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RTU: Reseccion transuretral
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1. Definicion de “tumor budding”

“Tumor budding” (TB) es un concepto histopatoldgico consistente
en la presencia de células tumorales aisladas o en pequefios grupos
de hasta 4 células tumorales (“buds”), localizadas en el estroma a
nivel del frente invasor de un tumor' (figura 1). Este fenémeno fue
descrito por primera vez por Imai en 1954,> como un proceso de
germinacion focal o “sprouting” a nivel del margen tumoral invasor
y que tendria relacién con un crecimiento tumoral acelerado.
Posteriormente, otros autores también centraron su atencion en este
hallazgo morfolégico, viendo en él un proceso que suponia “el
desprendimiento” de células tumorales aisladas o en pequefos
grupos desde el margen tumoral, para su posterior migraciéon a
través del estroma circundante.” Por tanto, “tumor budding” pasé a
considerarse la representacion morfologica de la adquisicion de
capacidad invasora por parte de las células tumorales y asi, el punto

de partida para el desarrollo de futuras metastasis.
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FIGURA 1. Visualizacion al microscopio de abundante TB en el frente
tumoral de carcinoma de colon con H&E (A) y con citoqueratina (B).
Reproducido de Ueno et al.’, con permiso.



2. “Tumor budding” en el carcinoma colorectal

El carcinoma colorectal (CCR) representa el modelo tumoral donde
el TB ha sido estudiado con mayor amplitud y profundidad. De
hecho, en la actualidad es reconocido como factor predictor
independiente de mal pronostico con categoria IIB para CCR de
acuerdo con la “Union for International Cancer Control” (UICC)’ y
con las guias de consenso de la “European Society for Medical

Oncology” (ESMO).*

Son multiples los estudios en los que se ha demostrado el caracter
pronostico del TB en el CCR. Asi, el hallazgo de niveles elevados

de TB se ha correlacionado con un riesgo aumentado de

6,9-12 113-14

recurrencia, tanto loca como a distancia."
Consecuentemente, una densidad elevada de TB en CCR también se
ha correlacionado con menor supervivencia libre de enfermedad a
los 5 afios” y menor supervivencia global (SG) a los 5

HORILICIT ¢ g los 10 afios.*'” Ademas, el TB también se ha

anos
relacionado con la presencia de otros factores de mal pronostico. De

este modo, niveles elevados de TB se han asociado a la presencia de
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18,19 6,10,19,20
y

un estadio tumoral superior, a niveles mayores de T
N®!® de la clasificacion TNM, y a un grado superior en la
clasificacién de Dukes;*° a indiferenciacion tumoral,* a un patréon

19,21,22

o . . . e 4610,16,22
de crecimiento infiltrante; a invasion linfatica,”™ >

4,6,9,10,13,16,18,22

. 4,16 . e
Venosa, y perineural; " y a la presencia de metastasis

9-11,19-21,23 a distancia.’ Ademés, en el CCR

ganglionar
metastasico, niveles elevados de TB se han asociado con la
ausencia de respuesta a terapias anti-EGFR." Y en cancer de recto,
se ha relacionado la presencia de TB con fracaso al tratamiento

neoadyuvante con radioquimioterapia.>*>°

En una revision sistematica realizada por Rogers et al.”’ en la que se
incluyeron 7821 pacientes procedentes de 34 estudios, se concluyd
que el TB estaba significativamente asociado a la presencia de
ganglios linfaticos positivos (OR 4.94, 1C95% 3.96-6.17, p <
0.00001); a riesgo elevado de desarrollar recurrencia (OR 5.50,
1C95% 3.64-8.29, p < 0.00001) y a una mortalidad cancer
especifica (MCE) a los 5 afios superior (OR 4.51, IC95% 2.55-7.99,

p <0.00001) (figura 2).
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Tumour budding No tumour budding Odds ratio Odds ratio
Study or subgroup Events Total Events Total Weight M-H,Random,95% ClI M-H,Random,95% CI

Akishima-fukasawa et al (2011) 26 56 10 55 3.9% 3.90 [1.64, 9.25]

Hase et al (1993) 121 170 125 493 7.3%  7.27 [4.93, 10.73] e=g=
Homma et al (2010) 5 15 1 50 0.9% 24.50 [2.58, 232.96] —_—b
Huh et al (2014) 36 95 72 448 6.5% 3.19[1.96, 5.18] =
Kajiwara et al (2010) 32 109 22 135 5.4% m——
Komori et al (2010) 8 14 9 97 2.3%

Lugli et al (2009) 56 90 77 183 6.2% m—
Macias-Garcia (2015) 3 14 1 83 1.9% -

Miyachi (2016) 33 185 27 468  6.0% —
Nakadoi et al (2012) 15 53 26 446 4.7%  6.38(3.11,13.06] ==
Nishida et a/ (2014) 23 104 8 161 4.0% 5.43[2.32,12.68] —
Ogawa et al (2009) 10 45 1 1.0% 10.57 [1.29, 86.93]

Okuyama et al (2) (2003) 53 85 29 111 55% 4.68 [2.55, 8.62] ——
Okuyama et al (2003) 30 48 6 35 3.0% 8.06[2.80, 23.15]

Ryu et al (2014) 12 34 5 145 2.7% 15.27 [4.90, 47.56]

Sert bektas et a/ (2012) 31 40 10 33 3.0% 7.92[277,22.63]

Tateishi et al (2010) 28 106 18 216 5.2% 3.95 [2.07, 7.55]

Tristante (2015) 12 23 1 35 2.9% 2.38[0.80, 7.05] T

Ueno et al (2002) 92 115 132 322 6.3% 5.76 [3.46, 9.57]

Ueno et al (2004) 241 359 219 755 8.2% 5.00 [3.81, 6.55]

Wada et al (2012) 3 8 9 112 1.6%  6.87 [1.41,33.51]

Wang et al (2005) 1 24 5 135 2.5% 22.00[6.62,73.12]

‘Yamauchi et al (2008) 9 24 7 140 2.8% 11.40(3.71, 35.04]

Yasuda et al (2007) 17 40 4 46 2.5% 7.76 [2.33,25.82]

Zlobec et al (2012) 48 96 9 30 3.8% 2.33[0.97,5.61]

Total (95% CI) 1952 4772 100.0%  4.94[3.96,6.17] >
Total events 955 853

Heterogeneity: t°= 0.14; x°= 50.94, df =24 (P = 0.001); I*= 53%

Test for overall effect: Z =14.11 (P <0.00001) oo o1 1 10 100

Decreased LN positivity Increased LN positivity

Tumour budding  No tumour budding Odds ratio Odds ratio
Study or subgroup Events  Total Events Total Weight M-H,Random,95% CI M-H,Random,95% CI
Barresi (2016) 23 31 16 51 8.0% 6.29 [2.32,17.07]
Gilardoni (2015) 4 38 7 158 6.1% 2.54[0.70,9.16] -
Hase et al(1993) 121 170 99 493 132% 9.83 [6.60, 14.64] —
Huh et al (2014) 9 95 29 448  9.8% 1.51[0.69, 3.31] -
Kanazawa et al (2008) 16 34 26 99 9.5% 2.50[1.11, 5.60] R
Lai etal (2014) 15 36 1" 99 87% 5.71[2.30, 14.23] SE———
Nakamura et al (2008) 28 69 13 131 101%  6.20 [2.94, 13.09) —
Nishida et al (2014) 3 104 1 161 27% 4.75 [0.49, 46.32] -
Okuyama et al (2) (2003) 43 85 9 111 96% 11.60 [5.20,25.91] ——
Okuyama et a/ (2003) 28 48 4 35 6.7% 10.85[3.30, 35.63] S E—
Prall et al (2005) 16 58 5 124 75%  9.07 [3.13,26.28] _—
Reggiani et al (2011) 16 34 9 61  82% 5.14 [1.93, 13.64] R
Total (95% CI) 802 1971 100.0% 5.50 [3.64, 8.29] <>
Total events 322 229

Heterogeneity: ©= 0.29; x° = 28.25, df =11 (P = 0.003); I*=61%

Test for overall effecta: Z = 8.12 (P < 0.00001) 0.01 0.1 1 10 100
o
Tumour budding No tumour budding QOdds ratio Odds ratio
Study or subgroup Events  Total Events  Total Weight M-H,Random,95% Cl M-H,Random,95% Cl
Betge et al (2012) 10 35 4 75 89%  7.10[2.04,24.68]
Lai et al (2014) 12 36 8 99 105%  5.69[2.09, 15.48] e
Nakamura et al (2008) 18 69 8 131 112%  543[222,1327] —_—
Okuyama et al (2) (2003) 34 81 5 98 105%  13.46[4.94, 36.65] —
Okuyama et al (2003) 23 48 5 35 98%  552[1.83,16.64] —
Ueno et al (2004) 210 359 125 755 14.9% 7.10 [5.34, 9.44] e
Wang et al (2005) 12 24 88 135 11.4% 0.53[0.22, 1.28] —_—
Wang et al (2009) 21 57 8 71 111%  4.59[1.85,11.43] —
Zlobec et al (2012) 61 9% 1 30 115% 3.01[1.29,7.05] B
Total (95% Cl) 805 1429 100.0%  4.51[2.55,7.99] <
Total events 401 262
Heterogeneity: 1 = 0.55; y°= 35.75, df = 8 (P < 0.001); I = 78%
Test for overall effect: Z = 5.17 (P< 0.00001) 0.01 01 1 10 100

Decreased risk of death Increased risk of death

FIGURA 2. Resultado del metanalisis de Rogers et al.”’, en el que se encontr6
asociacion entre la presencia de TB y afectacion ganglionar, recurrencia local y a
distancia y riesgo de muerte a 5 afios, en cancer de colon. Reproducido de Rogers
et al.”’, con permiso.
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3. Significacion clinica para cancer de colon y
recto

El factor pronostico mas importante para el CCR continta siendo el
estadio determinado por la clasificacion TNM (tumor-adenopatias-
metéstasis) de la UICC/AJCC.*® El prondstico y la actitud
terapéutica van a dependen de ello en gran medida, sin embargo, un
sustancial niimero de tumores clasificados como de bajo riesgo
segtin el estadio TNM presentan una evolucién desfavorable.”” Por
ello, el papel que suponen otros factores predictores como la
invasion linfatica y venosa, el grado tumoral, la invasion perineural,
la configuracion del borde tumoral, la inestabilidad de
microsatélites o el TB, es de gran relevancia para la toma de

.. e 30
decisiones terapéuticas.

