfermedad (ILE) corto, y la multiplicidad tumoral ha sido contrastado por diversos
autores (Fitzpatrick y Reda, 1986; Prout GR y cols., 1992; Leblanc y cols., 1999;

Holmang y cols., 1999 y Millan-Rodriguez y cols., 2000a). En concreto, Fitzpatrick y
Reda (1986) afirman que si el periodo libre de recurrencias tumorales es >5 afios la
probabilidad de no recidivar es del 92%, y la ausencia de tumor en el primer control
cistoscdpico (3 meses) asegura un curso evolutivo sin recidivas en el 80%.

Muchos autores defienden por tanto la necesidad de un seguimiento clinico
prolongado. Asi, Leblanc y cols. (1999) informan de una elevada incidencia de
recidivas tardias y un riesgo bajo pero permanente de progresién con un seguimiento
superior a 5 afios. En ese sentido, Hélmang y cols. (1995) demuestran que pacientes
seguidos durante 20 afios y con 10 6 més recurrencias estin en riesgo de desarrollar
metastasis pese a un diagn6stico inicial de TVS.

Otros estudios demuestran mayor correlacion prondstica en la existencia de
invasién de la ldmina propia frente al tamafio tumoral, la multiplicidad o el grado
histolégico (Zieger y cols., 1998). Sin embargo, Allard y cols. (1998) defienden el
valor pronéstico de la multiplicidad, un tamafio >3 cm y del grado (G2 y G3), junto
con la invasién de la lamina propia. Asi mismo, Milldn-Rodriguez y cols. (2000)
definen en los TVS un grupo con riesgo de recurrencia en funcién de la multiplicidad
tumoral, un tamaiflo >3 cm, presencia de CIS y ausencia de respuesta al tratamiento
con BCG, mientras que el grupo de riesgo de progresién serd para los tumores G3,
multiples, mayores de 3 cm y con CIS asociado.

Recientemente, la clasificacion consensuada de la OMS/ISUP (1998) ha
introducido dentro del grupo de neoplasias de Bajo Grado (NBG) el subgrupo de
neoplasias uroteliales de Bajo Potencial Maligno (BPM) y el de carcinomas de Bajo
Grado (BG). Hélmang y cols. (1999) informan de un 35% de recurrencias en el grupo
de BPM frente a un 71% en el grupo de BG, sefialando, ademds, que los primeros no
progresan por un 2.4% de los tumores de BG que sf lo hacen. Asimismo, Cheng y cols.
(1999b) realizan un seguimiento prolongado (10-14 afios) de estos 2 grupos y
observan que las neoplasias de BPM presentan un riesgo moderado de recurrencia y
un riesgo bajo pero real de progresién tumoral, poniendo en entredicho el concepto de

bajo potencial maligno en favor de considerar a estas lesiones como verdaderos
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carcinomas. Murphy y cols. (1999) responden que este grupo de neoplasias de BPM
supone: en primer lugar, un gran beneficio para el paciente al eliminar el término
"cancer" de su historial y abordarlos como un grupo con mayor riesgo a desarrollar
cancer de vejiga que la poblacién normal y, en segundo lugar, una gran ventaja en
cuanto al seguimiento clinico, al permitir espaciar las cistoscopias y aplicar un
tratamiento menos agresivo que en el grupo de carcinomas de BG.

En ese mismo sentido, se ha comentado la frecuente asociacién de los
papilomas con neoplasias vesicales de bajo grado y su tendencia, aunque minima, a la
recurrencia tumoral (Epstein y cols., 1998; y Cheng y cols., 1999c).

En la actualidad, la tendencia es hacia la definicién de grupos de riesgo sobre
la base de pardmetros moleculares e inmunohistoquimicos, aunque existen aun
defensores de los pardmetros cldsicos clinico-patolégicos frente a los moleculares e
inmunohistoquimicos (van der Poel y cols. 1999).

Recientemente, Milldn-Rodriguez y cols. (2000b) proponen 3 grupos de riesgo
en relacion con la tasa de progresién, mortalidad y recurrencia:

1- Riesgo bajo: Tumores G1/Ta y tumores tnicos G1/T1.

2- Riesgo intermedio: Tumores miltiples G1/T1, tumores G2/Ta y tumores

unicos G2/T1

3- Riesgo elevado: tumores miltiples G2/T1, tumores G3/Ta-T1 y cualquiera

asociado a CIS.

3.1.9.2.Seguimiento de los tumores vesicales superficiales (TVS)

La mayoria de estudios demuestran la eficacia en la instilacién intravesical de
BCG en el tratamiento inicial del CIS, sin embargo en el grupo de TVS papilares la
profilaxis de las recidivas con tratamiento adyuvante tras la RTU presenta una gran
controversia. Esta terapia adyuvante intravesical (TAI) disminuye en general el
numero de recurrencias aunque sin influencia sobre la progresién tumoral (Sénchez de
la Muela y cols., 1989; Bouffioux y cols., 1995; Krege y cols., 1996; Malmstrém,
1999). Dentro del grupo de TVS se decide ademas la estratificacién de los tumores por
grado y estadio. Algunos autores concluyen que el grupo Ta/G1,2 no se beneficia del
TAI (Kurth y cols., 1996-7; Otto y cols., 1999), mientras el resto opta en este grupo de
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neoplasias de bajo grado por una instilacién tnica con MM-C (Solsona y cols., 1999)
o indistinta con MMC o BCG (Smith Jr y cols., 1999).

Malmstrém y cols. (1999) en una revisién actualizada concluyen que la
mayoria de estudios muestran disminucién de la tasa de recurrencia (sin influir en la
progresién) en TVS tratados con BCG, aunque con mayor nimero de efectos
secundarios. Bohle y Durek (1999) apuntan, en este sentido, la necesidad de establecer
indicadores objetivos de estos efectos indeseables.

Por lo que respecta a la inmunoterapia con Interferén hay autores que lo
definen como un firmaco de segunda linea del TAI si falla la BCG o con efecto
sinérgico afiadido (Belldegrun y cols., 1998), mientras que Schnitz-Drager y Muller
(1998) concluyen que es necesario continuar investigando este tipo de tratamiento.

También se ha descrito el posible beneficio de una segunda RTU para los
carcinomas en los que exista invasién de la ldmina propia y también para neoplasias
multiples no invasivas. Esta segunda reseccién se realizaria a las 2-6 semanas de la
primera (Herr, 1999).

LEstdn indicadas las biopsias randomizadas en las cistoscopias de
seguimiento? En respuesta a esta pregunta la mayoria de estudios consideran preferible
una cistoscopia para identificar lesiones planas (displasias y CIS), sin embargo hay
quien sefilala que no son necesarias debido a que s6lo un 1-3% de los TVS de bajo
riesgo y un 3-7% de los TVS de alto riesgo se acompaiian de CIS, ademais la citologia
urinaria ha demostrado en estos casos una gran sensibilidad y especificidad en el

diagnéstico (van der Meijden y cols., 1999).

3.1.9.3.Problemitica actual y perspectivas futuras
Uno de los pocos aspectos en que coincide la mayoria d autores es que la
historia natural de las neoplasias vesicales es dificil de determinar. Esto se debe a una

serie de factores condicionantes:
- Las neoplasias vesicales son con frecuencia lesiones multifocales, con

capacidad de diseminacién e implantaci6n, sin estar claramente definidos

sus mecanismos etiopatogénicos concretos.
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El comportamiento de una neoplasia vesical depende probablemente del
clon celular més atipico, el cual, aunque minimo, puede determinar su
comportamiento biolégico.

Con frecuencia el material resecado no es procesado en su totalidad y por
tanto grado y estadio pueden no estar correctamente asignados (Cheng y
cols., 2000). Seria recomendable, en estos casos, procesar todo el material,
si es posible (Ukai y cols., 2000). -

Las neoplasias vesicales entendidas como una lesién continua presentan
dificultades en la asignacién de aquellos casos situados entre dos grupos
consecutivos.

Los 2 factores prondsticos mas facilmente reproducibles son el grado y el
estadio, los cuales estaran sujetos a la subjetividad del observador y a las
limitaciones en la técnica histolégica.

Miltiples  factores  clinicos, histolégicos, inmunohistoquimicos,
morfométricos, citométricos y moleculares han demostrado valor
prondstico aunque sin estar totalmente definida su importancia relativa en
el curso de la enfermedad y en la definicién de grupos de riesgo.

El curso evolutivo indolente de las neoplasias de bajo grado (BPM y BG)

obliga a un seguimiento prolongado de estos pacientes.

La evolucién clinica, muchas veces impredecible, de los tumores vesicales

obliga también a un abordaje terapéutico heterogéneo con diversos niveles de

respuesta al tratamiento.

Un paso importante en la solucién al problema es la homogeneizacién de los

grupos llevada a cabo en la clasificacién de consenso de la OMS/ISUP (1998). Desde

este nuevo sistema han de homogeneizarse también los resultados y la respuesta al

tratamiento con seguimientos clinicos prolongados.

Las perspectivas futuras segiin Petrovich y cols. (1998) serian:

Una mejor comprensién de la historia natural de la enfermedad.

Determinacién del valor pronéstico del inmunofenotipo tumoral.
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Desarrollo de técnicas diagndsticas en la deteccién precoz de recidivas y en
el estudio de extensién del céncer.

Mejora en el tratamiento del TIS/CIS.

Avance en las técnicas quirtirgicas para mejorar la cantidad y calidad de
vida.

Uso amplio y seguro de la terapia adyuvante intravesical junto con la

quimioterapia y la radioterapia.

A las cuales Reuter (1999b) afiade:

Necesidad de estandarizacion en los criterios de seleccion y en la
terminologia.

Estudio comparativo entre las nuevas técnicas y los factores clinico-
patolégicos clasicos.

Realizacién de estudios de caracter prospectivo.

Anilisis multivariable de todos los factores con valor pronéstico en los

estudios univariantes.
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3.2. MICROSCOPiA CUANTITATIVA

3.2.1. APLICACIONES EN PATOLOGIA

3.2.1.1.Generalidades

Antes de la era microscépica se puso de manifiesto la urgente necesidad de
evaluar objetivamente y de cuantificar en Anatomia Patolégica. Antafio fue una
practica comiin en macropatologia comparar los tamafios de las lesiones con los
tamafios de alubias, arroz, manzanas y otros frutos. Este sistema comparativo de
cuantificacién fue reemplazado por el sistema métrico, el cual era mucho més
objetivo, reproducible e independiente de condicionantes externos como es la
variacion en el tamafio de los frutos segun las distintas dreas geogréficas.

Con la introduccién del microscopio se abre ante los ojos del patélogo un gran
abanico de formas y tamafios. En principio, se valoré subjetivamente lo alejado que
parecia un tejido neoplasico con respecto al tejido original del que procede. Asf nacen
los sistemas de clasificacion neoplasica (Broders, 1920 y 1925) y con ello la urgente
necesidad de cuantificar de forma objetiva los cambios celulares y arquitecturales
(Mariuzzi y Collan, 1995).

Con el tiempo se han ido introduciendo distintos aparatos de medida que,

acoplados al microscopio, sirven de ayuda al patélogo en sus decisiones diagnésticas;

sistemas de medida que complementan pero NUNCA reemplazan al cerebro humano
en la toma de decisiones (Tosi y Cottier, 1989).

Al desarrollo de las técnicas cuantitativas contribuye de forma decisiva el
descubrimiento de Feulgen en 1924, al describir un reactivo cromogénico que
reaccionaba especificamente con el ADN nuclear, lo cual posibilita no sélo el estudio
morfométrico nuclear, sino también del contenido de ADN (ploidia) en base de las
propiedades de absorci6n nuclear del reactivo.

En 1936, Casperson sienta las bases de la Histocitomorfometria y afirma que

"el paso de una ciencia de la infancia a una ciencia adulta se realiza mediante el paso

de lo cualitativo a lo cuantitativo".
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Con posterioridad nace la Citometria de flujo, que permite el examen de miles

de niicleos en poco tiempo y el Andlisis de imagen que, asociado a programas
informéticos, permite el control directo de los objetos que se estin midiendo, con lo
que se mejoran ostensiblemente los resultados de la Morfometrfa y la Citometria
estatica en secciones de parafina (Mariuzzi y Collan, 1995).

Finalmente, se llega al momento actual en el que, gracias a la Patologia
Cuantitativa, un rasgo cualitativo determinado es transformado en una variable
numérica, la cual puede ser comparada de forma totalmente objetiva. Este sistema
impulsa la creacién de sistemas de clasificacion por grados para las lesiones continuas
(Fleege, 1991; Collan, 1989; Mariuzzi y Montironi, 1986).

Una de las limitaciones mds importantes en Patologia Cuantitativa es la
existencia de diversas fuentes de error que pueden influir negativamente en la calidad
de los resultados en términos de objetividad y reproducibilidad (Fleege, 1991). Estos
errores suelen ser factores externos que condicionan las mediciones realizadas:

- Procesado tisular: problemas con la fijacién, el grosor de los cortes

histolégicos, la temperatura y el ph en los procesos de tincion, etc.

- Instrumentacién: calibrado de los aparatos, intensidad de luz y aumentos

aplicados al microscopio.

- Seleccién de los campos histolégicos (tallaje y tamafio de las muestras,

identificacién de zonas concretas del tumor, etc.).

- Interpretacién de los resultados (sistemas de anélisis estadistico).

Las técnicas en Patologia Cuantitativa se utilizan fundamentalmente en dos
tipos diferentes de estudios cientificos: estudios de grupo o estadisticos y estudios
individuales o de diagnéstico (Collan y cols., 1984-7). Los estudios de grupo se
basan en un gran nimero de casos sobre la base de una serie de criterios homogéneos
dentro de un mismo laboratorio, lo cual sirve para controlar los posibles errores
internos generados. En cambio, los estudios de diagndstico son, en general, estudios de
casos aislados, lo cual facilita la aparicién de errores al variar las condiciones externas
de medida entre los diferentes laboratorios. Para solucionar éste problema se ha de

medir un gran nimero de objetos para cada caso concreto (Collan y cols., 1987).
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3.2.1.2.Morfometria

Literalmente, la morfometria se define como la descripcién cuantitativa de una
forma simple, aunque en general el término se aplica también a la descripcién
cuantitativa de una estructura simple (Baak, 1987).

Clasicamente, la morfometria mide rasgos nucleares aislados como son: el
rea, perimetro, didmetro y factores de forma (Morfometria individual); rasgos en
relaciobn con la textura cromatinica (Morfometria textural); con estructuras
tridimensionales tipo volumen nuclear o indice mitésico (Estereologia); y en relacién
con el nivel de organizacién tisular o la relacién de un objeto con los elementos
vecinos (Morfometria contextual o Histometria).

A través de todas estas medidas morfométricas aisladas o en combinacién se

pueden establecer una serie de criterios objetivos para gradar las lesiones continuas y
correlacionar ese sistema de clasificacién con la evolucién clinica posterior de los
pacientes, estableciendo asi su valor prondstico (neoplasias de mama, del sistema
nervioso central, uroteliales, de endometrio, etc.). También servirfa para:
- Disminuir la variabilidad inter- e intraobservador.
- Aumentar la sensibilidad en la identificacién de cambios minimos en los
rasgos celulares.
- Procurar una serie de valores estandar para el diagnéstico y la docencia.
- Utilizacién de estas técnicas en investigacién como una herramienta més
del patélogo en la observacién objetiva de la lesion.
- Disminuir de la variabilidad intra- e interlaboratorio.
- Abaratar el coste del aparataje y de los sistemas informdticos utilizados
para aumentar la accesibilidad de cualquier pat6logo a cualquiera de estas
técnicas cuantitativas (True, 1996).

3.2.1.3.Citometria estitica (CME)

Consiste en la cuantificacion de una serie de caracteristicas celulares y tisulares
en los cortes histolégicos. De esta forma se obtiene el indice de densidad optica
integrada (IOD), a partir del cual se puede hacer una estimacién aproximada del
contenido de DNA nuclear (indice de DNA o 1.D) de una célula o de una poblacién

celular concreta, tomando como referencia el 1.D de una poblacién celular normal de
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contenido diploide (2¢) conocido (generalmente linfocitos intratumorales). Asi por
ejemplo, en tumores ovéricos, endometriales y en carcinomas de mama, un contenido
de ADN >2.1-2.5¢ es indicativo de mal pronéstico (Cohen, 1996). Con respecto a las
neoplasias vesicales los tumores de bajo grado suelen ser diploides, los de alto grado
aneuploides y los tumores con un contenido de ADN >5¢ (Hemstreet y cols., 1991) o
la presencia de una o varias poblaciones aneuploides (>2.5c) presentan un riesgo
elevado de progresion tumoral (Cohen, 1996).

3.2.1.4.Andlisis digital de imagenes histolégicas

Consiste en un sistema informético acoplado a una video-cdmara, un
digitalizador de imégenes y un microscopio. Este sistema simplifica enormemente los
andlisis de medida de células tumorales mediante la introduccién de un sencillo
"software” en un banco de datos, lo que posibilita la realizaciéon de estudios
estadisticos sencillos y la estimacién de medidas estereolgicas y citométricas
(citometria de imagen: CMI). Ademis, este sistema permite el control visual sobre
los elementos que se estdn midiendo (Stenkvist y Strande, 1990) y permite asimismo

la utilizacién de material almacenado en parafina (Hierro y cols., 1996).

3.2.1.5.Citometria de flujo (CMF)

Consiste en la valoracién de la ploidia tumoral sobre material en fresco
(citolégico o tisular) o congelado, y luego procesado para obtener la medicién de gran
numero de objetos (mucho mayor que con CME). Tiene la ventaja de leer gran niimero
de casos aunque tiene también la desventaja de no poder discriminar visualmente los
objetos que se estdn midiendo (células tumorales, linfocitos, fibroblastos, etc.) y la
necesidad de utilizar material en fresco.

Una cuestién fundamental en Patologia Cuantitativa es no usarla NUNCA
como una "cagja negra". El patélogo ha de examinar previamente la lesién en cortes
histolégicos de hematoxilina-eosina, seleccionar la secciébn més representativa y
dentro de cada campo histol6gico seleccionar el drea tumoral que se desea analizar
segln una serie de criterios l6gicos introducidos por él mismo. Por tanto, la Patologia

Cuantitativa se ha de entender como una herramienta més dentro del proceso de
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diagnéstico o de investigacién y nunca como un sustituto del diagndstico subjetivo del
patdlogo (Baak, 1984; Fleege, 1991).

Asimismo, True (1996) sefiala que la falta de estandarizacién conduce al
inevitable rechazo por parte del patélogo, debido sobre todo a la gran variabilidad intra
y sobre todo interobservador (Collan y cols., 1986). Para evitar esta falta de
estandarizacién y disminuir la variabilidad se public6 un estudio de los valores
estindar que hizo mds sencilla la reproduccién de los resultados con técnicas de
imagen (Bocking y cols., 1995). En esta publicacién se establece una nomenclatura
mas homogénea y estandarizada en relacién con: la preparacién histoquimica de las
muestras, la instrumentacién necesaria, el control celular interno del nimero diploide,

las escalas métricas, los intervalos de confianza, la interpretacién correcta de los

histogramas, etc.
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3.2.2. APLICACIONES EN LAS NEOPLASIAS VESICALES

3.2.2.1.Valor de la microscopia cuantitativa en los sistemas de clasificacién

por grados

Para emitir un diagnéstico el patélogo se basa inicialmente en su memoria
visual y en la experiencia, aunque hay una serie de factores externos e internos que
interfieren en el proceso de asignacién de las lesiones a una categoria determinada.
Para evitar estos factores de distraccién se utilizan las técnicas cuantitativas.

En el caso concreto de las neoplasias vesicales los primeros intentos tuvieron
lugar a finales de los sesenta (Levi y cols., 1969), aunque los resultados fueron
inicialmente poco satisfactorios. Sin embargo, los estudios continuaron y diversos
autores correlacionaron el irea nuclear media y su desviacién estandar con el grado
histolégico (Kern, 1974; Ooms y cols., 1983b; Blomjous y cols., 1989a y 1989b). De
igual forma, se estudi6: el factor de forma (Montironi y cols., 1985; Helander, 1986),
factores texturales (De Prez y cols., 1990) y el volumen nuclear (Nielsen, 1991).
Todos ellos se correlacionaron con el grado y la evolucién clinica posterior.

Lipponen y cols. (1989) defienden un sistema de clasificacion con 2 grados en
lugar de 3 y sientan las bases de estudios posteriores (Choi y cols., 1993; Jarkrans y
cols., 1994). En estos estudios se aplican criterios morfométricos para la elaboracién
de un sistema de clasificacién basado en una impresién general de orden arquitectural
(morfometria contextual) y en objetos individuales (morfometrfa individual), donde se
sugiere ademds un sistema de 2 grados (bajo y alto grado), donde el grado 2a se
desplaza hacia el G1 y el grado 2b hacia G3.

Estos trabajos son recogidos posteriormente en la reciente clasificacién
consensuada de la OMS/ISUP (1998) donde se incluye ademas una categoria adicional
en el bajo grado: neoplasias de Bajo Potencial Maligno (BPM), situadas entre los
papilomas y los carcinomas de Bajo Grado (BG). La diferenciacién entre BG y BPM
se realiza sobre todo en funcién de una serie de paridmetros morfométricos
individuales (Busch, 1998).
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3.2.2.2.Valor pronéstico de la morfometria

Al margen del valor de la morfometria en la elaboracién de sistemas de
clasificacién, el valor pronéstico de los diferentes pardmetros se estudia por separado.

El drea nuclear es, probablemente, la variable morfométrica mas estudiada.
Ooms y cols. (1983b) sentaron las bases para el estudio del drea nuclear media
(ANM) en los tumores vesicales. Ellos estudiaron 3 zonas tumorales: una zona de
c€lulas basales y otra de células intermedias y superficiales donde se miden mas de
100 nucleos, y una tercera zona mds atipica (Z10) donde se miden sé6lo los 10 niicleos
més atipicos (Ooms y cols., 1981). El ANM de las 2 primeras zonas se correlaciona
bien con el grado, sin embargo no distingue entre G2 y G1. Para la distincién entre
esos 2 grupos fueron muy dutiles los valores de Z10. En estudios posteriores se
demostr6 la asociacién de estos hallazgos con el curso clinico y se determiné también
su alta reproductibilidad (Ooms y cols., 1985; Montironi y cols., 1986a).

Montironi y cols. (1986b) publicaron otro estudio de andlisis multivariable que
incluia 19 pardmetros morfométricos indicativos de la anormalidad nuclear y los
correlacionaron con el grado histolégico, siendo el perimetro nuclear medio (PNM)
el més correlacionado con el grado y el factor de forma (FF) el que menos. También
en 1986, Sanchez-Fernandez de Sevilla en su tesis doctoral concluye que a mayor
grado histolégico ocurre un incremento progresivo de la mayoria de paridmetros
morfométricos (ANM, PNM, Diimetro méiximo, FF, Densidad numérica y
volumétrica) ttiles para diferenciar entre tumores G1 y G2. En ese mismo estudio se
sefiala que en el grupo G1 existe una clara diferencia en los valores morfométricos
entre la capa de células basales de la papila y las capas superficiales, aunque sin una
clara relacion con el pronéstico.

Blomjous y cols. (1989b) demuestran que independientemente del grado,
aquellos pacientes con TVS y un ANM >95um? en Z10 presentaron un peor curso
evolutivo requieren un tratamiento més agresivo. En un estudio comparativo de la
aplicacion del método cuantitativo sobre &reas aleatorias o por el contrario

seleccionadas, demuestra que los resultados obtenidos para las dreas seleccionadas

tienen una mayor relacion con el pronéstico (Blomjous y cols., 1989a). En un estudio
posterior, se destaca la posibilidad de separar los tumores G2 en 2 grupos segin el
valor de la media de desviaciones estindar ANM(DE) en Z10 fuera menor (G2a) o
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mayor (G2b) de 95um’, ya que las neoplasias del grupo G2b se comportaban como las
neoplasias G3 (Blomjous y cols., 1990).

Ese mismo afio, Lipponen y cols. (1990a) estudian 265 casos con un
seguimiento medio de 10 afios. Las conclusiones de ese estudio fueron muy
importantes ya que demostraron que el 4rea nuclear media (ANM), su desviacién
estaindar (ANMDE), y el ANM Z10, son los mejores indicadores de supervivencia
junto con el grado, el estadio y el "status no papilar”. Por otro lado, la tasa de
recurrencia (TR) se correlacioné con el drea de Z10, mientras que el intervalo libre
de enfermedad (ILE) lo hizo con el crecimiento no papilar, el estadio, el grado,
ANM, ANMDE y menos con el ANM Z10. Ese mismo afio, Lipponen y cols. (1990b)
en otro estudio en el que consideraron los 50 nicleos més atipicos del tumor
demostraron que el ANM, ANMDE y el grado no se correlacionaron con la TR ni con
el ILE, aunque fueron buenos indicadores de progresién, incluso mejores que el
grado.

En 1991, Lipponen y cols. demuestran en un estudio multivariable que el factor
pronéstico independiente mas importante era el estadio, seguido del "status" papilar, el
indice mitético y el ANM Z10. En esa misma linea de investigacién, Portillo y cols.
(1991-2a) correlacionaron las neoplasias vesicales que presentaran un ANM del 4rea
basal <28um’ con un mejor pronéstico, excepto para las neoplasias G1, cuya
evolucién clinica no es considerada en términos de progresién sino de miimero de
recurrencias. Ese mismo estudio aplicado a tumores vesicales profundos demostré
correlacién en aquellos tumores con ANM <30um? (Portillo y cols., 1992b).

Garcia y cols. (1994) estudiaron 163 pacientes con carcinoma vesical pTa/pT1
(grados G1, G2 y G3) y estudiaron el ANM, comprobando como los tumores con un
ANM <50um’ presentaban mejor pronéstico en relacién con la progresién. En este
estudio se consideraron los 75 niicleos de las areas mas atipicas.

Fukuzawa y cols. (1995) en un estudio que incluia 156 pacientes con TVS
confirmaron mayor valor prondstico del volumen nuclear (VN) en la prediccién de
recurrencias que el FF y el ANM. En ese mismo estudio, el estadio y el grado no
mostraron valor predictivo para las recurrencias. Por otro lado, el VN y el FF estaban
relacionados con la progresién tumoral junto con el estadio, mientras que el grado no

lo estaba. Ese mismo afio, Colombel y cols. demuestran que diversos pardmetros
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morfométricos y entre ellos el 4rea nuclear media (ANM) estaban correlacionados con
la recurrencia y la progresion en TVS pero no en TVP, mientras que van Velthoven y
cols. (1995a) afirman que el ANM mostraba asociacién significativa con el grado y
con el estadio pero sin relacién alguna con la prediccién del curso evolutivo.

Dalla Palma y cols. (1996) sugieren que para diferenciar las neoplasias
vesicales G1 del G2a son vélidos el perimetro nuclear medio (PNM), la desviacién
estandar del ANM (DEANM) y del PNM (DEPNM), mientras que el FF no tendria
utilidad.

Otros métodos morfométricos consisten en el contaje de mitosis. En esta linea
de investigacién, Haapasalo y cols. (1989) introducen el concepto de indice mitético
corregido por volumen tisular (indice M/V). Su valor como factor pronéstico en el
carcinoma vesical sélo era superado por el estadio (Lipponen y cols., 1990c-d y
1991b). No obstante, en la actualidad se usan con mayor frecuencia técnicas THQ
(PCNA, Ki-67) para la determinaci6n del nivel proliferativo tumoral.

3.2.2.3.Valor pronéstico de la ploidia tumoral

Para las neoplasias vesicales la ploidia tumoral se puede determinar mediante
técnicas de citometria de imagen (CMI) o de citometria de flujo (CMF). La CMI
tiene la ventaja de decidir mediante control visual qué células se seleccionan para el
estudio (Goulandris y cols., 1996), es més barata y menos laboriosa que la CMF, y
permite realizar simultineamente otros estudios morfométricos (van der Poel y cols.,
1998), aunque tiene la desventaja de estudiar un menor niimero de células (Clemo y
cols., 1993).

Clemo y cols. (1993) realizan un estudio comparativo entre CMF y CMI para
tumores de células transicionales y concluyen que los resultados obtenidos con ambas
técnicas son superponibles, corroborado en otros estudios como el de Colombel y cols.
(1994). Asimismo, Cohen (1996) revisa comparativamente ambas técnicas y concluye
que segun las diferentes series varia entre un 77% y un 100% de coincidencia.

La mayoria coincide también en que la determinacién de la ploidia tumoral
tiene un importante valor pronéstico (Stéckle y cols., 1987; Malmstrém y cols., 1989;
Hemstreet y cols., 1991; Schapers y cols., 1993; Vaské, 1994; van Velthoven y cols.,
1995b-1996). Por el contrario, muy pocos estudios afirman lo contrario, y en ese
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sentido, Levi y cols. (1969) destacan ausencia de relacién entre el contenido de ADN y
el grado histolégico; mientras que Fossa y cols. (1977) sefialan ausencia de correlacién
prondstica entre el estadio y la ploidia.

La mayoria de autores describen, no obstante, una gran heterogeneidad
intratumoral en cuanto al contenido de DNA (Sasaki y cols., 1992).

En estudios realizados en este departamento con técnicas de citometria de flujo
(CMF) se demuestra que la ploidia tumoral es un factor pronéstico de primer orden
para las neoplasias vesicales, de forma que los tumores aneuploides recidivan 4 veces
més que los diploides y ningtin tumor vesical superficial (TVS) de contenido diploide
progresa (Navarro y cols., 1995).

Wheeless y cols. (1993) demuestran con CMF que la mayor parte de tumores
vesicales G1 son diploides, los G3 son aneuploides y los G2 aproximadamente la
mitad son diploides y la otra aneuploides. Estos resultados han sido confirmados
esporadicamente con CMI (van Velthoven y cols., 1995a-1996 y Hierro-Martin y
cols., 1999), describiéndose una estrecha relacién con el grado y débil con el estadio.

Decaestecker y cols. (1996) estudian la posible segregacion de los tumores
vesicales G2 segin el porcentaje de ntlicleos hiperdiploides e hipertetraploides,
aunque sin resultados concluyentes.

Hemstreet y cols. (1991) demuestran que las neoplasias vesicales G1 con un
contenido aneuploide de ADN o una poblacién >5c presentan mayor tasa de
recurrencia y menor supervivencia. Hallazgos corroborados en estudios posteriores por
Schappers y cols. (1993) y Pantazopoulos y cols. (1997).

Ioakim-Liossi y cols. (2000) demuestran en TVS una asociacién estrecha entre
el contenido de DNA y el nimero de recurrencias, aunque no con el grado.

Finalmente, van Velthoven y cols. (19952) hicieron una aportacién muy
interesante a la explicacion de la aneuploidia tumoral en algunas neoplasias vesicales
de bajo grado, y, a la inversa, a la existencia de tumores de alto grado con un
contenido diploide de ADN. Ellos concluyen que la aneuploidia es reflejo
fundamentalmente de la vejez tumoral, es decir, de la edad biol6gica del tumor,
siendo el hecho del tiempo prolongado de existencia lo que facilita que pueda expresar
toda su malignidad biolégica. De ahi que los tumores aneuploides sean con més

frecuencia neoplasias de alto grado histolégico y no al revés.
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3.3. TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

3.3.1. GENERALIDADES

Los métodos inmunohistoquimicos (IHQ) comprenden todas aquellas técnicas
basadas en reacciones tipo Antigeno-Anticuerpo (Ag-Ac) que sirven para identificar
antigenos tisulares y/o celulares. Para visualizar la reaccién se utiliza un "trazador" o
"marcador". [Este marcaje se puede llevar a cabo con: fluorocromos
(inmunofluorescencia), enzimas (técnicas _inmunoenzimaiticas), iones metdlicos
(técnicas de inmuno-oro) o isétopos radiactivos (técnicas inmunoradiactivas). El
marcaje del Ag problema se realiza asimismo mediante métodos directos o indirectos
a través de un Ac secundario. De este ultimo sistema se conocen innumerables
procedimientos en los que el Ac secundario se une al Ac primario, y éste se une a su
vez al Ag problema (Pardo-Mindan y cols., 1997).

Desde finales de los 70 se aplican las técnicas IHQ en Anatomia Patolégica. El
enzima més usado ha sido la peroxidasa, la cual induce una reaccién quimica
coloreada detectable con el microscopio éptico.