Como ejemplo de ello, en 2004 Ueno et al.>! propusieron un nuevo
sistema de estadificacion prondstico para cancer de recto. En este
nuevo nomograma incluyeron tres variables prondsticas: la
profundidad tumoral (afectacion extramural), el nimero de ganglios

afectos y el grado de TB. Ellos defendieron este nuevo sistema de
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gradacion dado que su capacidad para predecir la supervivencia a 5
afios era superior que la de la gradacion TNM o la de la

clasificacion Dukes.

El impacto adverso en el prondstico que supone la presencia de TB
se ha objetivado en CCR tanto en estadios tempranos como

avanzados:

- “Tumor budding” en estadios tempranos del CCR

El CCR estadio I de la AJCC/UICC (pTl1/2; pNO, MO) es
comunmente identificado mediante estudio anatomopatologico tras
la resecciéon endoscédpica de un poédlipo malignizado. Aunque la
mayoria de los pacientes no precisan tratamiento adicional tras la
polipectomia endoscopica, hasta un 17% pueden presentar
micrometastasis en los ganglios regionales en el momento de la
reseccion.’”> Es en estos casos donde ciertos factores
histomorfologicos son necesarios para identificar pacientes
candidatos a un tratamiento adicional. En un reciente metanalisis
que incluia 4510 patientes pT1 procedentes de 23 estudios,’ se

objetivd que la presencia de TB de alto grado se asociaba de manera

27



significativa a la presencia de adenopatias (OR 7.74, 1C95% 4.47-
13.39, p < 0.001); superando el riesgo relativo de otros factores
adversos como la profundidad de la invasiéon submucosa > 1 mm
(OR 3.87, 1C95% 1.5-10, p = 0.005), la invasion linfatica (OR 4.81,
1C95% 3.14-7.37, p < 0.0001) o una pobre diferenciacion tumoral
(OR 5.60, 1C95% 2.90-10.82, p < 0.0001). Otro metanalisis que
incluia 17 trabajos con 3621 pacientes encontrd resultados
similares,”* determinando como factores de riesgo para afectacion
adenopatica en pacientes pT1: invasion linfatica (RR 5.1, IC95%
4.0-6.8), invasiéon submucosa de al menos 1 mm (RR 5.2, 1C95%
1.8-15.4), TB (RR 5.1, IC95% 3.6-7.3) y escasa diferenciacion

histolégica (RR 4.8, IC95% 3.3-6.9).

Por tanto, actualmente la valoracion del TB es importante en
estadios tempranos del CCR, ya que segun las guias europeas, tras
la reseccion endoscopica del CCR en estadio I, se considera
indicada una reseccion intestinal segmentaria en caso de presencia
de alguno de los siguientes factores de riesgo: grado tumoral > 2,
invasion de la submucosa, invasion linfatica o venosa, margen de

reseccion menor de 1 mm, presencia de TB o carcinoma invasivo en
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r1: ;18
un polipo sésil.

- “Tumor budding” en estadio 11

El estadio II de la AJCC/UICC (pT3/4, pNO, MO) engloba a un
grupo heterogéneo de pacientes, con supervivencia a los 5 afos
variable desde 66.5% (estadio ITA) hasta 37.3% (estadio IIC).*
Esto contrasta con la supervivencia observada a 5 afios del 73.1%
(estadio IIMA) y del 46.3% (estadio IIIC) para pacientes con
adenopatias positivas.’® Segiin esto, claramente algunos pacientes
del estadio II presentan peor pronostico que otros pacientes del
estadio III, debido a la presencia de micrometéstasis que pasan
clinicamente desapercibidas en el momento del diagnostico. Por
ello, la identificacion de estos pacientes en estadio II con elevado
riesgo de recurrencia, a través de factores de riesgo
anatomopatologicos adicionales, es importante con el fin de aportar
en dichos pacientes terapias adyuvantes y un seguimiento mas

estrecho.

La importancia de la presencia de TB en pacientes en estadio II ha

sido reconocida de manera creciente en los ultimos afios como
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factor de riesgo adicional, basdndose en una serie de estudios

13.17.213639  Agi en el estudio de

retrospectivos bien disefiados.
Nakamura et al.'’, la tasa de supervivencia en pacientes con estadio
I y TB de alto grado no presentd diferencias estadisticamente
significativas a la supervivencia de pacientes en estadio III. Por otra

parte, Okayuma et al.'>*

, en sus trabajos en pacientes pT3 en
estadio II y III concluyeron que el TB fue el unico factor predictor
en el andlisis multivariante asociado a supervivencia reducida y con
un valor pronéstico superior que la presencia de adenopatias
positivas. Ademas, la presencia de TB en estadio II se asoci6 a la
presencia de otros factores de riesgos morfologicos como la
invasion linfatica y venosa, un mayor grado tumoral y un margen

. . 13,17,2136-39
tumoral infiltrativo.'>!"?"

Por todo ello, ya que la administracion de quimioterapia adyuvante
en estadio II no estd indicada de manera rutinaria, sino solo en
pacientes con factores de riesgo (obtencion de menos de 12
ganglios linfaticos, pobre diferenciacion tumoral, invasion linfatica,
venosa o perineural; presentacion tumoral con obstruccion o

perforacion y estadio pT4);® algunos autores han sugerido la
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presencia de TB como otro factor de gran utilidad para definir un
subgrupo de pacientes en estadio II que se beneficiaria de

4,12,17,21,40
ella, %1721

- “Tumor budding” en los estadios Il y IV

En los estadios III (pT3/4, N+, M0) y IV (M+) de la AJCC/UICC,
el valor prondstico del TB ha sido menos estudiado. Hase et al.’
observaron peor pronodstico en CCR estadio III con TB de alto
grado. Del mismo modo, Choi et al.*' estudiaron a 103 pacientes
con cancer rectal en estadio III, donde el TB también resulto factor
de mal prondstico independiente. Por otro lado, en pacientes con
CCR metastasico, Zlobec et al.'” observaron que la presencia de TB
se asocid con una escasa respuesta a la terapia con anti-EGFR. A
pesar de que estos resultados apuntan a que el TB también puede
ser de utilidad en la practica clinica en estadios avanzados, se
requiere de mas estudios con cohortes mas amplias para poder

consolidar el papel del TB en estos escenarios.

- “Tumor budding” en biopsias preoperatorias

La toma de biopsias en el CCR primario es un paso imprescindible
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para poder llevar a cabo una correcta confirmacion diagnostica. La
valoracion de la existencia de TB en estas biopsias preoperatorias
ha demostrado ser de interés ya que se ha relacionado con la

existencia de metéastasis ganglionares y a distancia,***

y se ha
asociado con ausencia de respuesta a quimioterapia neoadyuvante y
con peores tasas de supervivencia en el cancer de recto.”” Dado que
con frecuencia el margen de invasion tumoral no puede ser
objetivado en la muestra recogida mediante biopsia endoscopica, en
estos casos se ha realizado una evaluacion del TB intratumoral, es
decir, localizado dentro del tumor y no en el frente invasor (figura
3). En varios estudios, niveles elevados de TB intratumoral han
demostrado correlacionarse con niveles elevados de TB
peritumoral, y al igual que éste, correlacionarse con estadios
tumorales superiores, invasion venosa y linfatica, metastasis

22,2542
w2 Por

adenopaticas y a distancia, y supervivencia reducida.
tanto, el TB intratumoral también representa un factor predictor de

mal pronostico para CCR.

En muchos casos, la muestra de tejido aportada por la biopsia

endoscopica es superficial y ciertas caracteristicas como la
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profundidad tumoral, la invasion linfovascular o perineural o la
configuracion del borde tumoral no son valorables. Es en esta
situacion donde la evaluacion del TB intratumoral puede permitir
estratificar a los pacientes con mal prondstico desde el momento del
diagnostico inicial. Ello seria de gran utilidad en la identificacion de
pacientes que podrian beneficiarse de terapias neoadyuvantes

toa 25
preoperatorias.

FIGURA 3. Presencia de
“buds” intratumorales, en el
cuerpo central del tumor en
cancer de recto. Reproducido
de Zlobec et al.”, con
permiso.
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4.“Tumor budding”y “transicion epitelio-
mesénquima”

El TB es considerado un fendémeno dindmico, que representa la
primera etapa en el proceso de la metéstasis tumoral, es decir, la
adquisicion por parte de ciertas células tumorales de la capacidad
para desprenderse del tumor principal y migrar a través de la matriz
extracelular en busca de estructuras vasculares, y de este modo dar
lugar a metastasis ganglionares y a distancia. De ahi el significado

de TB como tumor “incipiente” o “en ciernes”.

Muchos autores han visto en el TB el reflejo de un fendmeno
conocido como “transicién epitelio-mesénquima” (TEM),** el
cual implica un conjunto de eventos celulares que permite la
conversion de células epiteliales en células migratorias o
mesenquimales. Este evento sucede durante la embriogénesis y se
mantiene silente en la etapa adulta de los organismos, no obstante
puede ser reactivada en procesos como la cicatrizacion de las
heridas, la fibrosis tisular o la invasion tumoral. Inicialmente las

células epiteliales se encuentran unidas entre si por uniones
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adherentes conformadas por proteinas como E-Cadherina, cateninas
o anillos de actina. Ademas, las uniones adherentes estan asociadas
a complejos de polaridad apico-basal. Durante la TEM, se reprime
la transcripcion de los genes que codifican para los componentes de
las uniones adherentes y se pierde la polaridad apico-basal de la
célula. A su vez, la célula sufre cambios en el citoesqueleto que
promueven una constriccion apical en la célula y desorganizacion
de la membrana basal. Por otra parte, la célula adquiere la
capacidad para remodelar la matriz extracelular e incrementa su

. . . 4748
resistencia a la apoptosis.*”

Del mismo modo, el fenotipo de las células que conforman el TB se
caracteriza por ser compatible con el de una célula en movimiento,
con pérdida de las proteinas que permiten la adherencia entre
membranas y las uniones intercelulares, y con adquisicion de
microfilamentos citoplasmaticos que dotan a la célula de

motilidad.”’
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A nivel molecular, uno de los principales hallazgos en las células
del TB o “buds” es la pérdida de expresion de la proteina E-
cadherina, la cual actia como receptor de adhesion

44-46,50-52
transmembrana. ’