Los tumores expresan gran nimero de antigenos (Ags) frente a los cuales se

crean Ac primarios de 2 tipos: Ac Policlonales y Ac Monoclonales. Los Ac

Policlonales se obtienen de animales inmunizados frente al Ag problema y tienen el
inconveniente de ser poco especificos para el Ag, de obtencién laboriosa y limitada, y
con respuestas variables de expresién segin el animal utilizado. Por esa y otras
razones, Kthler y Milstein desarrollaron en 1975 una técnica innovadora de obtencién
de Ac monoclonales partiendo de "hibridomas" (cultivos celulares resultado de la
fusion de una célula neoplasica y un linfocito). Estos hibridomas poseen la
caracteristica de produccién ilimitada de Ac altamente especificos y homogéneos
frente a Ag muy concretos (Pardo-Mindén y cols., 1997).

La técnica de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) fue ideada por Sternberg y cols.
(1970). Esta técnica consta de 3 pasos: en primer lugar un Ac primario de ratén o
conejo frente al Ag problema, posteriormente se afiade un Ac secundario "puente” (de
cerdo frente a ratén y conejo), y, finalmente, el complejo PAP que contiene al enzima

peroxidasa.
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Hoy en dia, la técnica mas utilizada fue desarrollada por Hsu y cols. (1981), los
cuales introducen un método hipersensible por el que se amplifica la "sefial". Esta
amplificacién es absolutamente necesaria para el revelado de los determinantes
antigénicos de tejidos incluidos en parafina. Las sustancias mas utilizadas son la
avidina y la biotina, las cuales muestran una gran afinidad entre si. Este método se
denomina ABC de forma abreviada. Con posterioridad se idearon una serie de
métodos de recuperacién antigénica de los  Ags desnaturalizados en parafina. Esas
técnicas consisten en aplicar calor al tejido por medio de un horno microondas
(Reynolds y cols., 1994) o un autoclave que incrementa también la presién (Shin y
cols.,, 1991). Una modificacién posterior de estos sistemas permite el procesado
simultdneo de gran niimero de preparaciones (Bankfalvi y cols., 1994).

Un problema comiin a todas las determinaciones IHQ est4 en relacién con las
dreas tumorales seleccionadas para el estudio, el tipo de clon de Ac, y la proporcién
minima de células positivas necesarias para considerar un inmunofenotipo tumoral

concreto (nivel de corte o nivel umbral de positividad).
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3.3.2. NEOPLASIAS VESICALES Y MARCADORES DE

PROLIFERACION CELULAR (Ki-67-MIB-1)

La determinacién del indice proliferativo tumoral cumple un papel muy
importante en el estudio de la historia natural de las neoplasias, y especialmente de las
neoplasias vesicales.

Dentro de las diferentes técnicas IHQ utilizadas en la deteccién de células en

ciclo tenemos: Ki-67 y PCNA. Estos 2 Ac reaccionan especificamente contra Ag

nucleares especificos de las células susceptibles de entrar en ciclo celular.

El Ac Ki-67 fue introducido en Kiel por Gerdes y cols. (1983). Este Ac se
corresponde con una inmunoglobulina G1 (Ac monoclonal murino) y lo expresan las
células en cualquier fase del ciclo excepto en GO, aunque presentaba el inconveniente
inicial de funcionar Gnicamente sobre tejido en fresco.

Desde un principio este Ac demostré correlacién con el grado y el estadio
(Busch y cols., 1991) y diferenciaba, ademds, 2 grupos prondsticos distintos dentro de
las neoplasias vesicales grado 2 (Mulder y cols., 1992).

Por otro lado, el Ag nuclear PCNA fue descrito en 1987 y en un estudio
posterior mostrod relacion estrecha con el Ag Ki-67 (van Dierendonck y cols., 1991).

Cattoretti y cols. (1992) producen un Ac equivalente al Ki-67 denominado
MIB-1 que funcioné sobre material en paraf‘ma, siendo en la actualidad 1a técnica ITHQ
de eleccibn en la determinacion de la actividad proliferativa tumoral.

Desde entonces han sido innumerables los trabajos en los que se comprueba el
valor prondstico de Ki-67(MIB-1), sobre todo en TVS (G1-G2-G3/Ta-T1), aunque
limitados por la dificultad en la definicion de las 4reas tumorales donde realizar las
mediciones y por el nimero total de células que han de ser contabilizadas.

En el afio 1990, Okamura y cols. demuestran sobre tejido congelado una
estrecha asociacién entre el indice proliferativo tumoral y el grado y estadio, aunque
esta relacién fue mas intensa con éste Gltimo, distinguiendo entre estadios Ta y T, y
entre T1 y T2. Ademss, aquellos tumores con invasién de la muscular mostraron
caracteristicamente un indice de Ki-67 >15%, 1til para la estimacién del potencial

maligno y en el abordaje terapéutico.
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En el afio 1992, Fontana y cols. describen correlacién entre la expresién de Ki-
67 y el grado, aunque no con el estadio. Ademas, demuestran que en neoplasias
limitadas a la mucosa (Ta) una distribucién tumoral apical de las células en
proliferacién present6 una menor tasa de recurrencia (TR), mientras que una
distribucién en la base del tumor se asocié a una mayor tendencia a la recidiva.
Nakopoulou y cols. (1998) describieron por otro lado una distribucién papilar
heterogénea en la expresién de Ki-67 en tumores Ta no invasivos (distribucién en la
capa basal o bien en las capas superficiales o de forma difusa), aunque sin un valor
pronéstico independiente.

Por otro lado, Kriiger y Mtller (1995) relacionaron el indice de PCNA y Ki-67
con el grado pero no con el estadio y afirmaron que el Ag Ki-67 es mas tutil que
PCNA para diferenciar entre neoplasias vesicales invasivas y no invasivas dentro de
los tumores G2, hecho confirmado por Mulder y cols. en 1992. Por lo que respecta a
estadio T1 aquellos con >25% de expresién de MIB-1 presentan una mayor TR
(Zlotta y cols., 1999).

A diferencia de los estudios anteriores Nakopoulou y cols. (1998) demuestran
correlacién estadistica entre el Ag Ki-67 y el grado y estadio, aunque sin valor
pronéstico independiente, mientras que otros autores demuestran un valor pronéstico
independiente aunque menor que el de pardametros clasicos en la prediccién de
progresion (Pfister y cols., 1998; Liukkonen y cols.,1999) o la tasa de recurrencias
(TR) (Pfister y cols., 1999b). En este tltimo caso se comprob6 sélo en tumores >3cm
sin diferencias significativas dentro de las neoplasias de bajo grado-NBG (neoplasias
de bajo potencial maligno -BPM- versus carcinomas de bajo grado -BG-).

Wu y cols. (2000) estudian también el indice de expresion de MIB-1 en
neoplasias de bajo grado (NBG) y concluyen un valor prondstico independiente,

situando el nivel umbral en 10.9% de nticleos positivos en las 4reas mas proliferativas,

mientras Fontana y cols. (1992) describieron este nivel en el 5.35%.

También se ha estudiado comparativamente la expresion IHQ de p53 y Ki-67
(MIB-1). Algunos autores demuestran que son marcadores completamente
independientes (Pfister y cols., 1998; Wu y cols., 2000), mientras que otros
demuestran una estrecha asociacién (Wright y cols., 1995; Mellon y cols., 1994;
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Liukkonen y cols., 1997), de tal forma que a mayor indice proliferativo mayor nivel de
expresion de la p53.

Por lo que respecta a la expresién IHQ de Ki-67 (MIB-1) en relacién con bel-2
y c-erbB-2, Chow y cols. (1997) demuestran que un indice elevado de Ki-67 se
acompafia de un aumento en la expresién de bcl-2 y relacion inversa con el c-erbB-2.

En la experiencia de nuestro departamento Zaragozd (1995) demuestra
asociacién estadistica entre el indice de PCNA 'y el grado, sobre todo en la prediccion
de progresién tumoral, aunque menos concluyentes en relacién con la TR.

Finalmente, Ogura y cols. (1997) demuestran asociacién entre el indice de
PCNA y valores morfométricos (factores de forma nuclear) para un nivel umbral del
28%.
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3.3.3. NEOPLASIAS VESICALES Y GENES SUPRESORES

TUMORALES (P53)

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 y su expresion
fenotipica es la protefna nuclear p53, que tiene una vida media muy corta y es la
encargada de frenar el ciclo celular impidiendo asi la divisién celular. Mutaciones o
delecciones de este gen pueden ser detectadas con técnicas de biologia molecular. El
producto de esta anomalia es una proteina anémala con 2 variantes distintas: Mutada
(90%) y Salvaje (10%). Esta proteina andémala tiene una vida media mas larga y se
puede detectar IHQ, sobre todo el tipo mutado. El gen TP53 estd implicado en la
regulacion del ciclo celular, la apoptosis y otras funciones celulares; de ahi que reciba
el apelativo de "guardidn del genoma". La consecuencia de esta mutacion es la pérdida
del freno sobre la proliferacion celular (crecimiento y progresién tumoral).

Crawford y cols. (1982) fueron los primeros en describir el Ac contra la
proteina pS3 humana en el 9% de sueros de pacientes con carcinoma de mama, aunque
no se demostré correlacion clinica. Posteriormente, Caron de Fromentel y cols. (1983)
encontraron esos mismos Ac en el suero de nifios con una amplia variedad de procesos
neoplasicos (12%), porcentaje que fue del 20% en el Linfoma de Burkitt (Caron de
Fromentel y cols., 1987). Estos estudios fueron ignorados hasta la década de los 90, en
que se descubre la participacién del gen TP53 en la mayoria de procesos neoplasicos.

En la actualidad existen en la literatura numerosos estudios de la p53 en las
neoplasias vesicales y los resultados son en general controvertidos. Esta controversia
puede deberse en parte a que pocas publicaciones estudian conjuntamente la anomalia
génica en el ambito molecular e inmunohistoquimico (IHQ), también debido a la gran
cantidad de mutaciones y a las propias limitaciones de la técnica IHQ (Ferrari y cols.,
1997). Ademas, en estudios conjuntos (inmunohistoquimicos y moleculares) se
demuestra asociacién estadistica en la mayoria (Dalbalgni y cols., 1992; Esrig y cols.,
1993; Cordon-Cardo y cols., 1994; Bernardini y cols., 1999; Gao y cols., 2000), y
ausencia de relacion en el resto (Vet y cols., 1995).

Los estudios a cerca del valor pronéstico de la p53 en TVS son tan diversos
que en algunos centros se contempla dentro de su algoritmo terapéutico, mientras

que otros autores afirman un valor pronéstico menor que el de los parametros clasicos
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clinico-patoldgicos (Liukkonen y cols., 1999), o incluso niegan dicho valor pronéstico
(Zlotta y cols., 1999; Moreno-Sierra y cols., 1999).

Los estudios IHQ a cerca de la p53 en las neoplasias vesicales se centran
fundamentalmente en el grupo de tumores vesicales superficiales (TVS), con la
intencién de identificar aquellos tumores que progresan a TVP o tendran una elevada
tasa de recurrencia (TR). Esta categoria de TVS incluye una gran heterogeneidad
tumoral respecto al grado (G1, G2, G3) y el estadio (Ta, T1), mientras que el TIS se
estudia por separado.

La mayor parte de publicaciones demuestran una estrecha relacién entre la
expresién THQ de p53 y el grado histolégico y el estadio tumoral, de modo que a
mayor grado y estadio, mayor nivel de expresion del p53 (Sato y cols., 1992; Soini y
cols., 1993; Lipponen, 1993a; Burkhard y cols., 1997; Li y cols., 1998). En este mismo
sentido, Blasco (1996) demuestra que la sobreexpresién de p53 se asocia con fases
tardias en la evolucién natural de las neoplasias vesicales. Un reducido nimero de
estudios describe ausencia de relacién entre la expresion de p53 y el grado o estadio
(Tzaiy cols., 1998).

Por lo que respecta a la progresién tumoral, hay autores que afirman que la
expresion de p53 tiene valor pronéstico (Sarkis y cols., 1993; Soini y cols., 1993;
Esrig y cols., 1994; Li y cols., 1995; Vollmer y cols., 1998); mientras que otros
autores corroboran este valor predictivo tan sélo en algiin grupo tumoral concreto. Asi,
Cassetta y cols. (1997) demuestran dicha asociacién con relacién al grupo G1/Ta, con
un umbral para la positividad situado en el 0%; mientras que Mellon y cols. (1994) y
Vollmer y cols. (1998) lo demuestran en tumores G2 y G3 pero no en G1. Vollmer y
cols. (1998) concluyen por su parte que la negatividad para p53 se asocia a buen
pronéstico para cualquier grado incluidas las neoplasias G1.

En relacién con la prediccion de recurrencia, Casetta y cols. (1997) afirman
que la positividad de la p53 (>0%) se asocia a una mayor tasa de recurrencia (TR) y
un intervalo libre de enfermedad (ILE) mas corto (20 meses por 30 de los casos
negativos para p53). Asimismo, Toktas y cols. (1999) demuestran correlacién entre la

expresiéon de pS3 y ambos indices pronésticos: n°

de recurrencias y progresién
tumoral, aunque sélo para el grupo de tumores pT1 (invasién de la ldmina propia). En

este mismo grupo de estudio (pT1/G2-3) se demostré que carecia de valor pronéstico
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(Gardiner y cols., 1994), donde se pone de manifiesto, ademas, la heterogeneidad
intratumoral en la expresién de p53.

Pfister y cols. (1999a) demuestran el valor pronéstico de los parametros
clasicos clinico-patolégicos y el escaso valor pronéstico de la determinacién de p53.

En estudios multivariable la deteccion IHQ de p5S3 muestra gran controversia
en relacién con su valor prondstico independiente (Keegan y cols., 1998). Asi, hay
autores que si demuestran informacioén pronéstica independiente (Sarkis y cols., 1994;
Serth y cols., 1995; Lacombe y cols., 1996; Casetta y cols., 1997), aunque en la
mayoria de estudios se alcanza la conclusién que la p53 no tiene valor prondstico
independiente, siendo en general menor que el poder predictivo de los pardmetros
clasicos (grado, estadio, "status" papilar, etc.) (Thomas y cols., 1993; Gardiner y
cols.,1994; Nakopoulou y cols., 1995-1998; Tétu y cols., 1996; Shiina y cols., 1996a;
Inagaki y cols., 1997; Liukkonen y cols., 1997-1999; Koyuncuoglu y cols., 1998;
Pfister y cols., 1999a; Wu y cols., 2000; Gao y cols., 2000). Cordén-Cardo y cols.
(1997a) afirman que la p53 por si sola no tiene valor pronéstico independiente, aunque
considerada conjuntamente con la proteina Rb si que lo tiene. Recientemente, Wu y
cols. (2000) estudian neoplasias vesicales de bajo grado y encuentran una tasa de
expresion de p53 sorprendentemente alta, aunque sin valor prondstico independiente.

Estos resultados tan dispares podrian explicarse por los diferentes niveles de
positividad aplicados (0-5-10-20%), por las diferentes dreas tumorales
seleccionadas, y por los distintos clones de Ac utilizados (DO7, Pab1801, NCL-CM1,
etc.) (Keegan y cols., 1998; Cordén-Cardo, 1999).

Diferentes trabajos estudian también la influencia de la expresién de p53 en la
respuesta al tratamiento con BCG, indicando, en general, ausencia de correlacién
(Lebret y cols., 1998 y Zlotta y cols., 1999). Aunque, Fontana y cols. (1999) indican
que bajo determinadas circunstancias la BCG podria inducir la activacién de proteina
p53 salvaje en el urotelio.

La sobreexpresion de p53 se ha correlacionado también con un mayor
contenido de DNA (Mellon y cols., 1994; Thomas y cols., 1993). Sin embargo, Pfister
y cols. (1998) demuestran que la ploidia tumoral es superior a la expresién IHQ de p53
para cualquier grado, mientras al-Abadi y cols. (1998) describen ausencia de relacién
estadistica.

66



Célula normal
(pS3 normal)

t

Lesion del DNA

[

p53 activado y unido
al DNA

I

Hlpoxia

p2t (Inhibidor (gg;::l)c?gn
de las CDK) del DNA)

Detencion en G1
L L

Reparacion satisfactoria

Células normales

Radiacién ionizante
Carcinégenos
y Mutagenoa v

REVISION BIBLIOGRAFICA

Célula con
mutaciones o
pérdida de p&

Lesion del DNA

|

No activacion de loa genes

dependientes de p53

Eldda
El DNA
celular no
o no se repara
se deiiene

(gen de la apoptosig)

Fracaso
de la reparacion

Apoptcgig

Células muianles

Expansion
y mutaciones
adicionales

Figura 3.2. Funcion de la proteina p53 en el mantenimiento de la integridad

del genoma

67



REVISION BIBLIOGRAFICA

3.3.4. NEOPLASIAS VESICALES Y APOPTOSIS (Bcl-2)

La apoptosis fue reconocida inicialmente en 1972. El término deriva del griego
"apostatar" que significa consuncién y es una forma de muerte celular programada que
se utiliza para eliminar células no ttiles para el organismo a través de una serie de
mecanismos celulares internos iniciados a nivel génico. La apoptosis se observa en
diferentes procesos: desarrollo embrionario, mantenimiento celular, mecanismos de
defensa, lesiones celulares por enfermedades y céncer, y en los procesos de
envejecimiento (Cotran y cols., 1999).

El primer gen anti-apopt6tico analizado fue el gen bcl-2 identificado en el
cromosoma 18 en los linfomas foliculares, en los que ocurre una traslocacién 14-18
que activa dicho gen y se produce una sobreexpresion de la proteina bcl-2, la cual
cumple una funcién inhibidora de la apoptosis, prolongando la vida de los linfocitos
tumorales (Cotran y cols., 1999).

Una apoptosis anormal puede promover el desarrollo del cancer por medio de
2 mecanismos distintos: 1) inhibicién de la apoptosis celular y la consiguiente
acumulacién de células con actividad proliferativa (crecimiento tumoral), y 2) la no
eliminacién de células con alteraciones génicas de potencial carcinogenético, lo que
explicaria el desarrollo neoplasico en lesiones con una baja actividad proliferativa pero
con una vida celular prolongada ("eternizacién celular").

La apoptosis esta regulada por diversos proto-oncogenes (c-myc, bcl-2, bax,
etc.) y por genes supresores tumorales (p53). Alteraciones en estos genes pueden
modificar la relacién entre induccion y represién de la apoptosis e intervenir en el
proceso de transformacién neopléasica (Pardo-Mindan y cols., 1997). Dentro de las
proteinas que regulan el proceso apoptético existe un grupo que promueve la apoptosis
(factor de necrosis tumoral -TNF-, ras, bax, myc, p53) y otro constituido por
agentes anti-apoptéticos (bcl-2).

En condiciones normales, el gen bcl-2 sintetiza una proteina (bcl-2) presente en
las membranas mitocondriales, en el niicleo y en el reticulo endoplasmico de todas las

células hematopoyéticas, linfoides, epiteliales y neuronales.

68



REVISION BIBLIOGRAFICA

En estudios comparativos con técnicas de Biologia Molecular e IHQ se ha
confirmado la asociacién entre la mutacién del gen y la sobreexpresién proteica de
bcl-2 (Eissa y Seada, 1998).

Clinicamente, la expresion de bcl-2 se asocia en general con un mal prondstico
en diversos procesos cancerosos (Desoize, 1994); sin embargo, en otros la
sobreexpresion de bcl-2 comporta un buen pronéstico (cancer de mama y tiroides)
(Joeensuu y cols., 1994; Viale y cols., 1995). -

En estudios de carcinogénesis en el adenocarcinoma colorrectal la expresién de
bcl-2 se considera un evento precoz que facilita la progresién tumoral. El mecanismo
carcinogenético para las neoplasias vesicales podria ser similar, aunque los estudios
realizados hasta la fecha son escasos.

La mayoria de autores coincide en afirmar que existe positividad para bcl-2 en
las capas basales del urotelio normal y que a mayor grado y estadio se produce
sobreexpresién de bcl-2 en capas superficiales y pérdida de expresion en las basales,
aunque ésta pérdida es minima en carcinomas de bajo grado.

Los estudios sobre la expresién aislada de bcl-2 en tumores vesicales son
contradictorios. Asf, autores como Kirsh y cols. (1998) concluyen que tiene mal
pronéstico, hecho que niegan otros autores como Shiina y cols. (1996b), Lipponen y
cols. (1996) y Li y cols. (1998), los cuales lo asocian a un fenotipo menos agresivo.

Por otro lado, Liukkonen y cols. (1997) demuestran que en tumores vesicales
con invasion de la l4mina propia (pT1) y grado histolégico alto (G2 y G3) existe con
mayor frecuencia positividad para bcl-2 en las células no basales. Li y cols. (1998)
corroboran este hecho y ademas confirman sobreexpresion de bcl-2 en capas
superficiales en procesos neoformativos intraepiteliales a mayor grado de displasia
epitelial. Ademas, Lipponen y cols. (1996) demuestran en estudios multivariable una
ausencia de valor pronéstico independiente.

Muchos investigadores han estudiado la expresién conjunta de bel-2 y pS3, y
de éstos con marcadores de proliferacién celular (Ki-67) concluyendo, en general, que
la sobreexpresion de bcl-2 y p53 se correlaciona con un prondstico ominoso (Li y
cols., 1998; Kirsh y cols. 1998, Vollmer y cols., 1998) y con elevados indices
proliferativos (Liukkonen y cols., 1997; Nakopoulou y cols., 1998). Algunos autores
indican, también, buen prondstico en la expresién aislada de bcl-2 independiente de
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pS3 y de Ki-67 (Silvestrini y cois., 1994; Joensuu y cois., 1994; Hurlimann y cois.,
1995, Vissher y cois., 1996; Vollmer y cois., 1998; Liy cois., 1998).

Wu y cois. (2000) publican un estudio de expresion de bcl-2 en neoplasias
vesicales de bajo grado y concluyen que no existe correlacion con el n° de recidivas,
aunque si que existe asociacion en la expresion combinada de bcl-2 y de p53, de
manera que la sobreexpresion de p53 y negatividad de bcl-2 se asocia a mal
prondstico. Vollmer y cois. (1998) ya comentaron el papel DUAL en la expresion de
Bcl-2, de manera que su positividad esta ligada a un buen prondstico si existe
negatividad simultanea de p53, y a un mal pronostico si la p53 es positiva, sobre todo
en carcinomas vesicales de AG (G2 y G3). No obstante, este papel dual no ha sido
demostrado en neoplasias vesicales de bajo grado-NBG (BPM y BG).

Incluso hay autores como Lu y cois. (1997) que asocian la expresion de bel-2
con el adenocarcinoma vesical y no con neoplasias de estirpe urotelial.

En resumen, parece evidente que en el proceso secuencial de displasia leve-
moderada-CIS. asi como en el proceso carcinoma papilar intraepitelial-carcinoma
invasor ocurre una pérdida de expresion de Bcl-2 en las capas basales y
sobreexpresion en las superficiales, igual que ocurre en el paso de carcinoma de bajo

grado-carcinoma de alto grado.

box no regulado
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(proliferacién)

NORMAL

Figura 3.3. Regulacion de la muerte celular (bcl-2 / p53)
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3.3.5. NEOPLASIAS VESICALES Y ONCOPROTEINAS (C-erbB-2)

Los oncogenes o "genes causantes del céncer”" derivan de protfo-oncogenes
presentes en condiciones normales en el organismo. Los proto-oncogenes son genes
que estimulan el crecimiento y la diferenciacion celular. Existen diferentes familias de
proto-oncogenes: - Factores de crecimiento, - Receptores de factores de crecimiento
(EGFR), - Proteinas implicadas en la traduccién de sefiales (ras, abl), - Proteinas
reguladoras nucleares (myc) y - Proteinas reguladoras del ciclo celular (ciclinas).

Dentro de la familia de proto-oncogenes que actian como receptores de los

factores de crecimiento tenemos a los receptores de los factores de crecimiento
epidérmico (EGFR), los cuales estan constituidos a su vez por 3 proto-oncogenes:
erbB1, erbB2 y erbB3.

El gen erbB2 (c-neu) localizado en el cromosoma 17 se encuentra amplificado
en gran numero de adenocarcinomas de mama, pulmon, ovario, estdmago y glandulas
salivares. El resultado es que en estos carcinomas existe sobreexpresién de EGFR y en
esas mismas células neopldsicas es posible detectar con técnicas IHQ las
oncoproteinas citoplasméticas resultado de la traduccién oncogénica.

En las neoplasias vesicales los diferentes estudios realizados sobre c-erbB-2
resultan por lo general poco concluyentes y en ocasiones contradictorios.

McCann y cols. (1990) describen la sobreexpresién de c-erbB-2 en un 17% de
carcinomas de mama, 4% de adenocarcinomas rectales y tan s6lo en un 2% de
carcinomas vesicales uroteliales.

Los estudios en vejiga se centran sobre todo en el grupo de TVS. La mayoria
de autores concluyen que la expresién de c-erbB-2 est4 incrementada en tumores de
alto grado y estadfo (Moriyama y cols., 1991; Sato y cols., 1992), aunque otros no
demuestran tal asociacién ni constatan ningiin valor pronéstico (Lipponen, 1993b,
Blasco, 1996; Koyuncuoglu y cols., 1998).

En neoplasias vesicales de bajo grado tan sélo un reducido niimero de tumores
expresé c-erbB-2. La sobreexpresién de c-erbB-2 en neoplasias de alto grado es
entendida por algunos investigadores como un factor prondstico ominoso en términos
de supervivencia (Moriyama y cols., 1991; Sato y cols., 1992), mientras que otros
como Vollmer y cols. (1997) sefialan que el grupo de tumores vesicales G3 con
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expresién de c-erbB-2 presenta una menor probabilidad de invasiéon que aquellos
tumores c-erbB-2 negativos.

Sato y cols. (1992) describen en una serie de TVS (G1-G2-G3) en que la
sobreexpresién de c-erbB-2 tiene valor pronéstico independiente en relacién con la
progresién y con el n° de recurrencias.

Orlando y cols. (1996) concluyen en un estudio retrospectivo con técnicas de
biologia molecular (PCR) que la expresion de c-erbB-2 se asocia con grados
histolégicos y estadios tumorales avanzados, aunque sin relacién con el pronéstico; lo
cual les lleva a pensar que se trate probablemente de un epifenémeno presente en este
subgrupo de mayor agresividad histolégica pero sin relacién con la evolucién clinica
de los mismos. No obstante, Lonn y cols. (1995) y Miyamoto y cols. (2000) describen
valor prondstico independiente en la expresibn comparada (genética e

inmunohistoquimica) de c-erbB-2.
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3.3.6. NEOPLASIAS VESICALES Y EXPRESION DE

CITOQUERATINA BASAL (clon MAB 345E12)

Segin los diferentes tipos de tejido las células poseen una serie de filamentos
intermedios en su citoplasma: queratina (epitelios), vimentina (mesénquima), desmina
(musculo), GFAP o proteina gliofibrilar 4cida (Glia) y neurofilamentos (neuronas).

“Moll y cols. (1982) describen 3 citoqueratinas (CK 7, 8 y 19) en el urotelio

humano normal y otros 3 tipos (5, 13 y 18) presentes en menor proporcién. No

obstante, no describen ningiin tipo especial de distribucién segiin las diferentes capas
del epitelio.

Asimismo, Summerhayes y Chen (1982) describen una citoqueratina (CK) de
52.000 daltons presente exclusivamente en la capa basal del urotelio normal y
neoplésico, y Ramaekers y cols. (1985) describen también un Ac Monoclonal (CK 18)
reactivo en epitelios glandulares pero no en epitelios escamosos, y que en el urotelio
normal marca especificamente las células superficiales. En tumores papilares
uroteliales la CK18 marca células superficiales en tumores grado 1, mientras que en
tumores grados 2 y 3 esta citoqueratina es positiva con mayor frecuencia en células
intermedias y basales.

Séanchez y cols. (1992) describen una expresién basal de esta citoqueratina (Ac
monoclonal LP-34) en el urotelio normal y en carcinomas vesicales uroteliales bien
diferenciados (de bajo grado), y una expresion difusa en carcinomas de alto grado.

En 1999, Helpap y Kollermann utilizan el Ac monoclonal Mab 34BE12 que
incluye las CK 1, 5, 10 y 14, las cuales se expresan especificamente en las células
basales del urotelio normal. Este tipo de expresién basal se mantiene en neoplasias
vesicales bien diferenciadas (pTa) y se hace difusa en tumores de alto grado
histolégico con invasién de la ldmina propia (pTl), hallazgo estrechamente
relacionado con el n® de recurrencias.

Se describe, ademaés, una importante asociacién estadistica entre el nimero de
recurrencias tumorales y una expresién difusa combinada de citoqueratinas y del Ag
Ki-67 (MIB-1) (Helpap y Kéllermann, 1999-2000).

La CK-basal ha demostrado asimismo su utilidad en la glandula prostatica,

concretamente en el diagnéstico de lesiones neoplasicas intraepiteliales (PIN), en las
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cuales al ir aumentando el grado de atipia aparecen zonas en el epitelio con pérdida de
esta tincion basal especifica, e incluso desaparece totalmente en el caso de carcinoma
infiltrante de préstata (Wojno y Epstein, 1995).
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4.1. MATERIAL

Nuestro estudio incluy6 finalmente un total de 120 casos de neoplasia vesical
papilar urotelial de bajo grado (NBG). Estos tumores fueron diagnosticados
integramente en el Departamento de Patologia del Hospital Clinico Universitario de
Valéncia (HCUV) entre los afios 1984 y 1996. Todo el material histolégico procedia
del Servicio Clinico de Urologia del mismo hospital.

Los estudios se llevaron a cabo sobre material fijado en formaldehido
tamponado al 10% e incluido posteriormente en parafina. Cada bloque se acompafiaba
de dos cortes histolégicos de 2-3 micras de espesor, tefiidos con la técnica
convencional de Hematoxilina y Eosina (H-E).

Con posterioridad, se aplicaron una serie de "criterios de seleccién" para que
los casos pudieran entrar en el estudio, y a todos ellos se les exigié, ademas, una
calidad histotécnica minima.

El estudio se inici6é en realidad con 188 casos pero tras la aplicacién de los
criterios de seleccién quedaron reducidos a 120, lo cual significé que 68 casos fueron
excluidos del estudio:

- 16 casos fueron excluidos por material histolégico insuficiente (11casos) o

artefactado (5 casos).

- 3 casos fueron excluidos debido a una insuficiente recuperacién antigénica
en el Estudio Inmunohistoquimico.

- 20 casos no entraron en el estudio cuantitativo al evidenciarse escaso
nimero de papilas cortadas transversalmente o por la presencia de
numerosos nicleos artefactados o apoptéticos inadecuados para el Estudio
de Imagen.

- 29 casos fueron excluidos por la falta de un seguimiento clinico de al
menos 3 afios (16 casos), por la existencia de un diagnéstico anatomo-
patolégico previo de carcinoma papilar urotelial de alto grado (6 casos), o
por un diagnéstico anatomo-patolégico en la mucosa vesical en vecindad

de displasia urotelial (1 caso) o carcinoma in situ (4 casos).
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42. METODOS

4.2.1. REVISION CLINICO-PATOLOGICA (ESTUDIO
RETROSPECTIVO)
Los datos clinico-patolégicos generales y del seguimiento se obtuvieron a

partir de las historias clinicas, las cuales fueron consultadas en el Archivo Central de

Historias del HCUV. No se consideraron, por informacién clinica insuficiente, el lugar
concreto de asiento en la vejiga de la neoplasia primaria y de las recurrencias, asi
como tampoco se considerd en el estudio el habito tabiquico de los pacientes antes del
diagnéstico inicial y en el curso del seguimiento.

Sin embargo, a partir de los esquemas gréficos realizados por el urélogo en su
informe quinirgico se puede deducir que la mayor parte de neoplasias recidivaron a

distancia del tumor primario.

4.2.1.1.Edad y sexo

La edad se valoré en afios desde el momento en que se emiti6 el informe
anatomo-patoldgico inicial en el que se confirmaba el diagnéstico de neoplasia vesical
urotelial papilar de bajo grado.

El sexo fue considerado como una variable dicotomica: 1- Mujer. 2- Varén.

4.2.1.2.Técnica endoscopica (CISTOSCOPIA)

En todos los casos estudiados se llevé a cabo el estudio cistoscopico de toda la
mucosa vesical y a partir de dicho estudio se obtuvieron datos en relacién con la
morfologia y el tamafio de las lesiones, y se realiz6 no sélo una reseccion total del
tumor sino también lavados vesicales y, en ocasiones, un estudio randomizado de la

mucosa vesical sana.
4.2.1.3.Tamafio y niimero de tumores

El tamafio y la multiplicidad tumoral se valoraron sobre la base de los informes

cistoscopicos del tumor primitivo. El primero en centimetros y el segundo como tumor
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tnico (1) o multiple (2). En el caso de neoplasias vesicales multiples se consider

siempre la de mayor tamaiio.