De hecho, la pérdida de expresion de E-
cadherina en el CCR se ha asociado a peor supervivencia.> Otro
hallazgo caracteristico e importante en estas células es Ia
translocacion nuclear de la proteina p-cadherina desde Ia
membrana, lo cual conlleva la activacion de genes que
desencadenan la produccion de multiples moléculas que intervienen

44,46,51,53,54
en el proceso de TEM.™™""

La pérdida de las caracteristicas epiteliales de las células tumorales
es paralela a la ganancia de caracteristicas mesenquimales, y por lo
tanto, migratorias. Asi, se produce un aumento en la expresion de
proteinas como N-cadherina, fibronectina, actina y vimentina,
que dan lugar a la pérdida de la polaridad celular y le permiten
interaccionar con la matriz extracelular y emitir lamelipodios y

45,46,53,55

filopodios. La migracion e invasion también se ven
favorecidas por el incremento de la producciéon de proteasas

extracelulares como metaloproteinasas de matriz (MMPs),
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activador de plasminogeno urocinasa (uPA) y receptor del activador
de plasmindégeno urocinasa (uPAR); las cuales degradan las
proteinas del estroma y remodelan la matriz extracelular.’®’ Una
parte importante de los complejos procesos que intervienen en la
TEM son regulados por tres familias de factores de transcripcion:
SNAIL, ZEB y TWIST. Las proteinas SNAIL van a eliminar

uniones intercelulares e inducir cambios en el citoesqueleto.”** L

as
proteinas ZEB (previamente conocidas como SIP) van a ser
represoras de marcadores epiteliales como E-cadherina e inductoras

6164 'y las proteinas

de la expresion de vimentina o MMPs.
TWIST1 y TWIST2 inducen la expresion de marcadores
mesenquimales como fribronectina y N-cadherina.®>*> Ademas, las
células del TB también han sido caracterizadas por su resistencia
aumentada a los estimulos apoptoticos, a quimioterapicos y a la

agresion inmunoldgica, gracias a la reduccion de la expresion de

caspasas’ y de la proteina inhibitoria Raf-kinasa.’’

Por otro lado, las células del TB han demostrado presentar una
expresion muy reducida de Ki-67, en contraste con la expresion

elevada de este marcador en las células del tumor principal. Por

37



tanto, estas células pasan de presentar una proliferacion elevada a

45,66,68

una proliferacion reducida o nula, conviertiéndose en células

quiescentes, destinadas principalmente a la migracion (figura 4).

Las modificaciones moleculares comentadas son las mas relevantes
en el proceso de evolucion fenotipica que sufren las células del TB.
Sin embargo, en dicho proceso intervienen multitud de rutas
moleculares cuyo abordaje no es objeto de este trabajo (figura 5),
pero cuyo estudio ha suscitado gran interés y son muchos los
trabajos dedicados al estudio de las moléculas implicadas, con el fin
de desarrollar nuevas terapias dirigidas especificamente a ellas, en

la fase mas precoz de la diseminacion metastasica tumoral.
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FIGURA 4. Representacion esquematica del proceso TEM. Las células tumorales
se van individualizando progresivamente, a la vez que van adquiriendo movilidad
y se transforman en células de mayor agresividad. Reproducido de
Karamitopoulou et al.%’, con permiso.
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FIGURA 5. Mediadores en el proceso TEM. Se trata de un proceso
de gran complejidad en el que intervienen multitud de moléculas
mediadoras. Reproducido desde Kang et al.”’, con permiso de
Elsevier.

5. Metodologia para la evaluacion del “tumor
budding”

A pesar de que el TB ha demostrado ser un importante factor
predictor en CCR, todavia no se encuentra plenamente incorporado
en los protocolos diagnosticos de muchos centros. Ello se debe

fundamentalmente a la considerable variabilidad existente en la
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literatura en cuanto a los aspectos relativos a su metodologia:
definicion de TB, técnica a aplicar para su correcta identificacion,
evaluacion de su densidad y punto de corte para estratificacion del
riesgo. Un aspecto sobre el cudl si hay unanimidad es la necesidad
de seleccionar el bloque tisular 6ptimo, es decir, es conveniente
revisar todas las laminillas de una pieza quirrgica con H&E para
seleccionar la que contenga mayor densidad de TB, y evitar asi una
evaluacion erronea sobre todo en aquellos casos con distribucion

heterogénea.

-Definicion de “tumor budding”

El nimero de células que puede contener un nido celular para poder
ser considerado como “bud” ha variado para los diversos autores.
Asi, Morodomi et al.’> definieron TB como células tumorales
indiferenciadas y aisladas o en agrupaciones de > 5 células, y
algunos autores como Okuyama et al.'” siguieron esta definicion.
Otros autores como Prall et al.'*, Zlobec et al."” o Koelzer et al.”’
fijaron el punto de corte en < 5 células. Y otros como Ueno et al.”,

sin embargo redujeron el numero a < 4 células. A pesar de ser un

punto de corte arbitrario, < 4 células ha sido la definicién mas
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6,9,15,16,21,22,36,41,72
empleada.” ,16,21,22,36,41,7

-Teécnica para una adecuada identificacion

Aunque el TB puede identificarse de manera correcta mediante
H&E, existen ciertas situaciones en las que su valoracion puede
verse dificultada: presencia de abundante infiltrado inflamatorio a
nivel del frente invasor, lo que puede hacer dificil la distincion entre
“buds” y linfocitos o histiocitos activados; la presencia de
abundante reaccion estromal en el frente invasor, la presencia de
glandulas tumorales fragmentadas o en caso de fragmentacion
tumoral debido a abundante matriz mucinosa.”” Para evitar una
identificacion errénea del TB, en multitud de estudios se han
empleado técnicas de inmunohistoquimica (sobre todo anticuerpos
anti-citoqueratinas), por su capacidad para facilitar la identificacion
del TB frente a H&E**™*" Ademas, algunos estudios han
encontrado una reproducibilidad interobservador superior para las
técnicas de inmunohistoquimica que para H&E.””™® A pesar de ello,
la conclusion de varios articulos de revision es que el valor
pronostico del TB se mantiene invariable, independientemente del

empleo de H&E o técnicas de inmunohistoquimica.”””’*”>” Sin
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embargo, aunque las recomendaciones actuales se decantan por la
valoracién con H&E por motivos de coste-efectividad,' hay que
tener muy presente que en los escenarios comentados de dificil
valoracion y también en caso de patdlogos poco experimentados, el

uso de técnicas de inmunohistoquimica puede ser indispensable.

-Metodologia de evaluacion

En la literatura podemos encontrar multiples métodos de valoracion
(figura 6). Se han descrito métodos cualitativos basados en la
percepcion subjetiva como el de Hase et al.”, que clasificaban el TB
segtin nulo/leve vs. moderado/severo; o el de Nakamura et al.** que
lo categorizaban como nulo, leve (si abarcaba < 1/3 del margen
tumoral), moderado (entre 1/3 y 2/3 del margen tumoral) o severo
(> 2/3 del frente tumoral). Los mas empleados han sido los métodos
cuantitativos o basados en el recuento de “buds”. Dentro de estos
encontramos el método de Ueno et al. de 2002, que se basaba en el
recuento dentro de la zona con mayor densidad de TB, en un unico
campo con un area de 0.385 mm’ y con una consecuente
estratificacion en bajo grado (< 10 “buds”) y alto grado (> 10

“buds”). Posteriormente, en 2004 Ueno et al.’' realizaron una
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modificacion del método anterior consistente en el recuento en un
campo mas amplio (4rea de 0.785 mm?) y clasificandolo como
negativo (< 5 “buds”) o positivo (= 5 “buds”). Por su parte, Wang et

21
al.

seleccionaban los 5 campos de gran aumento con mayor
densidad de TB, y lo clasificaba en “alto” si la media del recuento

de los 5 campos era > 1 y “bajo” si era cero.

Los dos métodos mas utilizados en la actualidad son el de “10

campos de gran aumento” (“10 CG A”),19’39

y el de “1 campo de
gran aumento” (“1 CGA”).** En el método de “10 CGA” se evalta
en primer lugar el frente invasor a bajo aumento (x4-x10) y se
identifican las areas con mayor densidad de TB, para a continuacion
contabilizar los “buds” de 10 CGA (x40) en esas areas y calcular la
media. Este método es util para la valoracion de piezas de reseccion
en CCR, sin embargo para la valoracion de polipos malignos y de
biopsias preoperatorias donde el tejido es limitado, este método no
es aplicable y se recurre al método de “1 CGA”. En este caso,
también se valora a bajo aumento la zona de mayor densidad de TB,

y a gran aumento se contabiliza la cantidad de “buds” existentes en

un unico CGA, también llamado “hot-spot”.
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A Hase method: none or minimal B Hase method: moderate or severe

[ o] Nakamura method D Nakamura method: moderate or severe

Moderate with
1/3-2/3 of margin

Mild with <1/3 _ Severewih O ©
of margin >2/3 of margin

Negative <5 buds; positive =5 buds Negative <10 buds; positive = 10 buds

G One high-power field; x40 objective H Average of 10 high-power fields; x40 objective

Negative <5 buds/HPF; positive =5 buds Low <5, moderate 5-19 and high =20

FIGURA 6. Representacion de los “scoring systems” para TB propuestos por
Hase et al, 1993 (A,B); Nakamura et al, 2005 (C,D); Ueno et al, 2002 (E,F); 1
CGA (G) y la media de 10 CGA (H). Reproducido de Lugli et al.*’, con permiso.
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Son varios los trabajos que concluyen que los métodos de
evaluacion cuantitativos son altamente reproducibles,’”"!
mientras que los métodos cualitativos presentan una pobre
reproducibilidad interobservador.”® Con respecto a los métodos
cuantitativos, la puntuacioén obtenida en la evaluacion del TB tanto
con el empleo del método “10 CGA” como de “1 CGA” se ha
correlacionado de manera independiente con peor supervivencia
cancer-especifica (SCE);"”?” sin embargo el método que ha
demostrado mayor reproducibilidad interobservador ha sido el
método “10 CGA”,"?*"" dado que es improbable que diferentes
patologos seleccionen un “hot-spot” idéntico. A pesar de ello, en la
reciente reunion de consenso acerca de la metodologia a emplear
para el estudio del TB,' se ha establecido que el método indicado
sea “1 CGA”, con el fin de evitar que el empleo de un recuento en
multiples campos pueda “diluir” la media final, sobre todo en casos
con TB muy focalizado en una zona del frente tumoral, pero

recomiendan una revision exhaustiva a lo largo de todo el margen

invasor antes de llevar a cabo el recuento en el “hot-spot”.
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-Punto de corte (“Cut-off”)