4.2.1.4.Grados clinicos "corregidos' de Parmar

Se valoraron los grados clinicos en funcién del nimero de recurrencias y de un
intervalo libre de enfermedad (ILE) corto, aunque en nuestro estudio se consideré
"corto" de forma arbitraria un tiempo de 9 meses, al ser éste el mejor nivel de corte en

la estratificacién de los grupos.

4.2.1.5.Tratamiento adyuvante intravesical (TAI)
Se wvaloré la instilacién intravesical de agentes terapéuticos locales
(inmunoterapia y/o quimioterapia) en los afios posteriores al diagnéstico, sobre todo en

los casos con recurrencias multiples.

4.2.1.6.Seguimiento clinico-patolégico

Los datos referentes al seguimiento se obtuvieron fundamentalmente a partir de
los estudios cistoscopicos realizados desde el diagnéstico inicial. El perfodo de
recogida de datos referentes al seguimiento se cerr6 definitivamente en marzo del
2000.

¢ Recidiva o recurrencia tumoral

Se consider6 recidiva o recurrencia tumoral a la existencia dé un nuevo tumor
vesical en la misma zona o a distancia del primario, confirmado en el estudio
anatomo-patolégico realizado tras su identificacién y reseccién endoscépica. Una
citologfa urinaria positiva no se consider6 recidiva al tratarse de una técnica con un
elevado porcentaje de falsos positivos. Asimismo, una imagen cistoscépica tumoral
tampoco fue considerada como recurrencia sin la confirmacién histolégica de la
misma, debido a la existencia de lesiones excrecentes no tumorales (cistitis,
hiperplasias, etc.).

En el transcurso del seguimiento, un diagndstico de carcinoma in situ

(CIS/TIS) o de displasia urotelial exclufa automaticamente a los casos del estudio.
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e Tiempo de seguimiento

Se contabilizé en meses desde el diagnéstico anatomo-patolégico (A-P) inicial

hasta la Gltima cistoscopia (negativa o positiva).

e Intervalo libre de enfermedad (ILE), de recurrencia o tiempo de

supervivencia

Se contabiliz6 también en meses contando desde el diagnéstico anatomo-
patologico inicial hasta la confirmacion histolégica de una recidiva o hasta la
finalizaci6n del seguimiento si no hubo recidiva tumoral.

e Tasa de recurrencia (TR), recidiva o nueva recidiva

Se trata de un coeficiente que se define como el n° de recurrencias confirmadas
dividido por los meses de seguimiento y multiplicando la cantidad resultante x100. A
la ausencia de recurrencias se le asign6 un valor "0" si el seguimiento fue superior a §

afios, y un valor de "0.5" si éste fue menor de 5 afios (entre 3 y 5).
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4.2.2. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Para cada caso se procedié al estudio histolégico exhaustivo de todas las
secciones teflidas con H-E. Posteriormente, se revis6 la histopatologia de las
neoplasias primarias y las recidivas a lo largo del seguimiento, valordndose los

siguientes parametros:

4.2.2.1.Grado histolégico

En los informes anatomo-patolégicos el grado histolégico estaba asignado
segtn los criterios cldsicos de la OMS, 1973 (Mostofi y cols., 1973), por 2 pat6logos
distintos. Inicialmente, se consideraron vélidos para el estudio s6lo aquellos casos
diagnosticados de grado 1 de la OMS, mientras que los casos diagnosticados de grado
2 fueron revisados para seleccionar aquellos tumores mejor diferenciados (grado 2a de
Bergkvist). De esta forma, fueron incluidos en el estudio un total de 18 casos grado 2a
de Bergkvist, mientras que el resto de tumores "més indiferenciados" (grado 2b de
Bergkvist) fueron excluidos del mismo. En definitiva, de los 120 casos totales, 102
eran grado 1 y 18 grado 2 (G2a).

Todos los casos de neoplasia de bajo grado histolégico fueron revisados de
nuevo por 2 patdlogos distintos, los cuales asignaron un nuevo grado histolégico
conforme a la clasificacién de consenso de la OMS/ISUP (1998-9): neoplasias de
Bajo Potencial Maligno (BPM) y neoplasias de Bajo Grado (BG). En concreto, uno de
los pat6logos valor6 el grado secundario (diagnéstico 1): grado més elevado del tumor
o zona tumoral més atipica, y el otro tuvo en consideracion el grado primario
(diagnéstico 2): grado predominante en la mayor parte del tumor. Todo ello segun los
criterios basicos aplicados en el ultimo sistema de clasificacién en 2 nimeros de
Cheng y cols. (2000a).

A partir de estos valores se elaboré indistintamente un grado conjunto,
resultado de la suma de los 2 grados anteriores (diagnéstico 1+2). La definicién de
este grado conjunto resulté en 3 categorias distintas que se cuantificaron como: 1+1=2
(grado 1), 2+1/1+2=3 (grado 2) y 2+2=4 (grado 3), en relacién con que a las
neoplasias de BPM se les asignara un valor igual a 1 y a los carcinomas de BG un
valor 2.
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Figura 4.1. Esquema representativo de una
neoplasia de bajo potencial maligno (izd.) y
un carcinoma de bajo grado (dch.)

4.2.2.2.Estadio tumoral

Los 120 casos de nuestra serie fueron estadificados inicialmente segun los
criterios clasicos de Jewett-Marshall (1956), y su correlato en la clasificacion de la
OMS (1974-1992):

1- Tumores vesicales limitados a la mucosa (estadio 0/ pTa de la OMS).

2- Tumores con invasion de la lamina propia (estadio A/ pTl de la OMS).

Se diferenci6 entre tumores limitados a la mucosa (1), tumores con invasion
focal de la lamina propia (2) y tumores con invasion difusa de la lamina propia (3),
segun los criterios de la nueva clasificacion consensuada de la OMS/ISUP (1998-9).

Ninguno de los casos de nuestro estudio invadia inicialmente la muscular

propia de la vejiga (estadio B / pT2-3a).
4.2.2.3.Progresion tumoral

Se considero6 progresion tumoral a la presencia en las recidivas neoplasicas de:

- Progresion en estadio con invasion de la capa muscular propia de la vejiga.
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- Progresién en grado hasta neoplasias de alto grado (NAG) de la OMS/ISUP

(1998), es decir, progresién a un grado superior de desdiferenciacién
(grados clasicos 2b y 3; OMS grado 2 y 3 de la clasificacién de Consenso,
1998).

Inicialmente, la progresién tumoral fue informada subjetivamente por el

patélogo en las recidivas tumorales. Sin embargo, mediante técnicas cuantitativas por

andlisis de imagen se confirmé objetivamente un incremento notable en el drea nuclear
(ANM y DEANM), el perimetro nuclear (PNM y DEPNM) y la ploidia tumoral en
todas las zonas del tumor.

Estos resultados fueron confirmados al compararlos con el promedio de un
estudio cuantitativo realizado en 20 casos de carcinomas vesicales de AG (NAG)

seleccionados previamente, como puede observarse en la tabla siguiente:

Tabla 4.1. Estudio cuantitativo comparativo segiin las diferentes zonas tumorales
de 20 carcinomas de alto grado (OMS grado 2, 1998) y los 7 casos de nuestro
estudio con progresién en el grado histolégico

Grado2(b) | ANM | DEANM | PNM | DEPNM | FF | DEFF Ploidia
(22 casos) | (um?) (um?)
Z1 37.8 8.59 249 3.61 0.77| 0.09 Diploide (14)
Hiperdiploide (8)
72 40 8.8 26 382 10.76]| 0.09 Diploide (10)
Hiperdiploide (12)
73 73.6 11.8 35.5 412 [0.76] 0.08 | No diploide (22)
74 26.3 4 20.7 214 10.79| 0.09 Diploide (22)
Progresion | ANM | DEANM | PNM | DEPNM | FF | DEFF Ploidia
engrado | (um’) (um’)
(7 casos)
Z1 38.4 10.9 26.1 352 |[0.70( 0.08 Diploide (4)
Hiperdiploide (3)
Z2 40.9 11.2 26.7 3.88 |0.70f 0.07 Diploide (5)
Hiperdiploide (2)
73 71.8 14.2 349 468 069 0.08 No diploide (7)
74 29.9 5.1 23.8 199 10.77| 0.09 Diploide (7)
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4.2.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.2.3.1.Técnica de inmunotincién

Se seleccionaron en primer lugar las secciones tumorales més representativas
en funcién de que incluyeran las 4reas mads atipicas, tanto celular como
arquitecturalmente.

Se realizaron cortes de 3 micras en los bloques seleccionados.

La técnica empleada fue la técnica de avidina-biotina-inmunoperoxidasa

(ABC) descrita por Hsu SM y cols. (1981) aunque con las siguientes modificaciones:

1°) Desparafinizacién: Consistié en calentar las preparaciones 12-24 horas
en la estufa de 37°C, y 45 _min mas en la estufa de 60°C. Posteriormente, se
incluyeron dichas secciones en xilol durante 20 min (varios pasos).

2°) Hidratacién con alcoholes decrecientes (varios pasos) de 90, 80 y 70%,
y lavados en agua corriente y destilada. '

3°) Pretratamiento de recuperacién antigénica: Se utilizd una solucién
tampon especifica (tampén citrato) diluida 1/10 en agua destilada, se
introdujeron las secciones en esta solucién y después en un autoclave
("Microclave Selecta") hasta una presién de 1.5 atmoésferas durante 5 min.
Luego, se llevé a cabo la descompresién y el enfriamiento lento de los
preparados. Una vez enfriados en un bafio con agua corriente, las secciones se
lavaron de nuevo con agua destilada.

4°) Inhibicién de la peroxidasa endégena con 97 volimenes de metanol al

2% por 3 volimenes de agua oxigenada a temperatura ambiente durante 30
min. Una vez pasado este tiempo se lavaron de nuevo en agua destilada.

5°) Se secaron los cristales y se cerclaron las preparaciones con
"sigmacote" (Sigma co) rodeando el corte para evitar asi la expansién del
anticuerpo (Ac).

6°) Bloqueo de la coldgena tisular para evitar la unién de las
inmunoglobulinas al estroma. Para ello se utilizaron 2 voliimenes de suero de
caballo por cada 8 de suero fisiolégico en una solucién final al 20% y se dejé

durante 20 min.
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7°) Se voltearon los preparados y sin lavarlos se afiadié el Ac primario, el
cual se incub6 45 min a temperatura ambiente.

8°) Se lavaron 3 veces las preparaciones con PBS y se incub6 seguidamente
con el Ac secundario (dilucién 1:100 en suero de caballo al 10%) durante 30
min. El tipo de Ac secundario varié segin el origen del Ac Primario fuera
"mouse" o "rabbit" (Tabla 4.2).

9°) Se lavaron las preparaciones 3 veces con PBS y se afiadi6 el complejo

ABC durante 30 min (este complejo se prepar6é con 30 min de antelacién).

10°) Se volvieron a lavar las preparaciones 3 veces con PBS y se procedi6 a
continuacién al revelado de la reaccion mediante una solucién de
diaminobenzidina tetrahidroclorhidrica (DAB) en un tampén de 1ris-
clorhidrico 0.2 M hasta un ph=7. Una vez ajustado el ph se afiadi6 la DAB y
por ultimo el agua oxigenada pura de 110 volimenes (para 100 ml de Tris se
utilizan 75 mg de DAB y 50 microlitros de agua oxigenada). Durante el
revelado las preparaciones se protegieron de la luz en la estufa de 37°C durante
5 min y al acabar el revelado se lavé con agua corriente y se verti6 el liquido
de revelado en un recipiente con lejia, cuidando de limpiar correctamente todos
los instrumentos reutilizables que hubieran estado en contacto con la DAB.

11°) Se contrastaron los nicleos con hematoxilina de Harris durante 30 seg,
se deshidrataron los cortes con alcoholes crecientes y finalmente se realizaron

varios pasos en xilol y se montaron los cubreobjetos con "entellan" (Merck co).

4.2.3.2.Control y valoracién de los resultados

La valoracién de la positividad de un tumor frente a un Ac determinado

depende del tipo de Ac (clon especifico utilizado), del valor umbral positivo

considerado, etc.

Asimismo, como control de calidad de la muestra se utilizé un control interno

(en el tumor o en los tejidos no tumorales incluidos en la muestra) y un control externo

(otro tumor de inmunofenotipo conocido).

Para cada Ac se utilizé también un control positivo y un control negativo,

ambos de positividad o negatividad conocidas previamente:
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Control positivo: Consistié en la realizacion de la técnica IHQ completa sobre una
seccién tisular de positividad conocida para cada Ac. De esta forma se facilit6 la
reproductibilidad del método y aument6 la consistencia de los resultados.

Control negativo: Consistié en incubar una seccién tisular idéntica a la del control
positivo, omitiendo en unos casos el Ac primario y en otros el Ac secundario, y

sustituyéndolos ambos por suero de caballo al 10% en cada caso.

o Ki-67 (MIB-1)

Este Ac reacciona especificamente con un epitopo del Ag nuclear Ki-67, el
cual se expresa inicamente en las células en ciclo (fases G1, S, G2 y M). Isotipo IgG1
(Cattoretti y cols., 1992). La reactividad es exclusivamente nuclear y de gran utilidad
en la investigacién de la fraccién de crecimiento tumoral o indice Ki-67-MIB-1. En
nuestro estudio se utiliz6 la dilucién recomendada por BIOMEDA de 1:50 (Tabla 4.2).

Se consider6 positiva una reactividad nuclear intensa o moderada, o bien una
reactividad débil con un marcaje intenso de los nucleolos. Por el contrario, se
consideraron negativos los niicleos arreactivos o con marcaje débil junto a nucleolos
débil o moderadamente marcados.

Se contabilizaron las 4reas de mayor densidad de nticleos positivos y se
valoraron 1000 nicleos por cada caso (500 de la porcién vegetante del tumor y otros
500 en la base tumoral).

En el tumor se consider6 también la distribucién del indice proliferativo dentro
de las papilas: 1- proliferacién en la capa basal (células basales). 2- proliferacién en el
resto de capas (células basales y/o superficiales).

Segin la tasa global de positividad en %o se crearon otras 4 categorias distintas:

1- (0-50%o0). 2- (51-100%o0). 3- (101-150%o). 4- (>151%o).
La distribucién de é4reas proliferativas segtn las diferentes zonas del tumor fue:

- Distribucién 1 (Fontana D y cols., 1992): 1) Distribucién apical o
vegetante. 2) Distribucién mixta o en la base de implantacién.

- Distribucién 2 (Mulder AH y cols., 1992): 1) Distribucién capa basal. 2)
Distribucién mixta. 3) Distribucién superficial o difusa (en todas las capas

o en las capas superficiales).

85



MATERIAL Y METODOS

Figura 4.2. Distribucion 1: A-Apical o vegetante B-Difusa C-Basal

V oo

L] .li

Figura 4.3. Distribucion 2: a-Basal. b-Difusa. c-Superficial

* Proteina p53 (clon D07)

Este Ac reconoce un epitopo del extremo amino-terminal de la proteina p53
humana, isotipo IgG2b kappa (Vojtesek y cois., 1992). El Ac reacciona
especificamente contra los tipos "salvaje” y "mutante" de la proteina p53, con una
reactividad predominantemente nuclear. DAKO recomienda para este Ac una dilucion
comprendida entre 1:50 y 1:100. En nuestro estudio se utiliz6 una diluciéon 1:50 (Tabla
4.2).

Se consideraron positivas las células tumorales con reactividad nuclear intensa
o moderada, mientras que los nucleos arreactivos o con reactividad débil se
consideraron negativos. Se consideraron, asimismo, diferentes niveles de positividad
de acuerdo con estudios anteriores (0, 10 y 20%), preferentemente en las areas

tumorales donde se apreci6 subjetivamente una mayor densidad de ntcleos positivos.
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¢ Bcl-2 (clon 124)

Este Ac reacciona de forma especifica contra la oncoproteina bcl-2 a nivel
citoplasmético. Isotipo IgG1-kappa (Pezzella y cols., 1990). La dilucién recomendable
segin DAKO varia entre 1:40 y 1:80. En el presente estudio se utilizé una dilucién
1:50 (Tabla 4.2).

Se consideraron positivas las células tumorales que mostraron reaccién
citoplasmética moderada o intensa mientras que las células arreactivas, con tincién
débil o con reactividad nuclear se consideraron negativas. Se diferenciaron, asimismo,
3 patrones especificos de tincién: 1- Ausencia de reaccion. 2- Positividad en la capa
basal. 3- Positividad en las capas superficiales no basales (intermedias y apicales). El
nivel minimo de positividad se determiné en el 5% y como control positivo interno se

utiliz6 el urotelio normal y los linfocitos de la submucosa.

e CerbB-2 (clon CB11)

Este Ac reacciona especificamente con un péptido en un lugar del dominio
interno de la oncoproteina c-erbB-2, siendo un patrén de tincién de membrana y
citoplasmaético. Isotipo IgG1 (Corbett y cols., 1990). NOVOCASTRA recomienda una
dilucién 1:40, que fue la misma que se utiliz6 en nuestro estudio.

Se consideraron positivas las células tumorales con una reactividad de
membrana intensa o moderada y negativas las células arreactivas o con positividad
débil. Se consideraron 2 niveles de positividad: 0% y 30%.

e Citoqueratina basal (clon 348E12)

Este Ac identifica queratinas de alto peso molecular (66Kd y 57Kd) especificas
contra las citoqueratinas 1, 5, 10 y 14 (isotipo IgG1, Kappa). La dilucién recomendada
por DAKO es entre 1:25 y 1:50. En el presente estudio se utilizé una dilucién de 1:40
(Gown y Vogel, 1982).

Se valoré6 por un lado la distribucién de la reactividad en las papilas tumorales,
distinguiendo: 1- una distribucién basal en las células situadas junto al eje conectivo
vascular central, 2- una distribucién difusa en todas las capas del urotelio, y 3- una
distribucién mixta si ocupaba entre el 40 y el 60% del total. Se consider6 por tanto que
un patrén de positividad era basal o difuso si ocupaba >60% del tumor
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No hubo casos negativos y como control positivo interno se observéd

positividad en las capas basales del urotelio normal.

Tabla 4.2. Relacién de los anticuerpos utilizados en nuestro estudio

Clon Casa comercial | Dilucién Origen mw
CK-basal |34BE1,2 DAKO 1/50 | monoclonal | si
C-erbB-2 | CB11 | NOVOCASTRA | 1/40 - | monoclonal | sf
Bcl-2 124 DAKO 1/50 monoclonal | si
P53 DO-7 DAKO 1/50 monoclonal | si
Ki-67-MIB-1 | MIB-1 BIOMEDA 1/50 monoclonal | si
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4.2.4. METODOS EN PATOLOGIA CUANTITATIVA

4.2.4.1.Andlisis de imagen
Los estudios cuantitativos (morfométricos y citométricos) se llevaron a cabo
mediante el sistema de andlisis de imagen CUE-2 (Olympus). Este sistema se
compone de los siguientes elementos:
1. Un dispositivo de captacion de la imagen (cdmara de video CCD).
2. Un dispositivo para la visualizacién de imagenes (monitor de video).
3. Un procesador digital de imagenes que transforma la imagen inicial en

otra imagen digitalizada que facilita su posterior manipulacién.

4. Un microscopio Olympus modelo BH-2 con tubo adaptador para la
camara de video.

5. Un ordenador equipado con un "software" para el anilisis,

manipulacién, almacenaje y transmisién de la imagen.

En concreto, el andlisis digital de imé4genes histolégicas es un proceso continuo

que consta de diferentes pasos:

e Adquisicién de la imagen: CAPTACION de los campos histolégicos mas
representativos que posteriormente son transformados en una imagen
digitalizada. La imagen se descompone en 512 intervalos, puntos o "pixels"
a lo largo de 512 lineas horizontales y verticales en una escala de grises que
va desde el negro (nivel 0) al blanco (nivel 255). Se utiliz6 siempre el
objetivo de 50x.

e Procesado de la imagen: MAQUILLADO, REALCE o RESTAURACION
de la imagen digitalizada. Se mejora el contraste regulando la escala de
grises y el nivel de luz del microscopio, y se elimina el "ruido de fondo" o
interferencias generadas en la transmisién de la sefial.

o Segmentaciébn de la imagen: Se define un VALOR UMBRAL o
"thresholding" en la escala de grises, de forma que los valores o pixels por
encima de ese umbral son considerados parte constituyente del objeto y los

valores por debajo se entienden como "ruido de fondo".
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En el proceso de segmentacion semiautomatica se seleccionan los
objetos a estudiar y se individualizan los elementos vecinos evitando el
solapamiento.

Se delimitan, asimismo, los limites nucleares y la intensidad de luz,
tomando como referencia un nicleo "ideal” dentro del conjunto de nticleos

que se observan dentro de cada campo histologico.

Figura 4.4. Definicion grafica del valor umbral o "thresholding’

Analisis de los objetos seleccionados: Es el momento en que se realiza el
VERDADERO ESTUDIO MORFOMETRICO de los casos. Los resultados
obtenidos se almacenan en un banco de datos del ordenador y con
posterioridad estos datos son filtrados y elaborados por un programa
informatico, quedando excluidos del estudio los casos que no cumplen una
serie de criterios preestablecidos en el disefo inicial del trabajo y en
relacion con los datos recogidos en los distintas series publicadas

previamente (Wells y cois., 1992; Hamilton y Alien, 1995).
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«iMfer

Figura 4.5. Analizador de imagen (Olympus)

4.2.4.2 Reaccion de Feulgen.
Esta técnica histoquimica es el método mas extendido en la realizacion de
estudios morfométricos y citométricos. La reaccion comprende 2 pasos fundamentales:
* Hidrdlisis acida del puente de purina (N-Cl-desoxirribosa) presente
unicamente en el ADN. En esta reaccion se generan en potencia grupos
aldehidos.
* Demostracion quimica de los grupos aldehidos. Las purinas se disocian y
los grupos Cl-hidroxilo aparecen en las moléculas de desoxirribosa. Estos
grupos se colorean con el "reactivo de Schiffl color magenta de la

cromatina (Bancroft y Cook, 1994).

METODO DE FEULGEN:
1- Desparafmar las secciones en la estufa de 37°C durante 24 horas y
después en 3 pasos consecutivos en xilol.
2- Hidratar con alcoholes decrecientes (90-80-70%).
3- Lavar con agua destilada.
4- Hidrdlisis &cida con écido clorhidrico 3.5N a 37°C durante 40 min.
5- Lavar con agua corriente y destilada.

6- Afiadir el "reactivo de Schiff" durante 30-60 min.
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7- Lavar con agua corriente y destilada.
8- Deshidratar con alcoholes crecientes (70-80-90%).

9- Montar el cubreobjetos con "entellan" (Merck co).

4.2.4.3.Estudio morfométrico

Con técnicas de andlisis de imagen se realiz0 un estudio morfométrico de
planimetria y densitometria, en el cual se analizaron 4 pardmetros distintos:

- Area nuclear media (ANM) + la desviacién estandar (DE).
- Perimetro nuclear medio (PNM) + DE.
- Factor de forma (FF) o redondez + DE.
- Densidad optica integrada (IOD) = DE.

Previamente, se habian seleccionado las 4reas neoplasicas para el estudio. Se
eligieron siempre las areas tumorales subjetivamente mas atipicas y dentro de éstas se
consideraron, a su vez, las siguientes zonas:

- ZONA 1 (ZP: Se corresponde con los nicleos de las células de capas
intermedias en papilas cortadas transversalmente, sin considerar las

células mas superficiales o "células paraguas".

Figura 4.6. Zona papilar externa o zona 1 (Z1)
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- ZONA 2 (Z2): Dentro de las mismas papilas cortadas transversalmente

se midieron los nicleos de las células bésales y parabasales.

Figura 4.7. Zona papilar interna o zona 2 (Z2)

ZONA 3 (Z3 6 Z10a): Se corresponde con los 10 nucleos mas atipicos,
independientemente de su localizacion y de como estuviera orientada la
seccion de la papila (transversal, longitudinal u oblicua). Se rechazaron

las "células paraguas" de las capas mas superficiales.

Figura 4.8. Zona papilar atipica, zona 3 o Z10 (Z23)
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- ZONA 4 (Z4 6 z10b): Correspondiente a los 10 nicleos de menor
tamafio independientemente de cémo estuvieran cortadas las papilas.

Los resultados de todas las 4dreas morfométricas se compararon, asimismo, con
las medidas control de 7 PAPILOMAS y de 25 muestras de UROTELIO NORMAL:

Papiloma | ANM | DEANM |PNM | DEPNM | FF | DEFF Ploidia
(7 casos)
Z1 26.1 4.94 21 2.73 0.76 | 0.09 Diploide (7)
z2 27.5 5.06 21.5 2.76 0.76 | 0.09 Diploide (7)
Zz3 39.1 6.41 26.3 3.22 0.74 | 0.09 Diploide (1)
Hiperdiploide (6)
74 19.2 2.20 17.4 1.24 08 | 0.05 Diploide (7)
Urotelio 25.1 4.27 20.5 2.53 0.76 | 0.09 Diploide (25)
Normal
(25 casos)

*En el caso concreto del urotelio normal se consideré vinicamente una zona, aunque se rechazaron de
nuevo las células mds superficiales.

4.2.4.4.Estudio citométrico

Es el estudio de la CANTIDAD DE DNA, INDICE DE DNA (1.D) o PLOIDIA
TUMORAL. La ploidia se determiné en nuestro estudio a partir de los valores
densitométricos (IOD) de las zonas 1, 2 y 3. Como valor diploide interno de

referencia se midieron 50-70 linfocitos intratumorales y se les adjudicé el valor "1". El

factor de correccién del valor diploide era incluido autométicamente por el programa
informético.

Para cada caso se cuantific6 el I.D de 100-150 niicleos en Z1 y Z2, escogiendo
las 4reas subjetivamente més atipicas y mejor conservadas. Se cuantific6, asimismo, el
L.D de los 10 niicleos m4s atipicos (Z3), los cuales resultaron ser también los de mayor
area; y de los 10 nucleos de menor tamaiio (Z4).

La sistematica utilizada fue dividir el valor del canal problema por el valor del
canal diploide de referencia en funcién del IOD. El resultado obtenido se valoré segin
los criterios definidos por Bocking y cols. (1984) y recogidos en la "Reunién de
consenso de métodos en Patologia Cuantitativa" (Bbcking y cols., 1995):
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1- Valor Diploide (2¢): I.D=0.9>1.10.
2- Valor Hiperdiploide: I.D=1.11>1.39.
3- Valor Triploide (3c¢): I.D =1.40> 1.60.

4- Valor Hipertriploide: I.D=1.61>1.89.
5- Valor Tetraploide (4c): 1.D =1.90>2.10.
6- Valor Hipertetraploide: ~ 1.D=2.11>2.39.
7- Valor >5¢: 1.D >2.40.

Para facilitar el manejo de los resultados en ocasiones se utiliz6 el término
Aneuploide para definir aquellos casos que no eran diploides ni tetraploides; aunque,
con mayor frecuencia lo que se hizo fue considerar en una misma categoria a los

valores diploides e hiperdiploides y en otra al resto de valores con I.D no diploide ni
hiperdiploide.
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4.2.5. ESTUDIO ESTADISTICO

4.2.5.1.Generalidades

Se realizaron estudios estadisticos de tipo bivariante (univariante) y
multivariante (multivariable) con ayuda de un programa informatico para Windows.

Los resultados fueron introducidos en una hoja de calculo "Excel", donde los
datos se dispusieron en tablas segin una serie de variables codificadas con caracteres

numéricos (variables cuantitativas y semicuantitativas):

Variable

1. Edad

2. Sexo

3. Grado histolégico
4. Estadio tumoral

5. Diagnéstico 1

6. Diagnéstico 2

7. Tratamiento adyuvante

8. Tamafio tumoral

9. Tiempo de seguimiento
10.Numero recurrencias

11.Tasa de recurrencia (TR)
12.Intervalo libre enfermedad (ILE)
13.Progresién tumoral

14.Ntamero de tumores

15.Grados clinicos de Parmar

16.Z1-ANM

Subdivisiones

(afios)

1.Mujer 2.Varén

1.Grado 1 2.Grado 2a
1.Limitado mucosa 2.Invasién
focal LP 3.Invasi6n difusa LP
1.BPM 2.BG

1.BPM 2.BG

1.No 2.Si (MMC/Thiotepa/BCG)
(centimetros)

(meses)

(variable numérica cardinal)
(variable numérica con decimales)
(meses)

1.No 2.Si

1.Unico (1) 2.Muiltiple (2 6 més)
1.Unico y recurrencia tardia
2.Unico y recurrencia precoz /
miltiple y recurrencia tardia
3.Multiple y recurrencia precoz
(variable numérica con decimales)

Al
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4 U
39.ZA-FFDE (variable numérica con decimales)
40.Z1-Ploidia 1.Diploide 2.Hiperdiploide

3.Triploide 4.Hipertriploide
5.Tetraploide 6.Hiperploide

7.>5¢

41.Z2-Ploidia - (idem)

42.73-Ploidia (idem)

43.Citoqueratina basal 1.Distribucién basal
2.Mixta
3.Distribucién difusa

44 .Bcl-2 1.Negativo
2.Positivo células basales
3.Positivo resto de capas

45.C-erbB-2 1.Negativo (< 30%)
2.Positivo (230%)

46.C-erbB-2 (%)

47.P53 (%)

48.P53 1.Negativo (< 10%)
2.Positivo (210%)

49.P53 1.Negativo (< 20%)
2.Positivo (220%)

50.Ki-67 (MIB-1) (%0)

51 .Ki-67 (MIB-1) 1.Distribucién apical o vegetante
2.Distribucién base tumoral o
difusa

52 Ki-67 (MIB-1) 1.Distribucién capa células basales
2.Distribuci6én mixta
3.Distribucién resto de capas

A continuacion se representa el modelo técnico de ficha empleado en nuestro

estudio de investigacién:
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PACIENTE EDAD SEXO
|| 691
Grado Histologico 1‘ Estadio Tumoral JJ
Patologo 1 2| Tamafio 15
Patologo 2 2|
Tratamiento 2(MMC)
Seguimiento 128
Tasa Recurrencia i 1.561
n° recurrencias | 71
ILE p36i Progresion 1 Parmar ]
ESTUDIO CUANTITATIVO
Z1-ANM  34; Z1-SDANM #7] Z3-ANM 60| Z3-ANMSD =J1
ZI-PNM  22i ZI-SDPNM A/  Z3-PNM 30 Z3-PNMSD ],
Z1-FF 0,91 Z1-SDFF 0.061  Z3-FF 0.9 Z3-FFSD  0,07)
Z2-ANM ZSl Z2-ANMSD ~5% Z4-ANM ~25| Z4-ANMSD Q
Z2-PNM 22| Z2-PNMSD Mf Z4-PNM 19] Z4-PNMSD « JL
Z2-FF 0.9] Z2-FFSD 0,05 Z4-FF 0.9] Z4-FFSD 0.05)
Z1-Ploidia | 1l Z2-Ploidia [ 1] Z3-Ploidia | 4[

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO]

CKbasal | 3|
BCL-2 1 2|

Ki-67(MIB-1)

Ki-67(1-4)

103 Ki-67(distr-1)
3] Ki-67(distr-2) ~

P53 (%)

M

| P53(10%) H:ij
L P53(20%) [_JJ

S1
1
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Finalmente, se procedié a la definicion exacta de los grupos pronésticos o
reales de forma retrospectiva a partir de los datos obtenidos del seguimiento. A estos 2
grupos se les denomind: Bajo Potencial Maligno real (BPMr) y Bajo Grado real
(BGr):
e BPMr: Se define asf a aquellos tumores que presentan una TR < 1, ILE
>9 meses, y ausencia de progresién tumoral.
e BGr: Se define asi a los tumores que no cumplan alguna de las

condiciones anteriores.

4.2.5.2.Andlisis descriptivo
Este andlisis contiene, en formato de tablas, la distribucién de frecuencias de

todos los factores registrados en el estudio, sobre todo la media y la desviacién
estandar (DE).

4.2.5.3.Anélisis bivariante
Se utilizaron técnicas estadisticas PARAMETRICAS y NO PARAMETRICAS
en funcién de cada comparacién y el tamafio de las muestras:
*  Prueba y? de Pearson: Prueba de asociacién o dependencia entre 2 variables
categéricas. Por ejemplo, contrastar el nivel de dependencia de la variable n°

de tumores respecto a los grupos pronésticos reales.

Prueba U de Mann-Whitney: Se usa para muestras independientes y
contrasta la Homogeneidad en la distribucién de una variable (cuando menos
ordinal). Por ejemplo, contrastar si los pacientes del grupo pronéstico BPMr

presentan diferencias significativas respecto a los de BGr.

* Test de la t-Student: Contrasta la igualdad de la media de una variable de
distribucién normal en 2 muestras independientes. Por ejemplo, comprobar si
la distribuci6n de los grupos BPMr y BGr depende de 1a edad.
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4.2.5.4.Andlisis multivariante

Prueba de la Normalidad de Kolmogorov-Smirnov: Sirve para contrastar si

una variable sigue o0 no una distribucién normal.

Estudio de regresién logistica: Predice una variable binaria dependiente
desde un conjunto de variables independientes, para determinar asi la
probabilidad de un determinado suceso. Por ejemplo, se usa para determinar la
influencia de los factores independientes sobre los grupos prondsticos reales,
los cuales son entre si variables binarias dependientes. Este modelo logistico
expresa el "odds" como una funciébn exponencial de las variables
independientes, es decir, la razén entre la probabilidad (p) de tener un BPMr o
un BGr.

Andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier: Estudia el comportamiento de
los diferentes factores pronésticos (ILE, TR y progresién) para comprobar si
la distribucién de algn otro factor independiente genera o no curvas de
supervivencia significativamente distintas. Concretamente, se utiliza el test del
logaritmo del rango o probabilidad de que un paciente llegue libre de

enfermedad a un determinado tiempo desde la primera intervencion.

Andlisis de regresion de Cox: Permite la estimacién de pardmetros
relacionados con el riesgo que tiene un paciente por tener unas caracteristicas
clinico-patoldgicas determinadas. Se usa el "Método de Seleccién paso a paso
hacia delante", con criterios de mdixima verosimilitud, es decir, que
inicialmente todas las variables significativas estan fuera del modelo y en cada
interaccién se incorpora una variable al mismo. El proceso se detiene cuando

no quedan mds variables que incorporar.

Regresion lineal mailtiple: Se utiliza para predecir el valor de una variable
continua (por ejemplo la TR) como funcién lineal de una serie de covariables

independientes. Con este modelo se identifica la relacién lineal exacta que liga
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las variables, y se obtiene una expresién: Y=g + B1X; + B2Xa + ... + BuXa,
donde Y es la variable dependiente de interés (TR) y la X; son los factores
independientes. El pardmetro f es el coeficiente de regresién que estimara el
modelo. Para la estimacién de la bondad del ajuste utilizaremos el valor del
coeficiente de determinacién R2. Asimismo, se aplicara una validacién de los

residuos del modelo para verificar las hip6tesis del modelo lineal teérico
(normalidad, heterocedasticidad).

En todos estos estudios se consideré un nivel "p" de significatividad del 5%
(0=0.05), de manera que valores con p<0.05 indica una relacién estadisticamente
significativa.

Algunas de las variables estudiadas han sido recodificadas en 2, 3, 6 4
categorias o intervalos para evitar la dispersion de los resultados al cruzar las distintas
variables. Ademds, asi se facilita la interpretacién de los mismos y se aumenta la
fiabilidad en la aplicacién de los tests.

Si alguno de los cruces incluia un nimero reducido de casos se tuvo que acudir
necesariamente a las tablas del estudio estadistico descriptivo ya que, en ese caso, no

es posible aplicar con confianza los tests.
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5.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO GENERAL
Mediante este estudio se obtiene una distribucion simple de las frecuencias de

todas las variables (medias, desviaciones estandar, etc.).

5.1.1. DATOS CLINICO-PATOLOGICOS CLASICOS

5.1.1.1.Sexo
De los 120 casos de nuestro estudio 101 pacientes (84%) eran varones y 19
(16%) mujeres. Por tanto, la distribucion es favorable al sexo masculino con una

relacion aproximada de 5:1.

5.1.1.2.Edad
La edad media de los pacientes en el momento del diagnostico fue de 63.6
anos (DE: 11.7), siendo ligeramente superior en la mujer (66.4 +£11) que en el varon

(63.1 £ 11.8). La mayor parte de los casos se situ6 en el intervalo comprendido entre

los 51 y los 80 afios (Grafica 5.1).

Gridfica 5.1, Distribucion del numero total de recurrencias segiin la EDAD

20% - -
15%- '
10%- -
5%- '

0%
21 a 30 31 a 40 41 a 50 51 a 60 61 a 70 71 a 80 81 a90 91 a 100
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5.1.1.3.Grado histolégico

Segun el grado histolégico clasico (Mostofi y cols., 1973), 102 casos fueron
diagnosticados de G1 (85%) y 18 casos (15%) de G2 (G2a de la clasificacién
escandinava).

De acuerdo con la nueva clasificacién de consenso OMS/ISUP (1998) y el
sistema de clasificacion en 2 grados (Cheng y cols., 2000a) el diagnéstico 1 se basé
en el grado tumoral més atipico (grado secundario), con el cual se diagnosticaron 45
casos (37.5%) de Bajo Potencial Maligno (BPM) y 75 casos (62.5%) de Bajo Grado
(BG). Por su parte, el diagnéstico 2 se basé en el grado primario o predominante y con
éste se diagnosticaron 54 casos (45%) de BPM y 66 casos (55%) de BG. Por lo tanto,
hubo coincidencia en el diagnéstico en 91 casos (75.8%) y discrepancia en los 29
restantes (24.2%), en los que existia un clon celular més indiferenciado (Figuras 5.1 y
5.2).

5.1.1.4.Estadio tumoral

Seglin las recomendaciones de la clasificaciébn de consenso OMS/ISUP
(1998-9) 88 casos (73.3%) eran tumores no invasivos limitados a la mucosa (Ta), 28
casos (23.3%) infiltraban focalmente la submucosa (T1f), y tinicamente 4 (3.3%)
mostraron infiltracién difusa (T1d) (Figura 5.3).

5.1.1.5.Tamaflo tumoral
El tamafio tumoral vari6 entre los 0.4 cm del tumor més pequefio y los 6 cm del

mas grande. El tamaifio medio para los 120 casos fue de 2.19 £ 1.21cm.

5.1.1.6.Tratamiento adyuvante intravesical (TAI)

De los 120 casos totales, en 64 (53.3%) no se constaté ningin tipo de
tratamiento a lo largo del seguimiento, y a los 56 restantes (47.7%) se les administr6
TAI con BCG (bacilo Calmette-Guerin) (20 casos), MMC (mitomicina C) (35 casos) o

Thiotepa (1 caso).
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5.1.2. DATOS PRONOSTICOS (FUNCIONES DEL PRONOSTICO)

5.1.2.1.Seguimiento
El seguimiento clinico-patoldgico minimo desde el diagnostico inicial fue de 3
afios, el caso con seguimiento mas prolongado fue de 168 meses (14 afos) y el

seguimiento medio de los 120 casos fue de 76.6 meses (~6.5 afos).

5.1.2.2.Recurrencias

Un total de 43 casos (35.8%) no presentaron recurrencias durante el
seguimiento, y de éstos, 25 (58.1%) tuvieron un seguimiento superior a 5 afos. Por
otro lado, los 77 casos restantes (64.2%) presentaron al menos una recurrencia, con un
promedio de 1.27 recurrencias en 6.3 afios de seguimiento medio. La tasa de
recurrencia (TR1 media de los 120 casos fue de 1.69%, y hubo 152 recurrencias

totales, que se distribuyeron segun la siguiente grafica (Grafica 5.2):

Grdfica 5.2. Distribucion temporal del numero total de recurrencias

15 -

10 .
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5.1.2.3.Intervalo libre de enfermedad (ILE), de recaida o recurrencia

(tiempo de supervivencia)

El tiempo medio de Supervivencia de los pacientes fue de 42 meses, dentro de
un intervalo de confianza del 95% entre los 45 y los 58 meses. El tiempo de

Supervivencia més corto fue de 3 meses y el més largo de 99 meses.

5.1.2.4.Progresién tumoral
De los 120 pacientes del estudio, 11 (9.16%) mostraron progresién tumoral; y,
de éstos, 7 (5.83%) progresaron en grado hasta tumores de alto grado, y 4 (3.33%) lo

hicieron en estadio, con invasién de la capa muscular propia.

5.1.2.5.Grados clinicos "corregidos" de Parmar

En relaciébn con éste pardmetro clinico, 73 casos (60.84%) fueron
diagnosticados como tumores Parmar grado 1 (tumor tnico con ILE>9 meses), 42
casos (35%) Parmar grado 2 (tumor tnico con ILE<9 meses, o bien tumor multiple
con ILE>9 meses), y s6lo 5 casos (4.16%) fueron Parmar grado 3 (tumor multiple con
ILE<9 meses).

106



RESULTADOS

5.1.3. DATOS CUANTITATIVOS

5.1.3.1.Morfométricos

La media (M) y la desviacién estdndar (DE) de los 120 casos, asi como la
media de las DE (MDE) y su DE (DEMDE) se expresan en la siguiente tabla, donde se

consideran 4 zonas tumorales distintas: Z1 y Z2 (porciones externa e interna de la

papila), Z3 (10 nucleos mds atipicos) (Figura 5.4), y Z4 (10 niicleos méas pequefios).

Estos valores se comparan con los promedios correspondientes a muestras de urotelio

normal (25 casos), papilomas (7 casos) y carcinomas vesicales de alto grado (grado 2b

de la clasificacién escandinava o G2 de la OMS) (22 casos):

NBG (BPM/BG) | ANMiDE |(DEANMiDE| PNMiDE | DEPNMiDE | FFiDE
Zona 1 (Z1) 30.316.36 4.17+1.69 22.743.25 2.41+1.28 0.75+0.09
Zona 2 (22) 31.816.64 4.46+1.90 23.543.57 2.54+1.35 0.741+0.10
Zona 3 (Z3) 55.318.14 8.6613.11 30.943.32 3.04+1.05 0.7410.09
Zona 4 (Z4) 21.3+2.62 3.0010.95 18.611.70 3.00+0.95 0.7910.08

Urotelio Normal | 25.11+4.3 20.5+2.5 0.7610.09

Papilomas
z1 26.1+4.9 2182.7 0.7610.09
22 27.545.1 21.5+2.8 0.7610.09
73 39.11+6.4 26.313.22 0.74+0.09
74 19.242.2 17.4+1.2 0.810.05
Carcinomas AG
1 37.818.6 2513.6 0.77+0.09
72 4018.8 2613.8 0.7610.09
3 73.6111.8 35.5+4.1 1.840.08
24 26.314 21£2.1 0.79+0.09
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5.1.3.2.Citométricos

Por lo que respecta a los valores citométricos obtenidos por citometria de
imagen (CMI), las zonas tumorales 1 y 2 mostraron en general un contenido diploide
de DNA, de hecho, s6lo 9 casos (7.5%) de la zona 1 y 12 casos (10%) de la zona 2

presentaron un fndice d¢ DNA (I.D) superior a la diploidia. En cuanto a la zona 3

correspondiente a los 10 nicleos mds atipicos, 109 casos (90.8%) mostraron un
contenido no-diploide, mientras que sélo 11 casos (9.2%) fueron diploides (Grdficas
5.3a5.6).
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Grdfica 5.3. Histograma representativo del indice de integridad
optica integrada (LO.D) perteneciente a un caso diploide en la
zonas tumorales 1y 2 (a y b), hipertriploide en Z3 (c), y

linfocitos con indice de DNA (2¢) conocido (d)
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Grafica 5.4. Histograma representativo del indice de integridad
optica integrada (1.O.D) perteneciente a un caso diploide en la
zonas tumorales 1y 2 (a y b), tetraploide en Z3 (c), y linfocitos con
indice de DNA (2¢) conocido (d)
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Grdfica 5.5. Histograma representativo del indice de integridad
Optica integrada (1.0.D) perteneciente a un caso hiperdiploide en

Z1 (a), triploide en Z2 (b), hipertetraploide en Z3 (c), y linfocitos
con indice de DNA (2c) conocido (d)
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Grdfica 5.6. Histograma representativo del indice de integridad
optica integrada (1.0.D) perteneciente a un caso hiperdiploide
en Z1 y Z2 (ay b), contenido de DNA >5c en Z3 (¢), y linfocitos
con indice de DNA (2¢) conocido (d)
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5.1.4. DATOS INMUNOHISTOQUIMICOS

5.1.4.1.P53

De los 120 casos estudiados, 39 (32.5%) mostraron ausencia total de
reactividad (reactividad 0%), mientras que los 81 casos restantes (67.5%) mostraron
alguna reactividad (>0%) (Figura 5.5).

La media global de positividad de los 120 casos fue de 6.78%.

Situando el nivel de positividad en el 10%, 36 casos (30%) resultaron positivos
y 84 (70%) negativos, con el corte en el 20% sélo 15 casos (12.5%) fueron positivos,

mientras que con el punto de corte en el 15% resultaron positivos 25 casos (20.8%).

5.1.4.2.Bcl-2

Del total de casos, 83 (69.2%) presentaron negatividad para Bcl-2, 25 casos
(20.8%) mostraron positividad en células basales y los 12 casos restantes (10%) fueron
positivos en células no-basales (capas intermedias y superficiales).

Por tanto, 37 casos (30.8%) mostraron algln tipo de positividad para bcl-2

(Figura 5.6).

5.1.4.3.Ki-67 (MIB-1)

La media y la desviacién estindar para el indice proliferativo Ki-67(MIB-1)
fue de 107.6£50%..

Considerando los grupos definidos en 4 categorias (0-50, 51-100, 101-150,
>150) resulté6 que 12 casos (10%) pertenecian a la primera categoria, 49 casos
(40.8%) a la segunda, 34 casos (28.3%) a la tercera 'y 25 (20.8%) a la dltima categoria
con més del 15% (150%o) de niicleos en division.

Si los grupos se definen segin la distribucién 1, 38 casos (31.7%) mostraron
mayor indice proliferativo en el drea apical o vegetante y 82 (68.3%) en la base
tumoral o de forma difusa por todo el tumor. Finalmente, segtin la distribucién 2, 65
casos (54.1%) mostraron proliferacién en las células basales, 26 casos (21.7%) en el

resto de células y 29 casos (24.2%) presentaron una distribucion mixta (Figura 5.7).
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5.1.4.4.C-erbB-2

Si se considera la tasa total de células positivas (nivel de corte en el 0%), s6lo
10 casos (8.3%) presentaron ausencia total de expresion y los 110 casos restantes
(91.7%) mostraron una expresion variable de c-erbB-2 (Figura 5.8).

Teniendo en cuenta un nivel de corte del 30%, 77 casos resultaron negativos
(64.2%) y 43 positivos (35.8%).

5.1.4.5.Citoqueratina basal (clon Mab 343E12)
De los 120 casos, 21 (17.5%) mostraron una expresién basal, 82 casos (68.3%)
expresion difusa y 17 casos (14.2%) expresién mixta (Figura 5.9).

5.1.4.6.Bcl-2 (+) / P53(15%)

Considerando tnicamente los 37 casos positivos para Bcl-2, 25 (67.6%)
presentaron positividad en la capa de células basales y de éstos 21 (84%) fueron
negativos para p53 y 4 (16%) fueron positivos.

Por otro lado, de los 12 casos (32.4%) que mostraron positividad para bcl-2 en
células no basales, 8 (66.6%) fueron negativos para p53 y 4 (33.3%) fueron positivos:

Bcl-2 (+) /P53 P53() | P53(H Total
Bel-2 (+) Basal | 21(84%) | 4(16%) | 25 (100%)
Bcl-2 (+) No Basal | 8 (66.6%) | 4 (33.3%) | 12 (100%)
Total 29 (100%) | 8 (100%) | 37 (100%)

5.1.4.7.CK basal / Ki-67 (MIB-1) distribucién 2

Una vez excluidos los casos con una distribucién imprecisa de Ki-67
(distribucién 2 de tipo mixto), nos quedaron 79 casos en los que se comprob6 alguna
de las siguientes combinaciones posibles: 11 casos (13.9%) presentaron distribucién
basal de CK y Ki-67, 17 casos (21.5%) mostraron distribucién difusa de ambos Ac, 5
casos (6.32%) presentaron distribucién basal de CK y difusa de K1-67, y, finalmente,

46 casos (58.2%) mostraron distribucién basal de Ki-67 y difusa de CK.
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CK / Ki-67 dist. 2 CK basal-basal | CK basal-difusa Total

Ki-67-MIB-1 basal | 11 casos (13.9%) | 46 casos (58.2%) | 57 casos (73.1%)

Ki-67-MIB-1 difusa | 5 casos (5.4%) |17 casos (21.5%) | 22 casos (26.9%)

Total 16 casos (21.3%) | 63 casos (79.7%) | 79 casos (100%)
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5.2. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LAS DIFERENTES
VARIABLES Y LOS GRUPOS PRONOSTICOS REALES

Los grupos prondsticos reales se definieron a partir de los datos obtenidos en el
seguimiento:
o Neoplasias de bajo potencial maligno real (BPMr): TR <1/ILE > 9 meses
/ No Progresion. Es decir, casos con buen curso evolutivo.

e (Carcinomas de bajo_grado (BGr): TR > 1 y/o ILE < 9 meses y/o

Progresion. Es decir, casos que evolucionaron mal.

La tasa de Recurrencia media (TRM) de los 120 casos del estudio fue de
1.69%.

En el caso concreto del ILE (intervalo libre de enfermedad), 16 casos (13.3%)
tenfan un ILE<9 meses pero ninguno de ellos tuvo una TR<1 (TRM para el ILE fue de
3.61%).

Respecto a la progresion, 11 casos progresaron en grado o estadio pero ninguno
de ellos tuvo una TR< 1 (TRM para la progresién fue de 2.98%).
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5.2.1. ESTUDIO COMPARATIVO SIMPLE (ANALISIS

DESCRIPTIVO DEL GRADO)

Al comparar los grupos pron6sticos reales con los grupos de la antigua
clasificacién por grados de Mostofi (1973) y la posterior modificacién escandinava
(G1-G2a) se obtuvieron los resultados que aparecen en la tabla. Segiin estos datos, un

3.3% de casos G2a mostraron buena evolucién y un 48.3% de casos G1 evolucionaron

mal:
BPMr BGr Total
Gl 44 (36.7%) 58 (48.3%) 102 (85%)
G2a 4 (3.3%) 14 (11.7%) 18 (15%)
Total 48 (40%) 72 (60%) 120 (100%)

Asimismo, se compararon los grupos pronésticos con el grado asignado segin
la nueva clasificaciéon de consenso de la OMS/ISUP (1998) y la clasificacién en 2
nimeros de Cheng y cols. (2000). Segtin este sistema el diagnéstico 1 se corresponde
con el grado secundario m4s atipico y el diagnéstico 2 con el grado primario o
predominante. En nuestro estudio al aplicar el diagnéstico 1 hubo discordancia en un
12.5% de diagnésticos de neoplasias de bajo potencial maligno (BPM), que
evolucionaron mal y en un 15% de carcinomas de bajo grado (BG), que presentaron
un buen curso evolutivo; mientras que al aplicar el diagnéstico 2 se err6 en un 24.2%
de diagndsticos de BPM y en un 19.2% de diagnésticos de BG:

diagnéstico| BPMr BGr Total diagnéstico; BPMr BGr Total
1 2
BPM-1 | 30(25%) | 15%(12.5%) | 45 (37.5%) | BPM-2 | 25(20.8%) | 29*(24.2%) | 54 (45%)
BG-1 18*(15%) | 57 (47.5%) | 75 (62.5%) BG-2 24*(19.2%) | 42 (35.8%) | 66 (55%)
Total 48 (40%) | 72(60%) | 120 (100%) Total 48 (40%) | 72(60%) | 120 (100%)

Comparando ambos diagndsticos con los grupos prondsticos reales, segin se

aplique el grado secundario o primario, se advirtié que hubo una discordancia del 27%
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y el 43% respectivamente. Asimismo, ambos diagnésticos coincidieron en 91 casos
(75.8%) donde no se identificé un clon celular mas atipico y difirieron en 29 casos
(24.2%), en los cuales si que existia un clon celular més atipico en el seno del tumor.

Con objeto de encontrar un indice que se ajustara mas a los grupos prondsticos
reales se asigné un grado conjunto con 3 valoraciones, obtenido a partir de los
diagnésticos individuales (1 y 2). De esta forma, el grado conjunto 1: (BPM-1+BPM-
2), el grado conjunto 2: (BPM-1+BG-2/BG-1+BPM-2) y el grado conjunto 3: (BG-
1+BG-2):

Diagnéstico 1+2 BPMr BGr Total
Grado 1 24 (50%) 11 (15.3%)* 35(29.2%)
Grado 2 7 (14.6%) 22 (30.6%) 29 (24.2%)
Grado 3 17 (35.4%)* 39 (54.2%) 56 (46.7%)

Total 48 (100%) 72 (100%) 120 (100%)

Cuando el diagnéstico real del estudio fue BPMr (buen curso evolutivo), el
grado conjunto asignado fue 1 6 2 en el 64.6% de los casos, y grado 3 en el 35.4%. Por
otra parte, si el diagnéstico del estudio es BGr (peor curso evolutivo), un 85% de los
casos fue grado 2 6 3, aunque hasta un 15% fueron grado 1.

No se observa, por tanto, un nivel elevado de asociacién cuando el grado fue
asignado de forma conjunta.
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5.2.2. INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS VARIABLES EN LA
DEFINICION DE LOS GRUPOS PRONOSTICOS REALES

5.2.2.1.Anilisis bivariante para los grupos prondsticos reales

Se evalué a continuacién la relacion existente entre las distintas variables
independientes y los grupos pronésticos reales, es decir, la fuerza que tienen las
distintas variables en la definicién de los grupos reales (BPMr y BGr).

Para las variables de tipo continuo con una distribucién normal se utiliza el test
de la t-Student de comparacién de medias, para las variables ordinales el 12 (Chi-
cuadrado) y para el resto se usa el test no paramétrico de Mann-Whitney.

Se considera que las variables con p<0.05 tienen asociacién estadistica
significativa, es decir, valor en la definicién de esos grupos pronésticos. Asimismo, las
variables con p<0.001 se consideraron las de asociacién més fuerte, mientras que
aquellas con una p>0.05 se consideraron variables sin asociacién estadistica con los

grupos pronésticos reales.

Tabla 5.1. Valores "p" de las distintas variables comparadas.

P<0.001 0.001<P<0.05 P>0.05
Parmar Tamafio Tumoral Edad
ANMZ3yZ4 Multiplicidad Sexo
DEANM Z3y 74 Diagnéstico 1 (grado) Grado (1, 2a)
PNM Z3y Z4 Estadio Diagnéstico 2 (grado)
Ploidia Z3 ANM Z1yZ2 Resto datos morfométricos
P53 (15%) DEANM Z1y 72 Bcl-2
Ki-67-MIB-1 (%0) PNM Z1y Z2 C-erbB-2 (0 y 30%)
Ki-67-MIB-1 (1-4) DEPNM 72,73y 74
Ki-67-MIB-1 (dist. 1) Ploidia Z2
Ki-67-MIB-1 (dist. 2) P 53 (10%-20%)
Ki-67 (dist. 2) / CK basal CK basal
P 53 (15%)/Bcl-2 ()

119




RESULTADOQS

DESGL
e Grupos pronésticos y multiplicidad tumoral
El resultado del estudio es que los pacientes que se presentan inicialmente con

multiples tumores tienen una probabilidad mucho mayor de tratarse de un caso de BGr

y evolucionar mejor que el del grupo de pacientes con un tinico tumor (Grdfica 5.7).

e Grupos pronésticos y tamafio tumoral '

Los pacientes con BPMr tienen un tamafio tumoral significativamente menor
(1.8cm) que el de los pacientes con BGr (2.5cm). El punto de corte més eficaz en la
definicién de los grupos reales de se situaria en torno a 2cm (Grdfica 5.8).

e Grupos pronésticos y estadio tumoral

La mayoria de tumores con infiltracién focal o difusa de la ldmina propia son
de BGr, mientras que los tumores limitados a la mucosa (no infiltrantes) se reparten
entre ambos diagnésticos (Grdfica 5.9). No obstante, de los 4 casos con infiltracién
difusa de la 14mina propia uno de ellos (25%) evolucion6 bien (BPMr).

¢ Grupos pronésticos y grado histolégico

Tanto el grado clasico (G1-2a) como el grado primario o predominante
(diagnéstico 2) de la clasificacién de consenso OMS/ISUP (1998) no se asocian
significativamente con los grupos pronésticos reales, sin embargo el grado secundario
mas atipico (diagnéstico 1) si que estd significativamente asociado con el curso
evolutivo de la enfermedad (Grdfica 5.10).

e Grupos pronésticos y grados de Parmar

Los pacientes grado 1 de Parmar se reparten entre ambos diagnésticos al 50%,
pero a medida que aumenta el grado crece el nimero de diagndsticos de BGr, siendo
del 79% en los tumores Parmar grado 2 y del 100% en el Parmar grado 3 (Grdfica
5.11).

e Grupos pronésticos e ILE

La tendencia es que los pacientes del grupo de buen pronéstico (BPMr) tardan
maés meses en recurrir (mayor tiempo de supervivencia) que los pacientes del grupo de
BGr. De hecho, el ILE del grupo de BGr es més del doble que el del grupo BPMr.
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Hemos de recordar que el ILE era un criterio caracterizador de los grupos
prondsticos, aunque al existir sélo 16 casos con ILE<9 meses, este pardmetro es el
menos potente en la definicion de estos grupos que la TR (Grdfica 5.12).

e Grupos pronoésticos y tasa de recurrencia

Las neoplasias de BPMTr tienen una tasa de recurrencia media de 0.3%, por
2.6% de los carcinomas de BGr. No obstante, este pardmetro estd incluido en la propia
definicién de los grupos pronésticos reales (Grdfica 5.13).

e Grupos pronésticos y zona 1 (Z1) del tumor

En la zona 1, el 4rea nuclear media (ANM), la desviacion estindar (DEANM)
y el perimetro nuclear medio (PNM) estdn significativamente asociadas con el
pronéstico, es decir, definen correctamente los grupos pronésticos. El grupo de BGr se
asocia, sin embargo, con valores més elevados en las 4 categorias comparadas
(Grdfica 5.14).

e Grupos pronésticos y Z2

En la zona 2, se relacionan con un buen curso evolutivo el ANM, la DEANM,
el PNM y la DEPNM (Grdfica 5.15).

e Grupos prondsticos y Z3

En la zona 3, el ANM, la DEANM, el PNM y la DEPNM estin asociadas
significativamente con el pronéstico. En concreto, destaca la fuerza en la asociacién
del ANM Z3 (Grdfica 5.16).

e Grupos prondsticos y Z4

En la zona 4, el ANM, la DEANM, ¢l PNM y la DEPNM estin
significativamente asociadas con el pronéstico. El factor de forma (FF) presenta
diferencias minimas, aunque no significativas, en la definicion de los grupos
pronésticos reales (Grdfica 5.17).

e Grupos pronésticos y ploidia tumoral (Grdfica 5.18)

En la zona 1, la ploidia roza la significatividad (p=0.065), sin embargo se ha

incluido en el estudio ya que en la zona 2 si que es claramente significativa. De hecho,

a medida que aumenta la ploidia en las zonas 1 y 2 (considerando los casos
hiperdiploides como no diploides) aumentan las probabilidades de un diagnéstico de
BGr, siendo del 100% en los casos triploides, aunque se ha de considerar también el

reducido n° de casos no diploides en estas 2 zonas (~10%).
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En la zona 3, 1a ploidia esta asociada significativamente con el pronéstico. De
hecho, a medida que aumenta el grado de ploidia en esta zona aumenta la probabilidad
de un diagnéstico de BGr. Esta probabilidad es muy alta en los casos triploides y del
100% del nivel tetraploide en adelante (casos con peor curso evolutivo). En esta zona
tumoral de nicleos més atipicos (Z3) los casos hiperdiploides se consideran junto con
los diploides.

e Grupos pronésticos e indice Ki-67(MIB-1)

La variable Ki-67(MIB-1) es una de las que incide con mayor fuerza en el
pronéstico. Los pacientes con BPMr tienen una tasa proliferativa media de 71.4%e,
mientras que los pacientes con BGr tienen un valor medio de 131.7%e (Grdfica 5.19).

Segun las distribuciones de Ki-67(MIB-1) una distribucién de la proliferacién
en la porcién vegetante del tumor (distribucion 1) o en la capas basales de la papila
(distribucién 2) comporta un buen prondstico y por tanto una mayor probabilidad de
un diagn6stico de BPMr (Grdfica 5.20).

e Grupos pronésticos y p53

El promedio en la expresién IHQ de p53 es significativamente menor en el
grupo de BPMr (2.7%) que en el grupo de BGr (9.5%). En general, cuanto mayor es
la expresién de p5S3 mayor es la probabilidad de diagnosticar correctamente un caso de
BGr. Si se considera la tasa global de p53 el mejor nivel de corte para la positividad es
del 15%, de forma que los pacientes con p53=0 son en su mayor parte tumores de
BPMr, mientras que los pacientes con expresién de p53>15% son en su inmensa
mayoria casos de BGr (Grdfica 5.21).

e Grupos pronésticos y CK-basal

Los pacientes con una distribucién difusa de CK tienen un 70.7% de
probabilidad de ser un BGr, mientras que los pacientes con una distribucién basal
ser4n casos de BPMr en un 67% de los casos (Grdfica 5.22).

El valor pronéstico de la expresién de esta CK aumenta considerablemente al

considerarla conjuntamente con la expresion basal o difusa (distribucién 2) de Ki-
67-MIB-1 (valor de "p"<0.001):
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Ki-67 dist.2 / CK-basal

BPMr

BGr

Total

Ki-67 Basal / CK Basal

9 (11.4%)

2 (2.5%)

11 (13.9%)

Ki-67 Difusa / CK Basal

2 (2.5%)

3 (3.8%)

5 (6.3%)

Ki-67 Basal / CK Difusa

29 (36.7%)

17 21.5%)

46 (58.2%)

Ki-67 Difusa / CK Difusa

1(1.3%)

16 (20.3%)

17 (21.6%)

Total

41 (51.9%)

38 (48.1%)

79 (100%)

¢ Grupos pronésticos y bel-2

La expresién aislada de bcl-2 no muestra asociacién estadistica con los grupos

prondsticos. Sin embargo, considerada conjuntamente con la expresion de p53, sobre

todo con un nivel de corte en el 15%, los tumores positivos para bcl-2 presentan peor

curso evolutivo que los negativos.