Otra de las variables con amplia heterogeneidad en la literatura es el
punto de corte empleado para estratificar el TB en grupos de riesgo.
Asi, muchos trabajos han fijado este punto de corte en 10
“buds”,>*1*?%37 pasandose en las diferencias encontradas en cuanto
a supervivencia en las curvas Kaplan-Meier de ambos grupos (< 10
“buds” vs. > 10 “buds”). Otros trabajos han empleado un “cut-off”
de 9 “buds”.**** Por otro lado, hay grupos que se han basado en un
sistema con tres niveles de riesgo como la “Japanese Society for
Cancer of the Colon and Rectum”™®*: 0-4 “buds”: “low budding”, 5-
9 “buds”: “intermediate budding” y > 10 “buds”: “high budding”.
Sin embargo, algunos trabajos recientemente han planteado la
utilizacion de una escala continua frente a la categorizacién en
grupos de riesgo, demostrando una mayor precision en cuanto al

39,71,85 . .
7185 Mediante el empleo de una escala continua

riesgo pronostico.
se evitan limitaciones sujetas a la categorizacion, por ejemplo, el
comportamiento biologico de un tumor con un recuento de 9 “buds”

no debe ser muy diferente de un tumor con 11 “buds”, sin embargo

con un sistema de categorizacién en grupos de riesgo segin un
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punto de corte de 10 “buds”, el primero se consideraria de bajo

riesgo y el segundo de alto riesgo.

Por todo lo comentado, se evidencia que la heterogeneidad en la
metodologia descrita en la literatura para el estudio del TB es
inmensa. Y esta es la razon fundamental que explica el hecho de
que todavia no sea evaluado de manera rutinaria en el estudio
anatomopatologico del CCR, y de que su implantacion en las guias
clinicas y protocolos de CCR atin no sea completa. Por este motivo,
en abril de 2016 se llevd a cabo en Berlin una conferencia para
establecer una metodologia para el estudio del TB en CCR,

estandarizada a nivel internacional.’

Por otra parte, se ha de resaltar algo tan llamativo como es el hecho
de que a pesar de la gran diversidad metodoldgica existente para el
TB, su caracter pronostico en CCR se ha mantenido de manera
consistente en los diferentes estudios, lo cual demuestra la robustez

de su valor prondstico independiente.
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6. Valor prondstico del “tumor budding” en otros
tumores

El CCR es el carcinoma en el que el TB ha sido estudiado de
manera mas profunda y extensa, y es con diferencia en el que su
valor prondstico estd mas consolidado. Sin embargo, en los ultimos
afios se ha observado un interés creciente por el papel que puede

suponer el TB en otros tumores diferentes al CCR.

Asi, uno de los carcinomas donde encontramos mads trabajos en
relacion con el TB es el carcinoma de eséfago. Roh et al.*
publicaron el primer trabajo de TB en cancer de es6fago escamoso,
en el cudl encontraron relacion entre TB de alto grado (con un “cut-
off” de 5 “buds”) y el tamano tumoral, el estadio pT, la invasion
vascular y perineural, los margenes de reseccion y el estadio
tumoral (p < 0.05); ademas de con las tasas de supervivencia a 3
afios (p = 0.004). Posteriormente, encontramos la publicacion de
multiples estudios con resultados similares en cuanto al valor
pronostico del TB en cancer de eséfago, tanto en tumores

87-92 . 92-94 . .
€scamosSosS 7 como €n adenocarcmomas, Yy con 1ndependen01a
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del estadio tumoral. En un reciente metandlisis que incluyo 11
estudios retrospectivos, se concluyd que el TB es un factor
predictor independiente de mal pronostico para supervivencia en el
cancer de esofago, con un RR de 2.07 (IC95% 1.22-3.52; p =

0.017).”

Algo menos estudiado que en el cancer de esofago, en el cancer de
estbmago encontramos varios articulos que analizan la
significancia prondstica del TB. En este caso, en el trabajo de Olsen
et al.”®, los pacientes con adenocarcinoma gastrico y niveles
elevados de TB se asociaron con mayor grado y estadio tumoral (p
=0.002 y p <0.001) y con mayores tasas de recurrencia tumoral (p
= 0.007). En el trabajo de Gulluoglu et al.”’, el TB fue el unico
factor pronodstico independiente relacionado con la presencia de
afectacion linfatica en carcinomas gastricos pT1. Y en el trabajo de
Che et al.”®, la presencia de TB resulté factor de mal prondstico
independiente para supervivencia en el adenocarcinoma gastrico,

con una HR = 1.568 (IC95% 1.044-2.354; p = 0.03).
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Otra localizacion donde el TB ha suscitado gran interés es en los
tumores de cabeza y cuello, es decir los tumores de boca, faringe,
laringe y nasosinusales.” De este modo, Luo et al.'” demostraron
en el carcinoma nasofaringeo una elevada correlacion entre la
densidad del TB y el estadio T (p = 0.008), la presencia de
afectacion ganglionar (p < 0.001), la invasion linfatica (p < 0.001),
la invasion venosa (p = 0.029) y la supervivencia (HR 4.17; 1C95%
1.856-9.372; p = 0.001). Por su parte, Sarioglu et al.'”" observaron
que el TB suponia un marcador pronodstico de metastasis a distancia
(p = 0.044) en el carcinoma escamoso laringeo. Sin embargo,
dentro de este grupo de tumores, el cancer en el cual una posible
relacion con el TB se ha estudiado de manera mas amplia es el
tumor de lengua y boca. De este modo, en la literatura encontramos
multitud de trabajos sobre este tipo de carcinomas,'”*'"” donde el
TB ha demostrado comportarse como factor predictor de mal
pronostico, con asociacion con afectacion ganglionar, recurrencia
tumoral y supervivencia reducida. El escenario donde el TB parece
tener mas relevancia es en el tumor bucal en estadios tempranos, es
decir, T1/2NO, ya que en estos casos el porcentaje de afectacion

ganglionar oculta a nivel cervical es muy elevado, en torno al 20-
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40%,'” y dado que el TB se comporta como predictor de estas
adenopatias ocultas, su utilidad en la practica clinica estd

comenzando a ser muy relevante.

El ciancer de mama es otro de los tumores en los que se ha
evaluado el TB. Liang et al.'” asociaron el TB de alta densidad con
la presencia de invasion linfovascular (p = 0.001), mayor tamafio
tumoral (p = 0.014) y peor supervivencia (HR 4.275, IC95% 2.299-
7.949; p < 0.001). En el trabajo de Salhia et al.'””, el TB se asoci6 a
invasion venosa (p = 0.006), linfatica (p < 0.015) y a afectacion
ganglionar (p < 0.03). Y mas recientemente, Li et al.''” publicaron

resultados similares a los anteriores.

Encontramos otros tumores en los que también se ha comenzado a
estudiar el valor prondstico del TB, sin embargo el volumen de
trabajos publicados es mas reducido. Uno de estos tumores es el
carcinoma de pancreas, donde el TB también ha demostrado
comportarse como factor prondstico adverso independiente,''!'"

con una HR (IC95%): 3.65 (2.1-6.4), p < 0.0001; en el trabajo de

Karamitopoulou et al.""" Similares resultados han sido encontrados
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en el carcinoma de pulmoén, donde el TB ha sido definido como

factor de agresividad y predictor de mal pronostico tanto en

113,114 115,116

adenocarcinomas COMO en carcinomas escamaosos.
En el carcinoma de cérvix, los trabajos en relacion al TB son muy
limitados y centrados en estadios tempranos. En el articulo de

Satabongkoch et al.'"’

que incluyeron 129 pacientes, los pacientes
con alto grado de TB mostraron una supervivencia inferior a
aquellos con bajo grado (p = 0.031), sin embargo, en el analisis
multivariante el TB no resulté factor predictor independiente. Por el

contrario, en el trabajo de Huang et al.'"®

, con 643 pacientes, el TB
de alto grado si se definié como factor predictor independiente para
supervivencia del cancer de cérvix (HR 2.868; 1C95%: 1.509-5.451;

p = 0.001).

Por ultimo, el TB también ha sido caracterizado como factor de mal
pronéstico en el adenocarcinoma de la ampolla de Vater, " en el
carcinoma escamoso del conducto auditivo'>’ y con el carcinoma

escamoso cutaneo.'? 1%
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Cabe destacar que si revisamos la metodologia empleada para el
estudio del TB en los diferentes tumores comentados, nos
encontramos que la heterogeneidad observada en los trabajos sobre
CCR se presenta de la misma manera en el resto de modelos

tumorales.

7. “Tumor budding”y cdancer vesical

A pesar de que el valor pronostico del TB ya ha sido evidenciado en
una gran cantidad de carcinomas de origen muy diverso, la
situacion que encontramos en el caso del carcinoma de vejiga es
muy diferente. Se puede decir que el TB se encuentra practicamente
inexplorado en este carcinoma. De hecho, la literatura en cuanto a
la relacion del TB y el carcinoma vesical se limita a un Unico
trabajo de reciente publicacion. Sin embargo, si que encontramos
bastantes trabajos que estudian los cambios moleculares asociados
al proceso TEM en el cancer de vejiga, el cudl ha sido relacionado
intimamente con el TB. De este modo, encontramos que una

expresion reducida de E-cadherina en las células tumorales ha sido
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descrita como factor de mal prondstico en cancer de vejiga,
asociandose a mayor agresividad tumoral y a un riesgo
: - . 111244129

incrementado de recurrencia y mortalidad. A su vez, una
expresion aberrante de P-catenina también se ha definido como

Jon) 124,130
factor prondstico, *

encontrando que en carcinomas uroteliales
de bajo grado clinico y patolégico su expresion es
fundamentalmente a nivel de membrana y citoplasma celular, y sin
embargo en carcinomas de alto grado su expresion es nuclear de
manera predominante.”*® Otra de las moléculas estudiadas en cancer
vesical es la vimentina, que como ya se comentd es una proteina
cuya sobreexpresion inmunohistoquimica a nivel citoplasmatico se

1. También se ha

ha asociado a mayor agresividad tumora
demostrado que expresiones aberrantes de las proteinas TWIST,
SNAIL, ZEB juegan un papel importante en la progresion tumoral

, . 126,128,130
en el cancer de vejiga. © 7

Este es un campo que centra gran
interés y cuya investigacion de manera continua ha supuesto la
identificacion de multitud de moléculas implicadas en el proceso

TEM, sin embargo su analisis en mayor profundidad no es objeto de

este trabajo.
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Hasta la fecha, el unico trabajo en el que se ha estudiado el TB
como concepto anatomopatologico en el carcinoma vesical es el de

Fukumoto et al.'®!