Ademas, una expresién basal mostrara mal prondstico en relacién con aquellos

tumores que eran positivos también para p53, mientras que los casos con expresién

difusa en células intermedias y

independientemente de la expresién de la proteina p53:

superficiales mostrarin mal pronéstico

P53(15%) / bcl-2(+) |Bcl-2(+) basal Bcl-2(+) difuso Total
P53(-) <15% 21 casos (56.8%) |9 casos (24.3%) 30 casos (81.1%)
13 BPMr/8 BGr |3 BPMr/6 BGr 16 BPMr/ 14 BGr
P53(+) > 15% 4 casos (10.8%) 3 casos (8.1%) 7 casos (18.9%)
0 BPMr/ 4 BGr 0 BPMr/3 BGr 0 BPMr/ 7 BGr
Total 25 casos (67.6%) |12 casos (32.4%) |37 casos (100%)
13 BPMr/ 12 BGr |3 BPMr/9 BGr 16 BPMr/21 BGr
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En resumen, en el estudio univariante (bivariante) las variables que mejor
definen los grupos prondsticos reales y por tanto el curso evolutivo de este grupo de
tumores son: los factores morfométricos correspondientes a las zonas tumorales
extremas (Z3 y Z4, o lo que es lo mismo los 10 nicleos mds grandes y los 10 nicleos
mds pequefios), la ploidia del drea tumoral mds atipica (Z3), los grados clinicos
corregidos de Parmar, la expresion tumoral de la proteina p53(15%) y el indice
proliferativo tumoral (indice y distribuciones 1y 2 de Ki-67-MIB-1).
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GRAFICAS

Influencia de las variables en la prediccion del curso evolutivo
(grupos pronésticos reales)

0 Grupos prondsticos y numero de tumores (Grdfica 5.7)

DIAGNOSTICO segin NUM. DE TUMORES

60% 60%
1
21% 79%
» m' i —— 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%
u BPMr QBGr

0 Grupos pronosticos y tamano tumoral (Grdfica 5.8)

TAMANO segiin DIAGNOSTICO

BPM 1.8
BG 2.5
0,0 1,0 2.0 30 4,0 50

centim etro»

0 Grupos pronosticos y estadio tumoral (Grdfica 5.9)

DIAGNOSTICO segtin ESTADIO

Mucosa 47% 53%
Focal 21% 79%
Difuso 25% 5%
0% 20% - ;0% 60% 80% 100%
m BPMr o BGr
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0 Grupos pronosticos y diagnoéstico 1 (grado secundario) (Grdfica 5.10)

DIAGNOSTICO segiin GRADO SECUNDARIO

67% 33%
24% 76%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
= BPMr DBGr

0 Grupos pronoésticos y grados "corregidos” de Parmar {Grdfica 5.11)

DIAGNOSTICO segtin GRADO PARMAR

Grado 1 53% 47%
Grado 2 79%
fT mk—
Grado 3 100%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
u BPMr QBGr

0 Grupos prondsticos e intervalo libre de enfermedad (ILE) {Grdfica 5.12)

ILE segtin DIAGNOSTICO

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0

mases
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0 Grupos prondsticos y tasa de recurrencia (TR) {Grdfica 5.13)

TASA DE RECURRENCIA segtin DIAGNOSTICO

BGr 2,6
— -
0,0 1,0 20 3,0 4,0 5,0
0 Grupos pronoésticos 'y Z1 {Grdfica 5.14)
Zona 1 segin DIAGNOSTICO
21-ANM
21-50ANM
21-PNM
21-5DPNM
0,0
0 Grupos pronosticos y Z2 {Grdfica 5.15)
Zona 2 segin DIAGNOSTICO
22-ANM
22-50ANM
Z2-PNM
22-8DFNM
0,0 50 100 150 20,0 25,0 30,0 350
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0 Grupos pronésticos 'y Z3 (Grafica 5.16)

Zona 3 segin DIAGNOSTICO

Z3-AMd

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

0 Grupos pronosticos y Z4 (Grafica 5.17)

Zona 4 segin DIAGNOSTICO

19,9
Z4-PNM 19,2
Z4-SDPNM
0,8
0,78 0BG
0,0 5.0 10,0 15,0 25,0
0 Grupos pronosticos y ploidia (Grdfica 5.18)
DIAGNOSTICO segiin PLOIDIA EN Z1
Diploide 42% 58%
Hiperdiploide 14% 86%
Triploide 100%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m BPMr QBGr
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DIAGNOSTICO segiin PLOIDIA EN Z2

Diploide 43% 57%
91%
Hipertriploide 100%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m BPMr DBGr

DIAGNOSTICO segin PLOIDIA EN Z3

Diploide /
Hiperdip.

Superior

0 Grupos pronosticos y Ki-67*MIB-1 {Grdfica 5.19)

Ki-67 (MB-1) segtin DIAGNOSTICO

L.
BPMr ™ .
n
BGr 131,)
p —
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 1000 1200 1400
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0 Grupos prondsticos y distribuciones de Ki-67»MIB-1 (Grdfica 5.20)

DIAGNOSTICO segtin DISTRIBUCION 1 KI-67

Apical 76% 24%,
Base tumoral 23% 77%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m BPMr DBGr
DIAGNOSTICO segiin DISTRIBUCION 2 KI-67
Basal 57% 43%
Mixta 24% 76%
Difusa 15% 85%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m BPMr o BGr
0 Grupos prondsticos y P53 {Grdfica 5.21)
DIAGNOSTICOsegiin P53
0% «9% 31%
0%r14% 36% 64%
15%o0 mas 4% 8%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m BPM- o BGr
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0 Grupos pronoésticos y CK-basal (Grdfica 5.22)

DIAGNOSTICO segiin CKBASAL

Distribuc'ién basal 63% 379%
/ mixta
distribucion difusa 29% %
0% 20% 40% 60% 80% 100%
m BPMr HBGr
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5.2.2.2. Anilisis multivariante para los grupos pronésticos reales

Para este estudio se aplicé el andlisis de regresion logistica, con el que se puede

afirmar que la variable o combinacién de variables que mejor definen estos grupos
prondsticos son el ANM Z3 y el indice Ki-67 (MIB-1).

Variable Beta p-valor Exp(beta)
U Ry U U
723 ANM 0.3261 <0.0001 1.3856
Ki-67 (MIB-1) 0.0340 0.0005 1.0346

La ecuacién de regresion logistica para el modelo presente es:
Odds=p/1-p= o 20-3592+0.3261 Z3ANM+0,034* K167

El significado concreto de estos datos es que el incremento en una unidad del
ANM Z3 influye significativamente en la probabilidad de tener un BGr.
Concretamente, el incremento en una unidad supone un incremento del odds en un
39%, mientras que el incremento de 10 unidades de Ki-67 (MIB-1) supone un
incremento del odds del 30%.

El odds calculado a partir de las medias de ambas variables es 3.7924 (media
ANM Z3=55.3058, media Ki-67-MIB-1=107.5583). Con estos valores la posibilidad
de que un sujeto tenga un tumor de BGr es del 79.1%. Si lo que queremos es una
seguridad de acierto del 90% hemos de conseguir una probabilidad asociada > 50%, es
decir, una "p" asociada >0.5.

El primer grafico (Grdfica 5.24) muestra como se incrementa la probabilidad
de diagnosticar correctamente un tumor de BGr con un valor fijo de Ki-67(MIB-
1)=107.55(media). Este incremento es méximo a partir del valor 52 para el ANM Z3.
La segunda gréfica (Grafica 5.23) representa la probabilidad complementaria con un
valor fijo para el ANM Z3=55.3(media). La probabilidad es maxima a partir del valor
79%e para la Ki-67 (MIB-1). El ultimo grafico (Grdfica 5.25) muestra de forma

conjunta el efecto de ambas variables sobre los grupos prondsticos. Para ello se

muestra la evolucién de la probabilidad de presentar un diagnéstico de BGr segun
ANM Z3 con varios niveles de Ki-67 (MIB-1).
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Se realizaron, asi mismo, 2 regresiones logisticas adicionales:

- En la primera se introdujeron todos los factores que habian resultado
significativos en el andlisis bivariante. Los resultados mostraron una
capacidad de prediccién del 95%, superior 16gicamente al del modelo antes

estudiado, sin embargo, ese incremento del 5% no justifica la inclusién de

tantas variables ("principio de la parsimonia").

- En la segunda, se incluyen todos los factores morfométricos y citométricos
correspondientes a la zona 3, resultando una capacidad predictiva del 86%,
inferior incluso a la capacidad predictiva del modelo anterior que incluia

tan solo 2 variables.
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53. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LAS DISTINTAS
VARIABLES Y EL INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD (ILE) O
TIEMPO DE SUPERVIVIENCIA

53.1. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA DE KAPLAN-MEIER

(ESTUDIO GLOBAL)

La curva de supervivencia representa la probabilidad de que un paciente llegue
libre de enfermedad a un determinado tiempo desde la primera intervencién. Las
probabilidades se calculan en el instante preciso en que ocurre la recidiva.

En la muestra hay 3 pacientes que recidivan a los 3 meses de la primera
intervencién, por lo que la probabilidad de no recidivar en ese momento es el niimero
de pacientes que permanecen sin recidivar sobre el total de pacientes al comienzo del
estudio, esto es, 117/120 = 0.975. El siguiente paciente es el 4°, y recidiva un mes méis
tarde, por lo que la probabilidad de no recidivar en ese instante es la probabilidad de
no haber recidivado antes (0.975) multiplicada por la probabilidad de no recidivar en
el periodo transcurrido entre la recidiva de los 3 primeros pacientes y el 4°
(116/117=0.991), el resultado ahora es de 0.966. De esta forma se va calculando la
probabilidad de no recidivar en funcién del tiempo.

Funcién de supervivencia
Hasta los 55 meses de seguimiento las probabilidades de estar libre de

enfermedad decrecen a un ritmo constante, el cual se ralentiza a partir de ese momento
(Grdfica 5.26).

Curva de impacto
Se trata de la imagen invertida de la anterior, mas facil de asimilar al referirse a

la probabilidad de recurrir en un momento determinado del seguimiento.
Observandose cémo la probabilidad de recurrencia va aumentando progresivamente y
se estabiliza a partir de los 55 meses (Grdfica 5.27).
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Grdfica 5.26. Funcion de supervivencia
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Grdfica 5.27. Curva de impacto
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53.2. INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS VARIABLES EN LA
PREDICCION DEL INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD (ILE)

5.3.2.1.Anilisis bivariante para el ILE

Tabla 5.2. Valores "p" de las distintas variables comparadas.

- P<0.601 ~0.001<p<0.05 p>0.05
Multiplicidad Diagnéstico 1 (grado) Edad
Tamafio Estadio Sexo
Parmar (propia Grado (1-2a) Diagnéstico 2 (grado)
definicién)
Progresion / TR* DEPNM 72,723y ZA Resto valores morfom.
ANM Z3y 74 DEANM Z3y Z4 Ploidia Z1
PNM Z3 PNM Z2 Bcl-2
Z3 Ploidia Z.2 Ploidia C-erbB-2
P53 (15%) P53 (15%) / Bel-2(+)*
Ki-67-MIB-1 (1-4) CK basal
Ki-67-MIB-1 (79%o)
Ki-67 (distribucién 1)
Ki-67 (distribucién 2)
CK basal / Ki-67dist.2*
DESGLOSE

e Grado histolégico e ILE
El grado clidsico (G1-G2a) incide de forma significativa en el ILE. El tiempo

medio de supervivencia para los tumores grado 1 es de 54 meses, mientras que para
los tumores grado 2a es de 31 meses (Grdfica 5.28). Por lo que respecta al grado del

sistema de clasificacién en 2 niimeros el diagnéstico 1 (grado secundario més
atipico) se asocia significativamente con el ILE, mientras que el diagndstico 2 (grado

primario predominante) no lo hace.
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¢ Estadio tumoral e ILE

El estadio incide también de forma significativa en el ILE. Concretamente, el
menor tiempo de supervivencia se corresponde con los tumores que infiltran la
submucosa de forma focal o difusa (38 meses), mientras que el ILE de los tumores no
invasivos limitados a la mucosa es de 57 meses (Grdfica 5.29).

e Multiplicidad tumoral e ILE

El tiempo medio de supervivencia para los casos con tumor tinico fue de 60
meses, mientras que para aquellos casos con tumores miltiples el ILE fue de 37
meses.

e Tamaiio tumoral e ILE

El tamafio también incide significativamente en el ILE. Concretamente, el
menor ILE se correspondié con aquellos pacientes que presentaron un tamafio tumoral
superior a 3cm. Los casos con tumores <2cm y entre 2-3cm mostraron, sin embargo,
un ILE muy similar (59 y 58cm, respectivamente). En este caso el punto de corte ideal
fue de 3cm (Grdfica 5.30).

e Grados clinicos "corregidos' de Parmar e ILE

Hubo asociacién entre estos grados clinicos y el ILE. Ademds, éste formaba
parte en la propia definicién de este factor clinico-evolutivo (Grdfica 5.31).

e Progresién tumoral e ILE

Los pacientes que experimentaron progresién tumoral tuvieron ademés un ILE
medio de 19 meses, mientras que los casos sin progresion tuvieron un ILE de 55
meses. Hemos de considerar, no obstante, el reducido nimero de casos que
presentaron progresién (11casos), lo que significa un tamafio muestral insuficiente
para poder aplicar con confianza las pruebas estadisticas.

e TReILE

Los pacientes con una TR<1% presentaron un ILE mucho mayor que los
pacientes con una TR>1%, y a la inversa los pacientes con un ILE<40 meses
mostraron una TR=2.8% por 0.7% de los pacientes con un ILE>40 meses.

e PNMZ2eILE

El perimetro nuclear medio (PNM) de la zona 2 se asocia significativamente

con el ILE, concretamente el nivel de corte se sit(ia en el valor 23um?, de manera que

138



RESULTADOS

un valor <23um? tiene un ILE medio de 62 meses, mientras que un valor >23um? se
corresponde con in ILE medio de 44 meses (Grdfica 5.32).

e ANMZ3elILE

El 4rea nuclear media (ANM) de la zona 3 se correlaciona estrechamente con el
tiempo de supervivencia, con el punto de corte en el valer 55um?, concretamente los
valores de ANM <55um? tienen un ILE medio de 75 meses, mientras que los valores
>55um? se corresponden con un ILE medio de tan sélo 30 meses (Grdfica 5.33).

e DEANMZ3eILE

La media de la desviacién estindar (DE) del ANM en la zona tumoral mis
atipica (Z3) se asocia significativamente con el ILE, situdndose el nivel de corte en el
valor 7.5um’*. Asi, los casos con un valor <7.5 tienen un ILE medio de 62 meses y
aquellos con valores 27.5 se corresponden con un ILE de 42 meses (Grdfica 5.34).

e PNMZ3elILE

E1 PNM de la zona 3 incide de forma significativa en el ILE. Concretamente, el
menor tiempo ILE corresponde a aquellos pacientes con mayor valor de PNM,
situndose en nivel de corte en el valor 31um>. Asi, un valor <31pum? significa un ILE
medio de 67 meses y un valor >31um? con un ILE medio de 36 meses (Grdfica 5.35).

e DEPNMZ3elILE

La media de desviaciones estandar (DE) en la zona 3 se asocia también con el
ILE con el punto de corte en el valor 3um?, de forma que valores <3 tienen un ILE
medio de 57 meses y valores 23 tienen un ILE medio de 44 meses (Grdfica 5.36).

e Ploidia Z2 e ILE

Aunque en esta zona son escasos los valores no diploides, se comprueba que
éstos se corresponden con un ILE medio de 22 meses, mientras que el ILE medio de
los casos diploides es de 54 meses.

o Ploidia Z3 ¢ ILE

La ploidia en esta zona incide notablemente en el ILE. Concretamente, el ILE
més prolongado (59 y 64 meses) se corresponde con los pacientes con contenido

diploide o hiperdiploide de DNA respectivamente, mostrando el resto de niveles

(triploide, hipertriploide, tetraploide e hipertetraploide) un ILE muy corto (37, 37,25 y
23 meses respectivamente) (Grdfica 5.37).
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e Citoqueratina basal (CK-basal) e ILE

Los pacientes con una expresién difusa de CK tienen un ILE medio de 44
meses, significativamente inferior que el ILE de los casos con expresién basal (71
meses) o mixta (66 meses) (Grdfica 5.38).

o P53(15%) e ILE

Los pacientes con una expresién de p53<15% tienen un ILE medio de 59
meses, mientras que aquellos con una expresién p53>15% tienen un tiempo de
supervivencia de tan sélo 25 meses (Grdfica 5.39).

¢ Ki-67-MIB-1 (79%.) e ILE

Los casos con indice proliferativo <79%e tienen un ILE medio de 78 meses, por
37 meses de los casos con indice >79%e (Grdfica 5.40).

¢ Ki-67-MIB-1 (1-4) e ILE

Los casos que presentaron un indice proliferativo <50%. y entre el 51-100%o

tuvieron un ILE pmedio de 77 y 70 meses, mientras que los casos con un indice

proliferativo entrg 101-150%o, y >150%o tuvieron un ILE medio significativamente

inferior (39 y 19 meses respectivamente) (Grdfica 5.41). Es decir, que teniendo en
cuenta este tipo de distribuci6n el nivel de corte se situaria en torno al 100%e.

e Ki-67-MIB-1 (distribucién 1) e ILE

Una distribucidn apical del area proliferativa del tumor muestra un ILE medio
de 77 meses, mientras una distribucién del 4rea proliferativa en la base tumoral o de
forma difusa presenta un ILE medio de 38 meses (Grdfica 5.42).

o Ki-67-MIB-1 (distribucién 2) e ILE

Una distribucién de las dreas proliferativas en la capa basal muestran un ILE de

65 meses, mientras que una distribucién mixta o difusa de células en proliferacién (en
todas las capas celulares) muestran ILE medios de 41 y 28 meses respectivamente
(Grdfica 5.43).

o P53 (15%)/Bcl-2(+) e ILE

La expresién conjunta de bel-2 (+) y de pS3(15%) se asocia significativamente
con la variable ILE con un valor p=0.014. Sin embargo, caben una serie de

consideraciones especificas reflejadas en la siguiente tabla:
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Bcl-2 (+) (37 casos) P53(-) (30 casos) | P53(+) (7 casos)
*Bcl-2 (+) cé€lulas basales 48.4 meses 32.2 meses
(25 casos)
Bcl-2 (+) células no basales 27.9 meses 32.3 meses
(12 casos)

o CK-basal/Ki-67 dist.2* ¢ ILE
La expresion conjunta de CK-basal y Ki-67 distribucién 2 se asocia
significativamente con la variable ILE con una p<0.001. Las 4 categorias resultantes

se consideran por separado en la siguiente tabla explicativa:

79 casos (100%) Ki-67 basal (57 casos) | Ki-67 difusa (22 casos)
CK basal (16 casos) 11 casos (13.9%) 5 casos (6.33%)
CK difusa (63 casos) 46 casos (58.2%) 17 casos (21.5%)

En resumen, en el estudio comparativo bivariante respecto al intervalo libre de
enfermedad (estudio de supervivencia), los pardmetros con mayor valor prondstico
fueron: los valores morfométricos y citométricos correspondientes a las zonas
tumorales extremas (Z3 y Z4, es decir, los 10 nicleos mds grandes y los 10 mds
pequerios), los grados clinicos corregidos de Parmar, la multiplicidad y el tamario
tumoral, la expresion inmunohistoquimica de p53(15%) y el indice proliferativo
tumoral (indice Ki-67-MIB-1), y las distribuciones 1 y 2 de las dreas proliferativas

intratumorales.
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GRAFICAS: Influencia de las distintas variables en el intervalo libre de
enfermedad (ILE): Funciones de supervivencia.

Grdfica 5.28. Grado clasico e ILE
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Gréfica 5.30. Tamafo tumoral e ILE
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Gréfica 5.31. Grados de Parmar e ILE
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Grafica 5.32. PNM Z2 e ILE
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Grafica 5.34. ANMDE Z3 e ILE
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Grafica 5.36. PNMDE Z3 e ILE
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Grafica 5.38. CK basal e ILE
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Gréfica 5.40. Ki-67(1-4) e ILE
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Grafica 5.42. Ki-67 distr. 1 e ILE
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Grafica 5.43. Ki-67 dist. 2 e ILE

K167 (Dist.2)

Distrib.

o Distrib.

o Distrib.
0,0
20 40 60 80 100

149



RESULTADOS

5.3.2.2.Anélisis multivariante para el ILE

Para este estudio se aplicd el test de Cox, en el cual se consideran factores
independientes aquellos que producen curvas de supervivencia para el ILE
significativamente distintas, exceptuando el grado cldsico (G1, G2a) y los grados
clinicos de Parmar, los cuales son valoraciones subjetivas y poco reproducibles. La
ecuacién de Cox modeliza la funcién de Impacto del ILE respecto de los factores
independientes. Los resultados han detectado como aspectos significativos el Z3
ANM, el indice Ki-67 (MIB-1) y la distribucién 1 de Ki-67-MIB-1.

La siguiente tabla muestra la estimacién del pardmetro asociado, la

significatividad del mismo y el riesgo estimado:

Variable ‘ Beta p-valor Exp (Beta)
U U U U
Z3 ANM 0.1054 <0.0001 1.1111
Ki-67 (MIB-1) 0.0110 0.0003 1.0110
Ki-67 dist.1 0.7561 0.0331 2.1300

La ecuacion de la regresién de Cox para el modelo presente es:
H(t) = Ho(1)1.0752ANM1,008'¢72,1 3K+67dise.1

La variable Z3 ANM produce diferencias significativas en la funcién de
Impacto del ILE. Concretamente, cada incremento en una unidad en el ANM de los
ntcleos supone un incremento del 11% en la funcién de impacto.

El indice Ki-67 (MIB-1) o indice proliferativo tumoral también es significativo.
Asi, cada incremento en 10 unidades de este valor aumenta la funcién de impacto en
un 11.6%.

Por 1ltimo, un paciente con una distribucién de Ki-67 en la base del tumor o de

forma difusa multiplica su impacto por 2 respecto a otro con distribucién del drea més

proliferativa en la porcién apical o vegetante del tumor.

150




RESULTADOS

54. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LAS DISTINTAS
VARIABLES Y LA TASA DE RECURRENCIA (TR) '

54.1. ANALISIS BIVARIANTE PARA LA VARIABLE TASA DE
RECURRENCIA (TR)

Tabla 5.3. Valores "p" para las distintas variables comparadas

P<0.001 0.001<P<0.05 P>0.05
Diagnéstico 1 (grado) Grado (1, 2a) Sexo
Parmar Diagnéstico 2 (grado) Edad
ILE / Progresién* Estadio Resto valores morfom.
ANM Z3y 74 Multiplicidad C-erbB-2
PNM Z3 Tamaiio Ploidia Z1
Ploidia Z3 ANMZ2
P53 (15%) PNM 72
Ki67-MIB-1 (79%.) DEPNM Z3y Z4
Ki-67-MIB-1 (1-4) Ploidfa Z2
Ki-67 (distribucién 1) Ki-67 (distribucién 2)
CK basal / Ki-67 dist.2* Bel-2 ()
CK-basal
P53 / Bel-2(+)*
DESGLOSE

e TRy tamafio tumoral
Las diferencias son significativas considerando un tamafio tumoral de 3cm, de

manera que aquellos casos con tumores 23cm tienen una TR=2.4%, por 1.5% de los

tumores de entre 2-2.9 cm y 1.4% de los tumores <2cm (Grdfica 5.44).
Recordemos que el punto de corte para el ILE fue de 3cm, y para los grupos

reales era de 2cm.
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¢ TRy multiplicidad tumoral

Si el tumor extirpado es multifocal la TR media fue de 2.4%, mientras que en
los tumores unicos fue de 1.3% (Grdfica 5.45).

e TRy grado histolégico

Respecto al grado clisico de la OMS, 1973; la TR media para el grado 2a fue
de 2.6%, frente a 1.5% cuando el tumor fue grado 1 (Grdfica 5.46).

En cuanto al sistema de gradacién en 2 nameros, el grado secundario
(diagndstico 1) asignado por el patélogo en funcién del 4rea tumoral més atipica se
asocié estrechamente con la tasa de recidiva tumoral, mientras que grado primario o
predominante (diagnéstico 2) se asoci6 con un nivel de significatividad muy inferior al
anterior.

e TRy estadio tumoral

Los pacientes con invasién de la lamina propia (pT1) tienen una TR similar, y
en ambos casos (infiltracién focal o difusa) ésta fue significativamente superior (2.3%
y 2%) a la TR de los tumores (pTa) limitados a la mucosa (1.5%) (Grdfica 5.47).

¢ TRy grados clinicos "corregidos' de Parmar

Los grados clinicos de Parmar se asocian a una mayor TR, siendo esta relacién

estadisticamente significativa. Asf, Parmar grado 1 (TR=1.2%), Parmar grado 2
(TR=2.3%) y Parmar grado 3 (TR=3.8%) (Grdfica 5.48).

e TRelILE

Los pacientes con ILE<40 meses tienen una TR media de 2.8%, mientras que
en los pacientes con ILE>40 meses es de 0.7%. Por lo tanto, quienes antes recidivan
son los que a lo largo del seguimiento tendran mas recurrencias.

e TRy progresién

La existencia de progresién tumoral en grado o estadio se asocia a una mayor
TR (3%) que la ausencia de progresién (1.6%).

e TRy tratamiento adyuvante

Esta asociacién no es casual, ya que son los precisamente los tumores que

recidivan los que reciben habitualmente la terapia adyuvante.
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e TRyZ2

Se detecta asociacién significativa entre el area nuclear media de la zona 2 del
tumor (ANM Z2) y la TR, de forma que un 4rea <30pum? se corresponde con una TR
1.2% mientras que un 4rea >30pm? lo hace con una TR de 1.9% (Grdfica 5.49).

e TRyZ3

La mayor parte de los pardmetros medidos en esta zona tumoral (10 nucleos
ms atipicos) influyen decisivamente en la tasa de recurrencia. En concreto, el 4rea, el
perimetro y las desviaciones estindar de ambas medidas estin relacionadas
significativamente con la TR, con niveles de corte en 55um?® para el ANM, 7.5um?
para la DEANMZS3, 31um? para el PNM y 3pm? para DEPNM, siendo el ANM el
factor asociado con més fuerza (TR de 0.7 y 2.6% respectivamente) (Grdfica 5.50).

e TRyZ4

En esta zona tumoral (10 nicleos mas pequefios) estan asociadas
significativamente con la tasa de recurrencia el ANM y la DEPNM, con los niveles de
corte situados en 20um? y 2um? respectivamente (Grdfica 5.51).

e TRy ploidia

Se ha detectado asociacién significativa entre la ploidia de las zonas tumorales
Z2 y Z3 y la TR, de forma que indices de DNA (I.D) elevados se asocian con una
mayor TR en ambas zonas del tumor. En concreto, en Z3 un LD diploide o
hiperdiploide presenta una TR=0.5%, mientras que un contenido triploide o superior
de DNA muestra una TR=2.4% (Grdfica 5.52).

e TRyP53(15%)

El nivel ideal de corte se sittia en el 15%, y asi se dobla el valor de la TR en los

pacientes con expresion de p53>15% (TR=2.8%) con respecto a los pacientes con
p53<15% (TR=1.4%) (Grdfica 5.53).

e TRy Ki-67 (MIB-1)

Todas las variables consideradas para esta prueba muestran relacién con la TR.
En concreto, el nivel ideal de corte para la tasa proliferativa global del tumor es del
79%o, mientras que los otros 2 tipos de distribucién de las zonas proliferativas 1 y 2

(en el tumor y en la papila) muestran también asociacién estadisticamente
significativa. En cuanto a la tasa definida en 4 categorias el nivel de corte se situaria
en torno al 100%e (Grdfica 5.54).
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e TRyBcl2(+)

Una distribucién positiva difusa de bcl-2 (en todas las capas celulares) es
significativamente superior (2.4%) que una marcaje positivo tan sélo en la capa basal
(1.2%), o que un marcaje negativo (1.8%) (Grdfica 5.535).

e TRy CK-basal

Si la expresién de esta citoqueratina es de tipo basal o mixto la TR es 1.2%,
mientras que si esta expresion es de tipo difuso la TR es de 1.9% (Grdfica 5.56).

e TRy P53(15%)/Bcl-2 (+)

La expresién conjunta de bcl-2 (+) y p53(15%) con la variable TR esta
asociada significativamente con un valor p=0.007.

Sin embargo, caben las consideraciones especificas expresadas en la siguiente
tabla:

Bcl-2 (+) P53(-) P53(+)

(37 casos) (30 casos) (7 casos)
(+) células basales (25 casos) 0.94% 2.91%
(+) células no basales (12 casos) 2.22% 2.82%

e TRy CK-basal/Ki-67(MIB-1) distribucién 2
La expresién conjunta de CK-basal y de la distribucién 2 de Ki-67(MIB-1)

present6 una serie de particularidades reflejadas en la tabla siguiente:

79 casos (100%) Ki-67 basal (57 casos) | Ki-67 difusa (22 casos)
CK basal - basal (16 casos) 0.71% (11 casos) 2.21% (5 casos)
2 casos / 3 recur. 3 casos / 7 recur.*
CK basal - difusa (63 casos) 1.73% (46 casos) 2.43% (17 casos)
30 casos / 52 recur. 16 casos / 39 recur.*

* categorfas que presentan un mayor n° de recurrencias por caso, al margen de la TR global en
la que se consideran también los casos sin recidiva tumoral.
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En resumen, las variables que mejor definen la tasa de recurrencia (TR)
tumoral son el grado histologico secundario o diagndstico 2, los grados clinicos
"corregidos” de Parmar, las variables morfométricas de las dreas tumorales
extremas (Z3 y Z4, o lo que es lo mismo los 10 niucleos mds grandes y mds
pequerios), la ploidia de los 10 nicleos mds atipicos (Z3), la expresion de
p53(15%), el indice proliferativo tumoral (Ki-67-MIB-1), la distribucion 1 de Ki-
67-MIB-1, y la expresion conjunta de citoqueratina basal y la distribucion 2 de Ki-
67-MIB-1.
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GRAFICAS: Influencia de las variables en la tasa de recurrencia (TR)
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0 Tasa de recurrenciay estadio (Grdfica 5.47)
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0 Tasa de recurrenciay zona 3 (Gridfica 5.50)
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0 Tasa de recurrenciay PS3(15%) (Grdfica 5.53)
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0 Tasa de recurrenciay CK-basal (Grafica 5.56)
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5.4.2. ANALISIS MULTIVARIANTE PARA LA VARIABLE TASA DE

RECURRENCIA (TR)

Para este estudio se aplico el test de regresion lineal multiple. Con este modelo
se pretende detectar qué factores influyen significativamente en la TR. Por la peculiar
distribuci6n de esta funcién prondstica en la muestra (muchos pacientes toman valores
discretos 0 6 0.5) se hace necesario transformar la TR en otra variable que haga
posible la aplicacion del modelo, en concreto se considera la nueva variable

log_nep(tasa+1). Este modelo selecciona como factores independientes los siguientes:

Variable Beta Error tipico p-valor Exp(beta)
Constante -1.381 0.28 <0.001 0.505
Z3ANM 0.00305 0.005 <0.001 1.003
Ki-67 dist.1 apical 0.236 0.071 0.001 1.266
Z3-plodia 0.264 0.083 0.002 1.302
CK basal 0.198 0.066 0.003 1.218
Di-67 dist.2 difusa 0.18 0.076 0.02 1.197
Bcl-2 (+) difuso 0.216 0.1 0.033 1.241

La ecuacién modelo es:

Log_nep(tasa+1)= -1.381 + 0.00305 (Z3ANM) + 0.236 (Ki-67dist.1) + 0.264
(Z3ploidia) + 0.198 (CK basal) + 0.18 (Ki-67dist.2) + 0.216 (Bcl-2).

TR=@"1-381 + 0.00305 (Z3ANM) + 0.236 (Ki-67dist.1) + 0.264 (Z3ploidia) + 0.198
(CK basal) +0.18 (Ki-67dist.2) + 0.216 (Bel-2) _ ¢

La variable 4rea nuclear de la zona tumoral ma4s atipica o zona 3 (Z3 ANM) es
la que mas influye en la tasa de recurrencia (TR). Concretamente, cuando la Z3 ANM
se incrementa en una unidad, la nueva TR=TR antigua x (1.003 + 1.003) -1. Asi
mismo se hace para todas y cada una de las variable, aunque cambian las partes aditiva
y multiplicativa de la férmula.

El valor del coeficiente de determinacién R’ sirve para determinar la

"bondad" del ajuste del modelo utilizado. Este coeficiente se interpreta como el
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porcentaje de varianza de la variable dependiente (TR) explicada por los 6 factores
incluidos en el modelo en ese orden de importancia. En nuestro caso resulta ser de
0.698, es decir, aproximadamente el 70% de la varianza, lo cual sin ser un resultado
perfecto es perfectamente aceptable para el estudio.

Para validar las hipétesis teéricas del modelo de Regresion Lineal Simple se

han desarrollado gréificos de probabilidad normal de los "residuos", resultando éstos

totalmente normales.
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55  ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LAS DISTINTAS
VARIABLES Y LA PREDICCION DE PROGRESION TUMORAL
(ESTUDIO DESCRIPTIVO)

El estudio a cerca de la progresion tumoral se llev6 a cabo desde una
perspectiva meramente descriptiva, ya que solamente 11 de los 120 casos estudiados
(9.2%) presentaron progresién tumoral en grado (7 casos) y/o en estadio (4 casos),
frente a los 109 casos restantes que no progresaron (90.8%). Esta desproporcion,
afiadida al reducido tamafio muestral, invalida la aplicacién fiable de cualquier tipo de
contraste estadistico, con lo cual nos limitaremos como hemos dicho a describir las
tablas descriptivas pero sin realizar ninguna prueba de contraste.

Es interesante destacar el hecho que de los 11 casos que progresan, 6 (54.5%)
estaban inicialmente limitados a la mucosa y los 5 (45.5%) restantes mostraron

infiltracién focal de la ldmina propia, aunque ninguno de los casos mostraba
infiltracién difusa. Asimismo, de los 11 casos con progresién, 7 pertenecfan al grado 1

de Parmar, 3 casos al grado 2 y s6lo 1 caso era Parmar grado 3.

Los 11 casos que progresaron mostraban un contenido aneuploide de DNA en
Z3: hipertriploide (5 casos), tetraploide (3 casos) e hipertetraploide (3 casos). El
tamafio tumoral fue discretamente superior en los tumores que progresan (2.9cm)
respecto de aquellos que no lo hacen (2.1cm). En el grupo de tumores que progresan la
TR fue mas elevada y el ILE fue més corto (menor tiempo de supervivencia).

Dentro de los valores morfométricos es de destacar el ANM, la DEANM, el
PNM vy la DEPNM, los cuales fueron significativamente més altos en el grupo de

tumores con progresion.

Finalmente, dentro de los factores inmunohistoquimicos, la expresién de p53
fue de 6.1% en los tumores que no progresaron y de 13.9% en los que si lo hicieron,
mientras que el indice proliferativo Ki-67-MIB-1 de los tumores que progresaron fue
significativamente mds alto que el de los tumores sin progresién (160%o por 102.3%o);
y, por ultimo, la expresién de c-erbB-2 fue ligeramente mas alta en el grupo de
pacientes con progresion tumoral (42.3%) frente a la expresion en el resto de tumores

que no progresan (35.2%).
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56. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LOS DIFERENTES
PARAMETROS INMUNOHISTOQUIMICOS

BIVARIANTE)

(ANALISIS

En este apartado se analizaron las posibles asociaciones entre los resultados de
los diferentes estudios IHQ (P53, Ki-67"MIB-1 y CK basal). Los contrastes

estadisticos arrojaron los siguientes resultados:

Variables THQ Valores "p"
P53 (10%) / CK basal 0.791
P53 (15%) / CK basal 0.160
P53 (20%) / CK basal 0.554
Ki-67-MIB-1 (1-4) / CK basal 0.842
Ki-67 (distribucién 1) / CK basal 0.053
Ki-67 (distribucién 2) / CK basal 0.814
Ki-67-MIB-1 (1-4) / P53 (10%) <0.001
Ki-67 (distribucién 1) / P53 (10%) 0.061
Ki-67 (distribucién 2) / P53 (10%) 0.058
Ki-67-MIB-1 (1-4) / P53 (15%) 0.002
Ki-67 (distribucién 1) / P53 (15%) 0.059
Ki-67 (distribucién 2) / P53 (15%) 0.036
Ki-67-MIB-1 (1-4) / P53 (20%) <0.001
Ki-67 (distribucién 1) / P53 (20%) 0.027
Ki-67 (distribucién 2) / P53 (20%) 0.051
Bcel-2 /P53 0.628
Bcl-2 / Ki67-MIB-1 (1-4) 0.339

Las unicas variables asociadas significativamente fueron el indice

proliferativo y distribuciones de Ki-67-MIB-1 y la expresién de p53, de manera que

si aumenta la expresién de la proteina p53 se produce un incremento proporcional en

el indice proliferativo o en el tipo de distribucion de las areas de proliferacién tumoral.
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DESGLOSE

¢ CK-basal y Ki-67-MIB-1

Aunque no es estadisticamente significativa existe una fuerte asociacién entre
la distribucién 1 de Ki-67-MIB-1 y la expresién de citoqueratina basal (p=0.053).
Concretamente, cuando el area proliferativa se localiza en el 4rea vegetante del tumor
la citoqueratina tiene una expresion predominantemente basal, mientras que si el
tumor est4 proliferando en su base de implantacién la expresioén de esta citoqueratina
es de forma difusa o mixta (no basal).

e P53y Ki-67-MIB-1

Existe relacién estadisticamente significativa entre el indice proliferativo
tumoral y la expresién de p53. En primer lugar, si la expresién tumoral de p53 es
positiva (nivel de corte 10%) el 80% de los pacientes presentan un indice proliferativo
superior al 100%o, mientras que si es negativo s6lo el 35% superaron este valor. Con
un nivel de corte para la positividad en el 20%, si la expresién de p53 es positiva el
93% de pacientes tuvieron un indice proliferativo tumoral mayor del 100%o, mientras
que con negatividad para p53 sélo el 42% super6 este valor. Sin embargo, si se
considera un nivel de corte para p53 en el 15% (Grdfica 5.57) el valor p de la
asociacién es inferior (p=0.002) que con los niveles correspondientes al 10 y 20%
(p<0.001).

Se detecta, asimismo, que la distribucibn 1 de Ki-67 depende
significativamente tinicamente del resultado de la p§S3(20%), con una p=0.027. Asf, si
la p53 resultd positiva, practicamente todos los valores de la Ki-67 mostraban una
distribucién en la base tumoral (93.3%), frente a un 64.8% si la p53 era negativa. Por
otro lado, si la porcién proliferativa del tumor se correspondia con la porcién
vegetante o apical, un 35.2% (84%) de los casos eran negativos y s6lo un 6.7% (16%)
eran positivos. Este valor de corte para p53 en el 20% supera a los valores 10 y 15%
en este caso concreto (Grdfica 5.58).

Por lo que respecta a la distribucién 2 de Ki-67-MIB-1 ésta depende
significativamente del resultado de p53(15%), de forma que con una expresién de
P53>15% el 60% de los valores de Ki-67-MIB-1 son de distribuciéon mixta o difusa
(Grdfica 5.59).
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0 P53 (15%)y KI67MIB-1 (79%0) (Grdfica 5.57)
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57. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LOS DISTINTOS
PARAMETROS INMUNOHISTOQUIMICOS Y LA PLOIDIiA DE LA
ZONA TUMORAL MAS ATIPICA (Z3) (ANALISIS BIVARIANTE)

Variables Valores "p"
Bcl-2 0.190
CK basal 0.415
P53 (10%) 0.001
P53 (15%) 0.001
P53 (20%) 0.005
Ki-67-MIB-1 (1-4) <0.001
Ki-67 (distribucién 1) 0.001
Ki-67 (distribucién 2) 0.001

DESGLOSE

e P53y ploidia Z3

Existe asociacion estadisticamente significativa entre la expresion
inmunohistoquimica de p53 con cualquier nivel de corte de la positividad (10-15-
20%) y la ploidia tumoral en la zona tumoral mas atipica (Z3). En concreto, es
evidente que a mayor grado de ploidia mayor nivel de expresién de p53. De hecho,
ningun caso positivo para p53 tuvo un contenido diploide de DNA y un reducido
numero presentd un contenido hiperdiploide (Grdfica 5.60).

e Ki-67-MIB-1y ploidia Z3

Por lo que respecta al fndice proliferativo de Ki-67-MIB-1 también esti
estrechamente vinculado al grado de ploidfa del 4rea tumoral més atipica.
Concretamente, a mayor grado de ploidia en Z3 se observa un mayor indice
proliferativo (Grdfica 5.61).

Segln la distribucién 1 del Ki-67-MIB-1, cuando el é4rea proliferativa se

localiza en la porcién apical del tumor predominan los casos diploides e
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hiperdiploides, mientras que una distribucién en la base tumoral significa un
predominio de casos triploides, hipertriploides y tetraploides (Grdfica 5.62).

En relacién con la distribucién 2 de Ki-67-MIB-1, observamos que cuando se
incrementa el grado de ploidia en Z3 ocurre una distribucién difusa y mixta de Ki-67,

mientras que la distribucién de Ki-67 en las capas basales se asocia a un menor indice
de DNA (Grdfica 5.63).
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58. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LOS PARAMETROS
INMUNOHISTOQUIMICOS Y EL AREA NUCLEAR MEDIA DE LA
ZONA TUMORAL MAS ATIPICA (Z3ANM) (ANALISIS
BIVARIANTE)

Una nueva bateria de contrastes compara los resultados de las pruebas
inmunohistoquimicas y el drea nuclear media de la zona 3 (Z3 ANM). Excepto la CK-
basal, cuya significatividad esta al limite, el resto de pruebas se relacionan de forma
significativa con el ANM del 4rea Z3.

Variables Valor de "p"
CK-basal 0.053
P53 (10%) 0.043
P53 (15%) 0.001
P53 (20%) 0.005
Ki-67-MIB-1 (1-4) <0.001
Ki-67 (distribucién 1) <0.001
Ki-67 (distribucién 2) <0.001

DESGLOSE

e Citoqueratina (CK)-basal y Z3 ANM

El patrén de inmunotincién de esta CK estuvo cerca de ser significativa en
relacién con el drea nuclear de la zona 3 del tumor (Z3 ANM) (Grdfica 5.64).

e PS3yZ3 ANM

En la zona tumoral més atipica (Z3), el drea nuclear media (ANM) se asocia
significativamente con el nivel de expresion de p53, de hecho, independientemente del
nivel de corte para la positividad de p53 (10-15-20%), la asociacion estadistica es muy
fuerte (Grdfica 5.65).

Con un nivel de corte para p53 en un 15% los casos negativos para p53

(p53<15%) mostraban un Z3 ANM de 53.7um’, mientras que los casos positivos
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(p53>15%) presentaban un Z3 ANM de 61.5um’. De forma anéloga ocurre con los
otros 2 niveles de positividad p53(15-20%), aunque la asociaciébn mas fuerte se
consigue con un nivel de corte para p53 del 15%.

¢ Ki-67 (MIB-1) y Z3 ANM

El indice proliferativo de Ki-67-MIB-1 (1-4) est4 significativamente asociado
con el Z3 ANM, de manera que cuanto mayor es este indice mayor es el promedio del
érea nuclear (Grdfica 5.66). -

Con la distribucién 1 de Ki-67-MIB-1 ocurre algo semejante (Grdfica 5.67),
de forma que una distribucién apical se corresponde con un Z3 ANM de 50.6p2
mientras que para una distribucién difusa o en la base tumoral el Z3 ANM es de
57.5u%

Asimismo, la distribucién 2 de KI-67-MIB-1 muestra un promedio de 52.5|.t2
si la distribucién es basal, de 60.4u> en el resto de capas, y de 56.9u° si es la

distribucién es mixta (valor situado entre los 2 anteriores) (Grdfica 5.68).
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FIGURA 5.1. Imagen histologica de una neoplasia vesical de bajo potencial
maligno (BPM): a- seccion transversal con las zonas externa (Z1) e interna (Z2)
de la papila (H-E, 20x); b- seccién longitudinal (H-E, 20x)
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FIGURA 5.2. Tmagen histolégica de un carcinoma vesical de bajo grado (BG): a-
seccion transversal con la zona externa (Zl1) e interna de la papila (Z2); b- seccion
longitudinal; c- presencia de figuras mitoticas (*) en las capas basales (H-E, 20x)
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FIGURA 5.3. Imagen histologica de la zona tumoral mas atipica (Z3) en un
carcinoma vesical de bajo grado (BG): a- nucleos atipicos en el area izquierda de
la imagen (H-E, 40x); b- idem en la parte inferior de la imagen (H-E, 10x)
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FIGURA 5.4. Imagen histologica ilustrativa del estadio tumoral: a- tumor
limitado a la mucosa (H-E, 10x); b- invasion focal de la ldmina propia (H-E, 20x);
y c- invasion difusa de la [amina propia (H-E, 20x)
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FIGURA 5.5. Expresion inmunohistoquimica de la actividad proliferativa tumoral
(indice Ki-67*MIB-1). Distribucion apical (a) y en la base tumoral (b).
Distribucion de tipo difuso (c) o de tipo basal (d) de las células en ciclo en el seno
de la papila (peroxidasa-antiperoxidasa, 4x y 10x)
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FIGURA 5.6. Expresion inmunohistoquimica de la proteina p53; a y b- niveles
bajos de expresion; c- nivel elevado de expresion de pS53 (peroxidasa-
antiperoxidasa, 40x y 20x)
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b

FIGURA 5.7. Expresiéon inmunohistoquimica de c-erbB-2; a y b- expresion
especifica de membrana (peroxidasa-antiperoxidasa, 20x y 40x)
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FIGURA 5.8. Expresion inmunohistoquimica de bcl-2; a- positividad en la capa
basal del urotelio normal, y b- expresion tumoral en la capa basal y en las capas
intermedias (peroxidasa-antiperoxidasa, 10x y 20x)
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FIGURA 5.9. Expresion inmunohistoquimica de citoqueratina basal, a-
positividad en la capa basal del urotelio normal, y b- expresion tumoral de tipo
basal, y c- expresion de tipo difuso (peroxidasa-antiperoxidasa, 20x y 10x)
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DISCUSION

6.1. GENERALIDADES

Las neoplasias vesicales son lesiones de incidencia relativamente alta.
Concretamente, en el hombre, son las segundas en frecuencia tras las neoplasias de
prostata dentro de los procesos neoplasicos del sistema genitourir{arib.

Dentro de los tumores de la vejiga urinaria los mas frecuentes son las
neoplasias uroteliales papilares de bajo grado histolégico (NBG), las cuales son en
general neoplasias no invasivas o con invasién de la ldmina propia, aunque sin
alcanzar la capa muscular. Nuestro estudio se centra precisamente en este grupo de
neoplasias de bajo grado, cuyo diagndstico histopatoldgico es con frecuencia dificil y
presenta una gran variabilidad intra- e interobservador.

Los tumores vesicales afectan con mas frecuencia al varén, con una relacién
que oscila segun los diferentes estudios entre 2:1 y 10:1. De los 120 casos de nuestro
estudio 101 (84.2%) son varones y 19 (15.8%) mujeres (relacién 5:1).

La edad de presentacién més frecuente se sitiia segun los diferentes estudios

entre los 60 y los 70 afios de media. En el nuestro, la edad media de presentacion es

de 63.6 £ 11.7 arios, sin diferencias de edad segin el sexo. En definitiva, se trata de

un proceso que_afecta preferentemente al hombre en la sexta o séptima década de la

vida.

La importancia de estas lesiones viene determinada por su alta morbilidad, de
hecho se trata de un proceso con una elevado nimero de recurrencias tumorales y
segln algunos estudios una nada despreciable tasa de progresion tumoral, sobre todo si
el seguimiento clinico es prolongado (Leblanc y cols., 1999; Cheng y cols., 1999b).

No obstante, la historia natural de este grupo de tumores es dificil de
determinar ya que son muchos los factores que influyen en mayor o menor medida en
la evolucién clinico-patolégica del proceso. Esta gran variabilidad es reflejo sobre
todo de la gran HETEROGENEIDAD TUMORAL propia de estas lesiones de caracter
CONTINUO. Esta heterogeneidad se manifiesta asimismo en el ambito
histomorfolégico, inmunofenotipico, morfométrico, citométrico, e incluso molecular.

Ya en el siglo XIX, los 2 patélogos mas destacados del momento discutian a

cerca de la naturaleza benigna o maligna de las neoplasias vesicales de bajo grado.
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Asi, Virchow las consideraba lesiones benignas (papilomas), mientras que Rokitansky
las clasifico como un proceso maligno (carcinomas). Desde entonces los estudios al
respecto han sido muy numerosos y en una revisién extensa de la literatura se describe
una probabilidad de recurrencia que varia segin las distintas series entre un 0% y un
67% con un seguimiento medio de 5 afios (Bostwick, 1992).

En respuesta a esta gran variabilidad histomorfolégica se han ido modificando
paulatinamente los sistemas de clasificacién por grado y por estadio, resultando
categorias cada vez més correlacionadas con el prondstico. Una de las ultimas
clasificaciones de los tumores vesicales es la clasificacién de consenso OMS/ISUP
(1998), donde se definen 2 grandes categorias: neoplasias de bajo grado y neoplasias
de alto grado histolégico. Dentro de las neoplasias de Bajo Grado (NBG) se distinguen

a su vez: neoplasias de Bajo Potencial Maligno (BPM) y carcinomas de Bajo Grado

(BQG), de forma que las primeras apenas recurren y no progresan y las otras presentan
una mayor tasa de recurrencia y una posibilidad minima pero real de progresién
tumoral.

De los 120 casos de nuestro estudio existe un grupo de 48 tumores que
evolucionaron bien (apenas recidivan: TR<1, ILE largo: >9 meses y sin progresion)

frente a otro grupo de 72 tumores que muestran un peor curso evolutivo (recidivas

frecuentes: TR>1, ILE corto: <9 meses y posibilidades reales de progresion). A esos 2
grupos pronoésticos reales se les denomina en nuestro estudio: bajo potencial
maligno real (BPMr) y bajo grado real (BGr).

Un problema afiadido a la gran variabilidad histomorfoldgica es la variabilidad
intra- e interobservador (Pauwels y cols., 1988), lo cual hace que las lesiones con un
cardcter continuo pertenecientes a grupos contiguos sean asignadas a categorias
distintas segun el criterio subjetivo de cada pat6logo (sobre todo las NBG, cuyas
diferencias histomorfolégicas son en ocasiones sutiles). Para disminuir esta
variabilidad se han utilizado diferentes técnicas como son: la Morfometria, la
Citometria, las técnicas Inmunohistoquimicas y las técnicas de Biologia Molecular.
Todas estas técnicas utilizan parametros cada vez mas objetivos junto a una progresiva
estandarizacién en los métodos de seleccion y en la interpretacion de los resultados.

En nuestro estudio los os prondsticos reales (BPMr, BGr) se comparan con

el grado histolégico clisico (G1, G2a), con el grado de la nueva clasificacién de

186



DISCUSION

consenso, 1998 (BPM, BG), y con el sistema de clasificaciéon en 2 grados de Cheng
y cols. (2000), en el cual se define un grado secundario del tumor o grado histolégico
mas atipico (diagnéstico 1) y un grado primario o predominante (diagnéstico 2).
Estos grupos reales se comparan, asimismo, con los valores obtenidos a partir de los
estudios cuantitativos e inmunohistoquimicos y con los factores clinico-
patolégicos cldsicos como son el tamafio, la multiplicidad tumoral, los grados clinicos
de Parmar, etc.

Los estudios realizados hasta la fecha se han centrado principalmente en el
grupo de tumores vesicales superficiales (TVS) (G1-G2-G3/Ta-T1), aunque con una
gran variabilidad segin los distintos estudios realizados. Esta gran heterogeneidad
poblacional se afiade a la ya comentada heterogeneidad tumoral.

Sin embargo, son escasos los estudios que, como en el nuestro, se centran
unicamente en el grupo de neoplasias de bajo grado histolégico (NBG-G1-G2a) y
estadios tumorales superficiales (Ta-T1), sin considerar en el mismo a los tumores
vesicales de alto grado (NAG-G2b y G3) y/o estadios profundos con infiltracién de la

capa muscular.
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6.2. DATOS PRONOSTICOS (FUNCIONES DEL PRONOSTICO)

Los datos prondsticos de nuestro estudio se obtuvieron a partir de los datos del

seguimiento clinico-patolégico de los pacientes:

6.2.1. INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD (ILE) O TIEMPO DE
SUPERVIVENCIA

El intervalo libre de enfermedad es en la literatura el ILE para la recidiva o

para la progresién tumoral.

Es un hecho demostrado en multiples estudios que un ILE corto se asocia a un
peor curso evolutivo (Parmar y cols., 1989; Reading y cols., 1995; Kurth y cols.,
1995); concretamente, en estos estudios se comenta que una primera recidiva a los 3
meses del diagnéstico inicial indica un riesgo elevado de progresién tumoral y una
menor supervivencia. Otros autores como Prout y cols. (1992) refieren que una
primera recidiva a los 3 meses no es concluyente y si posee cierto valor a los 6 meses
del seguimiento. Para el grupo concreto de NBG Holméng y cols. (1999) consideran
que un ILE de 3-4 meses se encuentra asociado a una mayor TR.

En nuestro estudio se consider6é de mal pronéstico un ILE<9 meses, al resultar
este valor el mas adecuado para la estratificacién de los grupos pronésticos reales.

Por otro lado, Cheng y cols. (1999b) en un estudio con neoplasias vesicales de
bajo potencial maligno (BPM) describen un ILE medio hasta la recurrencia (curva de
supervivencia) de unos 50 meses (4.1 afios). En otro estudio Leblanc B y cols. (1999)

obtienen una curva de supervivencia en la que la probabilidad de recurrir se estabiliza

a los 48 meses (4 afios) del seguimiento.
En nuestro estudio el ILE medio de los 120 casos es de 42 meses (3.5 afios

64.6 meses para los tumores que evolucionan bien (BPMr) v 26.9 meses para los

casos que evolucionan mal (BGr). La curva de supervivencia se estabiliza a los 55

meses (4.6 arios) del seguimiento, momento en el cual disminuye sensiblemente el

riesgo de sufrir una recurrencia y estaria por tanto justificado un seguimiento

cistoscdpico mds espaciado a partir de ese momento.
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E1ILE para la progresion tumoral es de 45.6 meses para la progresion en grado
y 45.7 meses para la progresién en estadio, aunque el nimero de casos con progresion

es muy reducido (9.16% de la casuistica).

6.2.2. TIEMPO DE SEGUIMIENTO
Aunque al revisar la literatura se constata una gran variabilidad en el tiempo de
seguimiento (2-20 afios) la tendencia actual para el grupo de neoplasias de bajo grado

(NBG) es hacia un seguimiento prolongado de estos pacientes. En ese sentido, y en

contra de la nueva Clasificacién de Consenso, Cheng y cols. (1999b) demuestran que
en el grupo de neoplasias de bajo potencial maligno (BPM) un seguimiento
prolongado de unos 12 afios significa un ILE medio para la recurrencia de 4.1 afios y
de 13.3 afios para la progresién tumoral (progresién en estadio). Por tanto, en este
estudio un 29% de los pacientes con tumores de BPM tuvieron recurrencia y/o
progresién (Ta—T1) y un 4% de éstos evolucionaron con invasién de la capa muscular
propia (Ta-T1—T2) . Ese mismo afio, Leblanc y cols. (1999) evaltian 152 pacientes
con tumores Ta/G1 con un seguimiento medio de 76 meses y constatan que un 55% de
éstos recidivan en los primeros 12 meses y un 14% recidivan a partir de los 60 meses
de seguimiento.

En nuestro estudio el seguimiento medio es también de 76 meses (6.3 arios),

aunque_en los primeros 12 meses recidivan 20 pacientes (16.6%), mientras que a
partir de los 60 meses recidivan tan sélo 7 (5.8%), resultados sensiblemente inferiores

a los obtenidos anteriormente por Leblanc y cols.
No obstante, para la obtencién de datos fiables en relacién con la progresion

tumoral tal vez hubiera sido preciso un seguimiento medio en torno a los 10-15 afios.

6.2.3. NUMERO DE RECURRENCIAS / TASA DE RECURRENCIA
(TR)

El nimero de recurrencias del grupo de neoplasias vesicales de bajo grado
histolégico (NBG) presenta en la literatura grandes diferencias, aunque es en general
bastante elevado.

Concretamente, Leblanc y cols. (1999) estudian 152 tumores Ta/Gl y

describen que un 55% de los mismos recurren. Por su parte, Cheng y cols. (1999b)
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estudian 112 casos de neoplasias de bajo potencial maligno (BPM), de las cuales 30
(26.8%) tuvieron recurrencias. Y, finalmente, Holméng y cols. (1999) describen que
un 35% de neoplasias de BPM y un 71% de carcinomas de bajo grado (BG) recurren.
En el presente estudio con tumores Ta-T1/G1-G2a, 77 casos (64.1%) recurren,
de los cuales 52 (67.5%) presentan 2 6 més recurrencias y s6lo 25 (33.5%) muestran

una unica recidiva. Esto se corresponde con el hecho de que sufrir una recidiva

tumoral sea un factor de riesgo de padeécer una segunda recidiva tumoral (Holméng y

cols., 1995; Ojea-Calvo y cols., 1998). En nuestra casuistica se considera también el

numero total de recidivas a lo largo del seguimiento (152 recurrencias totales), con la

particularidad de que los 4 primeros afios el nimero de recurrencias es elevado y

disminuye a partir del gquinto afio, con dos picos adicionales en la grdfica en el sexto

décimo afio de seguimiento. Este hallazgo coincide con la descripcion de recurrencia

en fase temprana y nuevos tumores primarios en fase tardia de Hinotsu y cols. (1999).

Numerosos estudios en la literatura utilizan una férmula que incluye el n° de
recurrencias y los meses de seguimiento, multiplicando la cantidad resultante x100
(Pauwels y cols., 1988) 6 x12 (Fitzpatrick y cols., 1986a), para asi hacer méds c6modo
el manejo de este indice.

En nuestro estudio se utiliza la primera férmula con una modificacién
consistente en que a los casos sin recidiva y un seguimiento <5 afios se les asigna un
coeficiente "0.5" (18 casos), al no alcanzar los 55-60 meses en que disminuye la
probabilidad de recurrencia; mientras que al resto de casos sin recidiva y un
seguimiento >5 afios (25 casos) se les asign6 un coeficiente ""0". En total fueron 43 los
pacientes que no recidivaron a lo largo del seguimiento (un 35.8% del total).

Posteriormente se comprueba que al introducir los factores de nuestro estudio
con valor pronéstico independiente no existen diferencias significativas entre ambos

coeficientes 0 y 0.5.

6.2.4. PROGRESION TUMORAL

El concepto exacto de progresién tumoral es muy distinto segin los diferentes
estudios y las diferentes casuisticas consideradas.

La mayoria de autores considera progresién tumoral a la invasion de la capa

muscular. Esto se debe a que la mayoria de estudios se centran en los TVS (Ta-T1/G1-
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G2-G3) (Malmstrém y cols., 1987; Lipponen y cols., 1990a-d; Garcia y cols., 1994;
Holming y cols., 1999; Cheng y cols., 2000a).

Sin embargo, Cheng y cols. (1999b) consideran progresion tumoral al aumento
en estadio de Ta a T1 con invasién de la lamina propia, a pesar de las dificultades
diagndsticas que existen en relacién con la certeza de invasién focal en el corion.
Otros autores como Leblanc y cols. (1999) consideran, ademas, progresién en el grado
histolégico.

En nuestro estudio de los 120 casos iniciales 11 casos progresan, de los cuales
4 lo hicieron en estadio hasta tumores con invasién de la capa muscular y 7 progresan
en grado. No se consideré progresién al paso desde tumores limitados a la mucosa
(Ta) hasta tumores con invasién de la ldmina propia (T1), debido a las limitaciones

descritas para el diagnéstico. Este mimero tan reducido de casos con progresion

(9.16% de la casuistica) obliga a un estudio meramente descriptivo, ya que para un

estudio estadistico completo se hubiera necesitado un mayor nimero de casos para

poder aplicar con confianza las distintas pruebas estadisticas.

En estudios anteriores Holméng y cols. (1999) describen que ningiin caso de
BPM present6 progresion tumoral, mientras que un 2.4% de pacientes con tumores de
BG progresaron en estadio. Leblanc y cols. (1999) encuentran en tumores G1/Ta un
37% de casos con progresion en grado o estadio. Finalmente, Cheng y cols. (1999b)
describen que un 10.7% de casos de BPM progresaron en grado, un 1.78%
progresaron con invasion de la capa muscular (Ta/T1-5T2), y otro 1.78% con invasién
de la lamina propia (Ta—T1).

En nuestro estudio de los 72 casos que evolucionaron mal (BGr) un 5.55% (4
casos) progresan en estadio y un 9.72% (7 casos) lo hacen en grado. Considerando, sin
embargo, los 120 casos totales de neoplasias de bajo grado (NBG) un 3.33% de las
mismas progresan en estadio y un 5.83% lo hacen en grado.

Los casos sin progresioén presentan, asimismo, un ILE de 44.3 meses y una TR
de 1.6%, mientras que los casos con progresiéon muestran un ILE maés corto (18.9

meses) y una mayor TR (3%).
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6.2.5. GRUPOS PRONOSTICOS "REALES"

El valor pronéstico en nuestro estudio viene determinado fundamentalmente
por 3 variables o funciones prondsticas intimamente relacionadas entre si: el intervalo
libre de enfermedad (ILE), la tasa de recurrencia (TR) y la progresién tumoral. De
hecho, todos los casos con un ILE<9 meses y/o progresion tumoral presentaron una
TR>1.

Asi pues, los grupos pronésticos se crearon en funcién de esas 3 variables y se
definieron como tumores de BPMr (casos con una evolucién clinica indolente) y
tumores de BGr (casos con mayor nimero de recurrencias y riesgo de progresién
tumoral). En definitiva, resultaron 72 casos de BGr y 48 casos de BPMr.

En la mayor parte de los estudios previos el grupo tumoral de referencia se
selecciona mediante el criterio subjetivo del patélogo y a partir de ahi se realizan las
comparaciones estadisticas. Esta asignacién subjetiva es ciertamente cuestionable,
sobre todo si se trata de casos situados entre 2 categorias contiguas.

Ya en la propia clasificacién de consenso de la OMS/ISUP (1998) (Epstein y
cols., 1998-9) se comenta que la distincion entre una neoplasia de BPM y un
carcinoma de bajo grado es en ocasiones sutil. Contemporanea a la clasificacién de
consenso surge una nueva clasificacién en 2 grades (Cheng y cols., 2000a) en la cual
se tiene en cuenta la existencia en el seno del tumor de mas de un grado histolégico o
clones celulares distintos, siempre que este componente secundario suponga mas del
5% del tumor. No obstante, este sistema tiene el inconveniente de su complejidad y del
excesivo niimero de grupos.

En nuestro estudio se corrobora este hecho ya que en la asignacion subjetiva

del grado primario o secundario por parte del patdlogo existe concordancia en 91

diagndsticos y discrepancia en los 29 restantes, lo cual supone que en un 24.2% de la

casuistica existe un clon celular mds atipico en el seno de un tumor de bajo potencial

maligno que determina el curso evolutivo del proceso, situacion confirmada por el

hecho de que sdlo uno de los diagndsticos (en concreto el diagndstico 1 o grado

secundario o clon celular mds atipico) define correctamente los grupos prondsticos

reales.
En la actualidad existe una gran controversia en relaciéon con el grupo de

neoplasias de BPM, de forma que autores como Cheng y cols. (1999b) y Leblanc B y
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cols. (1999) ponen en entredicho la "benignidad” de estos tumores si se realiza un
seguimiento prolongado; mientras que otros autores como Holméng y cols. (1999)
defienden esta entidad y sefialan que aunque las neoplasias de BPM puedan recurrir e
incluso progresar el riesgo se sitiia entre la poblacién normal y el de pacientes con un
carcinoma de BG.

La primera conclusién que se extrae a partir de los datos del seguimiento de
nuestra casuistica es que existe un grupo de tumores que evolucionan bien frente a otro
grupo con mayor nimero de recurrencias y probabilidad de progresion, pese a que los
factores que mejor definen estos grupos no tienen relacién estrecha, como ya veremos,
con el criterio subjetivo del patélogo.

En nuestro estudio son multiples las variables validas en la definicién de los

grupos _prondsticos reales, y de entre ellas destacan aquellas con asociacion mds

estrecha (p<0.001): drea nuclear de los 10 nicleos mds atipicos (ANMZ3) y su

desviacion esténdar (DEANMZ3), perimetro nuclear de los 10 niucleos mds atipicos

(PNMZ3), drea nuclear de los 10 nucleos mds pequerios (ANMZ4) y su desviacion

estandar (DEANMZ4), perimetro nuclear de los 10 niicleos mds pequerios (PNMZ4),
sobreexpresion de p53(15%). indice proliferativo tumoral (indice Ki-67-MIB-1),

distribuciones 1 y 2 de Ki-67-MIB-1, grados clinicos ''corregidos" de Parmar y
ploidia tumoral de los 10 nicleos mds atipicos (ploidia Z3).

De todos estos valores 4 se refieren a la zona tumoral més atipica (Z3), aunque
sin considerar la proporcién tumoral que ésta signifique (mayor o menor del 5% del
tumor), y otros 3 valores son relativos a los niicleos de menor tamafio, variable no
definida con anterioridad.