Este trabajo publicado en septiembre de 2016
evaliia la existencia y el impacto prondstico del TB en pacientes
con carcinoma vesical urotelial no musculo-invasivo (pT1). El
numero de casos evaluados fue 121 y la metodologia empleada
consistio en evaluacion del tejido mediante H&E, seleccion para el
recuento de un tnico campo x200 (el de mayor densidad de “buds”)
y estratificacion segiin un “cut-off” de 10 “buds” (< 10 “buds”:
negativo; > 10 “buds”: positivo). El tiempo medio de seguimiento
fue de 52 meses. En cuanto a los resultados, el TB fue positivo en
21 de 121 pacientes (17.4%). Se encontré asociacion
estadisticamente significativa entre TB y subestadio T1 con
invasion extensa (p = 0.002), arquitectura tumoral nodular (p =
0.23) e invasion linfovascular (p = 0.001). El porcentaje de
pacientes con supervivencia libre de progresion (SLP) a los 5 afios
fue de 53.8% para los pacientes con TB frente al 88.4% de los
pacientes sin TB (p = 0.001). Y en el andlisis multivariante de Cox,

el TB se defini6 como factor asociado de manera independiente con

progresion tumoral (HR =4.90, 1C95% 1.81-13.33; p = 0.002).
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8. Paralelismo entre “tumor budding”y otros
conceptos: patron infiltrativo en vejiga y grados
de Gleason del carcinoma de préstata

Si bien es cierto que no existen publicaciones previas sobre el
estudio del TB como tal en CVMI, si que hemos encontrado una
clara similitud entre TB y el denominado patrén de crecimiento
infiltrativo descrito por Jiménez et al."”” Este autor publicé en 2001
un articulo en el que distinguia tres patrones de crecimiento en el
CVMI: patréon nodular, patron trabecular y patron infiltrativo
(figura 7 y 8). De entre estos, llama la atenciéon como el patrén
infiltrativo, definido como un carcinoma “compuesto por estrechos
cordones de células tumorales o células aisladas”, guarda una clara
semejanza con la definiciéon de TB.Y es que este autor encontrd
asociacion entre la presencia de patrén infiltrativo y la
supervivencia, de modo que la supervivencia media de los casos
con patron infiltrativo era de 29 meses frente a los 85 meses de los
que presentaban un patrén nodular o trabecular (p = 0.06). Poco
después, Kriiger et al."”” también evaluaron la presencia de los
patrones propuestos por Jiménez et al.'** en pacientes con CVMI.

En este trabajo objetivaron que presentar un patrén infiltrativo
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suponia un factor predictor independiente de supervivencia (RR (IC
95%): 2.16 (1.08-4.31); p = 0.029)). Posteriormente, Langner et
al."”* evaluaron los mismos patrones pero en carcinoma urotelial de
tracto urinario superior, encontrando una supervivencia libre de
metdstasis progresivamente reducida en funcién del patrén
predominante (nodular > trabecular > infiltrativo). Ademads, el
patron infiltrativo también demostrd significacion estadistica en el

andlisis multivariante (RR (IC 95%): 3.88 (1.87-8.05); p < 0.001)).
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FIGURA 7. Representacion de los tres patrones de crecimiento
propuestos por Jimenez et al."*? Patrén nodular o tipo I: compuesto
mayoritariamente por nidos de células tumorales bien delineados.
Patrén trabecular o tipo II: compuesto por células tumorales
dispuestas en bandas interconectadas entre si. Patrén infiltrativo o
tipo III: compuesto por estrechos cordones de células tumorales o
células aisladas. Reproducido de Jimenez et al.'*?, con permiso.
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FIGURA 8: A)Patrén nodular. B)Patrén

trabecular. C) Patrén infiltrativo.

135
L,

Reproducido de Bircan et al.”””, con

permiso.

Sin embargo, a pesar del paralelismo
entre ambos conceptos, el TB supone
una condicidbn mdas compleja 'y
elaborada, llevando implicita una

metodologia de evaluaciéon (nidos

f—ﬁgy‘* I ‘- N \ e celulares de hasta 4 células, recuento
A %z

"‘~ (il ""J" »’)‘}::-4 de “buds”, puntos de corte para su

categorizacion...) que no estd contemplada para la definicién de

los patrones de crecimiento, siendo por tanto éste, un concepto

mucho mas basico.

Si hablamos ahora de cancer de prostata, algunos autores han

descrito la evidencia del proceso TEM en este tipo tumoral,”*'?’

y
han visto su representacion en los cambios morfoldgicos que se van

desarrollando en la secuencia del sistema de gradacion Gleason. Y
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tumorales individualizadas infiltrando el estroma
(Gleason grado 5). Reproducida de “WebPathology” ™,
con permiso.

2138

es que conforme va aumentado el grado de Gleason se va
evidenciando una pérdida de la arquitectura glandular, incluyendo

una pérdida de la membrana basal y de la polaridad celular, y las
células tumorales se van distribuyendo progresivamente formando
cordones, sdbanas y finalmente dando lugar a células aisladas que
van invadiendo el estroma. Por tanto, si nos encontramos en cancer
de préstata un patrén tumoral consistente en células tumorales
aisladas o agrupacién de pocas células diremos que se trata de un
Gleason 5 (figura 9). De este modo, vemos un claro paralelismo
entre el Gleason 5 de estas caracteristicas y el TB. Aunque el TB

como tal todavia no ha sido evaluado en prostata.
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9. Carcinoma vesical musculo-invasivo

El cancer de vejiga supone el undécimo carcinoma en frecuencia a
nivel mundial, es el segundo mas frecuente del tracto urinario tras
el carcinoma de prostata y es causante de 150.000 muertes al afio.">’
En Estados Unidos, se producen aproximadamente 79.000 nuevos
casos y 17.000 muertes al afio por este carcinoma.'* En Europa se

estiman 118.000 casos/afio y 52.000 muertes/afio."*!

Se han identificado multiples factores de riesgo para el carcinoma
vesical. El més importante de ellos es el tabaquismo, de modo que
la incidencia de cancer de vejiga esta directamente relacionada con
la duracion del tabaquismo y el niimero de cigarrillos diarios.'*
Otros factores de riesgo son la exposicion ocupacional a ciertas
sustancias quimicas como las aminas aromaticas,'* el antecedente
. . 1 - 144 . .. . e e
de radioterapia pélvica " y la esquistosomiasis vesical o la cistitis

cronica para el carcinoma escamoso.'*’

En el momento del diagnostico, aproximadamente en el 75% de los

casos el carcinoma de vejiga se encuentra confinado a mucosa (pTa
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o carcinoma in situ [CIS]) o a submucosa (pT1), es decir son no
musculo-invasivo. Sin embargo, en el 25% restante se trata de un
carcinoma vesical musculo-invasivo (CVMI), de peor prondstico y
con diferente manejo terapéutico.'*® En Europa, en més del 90% de
los casos, la histologia predominante es transicional o urotelial.
Otros tipos histoldégicos como el adenocarcinoma, el carcinoma
epidermoide, la variante micropapilar o el carcinoma
neuroendocrino de células pequenias son mucho menos frecuentes
en nuestro medio y de peor pronostico que los transicionales.'*® Se
ha documentado, con una incidencia en torno al 1%, la existencia
de una variante del carcinoma urotelial conocida como “carcinoma
linfoepitelioma-like”. Su nombre procede de su semejanza con el
linfoepitelioma indiferenciado de nasofaringe. Esta variante se
caracteriza por presentarse como un carcinoma infiltrante pero con
un importante componente de infiltrado inflamatorio y una alta
densidad linfocitaria (figura 10). Ademads, presenta un pronostico
mas favorable que el carcinoma urotelial, con un potencial
metastasico  bajo,'*’  especialmente en los  “carcinomas

linfoepiteliomas-like” puros.'**!'*
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) SRR et i 5 T FIGURA 10. Carcinoma

L PR D ! ' transicional con variante

“linfoepitelioma-like”.
Apréciese el abundante
infiltrado inflamatorio en
el seno del carcinoma
vesical. Reproducido de
“WebPathology”"’, con
3 permiso.

El tratamiento estandar para el carcinoma urotelial musculo-
invasivo de vejiga ha consistido durante décadas en la realizacion
de cistectomia radical y derivacion urinaria. Sin embargo, se ha
observado que con la realizacion unicamente de cistectomia radical
la supervivencia de los pacientes a los 5 afios es inferior al 50%.""
153 Por ello, recientemente se ha incluido en las guias clinicas la
administracion de quimioterapia neoadyuvante seguida de
cistectomia radical,'*® consiguiendo con ello una mejoria de la

. . ~ 154,1
supervivencia a los 5 afios del 5-8%."*!**

La cistectomia radical debe incluir siempre la realizacion de

linfadenectomia de los ganglios linfaticos regionales, teniendo ésta
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un papel fundamental tanto para una correcta estadificacion como
por su beneficio terapéutico.'*® Ademas, el niimero total de ganglios
extirpados se considera factor pronostico, por lo que es preferible la
realizacion de una linfadenectomia extendida (hasta aorta) a

limitada (iliaca externa, hipogastrica y obturatriz).'>*'>’

Por otro lado, la quimioterapia adyuvante es especialmente util en
pacientes con enfermedad avanzada (pT3/4 y/o pN+) si no han
recibido  quimioterapia neoadyuvante.'** En un estudio
retrospectivo que incluyd 3974 pacientes tras cistectomia y
linfadenectomia, la quimioterapia adyuvante mostr6 beneficio en la
SG (HR: 0.75; 1C95% 0.62-0.90, p < 0.0001) en pacientes de alto

riesgo (extension tumoral extravesical y linfatica).'®

Hasta el 10-15% de los pacientes con CVMI ya presentan
metastasis a distancia en el momento del diagnostico.'” En estos
casos la supervivencia es muy limitada, generalmente inferior a seis
meses, y el tratamiento principal es la quimioterapia. En estos

casos, la cistectomia radical tiene un papel paliativo y estd
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especialmente indicado en pacientes con sintomas (dolor, hematuria
persistente u obstruccion urinaria).'*°

En cuanto a la supervivencia del CVMI, en una serie de 888
pacientes, de manera global se objetivd una supervivencia libre de
recidiva (SLR) a los 5 afios del 58% y una SCE del 66%.'®° En otra
serie de 1054 pacientes, la SLR y la SCE a 5 anos fueron de 68% y

1 En otra serie de 804 pacientes, la SG a 5

66% respectivamente.
afios fue del 53.2%; sin embargo en pacientes con tumor localizado
fue del 72%, en pacientes con adenopatias positivas del 51% y en
pacientes con metastasis a distancia del 10%.'°" Y es que, si
hablamos de supervivencia es importante tener en cuenta el estadio,

asi la SLR a los 5 afios en pacientes con adenopatias positivas tras

cistectomia suele ser inferior al 34-43%, 121162163

Durante el seguimiento tras la cistectomia, la recidiva locorregional
tiene una incidencia del 5-15%. En el 36-64% de estos casos, se
asocia a enfermedad metastdsica y la expectativa de vida es corta
(4-8 meses). Ademads, aproximadamente el 50% de los pacientes

desarrollan metastasis a distancia en los primeros 2-3 afios tras la
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cistectomia, siendo los 6rganos afectados de manera mas frecuente

los ganglios linfaticos, el pulmon, el higado y los huesos.'®*

En el CVMI se han descrito multiples factores de mal pronéstico.
Sin duda el mas importante es el estadio tumoral o estadio TNM de

165

la American Joint Committee on Cancer (AJCC). ™ Es el factor

mas relevante en la prediccion de recidiva y supervivencia.'®'® El
riesgo de recidiva tras la cistectomia por CVMI se incrementa
cuanto mas avanzado es el estadio patologico, asi se han publicado
tasas del 11 al 21% en estadios 6rgano-confinados (pT1-pT2), del
32 a 62% con tumor extravesical (pT3-pT4) y del 52-70% en caso
de enfermedad ganglionar (pN+).'® Otro de los factores
pronosticos mas relevantes es la presencia de invasion

169,170 . ey . ,
179 En una revision de 12.527 cistectomias, el

linfovascular.
34.6% presentaba invasion linfovascular, asociandose ésta a un
estadio patoldgico y un grado tumoral mas avanzado. También se
encontrd asociacion estadisticamente significativa entre invasion
linfovascular y tiempo libre de enfermedad (HR 1.61; IC95% 1.26-
2.06), la SCE (HR 1.67; IC95% 1.38-2.01) y SG (HR 1.67; 1C95%

1.38-2.01).""" La edad'” y la comorbilidad'”"'"* del paciente son
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también factores prondsticos con un papel fundamental en la
supervivencia. El sexo femenino también se considera un factor de
mal prondstico, ya que aunque el cancer de vejiga es mas frecuente
en hombres, en mujeres se suele presentar en estadios mas
avanzados y la supervivencia en ellas es menor.'”” Al igual que en
la mayoria de tumores, los margenes positivos tras la cirugia y el
tamafio tumoral también son factores pronodsticos. En un trabajo
reciente se ha descrito que la recurrencia a 5 afios en caso de
margenes negativos fue del 40% frente a 81% en el caso de
mérgenes positivos.'’® Por su parte, un didmetro tumoral superior a
3 cm se considera factor predictor independiente de MCE'"’. En
cuanto a la localizaciéon tumoral, se considera que los tumores
localizados en trigono son de peor prondstico, con mayor
probabilidad de afectacion ganglionar y de supervivencia
reducida.'”® Otros factores considerados como predictores son la

179
17

asociacion con un CIS vesical © o la presencia de hidronefrosis

preoperatoria.'*

Recientemente se ha puesto especial interés en el estudio de ciertos

marcadores moleculares que han demostrado tener implicacion
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prondstica. Algunos de los mas estudiados son p53, p21 o Ki67."®""

'3 Sin embargo, la evaluacion de estos marcadores todavia no se ha
consolidado en la practica habitual. Ademads, también se han
definido dos subtipos de carcinoma vesical en funcién de su
expresion molecular: subtipos “basal” y “luminal”. El subtipo
“basal” es de caracteristicas mas agresivas (positividad para CK5/6
y CD44, sobreexpresion del receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y ausencia de CK20), sin embargo es
potencialmente sensible a quimioterapia. Por su parte, el subtipo
“luminal” presenta sobreexpresion del receptor de factor de
crecimiento fibroblastico (FGFR), negatividad para CK5/6 y CD44,
positividad para CK20 'y se caracteriza por su

quimioresistencia'**'* (figura 11).
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FIGURA 11. Analisis inmunohistoquimico (CK5/6, CD44 y CK20) de los
subtipos basal y luminal. Reproducido de Choi et al.'*’, con permiso de Elsevier.

Con el objetivo de predecir el riesgo de recurrencia y mortalidad
tras la cistectomia por tumor vesical, se han propuesto varios
nomogramas como el que desarrolld el “Bladder Cancer Research
Consortium” (BCRC) que incluye las variables estadio tumoral,
presencia de invasién linfovascular, presencia de CIS vy
administracién de quimioterapia/radioterapia;'” o el que publicé el
“International Bladder Cancer Nomogram Consortium” (IBCNC) y
que incluye como factores predictores la edad, el sexo, el estadio
tumoral, la histologia, la afectaciéon ganglionar y el tiempo entre

diagnéstico y cirugfa.'™

69



70



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. Hipotesis

La hipétesis principal del trabajo consiste en que, dado que el

“tumor budding” ha demostrado ser un factor predictor
independiente de mal prondstico en multitud de tumores (CCR,
céncer de esd6fago, cancer de pancreas, cancer de mama, etc.), este
fendmeno histopatoldgico también podria tener valor prondstico en

el carcinoma vesical musculo-invasivo.

Las hipotesis secundarias serian las siguientes:

1. Que si efectivamente el “tumor budding” se comportase como
factor predictor de mal pronodstico en el carcinoma vesical musculo-
invasivo, es probable que se asociase a otros factores de mal

pronostico ya establecidos para el carcinoma vesical.

2. Que si el “tumor budding” demostrase tener un valor predictor y
se asociase a otros factores de mal prondstico en el carcinoma
vesical musculo-invasivo, se podria establecer un modelo predictivo

de probabilidad de mortalidad del paciente.
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2. Objetivos

1. Evaluar si la presencia (y densidad) de un componente tumoral
indiferenciado (“tumor budding”) localizado en el seno de la pared
vesical (muscular propia o grasa perivesical), se comporta como

factor de mal prondstico en el carcinoma vesical musculo-invasivo.

2. Definir el punto de corte con mayor sensibilidad y especificidad
en la cuantificacion del “tumor budding” con respecto a la
mortalidad y que permita estratificar a los pacientes en “tumor

budding” de bajo y alto grado.

3. Evaluar la posible asociaciéon entre “tumor budding” y los
principales factores predictores para el cancer vesical infiltrante:
edad, sexo, indice de Charlson, tamafio tumoral, estadio TNM,
presencia de CIS, grado de diferenciacién, invasién venosa,
linfatica y perineural, p53, indice proliferativo Ki67 y subtipo

molecular.
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4. Valorar la metodologia més adecuada para el estudio del “tumor
budding” en nuestros casos: la que aporte mayor fiabilidad y mejor

aplicabilidad.

5. Establecer un modelo predictivo para mortalidad cancer-

especifica en carcinoma vesical musculo-invasivo.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Disernio del estudio

Se llevé a cabo un estudio de caricter retrospectivo, en el que se
evaluaron los pacientes intervenidos de cistectomia radical tras ser
diagnosticados de CVMI, entre Enero de 2004 y Diciembre de 2014

en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién

Biomédica del hospital La Fe con N° de registro: 2016/0558.

Dada la supervivencia limitada de la patologia objeto del trabajo, en
el momento del inicio del estudio nos encontramos que un
porcentaje elevado de los pacientes habia fallecido. Por ello,
basandonos en el articulo 26 del BOE nim. 290, del 2 de Diciembre
de 2011, que regula la obtencién y utilizacion de muestras
biologicas de personas fallecidas, las muestras bioldgicas de
nuestros casos fallecidos podian ser utilizadas para el proyecto al no

haber dejado éstos constancia expresa de su oposicion.

En cuanto a los pacientes que permanecian vivos, se contactd con
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ellos y se les informé acerca de las caracteristicas del estudio. Se les
solicitd permiso para la utilizacion de sus muestras bioldgicas
obtenidas durante los procedimientos quirdrgicos de su patologia
tumoral (reseccion transuretral [RTU] de vejiga y cistectomia) y
almacenadas en bloques de parafina en el Servicio de Anatomia
Patologica. Cada paciente recibid la hoja de informacidn del estudio

y firmé el consentimiento informado.

2. Proceso de diagndstico y tratamiento en el
carcinoma vesical musculo-invasivo

El motivo de consulta mas habitual en el carcinoma vesical es la
hematuria macroscépica. Asi, en pacientes con un primer episodio
de hematuria de etiologia no filiada, y especialmente en fumadores,
de manera rutinaria se lleva a cabo un estudio diagnéstico que se
apoya principalmente en tres pruebas complementarias: una
citologia de orina, una ecografia vesicoprostatica y renal y una
cistoscopia. En ocasiones, cuando mediante la ecografia se objetiva
una clara lesion tumoral en vejiga, la cistoscopia no se considera

necesaria (figura 12).
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FIGURA 12. Ecografia vesical de uno de nuestros casos donde se objetiva

lesion intravesical claramente sugestiva de tumor vesical.

Una vez diagnosticado el tumor vesical, se realiza una RTU vesical
(figura 13), procedimiento endoscopico que nos permite en primer
lugar caracterizar el tumor vesical (definir su histologia, su nivel de
infiltracién —musculo-invasivo frente a no musculo-invasivo- y su
grado de diferenciacion), y en segundo lugar resecar de manera
completa o incompleta el tumor, dependiendo de la extension del

mismo.

En el caso de que el informe anatomopatologico nos indique que
nos encontramos ante un CVMI, el tratamiento “gold estandar” es

la cistectomia radical. En nuestra serie de pacientes, el
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procedimiento consistid en cistectomia radical via abierta, asociada
a linfadenectomia iliobturatriz bilateral y derivacion urinaria tipo

Bricker en la mayoria de los casos (figura 14).