El grado aplicado por el criterio subjetivo del patologo (diagndsticos 1y 2
el grado asignado de forma conjunta quedan fuera de los factores que mejor definen
los grupos prondsticos reales (p<0.001). De cualquier forma, el diagnéstico 1 (grado
secundario més atipico) se asocia a los grupos pronésticos reales con un valor
"p"<0.05 (0.001<p<0.05) coincidiendo en un 67% de los casos de BPMr y en un 76%
de los casos de BGr; mientras que el diagnéstico 2 (grado primario o predominante)

acierta s6lo un 58% de los casos de BPMr y un 52% de los casos de BGr, resultados

gue NO mejoran en absoluto con la introduccion del grado conjunto (diagndstico

1+2).
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Asimismo, los grupos pronodsticos reales presentaron una serie de
caracteristicas especificas, sobre todo en relacién con el intervalo libre de enfermedad
(ILE), variable menos caracterizadora de los grupos reales; la cual aportara, por tanto,
mas informacién adicional. Concretamente, el ILE medio del grupo BPMr es de 64.6
meses por 26.9 meses del BGr, con lo cual un seguimiento >65 meses significa una
probabilidad de recurrencia realmente baja. Asimismo, considerando el nivel de corte
para el ILE en 40 meses, los tumores con un ILE<40 meses presentan una TR=2.8%,
por 0.7% de los casos con ILE>40 meses. De todo esto se deduce la estrecha relacién

existente entre un ILE corto o largo y la TR.
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6.3. FACTORES CLINICO-PATOLOGICOS CLASICOS (ANALISIS
BIVARIANTE)

6.3.1. EDAD Y SEXO

La edad y el sexo del paciente en el momento del diagndstico inicial son
variables objetivas no sujetas a factores externos de distraccion, sin embargo no han
demostrado en general un gran valor prondstico. De cualquier modo, los pacientes
joévenes de entre 30 y 40 aflos, con independencia del sexo, suelen tener tumores
vesicales de bajo grado que evolucionan mejor que los tumores vesicales en pacientes
de edad avanzada (Fitzpatrick y Reda, 1986). P4ez-Borda y cols. (1997) demuestran
que en el grupo de tumores vesicales superficiales (TVS) una edad superior a 65 afios
se asocia a un comportamiento tumoral mas agresivo, lo cual obliga en estos pacientes
a un seguimiento mas estrecho y un tratamiento mas agresivo.

En nuestro estudio la edad vy el sexo carecen de valor prondstico en todas las

comparaciones realizadas. En concreto, la edad media de presentacién en el grupo de
neoplasias vesicales de bajo grado (NBG) fue de 63.6 afios (BPMr: 63.5 y BGr: 63.7).

Sélo 4 casos (3.33%) se corresponden con pacientes menores de 40 afios y de

éstos 3 casos son BGr y sélo 1 caso presenta buen prondstico (BPMr).

Ninguno de estos casos progresa, no obstante.

6.3.2. TAMANO Y MULTIPLICIDAD TUMORAL

Estas 2 variables han demostrado con relativa frecuencia valor predictivo,
sobre todo la multiplicidad tumoral.

Diversos autores destacan el valor prondstico de la multiplicidad con respecto a
un intervalo libre de enfermedad (ILE) més corto (Heney y cols., 1983; Arrizabalaga-
Moreno y cols., 1997; Allard y cols., 1998; Péez-Borda y cols., 1999), mayor niimero
de recurrencias (TR) (Prout y cols., 1992; Holméng y cols., 1999; Millan-Rodriguez y

cols., 2000a-b), y progresién tumoral (Fitzpatrick y Reda, 1986; Zieger y cols., 1998;
Millan-Rodriguez y cols., 2000b). Ademas, Holméng y cols. (1999) afiaden que los

carcinomas vesicales de bajo grado (BG) son con mayor frecuencia tumores multiples,
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mientras que las neoplasias de bajo potencial maligno (BPM) suelen ser tumores
unicos.

En cuanto al valor pronéstico del tamafio tumoral, multiples trabajos describen
que éste se ve superado en poder predictivo por la multiplicidad. Ademas, respecto al
tamafio tumoral se han definido en la literatura diferentes puntos de corte con valor
pronostico: 2 cm (Prout y cols., 1992; Paez-Borda y cols., 1999), en relacion con el
intervalo libre de enfermedad (ILE) y la tasa de recurrencia (TR); 3 em (Kurth y cols.,
1995; Allard y cols., 1998; Zieger y cols., 1998; Millan-Rodriguez y cols., 2000a), en
relacién también con la progresién tumoral; y 5 cm (Heney y cols., 1983), en relacién
conel ILE y la TR.

En nuestro estudio la variable numero de tumores o multiplicidad tumoral

tiene un valor predictivo ligeramente superior al tamario tumoral en la definicion de

los grupos prondsticos reales_aungue ninguna de las 2 variables alcanza un valor de
p<0.001 (en este caso_el nivel umbral es de 2cm). Respecto_al intervalo libre de

enfermedad (ILE) y la tasa de recurrencia (TR) ambas variables presentan un valor

de p<0.001, con el punto de corte para el tamario en 3cm.

El estudio descriptivo en relacién con la progresiéon tumoral indica una clara

tendencia a la no-asociacién de ninguna de las 2 variables.

6.3.3. GRADOS CLIiNICOS "CORREGIDOS" DE PARMAR
Parmar y cols. (1989), y Reading y Parmar (1995) definen un grado clinico en

funcién de 2 factores: ILE y numero de tumores, quedando asi definidas 3 categorias o

grupos de bajo, moderado y alto riesgo en relacién con la TR. Su casuistica incluia
tumores de cualquier grado y estadio (Gx/Tx).

En el presente estudio los grados clinicos de Parmar definen correctamente los
grupos pronésticos reales (p<0.001), y en estudios comparativos individuales se
comprueba, ademas, una estrecha asociacioén entre los grados clinicos de Parmar y la
tasa de recurrencia (p<0.001). Hemos de tener presente, no obstante, que este
pardmetro incluye en su definicién el intervalo libre de enfermedad (ILE), un dato de
indudable valor prondstico "per se".

El ILE no se considera en estas comparaciones ya que es una funcién incluida

en la propia definicién de los grados clinicos de Parmar.
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Respecto a la progresién tumoral se observa una tendencia a la falta de
asociacién estadistica, ya que de los 11 casos que progresaron sélo 1 caso (9.09%) era
G3 de Parmar, y el resto eran 3 casos G2 y 7 casos G1 de Parmar.

En definitiva, en nuestro estudio se comprueba un indudable valor prondstico

de los grados de Parmar, en contraposicion con Arrizabalaga-Moreno y cols. (1997).

6.3.4. GRADO HISTOLOGICO

Son numerosos los estudios comparativos uni- o bivariantes que demuestran el
valor pronéstico de los sistemas clasicos de gradacién (Malmstrém y cols., 1987;
Angulo y cols., 1993; Choi y cols., 1994; Jarkrans y cols., 1995; Kriiger y Miiller,
1995; Nakopoulou y cols., 1998; Liukkonen y cols., 1999, etc.). Sin embargo, son
escasos los trabajos en los que se concluye ausencia de valor pronéstico (Lipponen y
cols., 1991a). El valor predictivo del grado se comprueba también en las NBG (BPM /
BG) (Holming y cols., 1999; Cheng y cols., 1999b; Leblanc y cols., 1999), aunque
este valor es relativo si el seguimiento clinico es prolongado, ya que entonces se
comprueba un riesgo relativamente alto para la recurrencia y escaso pero real para la
progresioén tumoral en el grupo de neoplasias de BPM.

En el presente estudio se observa una falta de concordancia entre _ambos

diagnosticos (1 y 2) segun el grado de la Clasificacion_de Consenso OMS/ISUP

(1998) y sdlo uno de ellos, en concreto el grado secundario o clon celular mds atipico

(diagndstico 1) muestra correlacion con la definicion de los grupos prondsticos reales
y el intervalo libre de enfermedad (ILE): aunque ambos grados (diagndstico 1y 2)

definen correctamente la tasa de recurrencia (TR).

Por lo gue se refiere al grado cldsico de la OMS (1973) / modificacidn

con los grupos reales, aunque si que muestra asociacion con ILE 'y TR.

6.3.5. ESTADIO TUMORAL

Son también numerosos los estudios a cerca del valor prondstico del estadio
tumoral en analisis estadisticos uni- o bivariantes (Collan, 1979; Lipponen y cols.,
1990b-c; Angulo y cols., 1993; van Velthoven y cols., 1996; Herr, 1999; Cheng y

cols., 1999a; etc.), siendo escasos los estudios que demuestran ausencia de valor
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prondstico (Kriiger y Miiller, 1995; Liukkonen y cols., 1999; Milldn-Rodriguez y
cols., 2000a).

La gran variabilidad en cuanto al diferente curso evolutivo de casos con el
mismo estadio se confirma en el estudio de Milldn-Rodriguez y cols. (2000b), donde
seglin el grado histolégico y el nimero de tumores un mismo estadio pertenece a
diferentes grupos prondsticos de riesgo.

En nuestra casuistica distinguimos entre tumores no invasivos limitados a la
mucosa (Ta), y tumores con invasion focal (T1f) o difusa (T1d) de la lamina propia.

Los_estadios _tumorales_asi_definidos _se_asocian_significativamente _con_los
grupos prondsticos reales, de forma que la mitad de tumores limitados a la mucosa
(Ta) evolucionan bien (BPMr), mientras que la mayoria de casos con invasion focal o
difusa (T1f é T1d) evolucionan mal (BGr). Es un hecho significativo que un caso con

infiltracion_difusa _de la ldmina propia seguimiento prolongado 7 _afios

evolucioné _bien. En relacién con el intervalo libre de enfermedad y la tasa de

recurrencia se observan diferencias significativas entre los estadios Ta y TI1(f*d,
pero no entre Tif y Tld.

De los 11 casos que progresan 6 casos eran inicialmente tumores limitados a la
mucosa (Ta), 5 casos infiltraban focalmente la lamina propia (T1f) y ninguno lo hizo

de forma difusa (T1d), lo cual es también muy significativo.

6.3.6. TRATAMIENTO ADYUVANTE INTRAVESICAL (TAI)

La mayoria de estudios en relacién con la administraciéon del TAI describen
una disminucién en el nimero de recurrencias aunque sin influencia sobre la
progresién tumoral (Krege y cols., 1996; Pawinski y cols., 1996; Malmstrom y cols.,
1999). Asimismo, en estudios comparativos existe una linea de defensores del
tratamiento con BCG (Okamura y cols., 1996; Jiménez-Cruz y cols., 1997; Moyano-
Calvo y cols., 1999) y otro grupo que defienden el tratamiento con MM-C
(Schwaibold y cols., 1997; Solsona y cols., 1999; Kondas y cols., 1999), usando para
cada uno de los grupos un régimen terapéutico distinto.

Por lo que respecta al grupo de tumores Ta/G1-2(a) algunos autores afirman
que NO es necesario un tratamiento adyuvante (Kurth y cols., 1996; Krege y cols.,

1996; Otto y cols., 1999), grupo en el cual quedarian encuadrados muchos de los casos
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de nuestro estudio. S6lo se administraria este tratamiento en caso de recidivas
multiples o de progresién con invasion de la 1dmina propia (T1). Dentro de este grupo
tumoral (G1-G2/Ta-T1) Witjes y cols. (1997) y Hurle y cols. (1999) describen un
grupo de bajo riesgo con tumores Unicos en el que se efectuaria s6lo una reseccién
transuretral (RTU), mientras que el TAI (MM-C) se administraria afiadido a la RTU
solo si se trata de una recurrencia tumoral o es inicialmente un tumor miltiple.

Lundholm y cols. (1996) refieren una menor tasa de recurrencia (TR) con el
uso de BCG en los tumores de bajo grado, aunque el mayor n° de efectos indeseables
ha extendido la administracién de la MM-C; no obstante, estos efectos secundarios
pueden ser parcialmente atenuados disminuyendo la dosis o el n° de instilaciones de
BCG (Pagano y cols., 1995; Solsona y cols., 1999).

En el Servicio de Urologia del HCUV los tumores G1/Ta se tratan en general
con reseccién transuretral (RTU), con o sin MM-C segun las caracteristicas concretas
de cada caso. En los casos G1-G2/T1 o G2/Ta se lleva a cabo RTU+MM-C, dejando
la administracién de BCG para casos seleccionados dentro de los tumores G2(a)/T1 y
todos los tumores G3.

En el disefio de nuestro estudio no se distingue entre la administracién del TAI
en el momento inicial del diagnéstico y a lo largo del seguimiento en las recidivas,
considerando siempre el primer agente terapéutico administrado.

Si se consideran s6lo los casos con recidiva, la tasa de recurrencia media de los
casos en que se administr6 MM-C es del 2.8% por un 1.7% de los casos tratados con

BCG; de este hecho parece deducirse que la administracion de BCG significa en este

grupo_de_neoplasias de bajo _grado (NBG) una_disminucion en_ el nimero_ de
recurrencias respecto a la terapia con MM-C.

Ademads, con respecto a los 11 casos con progresion tumoral en ninguno de
ellos se habfa administrado BCG (7 casos tratados con MM-C y el resto sin

tratamiento), lo cual podria indicar un efecto protector de BCG frente a la progresién
tumoral, al igual que en Okamura y cols. (1996), Lundholm y cols. (1996), Hurle y
cols. (1998), y Malmstrém y cols. (1999).

No obstante, el disefio de nuestro estudio y el nimero de casos no son

probablemente los mas adecuados para la valoracién correcta de la influencia del TAI
en el curso evolutivo del proceso.
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6.4. FACTORES EN PATOLOGIA CUANTITATIVA POR ANALISIS
DE IMAGEN (ANALISIS BIVARIANTE)

6.4.1. FACTORES MORFOMETRICOS

e Generalidades

Dentro de las multiples lesiones continuas que se estudian en anatomia
patolégica (Mariuzzi y Montironi, 1986), las neoplasias vesicales son quizés las que
muestran una relacion mas estrecha entre los cambios morfolégicos nucleares
(individuales y contextuales) y la evolucién clinica del proceso; de forma que cuanto
més alejados estén los nucleos de la normalidad (més hipercrémicos, de mayor
tamafio, m4s irregulares y con una mayor cantidad de DNA) peor serd el curso
evolutivo. Ademads, de entre todas las técnicas cuantitativas utilizadas es el analisis de
imagen la que permite un mayor numero de estudios y comparaciones simultaneas
sobre una misma poblacién celular, que puede, ademds, ser controlada directamente
por el pat6logo.

En patologia cuantitativa los resultados obtenidos a partir de estudios

estadisticos o0 de grupo han sido en general mucho més significativos que los

obtenidos en estudios individuales o de diagnéstico, y, ademds, en estos ultimos es

necesario medir un mayor niimero de nucleos (163 objetos) que en los primeros (93
objetos) (Collan, 1985). Esto se debe a que en los estudios de grupo el gran niimero de
casos estudiados permite la medicién de un menor niimero de objetos por caso (Collan
y cols., 1984-6).

Por lo que se refiere a la seleccion de los objetos de interés, ésta puede ser de 2

tipos: Seleccion randomizada o aleatoria y Seleccién especifica o selectiva. La

seleccion aleatoria es en realidad mas objetiva y practicamente sin fuentes de error
(Collan, 1989); sin embargo, si la seleccion es de tipo especifico o dirigida la
consistencia de los resultados y la reproducibilidad del método son mayores,

disminuyendo asimismo la variabilidad inter- e intraobservador (Baak, 1987).
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Todo ésto ha permitido la estandarizacion de la técnica (Bocking y cols., 1995;
"Consenso en técnicas cuantitativas™) y el control de las distintas fuentes de error
(Collan, 1986; Baak, 1987; Ooms y cols., 1983; Fleege, 1991).

Dentro de las miltiples posibilidades de la morfometria en nuestro estudio nos
centramos en la morfometria individual (drea, perimetro y factor de forma) y no en
la morfometria contextual (medidas de relacién entre objetos vecinos), pese a la
importancia que ha demostrado ésta dltima en la clasificacién por grados de las
neoplasias vesicales (Choi y cols., 1994; Jarkrans y cols., 1995).

Otro aspecto a tener en cuenta en Patologia cuantitativa es la gran
heterogeneidad Tumoral y la selecci6n de las Areas Tumorales.

Las neoplasias en general y los tumores vesicales en particular son lesiones
caracterizadas por una gran heterogeneidad tanto intra- como intertumoral (Cheng y
cols., 2000a). La heterogeneidad intratumoral viene definida asimismo por la
existencia de uno o varios clones celulares mas atipicos con un tamafio nuclear y una
hipercromasia mayor que la del resto de ntcleos.

En los distintos estudios realizados hasta la fecha los valores morfométricos
son también distintos segiin se consideren las capa de células basales (Z2) o el resto de
capas mas superficiales (Z1) (Ooms y cols., 1983a-b; Montironi y cols., 1986a-b;
Portillo y cols., 1992), aunque en otros estudios se consideran todas las capas
conjuntamente (Lipponen y cols., 1989; Garcia y cols., 1994; Kriiger y Miiller, 1995).
De cualquier forma, todos coinciden en rechazar las papilas cortadas oblicuamente y
seleccionar subjetivamente s6élo las mas atipicas de entre las papilas cortadas
transversalmente.

Otros autores consideran tan s6lo una pequefia poblacién de células més
atipicas independientemente de cémo esté cortada la papila. Asi, los hay que
consideran los 5-10 nucleos més grandes (Z3) (Ooms y cols., 1981-3; Montironi y
cols., 1986; Blomjous y cols., 1988-89-90; Lipponen y cols., 1990b-91a), o bien 50
nucleos (Lipponen y cols., 1990d; Ooms y cols., 1985), e incluso 75 nicleos (Garcia y
cols., 1994),

Siguiendo esta metodologia en nuestro estudio se decide medir unos 100-150

nicleos en las zonas Z1 (zona papilar externa) y Z2 (zona papilar interna o basal) sélo

en las papilas cortadas transversalmente, y los 10 niicleos mas grandes (Z3) y mas
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pequefios (Z4) independientemente de la orientacion del corte de la papila. Todas estas

selecciones se realizan sobre la base del criterio subjetivo inicial del pat6logo.

e Area nuclear (ANM+DE)

Multiples estudios han demostrado el valor prondstico del 4rea nuclear media
(ANM) y su desviacién estandar (DEANM) en distintas zonas tumorales (en general
las mas atipicas) de las neoplasias vesicales, aunque los niveles de corte y los grupos
de estudio han sido ciertamente heterogéneos.

Ooms y cols. (1983) establecen el nivel de corte para los tumores Gl en:
41um?® (Z1), 47um’® (Z2) y 6lum? (Z3); valores que fueron significativamente
mayores para los tumores G2. Portillo y cols. (1992) determinan un nivel de corte muy
inferior sélo en Z2 para tumores Gl (28um>) lo cual demostr6 valor prondstico en
relacién con la tasa de supervivencia.

Blomjous y cols. (1990) establecen el corte en 95um? con valor predictivo
superior al de los pardmetros clasicos pero sélo en el grupo de tumores G2.

Con anterioridad, Montironi y cols. (1986a-b) describen el ANM del urotelio
normal (Z1:32.8pm? / Z2:32.6um?), y los tumores G1 (Z1:41.5pm? / Z2:42.2um? /
Z3:52.3pm?), aunque concluyen que el valor pronéstico de la DEANM es superior al
ANM en cualquiera de las zonas tumorales consideradas.

Garcia y cols. (1994) no definen areas tumorales concretas y concluyen un
valor de corte para tumores G1 en 50um?, el cual se correlaciona estrechamente con el
grado y con el pron6stico. Para Kriiger y Miiller (1995) el punto de corte se sitia en
38.4 + 9.6um’ para los tumores G1 en ambas zonas (Z1 y Z2), parimetro que se
correlaciona con el grado pero no con el estadio.

Finalmente, Dalla-Palma y cols. (1996) no encuentran diferencias significativas
entre los grados contiguos (G1-2a y G2b-3), aunque si que se observan diferencias
entre los tumores de alto y bajo grado (Sénchez, 1986).

Lipponen y cols. (1990c-d y 1991a) realizan un estudio comparativo sobre

tumores de cualquier grado y estadio en el cual concluyen que el ANM y DEANM en

Z1-Z2 tienen relacion con el ILE y la progresién tumoral, mientras que el ANM en Z3
tiene relacion también con la supervivencia y la TR. En este estudio el ANM en Z3

demostr6 ser el tinico pardmetro asociado significativamente con el pronéstico. Sin
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embargo, su poder predictivo demostré ser menor que el de los pardmetros clésicos
(grado, estadio y "status papilar") y que el indice proliferativo tumoral.

En nuestro estudio los valores del area nuclear media (ANM) para las
diferentes zonas tumorales estudiadas (zonas 1-4) se situan entre los valores obtenidos
para el urotelio normal y los papilomas por un lado, y los valores de un grupo control
de carcinomas de alto grado (WHO G2) por otro.

En el grupo concreto de neoplasias de bajo grado (WHO G1) los valores son
proximos en nuestro estudio a algunos de los resultados revisados en la bibliografia
segun las distintas zonas tumorales consideradas, asimismo, el drea nuclear media

(ANM) fue superior en poder predictivo a la media de la desviacidn estdndar

(DEANM) en todas las comparaciones estadisticas realizadas.

En concreto, en nuestra casuistica el drea nuclear media (ANM) de las zonas

papilar_externa e_interna (Z1 y Z2) resulta itil en la definicion de los grupos

prondsticos, al igual que la desviacidn estdndar del drea (DEANM). Sin embargo, los

valores del ANM y DEANM en la zona tumoral mds ativica o clon celular mds atipico

(Z3) muestran en general un mayor poder estadistico con una p<0.001. Respecto al
tiempo de supervivencia o_intervalo libre de enfermedad (ILE) sdlo el ANM y

DEANM de Z3 muestran valor prondstico significativo, y en_relacion con la tasa de

recurrencia (TR) se repiten esos 2 factores ademds del ANM de la zona papilar
interna (ANM Z2).

Los valores morfométricos de las zonas 1 y 2 son superados en nuestro estudio

por diversos parAmetros clinico-patolégicos clasicos, pero no los valores referentes a
la zona 3; y en todos los casos los valores "p" relativos al area nuclear (ANM) son
superiores a los valores de la media de desviaciones estandar del 4area (DEANM).

Finalmente, los valores de la zona 4 (Z4) son originales en nuestra investigacion al no
existir referencias bibliogrdficas anteriores, resultando que el ANM Z4 y la DEANM

Z4 son utiles en la definicion de los grupos prondsticos reales, aunque sélo el ANM 74
Se asocia también con la tasa de recurrencia (TR).

Por lo que respecta a la progresion tumoral se observa una tendencia a valores

mayores del ANM y la DEANM de todas las zonas, aunque esta tendencia es mas

acusada para los valores de Z3.
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e Perimetro nuclear (PNM+DE)

En los distintos estudios revisados este valor ha demostrado su estrecha
relacién con el area nuclear, aunque con un valor predictivo en general inferior
(Montironi y cols., 1986a-b; Dalla-Palma y cols., 1996).

En nuestro estudio ocurre algo parecido, y asi el perimetro nuclear (PNM) y

la media de sus desviaciones estdndar (DEPNM) de todas las zonas del tumor pero en
especial de la zona tumoral mds atipica (PNM Z3) son vdélidos en la definicidn de los

oS _prondsticos, el intervalo libre de enfermedad (ILE) y la tasa de recurrencia

(TR); aunque siempre menores que los resultados obtenidos para el drea nuclear y su

desviacion estandar (ANM-DE).

En cuanto a los casos que progresan, €stos muestran valores de PNM vy

DEPNM sensiblemente mayores para todas las zonas, aunque inferiores a los valores
del ANM.

e Factor de Forma (FF+DE)

Un reducido nimero de estudios concluye algiin valor en relacién con la forma
o tendencia a la esfericidad de los niicleos de las células tumorales. Ademads, los pocos
estudios al respecto muestran resultados controvertidos y asi, mientras autores como
Sanchez (1986) describen una menor esfericidad de los nicleos en los tumores
vesicales de bajo grado, otros como Montironi y cols. (1986a-b), y Fukuzawa y cols.
(1995) demuestran que la pérdida de esfericidad nuclear posee mayor poder predictivo
que el ANM en relacién con la prediccion de progresion tumoral y supervivencia.

Nuestros resultados indican que el FF nuclear no posee valor prondstico y

s6lo se observan diferencias minimas, aunque sin alcanzar el nivel de significatividad,

en relacion con los valores de la Z4 (10 nicleos mds pequefios), no existiendo

asociacion estadistica con el resto de las funciones del prondstico.
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6.4.2. FACTORES CITOMETRICOS

Existen 2 métodos basicos para la cuantificacion del DNA nuclear: la
Citometria de Flujo (CMF) y la Citometria Estitica o de Imagen (CME / CMI).
Diferentes estudios han demostrado en las neoplasias vesicales y otros tipos tumorales
que los resultados son practicamente superponibles con ambas técnicas, con un nivel
de concordancia entre un 77 y un 100%, siempre para material incluido en parafina
(Cohen, 1996; e Hierro I y cols., 1996).

Las discrepancias se deben fundamentalmente a la gran heterogeneidad
tumoral y al hecho de que con técnicas de CMF no se discriminan correctamente
pequefias poblaciones celulares que contienen una cantidad de DNA distinta de la
poblacién celular predominante (Goulandris y cols., 1996). En ese estudio, de los 81
casos diploides en 10 existia un pico hiperdiploide o peridiploide con valor predictivo
y s6lo detectable con CMI.

Por su parte, Schapers y cols. (1993) encuentran mejor correlacion pronéstica
con la proporcién de células hiperdiploides que con el pico de células con un
contenido de DNA >5c.

Nenning y cols. (1997) describen que los tumores vesicales de bajo grado

(NBG/G1) tienen una proporcién de células con un contenido nuclear >5c¢ muy
pequeiia en relacién con los G2 y G3. En nuestra casuistica es importante mencionar
que apenas existian casos con un contenido de DNA >5¢ en Z3.

Como norma general la mayoria de los estudios concluyen que los tumores
vesicales G1 y la mitad de los G2 son diploides, lo cual no significa que todas las
células de los tumores diploides hayan de tener necesariamente la misma cantidad de
DNA como ya hemos visto, y ese pico hiperdiploide, por ejemplo, representa
generalmente una poblacién celular con una mayor actividad proliferativa (Nenning y
cols., 1997). En nuestro estudio la mayor parte de los casos son diploides en Z1 y Z2,
aunque una pequeiia proporcion de éstos (aproximadamente un 10% de casos para
cada zona) muestra un contenido no diploide de DNA (hiperdiploide o tetraploide)
con valor prondstico.

Van Velthoven y cols. (1995-6) afirman que los factores morfométricos
texturales (textura cromatinica) aportan mas informacién pronéstica que la ploidia

tumoral, afladiendo que esta ultima es expresién de la edad del tumor mas que de su
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agresividad bioldgica; no obstante, el hecho que un tumor esté presente durante mas
tiempo significa también que ha tenido la posibilidad de expresar toda su malignidad
bioldgica.

En tumores vesicales superficiales (TVS) de cualquier grado y estadio la
ploidia tumoral ha demostrado con frecuencia valor pronéstico, incluso mayor los
parametros clasicos y los parametros morfométricos como el ANM (Blomjous y cols.,
1989a). En nuestro estudio la ploidia tamoral en Z3 es en general superior en poder
predictivo a los pardmetros prondsticos clasicos aunque inferior al valor pronéstico del
ANM(DE) en Z3 y diversos factores inmunohistoquimicos, lo cual podria apoyar la
hipétesis de van Velthoven a cerca de la edad tumoral como efecto inmediato de la
aneuploidia tumoral y su valor prondstico como consecuencia indirecta.

Es interesante destacar que, metodolégicamente, existe una relacién obvia
entre el ANM, el indice proliferativo tumoral y la ploidia tumoral, ya que los nticleos
de mayor tamafio suelen ser los nticleos en divisién y contienen una mayor cantidad de
DNA. Ademss, la ploidia del tumor es una medida obtenida a partir del indice IOD
(densidad éptica integrada), variable relacionada directamente con el tamafio nuclear y
con la hipercromasia.

Sin embargo, muy pocos estudios valoran conjuntamente el ANM y la ploidia
en las neoplasias de bajo grado (NBG).

Pantazopoulos y cols. (1997) demuestran asociacién estadistica entre la ploidia
tumoral y la TR, y también con el indice proliferativo tumoral.

En nuestro_estudio la _ploidia tumoral se relaciona_estadisticamente con el

drea nuclear media (ANM) y con el indice proliferativo tumoral (indice Ki-67-MIB-1

como se _comentard posteriormente. Al margen de esta consideracion la ploidia

tumoral es vdlida en la definicion de lo 0S_prondsticos en la_zona papilar
interna (Z2) y en la zona de los 10 nicleos mds grandes (Z3), sobre todo en ésta

ultima. En concreto, la ploidia en Z3 se traduce en que un 86% de los casos diploides

o_hiperdiploides son tumores que evolucionan bien (BPMr), mientras que la mayor

parte de casos triploides y todos los casos con un contenido de DNA tetraploide o
superior son casos gque evolucionaron mal (BGr). Respecto al intervalo libre de
enfermedad (ILE) y a la tasa de recurrencia (TR), un contenido_hiperdiploide en Z2 y
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un contenido triploide o superior en Z3 se asocia con un ILE mds corto y a una mayor
TR.

Un hecho destacado referente a la progresion tumoral en nuestra casuistica es
que todos los casos que progresan muestran un contenido de DNA triploide o superior

en la zona tumoral més atipica (Z3).
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6.5. FACTORES INMUNOHISTOQUIMICOS (ANALISIS
BIVARIANTE)

6.5.1. Ki-67 (MIB-1)

Son numerosas las técnicas que se utilizan en Patologia para el estudio del
indice proliferativo tumoral, y numerosos los estudios en que se demuestra su valor
pronéstico. Dentro de las técnicas IHQ que se utilizan tenemos fundamentalmente dos:
el indice PCNA vy el indice Ki-67, aunque en la actualidad est4d més extendido el uso

del Ag Ki-67, sobre todo tras la introducciéon de un nuevo Ac para su aplicacién en
cortes de parafina: Ki-67 (MIB-1).

Aunque es obvia la relacion existente entre ambas pruebas algunos autores han
demostrado falta de asociacion entre Ki-67 y PCNA (Koyuncuoglu y cols., 1998).

En la mayoria de estudios se demuestra que el indice de Ki-67 se asocia
estadisticamente con el grado, el estadio y con las distintas funciones del prondstico
(Liukkonen y cols., 1997-99; Vollmer y cols., 1998; Nakopoulou y cols., 1998; Wu y
cols., 2000). En estos estudios se contabilizan unos 1000 nicleos por cada caso con
niveles de positividad que oscilan entre el 6% y el 15%. Por el contrario, hay estudios
que concluyen que el Ag Ki-67 no tiene valor prondstico o no estd asociado con
grados y estadios elevados, en este sentido diversos autores sefialan ausencia de
relacién entre el indice proliferativo y el estadio tumoral (Okamura y cols., 1990;
Fontana y cols., 1992; Kriiger y Miiller, 1995).

Pfister y cols. (1999a-b) describen que MIB-1 es un factor predictivo del n° de
recurrencias y del ILE en neoplasias vesicales de bajo grado (NBG). En este grupo
tumoral (NBG), Mulder y cols. (1992), Pfister y cols. (1999) sitian el nivel umbral
con valor pronéstico en torno al 10% (100%o) de nicleos positivos.

Okamura y cols. (1990) estratifican el indice de Ki-67 en grupos, de forma que
un indice <5% comporta un curso evolutivo indolente, 5-15% un curso intermedio, y
>15% comporta un curso evolutivo agresivo.

Se considera, asimismo, la distribucion intratumoral de las éreas proliferativas
en relacién con las distintas capas celulares dentro las papilas o de todo el tumor en su

conjunto. En este sentido, Fontana y cols. (1992) describen que una distribucién apical
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o_vegetante determina una buena evolucién clinica del tumor, mientras que una

distribucién en la base del tumor comporta un mal pronéstico. Por su parte, Helpap y

cols. (1999) describen que una distribucién papilar difusa (en todas las capas del

urotelio) comporta un peor prondstico que una distribucién basal (en la capa de células

basales).

En nuestro estudio se valora simultineamente la positividad de las areas
tumorales que subjetivamente muestran un mayor indice proliferativo y también de las
distintas distribuciones intratumorales, contabilizando un total de 1000 nucleos por
cada caso. De este modo se considera el fndice proliferativo global, se estratifican los
grupos en 4 categorias, y se valoran también las distribuciones segun las distintas
zonas del tumor (distribucién 1) y segin las distintas capas dentro de la papila
(distribucién 2), situacién que no ha sido estudiada de forma conjunta hasta la fecha.

De acuerdo con los resultados obtenidos cualquier pardmetro en relacion con

el _indice proliferativo (tasa global de proliferacion o distribuciones especificas de Ki-

67-MIB-1) es vdlido en la definicion de los grupos prondsticos reales, el intervalo

libre de enfermedad (ILE) y la tasa de recurrencia (TR) con p<0.001.

En cuanto al indice proliferativo global el nivel de corte con mejor correlacién
prondstica se determina en un 79%. de células en ciclo. Para determinar el indice con
valor pronéstico independiente es necesario un estudio estadistico multivariable que se
comentard con posterioridad. Por lo que hace referencia a las distribuciones de Ki-
67(MIB-1) una distribucién 1 de tipo apical y una distribucién 2 de tipo basal (capa de
células basales) se asocia con un buen pronéstico.