FIGURA 13: Reseccion transuretral
de tumor vesical. Reproducido de
“Societa italiana di urologia (SIU)
website”"", con permiso.

Kidneys . ., . .
FIGURA 14: Derivacion urinaria

tipo Bricker, consistente en el
empleo de un fragmento de asa ileal
como reservorio urinario. Al
extremo proximal del asa se
anastomosan los uréteres y el
extremo distal de la misma se aboca
a la pared abdominal creando una

Stoma
(outside
body)

Ureters

Conduit —— Bladder ; 7 ;
fitide  removed ileostomia. Reproducido de
£Edy) “Metrovan Urology website”"*, con
permiso.

Previa a la cistectomia se realiz6 una tomografia computerizada
(TC) toraco-abdémino-pélvica para llevar a cabo el estudio de

extension. La informaciéon aportada por el estudio
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anatomopatolégico de la pieza de cistectomia y de los ganglios
linfaticos resecados, junto al estudio de extension mediante el TC
nos permitid establecer el estadio TNM en cada caso (figura 15).
Asi, en los casos con metdstasis ya presente en el momento del
diagnoéstico, la realizacion de cistectomia tenia un papel

basicamente paliativo.

T — Tumor primario
Tx  No se puede evaluar el tumor primario
TO Ausencia de datos de tumor primario
Ta Carcinoma papilar no invasor
Tis Carcinoma in situ: “tumor plano”
T1  Eltumorinvade el tejido conjuntivo subepitelial
T2 Eltumorinvade el musculo
T2a El tumor invade el musculo superficial (mitad interna)
T2b El tumor invade el musculo profundo (mitad externa)
T3 Eltumorinvade el tejido perivesical
T3a Microscopicamente
T3b Macroscépicamente (masa extravesical)
T4  Eltumor invade cualquiera de las estructuras siguientes: prostata,
utero, vagina, pared de la pelvis o pared abdominal
T4a El tumor invade la préstata, el utero o la vagina
T4b El tumor invade la pared de la pelvis o la pared abdominal
N — Ganglios linfaticos
Nx  No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Ausencia de metastasis ganglionares regionales
N1 Metéastasis en un solo ganglio linfatico en la pelvis verdadera
(hipogastricos, obturadores, iliacos externos o presacros)
N2 Metéstasis en varios ganglios linfaticos en la pelvis verdadera
(hipogastricos, obturadores, iliacos externos o presacros)
N3 Metéstasis en uno o varios ganglios linfaticos iliacos comunes
M - Metastasis a distancia
MO  Ausencia de metastasis a distancia
M1  Metastasis a distancia
M1a Ganglios linfaticos no regionales
M1b Otras metéstasis a distancia
FIGURA 15. Clasificacién TNM de la UICC para cdncer de vejiga.'™
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3. Seguimiento de los pacientes

Tras la cistectomia, cada paciente se sometié a un seguimiento en
consultas externas de Urologia. El objetivo de este seguimiento era
la deteccion de posibles complicaciones postoperatorias,
principalmente relacionadas con la derivacion urinaria, y la
deteccion de posibles recurrencias locales o a distancia. El
protocolo en nuestro servicio consiste en la realizacion de TC cada
4 meses durante el primer afio de seguimiento, cada 6 meses
durante el segundo y tercer aio de seguimiento y posteriormente de

manera anual.

Aquellos casos con riesgo elevado de recurrencia (margenes
positivos en la pieza de cistectomia, ganglios positivos, invasion
linfovascular...) y aquellos con desarrollo de metdstasis fueron
remitidos a la unidad de Oncologia para la administraciéon de

tratamiento adyuvante (quimioterapia en la mayoria de casos).
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4. Seleccion de pacientes

A través del programa informético “Orion Clinic” version 9, se
obtuvo un listado con los pacientes cistectomizados entre 2004 y
2014. De entre estos pacientes seleccionamos nuestros casos tras la

aplicacion de los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion

-Pacientes diagnosticados de CVMI (pT2, pT3 o pT4).
-Intervenidos de cistectomia radical entre enero de 2004 y
diciembre de 2014.

-Histologia tumoral: carcinoma papilar o sélido de células

transicionales (carcinoma urotelial).

Criterios de exclusion

-Muerte derivada de complicaciones postoperatorias (durante los 30
dias siguientes a la cistectomia).
-Antecedente de patologia oncoldgica que pudiera condicionar la

supervivencia del paciencia (incluido el tumor de tracto urinario
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superior).

-Tipo histologico tumoral de peor prondstico: adenocarcinomas,
carcinoma epidermoide, carcinoma micropapilar, carcinomas
neuroendocrinos o carcinomas sarcomatoides.

-Carcinoma transicional variante “linfoepitelioma-like” de manera
predominante, dado su mejor prondstico que la variante transicional
clésica (figura 16).

-Pacientes inmunodeprimidos, ya que en estos casos la patologia
tumoral evoluciona de manera mas agresiva.

-Casos con material histolégico no valorable por mala calidad o por
falta de tejido tumoral suficiente.

-Pérdida de seguimiento del paciente.

-Causa de muerte dudosa o desconocida.

FIGURA 16. Caso
de carcinoma
transicional con
variante
“linfoepitelioma-
like” de manera
predominante,
detectado y
excluido durante
nuestro estudio.
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5. Variables evaluadas

En cada uno de los casos se recogieron las siguientes variables:

o Variables relacionadas con el paciente

-Edad

-Sexo

-Indice de Charlson, que valora la comorbilidad del paciente (figura
17)

-Estadificacion TNM en el momento del diagndstico

-Quimioterapia adyuvante

Comorbilidad presente Puntos Edad (afios)
Infarto de miocardio 50-59 1
Insuficiencia cardiaca congestiva 60-69 2
Enfermedad vascular cerebral 70-79 3
Demencia 80-89 4
Enfermedad pulmonar crénica 90-99 5

Enfermedad del tejido conectivo
Enfermedad ulcerosa

Enfermedad hepatica leve

Diabetes (sin complicaciones)
Diabetes con dafio a érgano diana
Hemiplejia

Enfermedad renal moderada o severa
Tumor sélido (no metastdésico)
Leucemia

Linforma, mieloma mudiltiple
Enfermedad hepatica moderada o severa
Tumor sélido metastdsico

Sida

Total de la puntuacién:
Comorbilidad + edad

No comorbilidad: 0-1 puntos
Comorbilidad baja: 2 puntos
Comorbilidad alta: 3 puntos

DO WNNNNNNRRRR R B B B @B

FIGURA 17. Indice de Charlson. Herramienta de evaluacion de la
comorbilidad del paciente. Reproducido de Charlson et al."””’
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» Variables anatomopatologicas

-Nivel de infiltracién (pT) y grado de diferenciaciéon tumoral (G)
del primer tumor infiltrante (RTU).

-Nivel de infiltracién (pT) y grado de diferenciacién tumoral (G) en
la pieza de cistectomia.

-CIS asociado (presente o ausente)

-Tamafio tumoral (cm.)

-Localizacion del tumor en vejiga (afectacion trigonal o no)
-Recuento de TB segun la técnica “10 CGA”

-Recuento de TB segun la técnica “hot-spot”

-pS3 (porcentaje de afectacion y positividad/negatividad)

-Ki67 (porcentaje de afectacion e indice alto/bajo)

-Presencia o ausencia de invasion venosa, linfatica o perineural

-Subtipo molecular del tumor (basal o luminal)
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» Variables relacionadas con la evolucion vy
supervivencia

-Tiempo de seguimiento: comprendido desde el momento del
diagndstico del CVMI hasta la “dltima visita” (considerando ésta
como el ultimo registro de la situacion clinica del paciente, ya sea
en un ingreso hospitalario, una asistencia en urgencia o una

valoracion en consultas externas).

-Desarrollo de recidiva local o a distancia: objetivada por prueba de

imagen.

-Tiempo de supervivencia global: desde el diagndstico de CVMI
hasta el fallecimiento o hasta la ultima visita en caso de no haber

fallecido (casos censurados).

-Tiempo libre de progresion tumoral: desde el diagnostico de CVMI
hasta el momento de recidiva local o a distancia en los casos NOMO
al diagndstico. En los casos con afectacion ganglionar o metdstasis

al diagndstico, hasta el momento de deteccion mediante prueba de
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imagen de un aumento en el volumen o nimero de ganglios afectos,

o de un aumento del nimero de metastasis a distancia.

-Estado dltima visita:

- éxitus tumoral: éxitus en paciente con estadio tumoral
terminal con metastasis objetivadas por prueba de imagen o
a consecuencia de complicaciones derivadas de una gran
progresion local, por ejemplo, obstruccion intestinal por
atrapamiento tumoral vesical.

- éxitus por otro motivo: por causa distinta a la tumoral.

- no éxitus pero progresion tumoral

-vivo y libre de enfermedad

- vivo y enfermedad estable

6. Metodologia

6.1. Seleccion de la laminilla mds representativa

Para cada paciente que cumplia los criterios de inclusion y ningtin
criterio de exclusion se recuperd tanto el tejido tumoral obtenido
mediante la RTU como el tejido procedente de la pieza de

cistectomia, almacenado en el Servicio de Anatomia Patoldgica del

90



hospital La Fe (muestras fijadas en formalina tamponada al 10% e
incluidas en parafina). Para el estudio histologico se empled un
microscopio 6ptico Leica® DM2000 LED, con proyeccion de

imagenes en monitor mediante una cadmara ICC50W.

En cada caso se revisaron todas las laminillas del tumor en la RTU
y en la pieza de cistectomia, tefiidas con H&E. En primer lugar se
visualizaron a bajo aumento (x4-x10), y tras ello, a mayor aumento
(x40) para confirmacion de las caracteristicas histologicas del
tumor. El objetivo fue seleccionar de entre todas las laminillas de
cada caso, la que presentaba de manera subjetiva una mayor
densidad de TB. De este modo, para cada caso escogimos la
laminilla més representativa y sobre ésta aplicamos las diferentes

técnicas de inmunohistoquimica.