Finalmente, en cuanto a la progresion tumoral la tendencia de los casos que
progresan es a tener un indice de Ki-67 sensiblemente mas elevado que los casos que
no lo hacen (160%o por 102.3%o)

6.5.2. P53 (DO-7)

La sobreexpresion de esta oncoproteina estd implicada en el desarrollo de
numerosos procesos neoplasicos y en concreto en el caso de los tumores vesicales se
relaciona con la progresién tumoral en relacién con la invasién de la pared vesical.

No obstante, existe una gran controversia en relacién con los resultados

obtenidos, lo cual se debe en parte a la gran diversidad de clones utilizados, los
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distintos niveles de positividad, los grupos de estudio, etc. En este sentido, Gardiner y
cols. (1994) y Casetta y cols. (1997) consideran la positividad a partir de un 0-5%,
aunque sélo el valor 0% predice correctamente la progresion tumoral y el n® de
recurrencias.

Soini y cols. (1993) establecen este nivel de corte en el 1%. Thomas y cols.
(1993), Nakopoulou y cols. (1998), y Li y cols. (1998) en el 10%. Y, finalmente, otros
autores como Liukkonen y cols. (1997), y Wu y cols. (2000) establecen el nivel de
corte en el 20%.

En la mayoria de estudios se comprueba asociacién entre el nivel de expresion
de p53 y grados y estadios altos, y en un nimero algo mas reducido se comprueba una
verdadera asociaci6n con el prondstico, pasindolos a detallar a continuacién:

Soini y cols. (1993), Esrig y cols. (1993), Sarkis y cols., (1993), Lipponen y
cols. (1993a-b), Casetta y cols. (1997), Liukkonen y cols. (1999), etc.; demuestran
asociacién entre la expresién tumoral de p53 y la prediccién de recurrencias o de
progresién tumoral, aunque en general son superados en poder predictivo por los
factores clinico-patolégicos clasicos (grado, estadio y "status papilar"). En otros
estudios se descarta dicha asociacién con el grado y el estadio (Wu y cols., 2000), e
incluso son numerosos los estudios donde se describe una ausencia total de valor
pronéstico de la p53 (Burkhard y cols., 1997; Gardiner y cols., 1994; Pfister y cols.,
1999a).

Para el grupo de neoplasias de bajo grado (NBG) se han descrito niveles
medios de expresién de pS3 que oscilan entre el 3-9% segiin los diferentes estudios.
En este grupo de tumores Casetta y cols. (1997) asocian la expresién de p53 con el
ILE y la TR; y Vollmer y cols. (1998) correlacionan la negatividad de p53 con un
buen pronéstico en todos los grados histolégicos incluidas las neoplasias grado 1.

En nuestro estudio la tasa global de positividad es de 6.78%, proporcién muy
parecida a la de los estudios realizados hasta la fecha. En relacién con la definicion de

los grupos prondsticos reales los 2 niveles de positividad considerados en un primer

momento (10% y 20%) resultan dtiles para la asignacion de los casos a los grupos,
sin embargo en nivel de corte ideal resulta ser del 15%. En cuanto al intervalo libre
(ILE) y a la tasa de recurrencia (TR) la asociacion es también muy fuerte para

cualquier nivel de corte (p<0.001).
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Finalmente, de los 11 casos que progresan la expresion media de pS3 fue del

13.9% frente al 6.1% de los casos que no lo hacen.

A partir de nuestros resultados se puede afirmar que la expresion de p53 superé

en valor predictivo a muchos pardmetros predictivos cldsicos (entre ellos al grado v

al estadio), al contrario que en muchos de los estudios realizados hasta la fecha. Este

hecho podria deberse entre otras cosas a la definicion a posteriori (y no a priori) del

nivel umbral de positividad.

Pfister y cols. (1998) afirman que la ploidia tumoral es superior en poder
predictivo a la expresién conjunta de Ki-67 y p53, sin embargo en nuestro estudio

ocurre al contrario, ya que la expresion conjunta de estos 2 factores

inmunohistoquimicos (indice Ki-67-MIB-1 y p53) supera en valor predictivo al valor

de la ploidia tumoral en cualquiera de las zonas tumorales consideradas.

6.5.3. Bcl-2 (MARCADOR DE APOPTOSIS)

El estudio inmunohistoquimico (IHQ) de la apoptosis en las neoplasias
vesicales no ha sido tan estudiado como en las neoplasias de mama, tiroides y distintos
procesos linfoproliferativos. Ademas, los resultados obtenidos en estos estudios han
sido en ocasiones contradictorios.

En el urotelio normal y en las neoplasias de bajo grado (NBG) se ha
comprobado una expresién de bcl-2 en la capa de células basales en proliferacion,
observiandose como a mayor grado y estadio se incrementa la expresion de bcl-2 en
capas intermedias y superficiales (Nakopoulou y cols., 1998; Li y cols., 1998; Wu y
cols., 2000). En estos estudios no se demostré, sin embargo, ningun valor prondstico
en relacion con esa distribucion de la positividad. Liukkonen y cols. (1997)

consideraron de forma conjunta la expresién basal y difusa de bcl-2 y describen que la

positividad se concentra en carcinomas de alto grado (NAG), aunque tampoco
concluyen ningun valor pronéstico.

En los estudios mencionados previamente se considera que la positividad
aislada de bel-2 carece de valor pronéstico pero en combinacién con la expresién de
pS3 existe un efecto dual, de forma que la expresién de bcl-2 con p53 negativo
comporta buen pronéstico (evento precoz en el proceso carcinogenético); sin embargo,

la expresion conjunta de bel-2 y p53 (evento tardio) significa un curso evolutivo
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ominoso, es decir, que el efecto protector inicial de bcl-2 desaparece al confirmarse la
sobreexpresion de p53 (Vollmer y cols., 1998). Otros autores como Tzai y cols. (1998)
describen que en NBG la expresion conjunta de pS53 y bcl-2 carece de valor
pronbstico.

En nuestra_investigacion, la expresién aislada _de bcl-2 no muestra valor

predictivo en la definicion de los grupos prondsticos ni en relacion con el intervalo

libre de enfermedad (ILE); sin embargo, si se evidencia asociacion estadistica entre la

expresion difusa de bcl-2 y una tasa de recurrencia (TR) mds alta.

Con respecto a la expresidn_conjunta de bcl-2 y p53 se obtienen resultados

interesantes. Asi, respecto a la expresion basal de bcl-2, la expresion aislada de bcl-2
con negatividad para p33 se traduce en un buen curso evolutivo libre de recurrencias,

mientras que la positividad de p33 significa un peor curso evolutivo con una TR alta y

un ILE corto. Sin embargo, la expresidn difusa de bcl-2 no se vio influenciada por la

expresion andmala de p33 y se asocia siempre a un mal prondstico.

No obstante, estos resultados han de ser contrastados en estudios posteriores
con un mayor numero de casos y un seguimiento clinico prolongado, validos también

para el estudio adicional de la progresion tumoral.

6.5.4. C-erbB-2

La expresién de esta oncoproteina ha demostrado valor pronéstico en el
carcinoma de mama pero no en las neoplasias vesicales. Dentro de la familia de los
receptores de los factores de crecimiento, el EGFR ha mostrado en algunos estudios
valor prondstico en relacién también con el grado (Liukkonen y cols., 1997-9). Sin
embargo, en algunos estudios se describe ausencia de relacién entre la expresiéon
EGFR y la expresion de c-erbB-2 (Moriyama y cols., 1991).

El valor prondstico de la oncoproteina c-erbB-2 ha sido descrito en diversos
estudios en tumores de alto grado y en relacién con un curso evolutivo indolente
(Moriyama y cols., 1991; Vollmer y cols., 1998). Por su parte, Sato y cols. (1992)
demuestran valor prondstico de esta misma oncoproteina aunque en relacién con un
curso evolutivo ominoso.

En nuestra casuistica la expresién de c-erbB-2 no confirma valor prondstico

para ninguno de los pardmetros evolutivos considerados, hecho que podria estar en
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relacién con el grupo de poblacional estudiado (neoplasias de bajo grado-NBG

que con anterioridad se ha descrito valor prondstico en relacion siempre con grados

histoldgicos y estadios tumorales avanzados.

6.5.5. CITOQUERATINA BASAL (CLON 34p3E12)

La expresion de esta citoqueratina, constituida por las citoqueratinas CK1-5-
10-14, es especifica de las células basales del urotelio normal (Helpap y Kéllermann,
1999).

Su valor pronéstico ha sido ampliamente estudiado en el carcinoma de
prostata (Wojno y Epstein, 1995), aunque son muy escasos los estudios realizados en
las neoplasias vesicales.

Sénchez (1992) estudia la expresion de CK-1 (LP 34) en tumores vesicales
papilares, observando que en los tumores de bajo grado (BG) existe una expresién
predominante en la capa basal, mientras que en tumores de alto grado (AG) la
expresion es en el todas las capas de forma difusa. Este hecho se podria explicar por la
pérdida o desnaturalizacién de los filamentos intermedios del citoesqueleto.

En 1999, Helpap y Kollermann estudian la expresion de CK-basal (Ag
34BE1,2) en neoplasias papilares vesicales uroteliales, concluyendo resultados muy
similares, es decir, expresion difusa de esta citoqueratina en los tumores de alto grado
histolégico con elevada tasa de recurrencia (TR). Del mismo modo, en el 2000 estos
mismos autores describen que en neoplasias de bajo potencial maligno (BPM)
predomina una expresién basal similar a la del urotelio normal, mientras que en el
grupo de carcinomas de bajo grado la expresién ocurre con mayor frecuencia en todas
las capas de forma difusa o en las capas superficiales, lo cual se relaciona a su vez con
una mayor tasa de recidiva tumoral (Helpap y Kéllermann, 2000).

En_nuestro _estudio _este _patron__especifico _de positividad _frente_a_las

citoqueratinas_(basal o difuso) es vdlido en la definicion de los grupos prondsticos, el

intervalo _libre_de_enfermedad (ILE) vy la tasa de recurrencia (TR): aungue se ve

superado en poder predictivo por otros marcadores IHQ y por alguno de los

pardmetros cldsicos clinico-patoldgicos. De entre todos, la expresion mds fuerte se

produce en relacion con la TR (p=0.001).
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En cuanto a la progresién tumoral 9 (81.8%) de los 11 casos que progresan
muestran un patrén difuso de expresion, y s6lo 2 casos presentan un patr6n basal.
Helpap y Kéllermann (2000) también estudian en NBG el valor pronéstico de

la expresién conjunta de CK basal v Ki-67 distribucién 2, resultando diferencias

significativas de los grupos en relaciéon con la TR, sobre todo entre el grupo de
expresion difusa de ambos Ac y el resto de combinaciones posibles.

En nuestra experiencia y en relacion con la TR y el ILE, la expresion basal de
ambos Ac se asocia a buen prondstico, la_expresion_difusa_en cambio se relaciona

con une elevada TR y un ILE corto, mientras que la expresion mixta (basal de uno y

difusa del otro Ac) demuestra que la expresion difusa de Ki-67 tiene un valor

prondstico superior al de la expresion difusa de CK-basal. En cualquier caso el poder
predictivo de la CK-basal de forma aislada es menor que considerada juntamente con

la distribucion 2 de Ki-67-MIB-1.
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6.6. ESTUDIOS COMPARATIVOS ADICIONALES

6.6.1. DE LOS DISTINTOS FACTORES INMUNOHISTOQUIMICOS
(IHQ) ENTRE Sf

Diferentes estudios en neoplasias vesicales han demostrado la asociacién

existente entre la expresion de p53 y el indice proliferativo Ki-67-MIB-1 (Liukkonen y
cols., 1997; Vollmer y cols., 1998; Nakopoulou y cols., 1998); y también con el indice
de PCNA (Shiina y cols., 1996). Sin embargo, en otros estudios se afirma que Ki-67 y
p53 son 2 pardmetros con valor pronéstico independiente (Pfister y cols., 1998).

En estudios de carcinogénesis y de biologfa molecular se ha comprobado que el
gen TPS3 interviene en la regulacion de genes implicados en la apoptosis y en la
diferenciacién y crecimiento celular (Cordén-Cardo y cols., 1997b-98; Prives y Hall,
1999), condicionando de este modo un aumento de la masa tumoral.

En nuestro estudio sobre la posible asociacion entre los diferentes factores
IHQ destaca la estrecha relacion existente entre la expresién de p53(15%) y de Ki-
67-MIB-1 (79%), y también con la distribucion 2 de Ki-6 7-MIB-1. Concretamente, un
nivel de positividad frente a p53>15% se asocia a un elevado indice proliferativo
tumoral y a una distribucién 2 de Ki-67 de tipo difuso.

Es importante sefialar la ausencia de relacién estadistica entre la distribucién 2
de Ki-67'-MIB-1 y la expresién tumoral de CK-basal (p=0.551), entre Ki-67-MIB-1
distribucién 1 y p53 (p=0.059), y entre p53 y bcl-2 (p=0.628). Sin embargo, respecto a

la distribucién 1 de Ki-67, la asociacién con p53 estuvo muy cerca de ser significativa

(p=0.059).

6.6.2. DE LOS FACTORES INMUNOHISTOQUIMICOS (IHQ) CON
LA PLOIDfA TUMORAL Y LA MORFOMETR{A
Algunos estudios en la literatura muestran asociacién entre la expresién de p53
y un mayor contenido de DNA (Mellon y cols., 1994; Pfister y cols., 1998; Shiina y
cols., 1996), lo cual se traduce asimismo en que estos nicleos con expresién anémala

de la proteina tienen un 4rea nuclear mas grande (Kriiger y Miiller, 1995), un mayor
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nimero de alteraciones cromosémicas y una mayor tasa proliferativa (Mellon y cols.,
1994).

En otras publicaciones se confirma correlacion estadistica entre el indice Ki-
67:MIB-1 y la ploidia tumoral (Pfister y cols., 1998).

En casi todos los estudios revisados la ploidia tumoral superaba en valor

predictivo al resto de factores IHQ.

‘En_nuestra casuistica_tanto la expresion de p53(15%) como las distintas
distribuciones de Ki-67, incluido el indice proliferativo (79%o) se asocian a un mayor

grado de ploidia tumoral en la zona tumoral mds atipica (Z3).

De igual forma ocurre entre el drea nuclear de los 10 nicleos mds grandes
(ANM Z3), y los valores del indice y las distribuciones 1y 2 de Ki-67-MIB-1 (79%o);

las _cuales a mayor tasa de proliferacion determinan un mayor n° de alteraciones

cromosémicas y un mayor tamario de los nicleos. E]l ANMZ3 se asocia también con la

expresion basal o difusa de citoqueratina basal.

Comparativamente la ploidia tumoral en Z3 tiene segun los estudios
estadisticos bivariante un valor predictivo similar al indice proliferativo tumoral, a las
distribuciones de Ki-67-MIB-1 y a la expresiéon de p53, con un valor p<0.001, no
obstante la referencia exacta de su verdadero poder predictivo necesita del estudio

multivariable.

6.6.3. DE LOS DISTINTOS FACTORES CON LA MULTIPLICIDAD Y
EL TAMANO TUMORAL

Por lo que se refiere a la multiplicidad tumoral diferentes estudios de
carcinogénesis describen un origen monoclonal o "siembra tumoral" (Fadl-Elmula y
cols., 2000); oligoclonal (Hartmann cols., 2000); o multiclonal o "lesién de campo"
(Richie y cols., 1989; Wolf'y cols., 1982) para las neoplasias vesicales uroteliales.

En cuanto al gen TP53, existe controversia a cerca de su implicacion en el
proceso carcinogenético, y asi hay autores que correlacionan la expresién de p53 con
la multifocalidad tumoral (Habuchi y cols., 1993; Xu y cols., 1996), mientras que el
resto lo asocia tan sélo con los procesos de invasién y de progresion tumoral y refiere

que la extensi6n intracanalicular a distancia se asociaria mas con las alteraciones en el
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cromosoma 9, implicado mas en el proceso carcinogenético inicial (Gibas y cols.,
1997; Hartmann y cols., 2000).
Por otro lado, Okamura y cols. (1990), y Pfister y cols. (1999) concluyen que la

multiplicidad tumoral es un proceso absolutamente independiente del indice

proliferativo de Ki-67-MIB-1.
En nuestro estudio existen 3 factores ligados estrechamente a la multiplicidad
tumoral: Ki-67-MIB-1 (79%), Z3ANM, y sobre todo la expresion de p53(15%), este

ultimo_con p<0.001. Este hecho significa que tumores primitivos con_un_elevado

indice proliferativo, sobreexpresion de p53, o con un clon celular con elevada ploidia

Se presentaron con mds frecuencia como tumores multiples independientemente del

mecanismo carcinogenético.
Respecto al tamafio tumoral son numerosos los estudios que demuestran

asociacién directa o indirecta de diferentes factores con el tamafio del tumor. De
hecho, en estudios de carcinogénesis se describe la influencia de la expresién de p53
sobre distintos genes implicados en la apoptosis (bcl-2) y en el crecimiento celular
(Ki-67-MIB-1) (Cordén-Cardo y cols., 1998-9; Prives y cols., 1999). En otros estudios
se demuestra, sin embargo, que la expresién de p53 es independiente de Ki-67 y no se
relaciona por tanto con el crecimiento del tumor (Wu y cols., 1996).

En nuestra _casuistica se_comprueba _asociacion estadistica_entre_el tamaftio

tumoral, y los valores del drea nuclear media y la ploidia en el drea tumoral mds
atipica (ANM Z3 y ploidia Z3) (valores "p" de 0.002 y 0.008 respectivamente).
Ademads, se evidencia correlacion entre el tamario tumoral y el indice proliferativo Ki-
67-MIB-1 (p=0.006).

Destaca el hecho de _que el tamario tumoral no mostro_en nuestra_casuistica

relacion estadistica con la expresion anémala de p53 (p=0.293).
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6.7. VALOR PRONOSTICO DE LOS FACTORES SEGUN EL TIPO
DE ESTUDIO ESTADIiSTICO (INTRODUCCION AL ANALISIS
MULTIVARIANTE)

Todos los factores prondsticos que demuestran en los distintos estudios

estadisticos bivariantes un valor p<0.001 se pueden agrupar en 4 grupos principales:

e Pardmetros clinico-patolégicos clisicos

Dentro de este grupo sélo los grados clinicos "corregidos" de Parmar
han demostrado para todas las variables pronésticas un valor p<0.001 (en la
definicion de los grupos reales, el intervalo libre de enfermedad-ILE y la tasa
de recurrencia-TR), aunque hemos de tener presente que en su definicién entra
un pardmetro pronéstico (ILE corto o largo). Asimismo, la multiplicidad y el
tamaiio tumoral aparecen estrechamente relacionados con el ILE; y el grado

definido con el diagnéstico 1 con la TR.

¢ Parimetros morfométricos

El 4rea nuclear media de las areas extremas del tumor (ANM Z3 y Z4),
correspondientes a los 10 nucleos mas grandes y los 10 més pequefios del
tumor; y el perimetro nuclear del 4rea tumoral més atipica (PNM Z3) han
demostrado un valor "p" <0.001 en relacién con todas las funciones del
prondstico. A éstos se afiaden ademads: la desviacion estdndar del 4rea en esas
mismas zonas tumorales (DEANM Z3 y Z4) y el PNM Z4 en la definicién de
los grupos prondsticos reales, el ANM Z4 en relacion con el ILE y la DEPNM

Z3 en relacion con la TR.

o Factores citométricos
Tan sélo la ploidia en Z3 ha demostrado un valor p<0.001 con respecto a

la TR y también en la definicién de los grupos pronésticos reales.
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e Factores inmunohistoquimicos

Dentro de los factores inmunohistoquimicos (IHQ) la expresién de
p53(15%), el indice proliferative (Ki-67-MIB-1) y la distribucién 1 de Ki-
67-MIB-1 presentan una p<0.001 para todas las variables del pronéstico, a los
que se afiade asimismo la distribucién 2 de Ki-67 en relacion con la definicién

de los grupos pronésticos reales y el ILE.

Segun estos estudios bivariantes seria imposible determinar qué factores

tienen un valor pronéstico independiente del resto.
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68. ESTUDIO ESTADISTICO MULTIVARIANTE (VALOR
PRONOSTICO INDEPENDIENTE)

Esta prueba estadistica ha significado ciertamente un avance extraordinario en
el estudio de la influencia de los diferentes factores pronésticos en el diagnéstico y en
la predicci6n evolutiva de los pacientes.

Las multiples técnicas utilizadas en Anatomia Patoldgica generan una gran
cantidad de datos numéricos con diferente valor prondstico, datos que han de ser
comparados entre si y con los datos del seguimiento. Sin embargo, de todos estos
valores s6lo un nimero muy reducido de ellos aportard informacién esencial en
relacién al diagnéstico y al prondstico (Mariuzzi y cols., 1995; Cohen, 1996). Esta
seleccion de variables con valor pronéstico independiente se consigue mediante la
aplicacién del estudio multivariable o multivariante (EMV) (Tosi y Cottier, 1989).

Con este estudio lo que se consigue es evitar la coincidencia o superposicion de
las variables dentro de los distintos grupos (Baak y cols., 1985), lo cual puede
conducir a conclusiones erréneas a cerca del valor pronéstico de los distintos factores.

Para el caso concreto de las neoplasias vesicales, numerosos factores en la

literatura han demostrado tener valor pronéstico independiente; aunque, eso si, en

muestras poblacionales muy heterogéneas en cuanto al grado, el estadio, los tipos
morfolégicos tumorales, el tiempo de seguimiento, la valoracién de la positividad de
las pruebas IHQ, los niveles de corte para dicha positividad, el niimero de objetos
contabilizados, etc. Ademds, este valor pronéstico se determina en funcién de las
diferentes funciones del prondstico como son la progresién tumoral, el intervalo libre
de enfermedad (ILE) para la progresion o para la recurrencia, la tasa de recurrencia
- (TR), el nimero total de recurrencias, la tasa de supervivencia, etc.

En la literatura los factores que han presentado con mayor frecuencia valor
prondstico independiente han sido el grado histolégico, el estadio tumoral y el "status”
papilar del tumor (Lipponen y cols., 1990c,d-1991-3; Schapers y cols., 1993; Serth y
cols., 1995; Nakopoulou y cols., 1998; etc).

Sin embargo, en otros estudios el estadio (Liukkonen y cols., 1999; Millan-
Rodriguez y cols., 2000a) y en ocasiones también el grado (Blomjous y cols., 1988;
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Zlotta y cols., 1999) son eliminados como factores con valor pronéstico independiente
en estos estudio multivariable (EMV).

Por lo que hace referencia al resto de factores clinico-patolégicos clasicos
muchos de ellos han sido seleccionados en alguno de los estudios como factores de
valor predictivo independiente: la edad (Schapers y cols., 1993; Serth y cols., 1995), el
sexo (Sarkis y cols., 1993), la multiplicidad (Millan-Rodriguez y cols., 2000a), y el
tamafio tumoral (Allard y cols., 1998; Zieger y cols., 1998). En concreto Millan-
Rodriguez y cols. (2000b) definen grupos pronésticos de riesgo en funcién del grado,
el estadio y el nimero de tumores.

En cuanto a los factores morfométricos y citométricos ocurre algo parecido.
Asi, muchos de ellos han sido seleccionados en las distintas series como factores con
valor pronéstico independiente: el area nuclear media y la desviacion estdndar de los
10 nucleos mas atipicos (ANM _Z3 y DEANM Z3) (Lipponen y cols., 1990c-d;

Montironi y cols., 1986b), los factores de forma nuclear (Montironi y cols., 1986a-b),

el perimetro nuclear medio (PNM) (Montironi y cols., 1986b), la ploidia tumoral
(Blomjous y cols., 1988; L6pez-Beltran y cols., 1994; Koyuncuoglu y cols., 1998), el
porcentaje de células con indice de DNA >5¢ (Hemstreet y cols., 1991; Schapers y
cols., 1993), y el porcentaje de células con contenido hiperdiploide de DNA (Shiina y
cols., 1996).

Dentro de los parametros inmunohistoquimicos el factor incluido con mas

frecuencia como factor con valor pronéstico independiente ha sido la expresion
tumoral de la proteina p53, tanto de forma individual (Casetta y cols., 1997; Lacombe
y cols., 1996; Sarkis y cols., 1993; Serth y cols., 1995) como en combinacién con bcl-
2 o con el {ndice Ki-67-MIB-1 (Vollmer y cols., 1998). Con menor frecuencia se han
seleccionado también el indice proliferativo Ki-67 (Liukkonen y cols., 1999; Wu y

cols., 2000), y la expresién de c-erbB-2 (Sato y cols., 1992). Sin embargo, ningiin
estudio ha demostrado hasta la fecha valor prondstico en la expresién de bcl-2
independiente de p53.

Todos estos factores con valor prondstico independiente han sido excluidos en
otros estudios en los que tan s6lo presentaron valor prondstico en los estudios

estadisticos uni- o bivariantes.
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Por lo que respecta al grupo de neoplasias de bajo grado histolégico (NBG)
muy pocos estudios demuestran valor predictivo independiente para alguno de los
factores antes considerados: proporcién de células >5c¢ (Hemstreet y cols., 1991), y
p33(0%) en tumores vesicales grado 1 limitados a la mucosa (Ta/G1) (Casetta y cols.,
1997). Esto se debe probablemente a que la mayoria de estudios hasta la fecha se han
centrado en el grupo de tumores vesicales superficiales (TVS), categoria enormemente

heterogénea que incluye cualquier grado (G1-G2-G3) y 2 estadios (Ta-T1).

Por lo que se refiere a nuestra casuistica constituida por neoplasias de bajo
grado (NBG), que incluye neoplasias de bajo potencial maligno (BPM) y carcinomas
de bajo grado (BG) se aplican diferentes estudios estadisticos multivariable para las
3 funciones pronésticas (definicion de los grupos prondsticos reales, intervalo libre de
enfermedad-ILE y tasa de recurrencia-TR). Segin los resultados obtenidos se puede
afirmar que los 2 factores con mayor valor prondstico para las 3 funciones del
prondstico son el drea nuclear media de los 10 niicleos mds atipicos (ANMZ3) y el
indice proliferativo del tumor (indice Ki-67-MIB-1). A estos factores se afiade la
distribucidn 1 de Ki-67-MIB-1 en relacion con el ILE y la TR: y la ploidia tumoral del
drea_tumoral mds atipica_(ploidia Z3), la expresién de_citoqueratina basal (CK-
basal), la distribucidn 2 de Ki-67-MIB-1 y la_expresiéon difusa de bcl-2 en relacion

solo con la TR.

Es de destacar también la ausencia en estas pruebas de_estudio multivariante
de todos los pardmetros clinico-patolégicos cldsicos, la expresion de p53 (para

cualguier nivel de corte de la positividad) y de todos los pardmetros morfométricos,
excepto los referentes a la zona 3 o poblacidn celular mds atipica. La ausencia de

valor prondstico independiente del grado y el estadio podria deberse a la no inclusion

en_el presente estudio de neoplasias de alto grado (G2b y G3), al contrario que

Milldn-Rodriguez y cols.

Es interesante destacar, asimismo, la_ausencia del indice Ki-67 (79%o0) en la

prediccion_independiente de la TR, y la presencia no antes descrita de bcl-2 y CK-
basal como factores de valor prondstico independiente en relacion con_esta misma
funcion prondstica.
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Por tultimo sefialar que la mejor combinacién posible de factores en la
definiciéon de los grupos pronésticos reales (curso evolutivo del tumor) incluye un
parametro correspondiente al drea tumoral mas atipica y otro referente al indice
proliferativo tumoral, lo cual refuerza sin duda el diagnbstico de estos tumores en
funci6n grado histol6gico més indiferenciado (diagndstico histolégico en funcién del

grado secundario) y del nimero de células en ciclo (indice proliferativo tumoral).

223



7. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

En nuestro estudio sobre factores prondsticos en 120 casos de neoplasias

vesicales de bajo grado histolégico (neoplasias de bajo potencial maligno y carcinomas

de bajo grado) se puede concluir lo siguiente:

1.

Un gran numero de pariametros clinico-patolégicos cldsicos,
morfométricos, citométricos e inmunohistoquimicos han demostrado
valor pronéstico en relacién con la definicién de los grupos pronésticos
reales (curso evolutivo), con el intervalo libre de enfermedad y con la
tasa de recurrencia de estos tumores. Para seleccionar aquellos factores
con valor prondstico independiente es absolutamente imprescindible Ia

aplicacion de estudios estadisticos multivariable.

La definicién de los grupos pronosticos reales a partir de los datos del
seguimiento ha demostrado su eficacia en la determinacién exacta del
factor o combinacién de factores que mejor definen las neoplasias
vesicales papilares uroteliales de bajo grado (meoplasias de bajo
potencial maligno y carcinomas bajo grado). Este estudio incluye tan
sélo 2 factores: el drea nuclear media de los 10 niicleos mas atipicos y el
fndice proliferativo tumoral (indice Ki-67-MIB-1), quedando excluidos

los sistemas subjetivos de clasificacién por grados.

El diagnéstico subjetivo por grados (meoplasias de bajo potencial
maligno o carcinomas de bajo grado) mostré una gran variabilidad
intraobservador e intratumoral, segin se considere el grado primario
predominante o el grado secundario més atipico, dicha discrepancia no
mejora con la introduccién de un grado conjunto ni con los sistemas

clasicos de clasificacién.
La correcta definicion de las neoplasias vesicales de bajo grado

(neoplasias de bajo potencial maligno y carcinomas de bajo grado) se

basa como aspectos fundamentales en el clon o clones celulares mds
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atipicos y en el indice proliferativo tumoral m4s elevado, hecho que se
halla relacionado con el mayor valor predictivo del grado secundario

frente al primario.

En relacién con el intervalo libre de enfermedad el estudio multivariante
seleccioné 3 factores con valor pronéstico independiente y en el siguiente
orden de inclusién: drea nuclear media de los 10 micleos mas atipicos
(ANMZ3), indice proliferativo de Ki-67-MIB-1 y distribucién 1 de Ki-
67-MIB-1 (drea vegetante o base del tumor).

En relacién con la tasa de recurrencia el estudio multivariante
seleccioné un gran nimero de variables con valor pronéstico
independiente y en el siguiente orden de inclusién: drea nuclear media
de los 10 niicleos mdas atipicos (ANMZ3), distribucién 1 Ki-67-MIB-1
(drea vegetante o base del tumor), indice de DNA de los 10 niicleos mas

atipicos (ploidia Z3), expresién tumoral de citoqueratina basal (clon

'34BE1,2), distribucién 2 de Ki-67-MIB-1 (células basales o todas las

capas de forma difusa) y reactividad difusa para bcl-2,

Los factores clinico-patolégicos clisicos y la expresion de p53 no fueron
seleccionados como variables de valor pronéstico independiente en

ninguna de las funciones pronésticas consideradas.

Segiin el estudio de supervivencia global para los 120 casos de neoplasias
de bajo grado (neoplasias de bajo potencial maligno y carcinomas de
bajo grado) la probabilidad de recurrencia disminuye a partir de los 55
meses de seguimiento, lo cual justificaria un seguimiento cistoscépico

més espaciado a partir de ese momento.
Independientemente del tratamiento adyuvante intravesical

administrado las neoplasias vesicales con indice Ki-67-MIB-1 elevado

(>79%0) y p53 positivo (>15%) evolucionarin peor que los casos con
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indice proliferativo bajo (<79%.) y p53<15%; considerando, asimismo,
la estrecha relacién existente entre el indice Ki-67-MIB-1 y la expresién

de p53 con independencia del valor pronéstico de ambas pruebas.

10. La expresién conjunta de citoqueratina basal y distribucién 2 de Ki-
67-MIB-1, asi como la co-expresién de bcl-2 y de pS3 mejora el valor
pronéstico de cualquiera de las variables consideradas por separado. En
concreto, se observa que la expresién basal de bcl-2 es dependiente del
nivel de expresiéon de p53, mientras que la expresion difusa de bcl-2

comporta mal pronéstico independientemente de pS3.

CONCLUSION FINAL

Nuestro estudio puso de manifiesto la gran heterogeneidad intra- e
intertumoral de las neoplasias vesicales papilares uroteliales de bajo grado
histolégico, fundamentada sobre todo en la presencia de un clon celular mas
atipico y un drea concreta del tumor con una elevada actividad proliferativa;
ambas variables determinantes en el curso evolutivo de los pacientes y con valor
pronéstico independiente en términos de intervalo libre de enfermedad y nimero

de recurrencias.
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