6.2. Aplicacion de técnicas de inmunohistoquimica

6.2.1. Principios bdsicos

La inmunohistoquimica tiene por objeto la identificacion de

componentes biomoleculares especificos (en general proteicos)
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presentes en los tejidos mediante reacciones antigeno-anticuerpo
“in situ”. En ella se establece la union especifica del antigeno, o
mejor, el determinante antigénico de la molécula a identificar y el
anticuerpo correspondiente. El antigeno puede ser cualquier
molécula capaz de inducir una respuesta inmunogénica. El otro
componente de la reaccion es el anticuerpo. Segiin la manera de
obtenerlos distinguimos entre anticuerpos policlonales y
monoclonales. Los anticuerpos policlonales se obtienen por
inmunizacién de un animal con el antigeno purificado. El resultado
es una mezcla de anticuerpos especificos contra diferentes
determinantes antigénicos de la molécula. Este tipo de sueros exige
complicadas técnicas de purificacion para evitar la presencia de
anticuerpos naturales inespecificos contaminantes y las reacciones
cruzadas. Por su parte, los anticuerpos monoclonales se obtienen a
partir de células de mieloma de raton fusionadas con células B
humanas o de unanimal, productoras del anticuerpo deseado
(hibridomas). De esta manera se consigue una poblacion celular de
crecimiento indefinido productora de un solo anticuerpo especifico.
De forma general, son los anticuerpos mas recomendables y con los

que se obtienen mejores resultados.
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La unién antigeno-anticuerpo se hace visible solo si el anticuerpo
estd marcado con una sustancia que absorbe o emite luz o produce
coloracion (cromogeno). En las técnicas de inmunofluorescencia se
utilizan como marcadores compuestos de fluoresceina que bajo luz
ultravioleta emiten luz de longitud de onda visible. En las técnicas
de inmunoperoxidasa se utilizan marcadores enzimaticos capaces
de hacer cambiar de color un sustrato incoloro. Las enzimas mas
frecuentemente utilizadas son la peroxidasa y la fosfatasa alcalina, y
los sustratos mas comunes son la diaminobenzidina (color marrén),
el aminoetilcarbazol (color rojo) y el nitroazul de tetrazolio (color
azul). Estos marcadores pueden conjugarse directamente al
anticuerpo primario, o indirectamente mediante otros anticuerpos

(secundarios).”"

En nuestro trabajo utilizamos anticuerpos monoclonales y la técnica

inmunoenzimatica indirecta.

6.2.2. Anticuerpos monoclonales

En el proceso de obtencioén de estos anticuerpos se selecciona un

solo clon de linfocitos B que produce un unico tipo de anticuerpo
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frente al antigeno con el que se ha inmunizado al animal de
experimentacion. Esto hace que el método sea mucho mas
especifico y por lo tanto nos permite reducir la posibilidad de falsos

positivos.

Los anticuerpos monoclonares empleados en nuestro estudio

fueron:

-AE1/AE3: es una mezcla de dos clones de anticuerpos
monoclonales anti-citoqueratina. Las citoqueratinas son una
familia de proteinas que forman el citoesqueleto de las células
epiteliales. Asi, el patron de tincion celular para AEI/AE3 es
citoplasmatico. El clon AE1 detecta las citoqueratinas 10, 14, 15, 16

y 19. El clon AE3 detecta las citoqueratinas 1, 2, 3,4, 5,6,7y 8.1

-CD34 (clon QBEnd10): Anticuerpo que se une a la proteina CD34,
que es miembro de una familia de proteinas sialomucinas
transmembrana que muestran expresion en tejidos hematopoyético
temprano y tejido vascular asociado. Por tanto es un marcador de
membrana de células endoteliales en pequefios vasos

’ 193-195
sanguineos.

94



-D2.40: Reconoce a la proteina “podoplanina” (marcador
citoplasmatico), que se expresa selectivamente en el endotelio
linfatico, asi como en linfangiomas, sarcomas de Kaposi y en un
subconjunto de angiosarcomas con probable diferenciacion

e 196,19
linfatica.'%!"’

-P53 (clon DO-7): El anticuerpo monoclonal DO-7 reconoce p53,
un gen supresor de tumor que codifica la proteina p53 (marcador
nuclear). Esta proteina desarrolla un papel central en la regulacién
del ciclo celular parando la célula en fase G1 del ciclo, permitiendo
la reparacion del ADN cuando es posible o conduciendo a la célula
a la apoptosis si el dafio es irreparable. La sobrexpresion de p53 es
mayor en tumores mds indiferenciados y es un factor prondstico
negativo e independiente en el progreso de la patologia neoplasica

. 1 180,181,198
urotelial. """

-Ki67 (MIB-1): Reconoce a la proteina Ki-67, que es un marcador
de proliferacion celular (marcador nuclear). Ki67 estd presente

durante todas las fases activas delciclo celular (G1, S, G2y
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mitosis), pero estd ausente en células en reposo o inactivas (G0). Se

. fogi 182,199
ha definido como factor tumoral de mal prondstico. ™~

-CK 20 (clon Ks20.8): Anticuerpo frente a CK20, la cual pertenece
al subgrupo epitelial de filamentos intermedios asociados al
citoesqueleto (marcador citoplasmatico) y tiene una expresion
restringida en el tracto gastrointestinal y urinario. Su expresion se
ha relacionado con el subtipo molecular luminal en el carcinoma

. 183,184
vesical.”™™”

-CK 5/6 (clon D5/16BA): Se asocia a la CK 5/6 (marcador
citoplasmatico), la cudl se ha relacionado con los carcinomas de

tipo escamoso y con el subtipo molecular basal en el carcinoma

. 183,184,200
vesical. > ™"

-CD44 (clon DF1485): Anticuerpo frente a CD44, que abarca una
familia de glicoproteinas transmembrana (marcador de membrana).
CD44 se ha implicado en la adhesion célula-célula y las
interacciones del citoesqueleto. Se considera marcador de

agresividad tumoral en cancer de mama, gastrico, de colon y

96



urotelial. Asi, se ha asociado al subtipo molecular basal en el

. . 3,184
carcinoma vesical.'®*

6.2.3. Recuperacion antigénica, técnica inmunoenzimdtica

indirecta y sistema de visualizacion

Generalmente los tejidos se fijan en formalina y se embeben en
parafina. Esto provoca la alteracion de la estructura tridimensional
de las proteinas. Asi, muchos antigenos pierden su reactividad
inmunologica tras el procesamiento de rutina. Para poder
determinar estos antigenos ha sido necesario desarrollar técnicas
tales como tratamiento proteolitico y pretratamiento con calor o
presion. La fijacion con formaldehido forma enlaces cruzados
estables entre las proteinas, mientras que la parafina altera su forma.
Mediante las técnicas de desenmascaramiento o recuperacion
antigénica se busca revertir este proceso. Es importante el buffer
utilizado en la recuperacion antigénica para obtener buenos
resultados. El mas comun es el buffer citrato con pH 6.0. Sin
embargo muchos antigenos "prefieren" un pH mas alcalino. En
nuestro caso, la recuperacion antigénica se llevé a cabo con tampdn

citrato a ph alto.
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Tras esta recuperacion antigénica, nosotros aplicamos una técnica
inmunoenzimatica indirecta. Esta se basa en hallar en Ia
preparacion una molécula especifica, con una distribucion y
cantidad que desconocemos, para lo cual hibridamos un anticuerpo
primario, y sobre éste, un anticuerpo secundario “anti-anticuerpo
primario” que se une por toda la superficie que este ofrece. Este
segundo anticuerpo es el que va unido, en nuestro caso, a la enzima
peroxidasa, la cual reacciona con el sustrato cromoégeno que
afiadimos a continuacion obteniendo como producto de la reaccion
un precipitado insoluble y coloreado, permitiéndonos localizar la
reaccion y por lo tanto, la molécula que buscamos. La sefial resulta
amplificada, ya que hay mayor cantidad de peroxidasa que de
anticuerpo secundario, y mayor cantidad de éste que de anticuerpo
primario. Por éste motivo los métodos indirectos son mucho mas

sensibles.

Para poder visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo, en nuestro
caso empleamos el “sistema EnVision FLEX” para
inmunohistoquimica Dako”. Este se basa en el empleo de un
cromégeno (EnVisio FLEX DAB+ Chromogen) sobre el que actiia
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la enzima peroxidasa, dando lugar a un producto final de coloracion

marrén en el lugar del antigeno diana.

6.2.4. Protocolo de inmunohistoquimica aplicado

1. Toma de muestras

Para las técnicas de inmunohistoquimica realizamos cortes
histolégicos de 3 micras de grosor y utilizamos portaobjetos

especiales para dichas técnicas.

Los cortes dispuestos sobre los portaobjetos se pusieron en estufa a

37°C durante toda la noche.

2. Desenmascaramiento antigénico

Los anticuerpos CK AE1/3, CD34, D2.40, p53, Ki67, CK20 y
CK5/6 se pusieron en el sistema automatizado PT Link con 7Target
Retrieval Solution High pH (50x) durante 20 minutos a 95°C, asi de

forma automatica se llevod a cabo la desparafinacion, hidratacion y
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recuperacion antigénica de los tejidos. Una vez terminado el ciclo,
las preparaciones recuperadas en el PT Link se lavaron con tampo6n
comercial Wash Buffer (20x), y a continuacion se pusieron en el

Autoestainer Link 48 para realizar la incubacion de anticuerpos.

Con el anticuerpo CD44, la recuperacion antigénica se realizo en el
Omnis de Dako” (sistema cerrado para la recuperacién antigénica y
la incubacion del anticuerpo de forma automatica) usando Target

Retrieval Solution High pH (50x) durante 20 minutos a 97°C.

3. Protocolo para CK AE1/3, CD34, D2.40, p53, Ki67, CK20
y CK5/6

Para esta técnica utilizamos el kit EnVision FLEX de Dako”. Estos
anticuerpos de Dako” vienen prediluidos de forma comercial, listos

para su uso.
Los pasos de este protocolo fueron:

-Bloqueo de la peroxidasa endogena, incubando durante 5
minutos (EnVision Flex Peroxidase-blocking Reagent)

-Lavado con tampén PBS (EnVision Flex Wash Buffer 20x)
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-Incubacion del anticuerpo primario (20 minutos)
-Lavado con tampén PBS

-EnVision Flex/HRP 20 minutos

-Lavado con tampén PBS

-Lavado con tampén PBS

-EnVision Flex Substrate Working Solution (Substrate buffer
con DAB+ Chromogen) 10 minutos

-Lavado con tampon PBS
-EnVision Flex Hematoxilin 10 minutos.

-Lavado con tampén PBS

4. Protocolo para CD44

El anticuerpo CD44 de Dako® viene concentrado. Usamos el
diluyente comercial de Dako® EnVision Flex Antibody Diluyent
para conseguir una concentracion de 1/50 de este anticuerpo, previa

a su incubacion en el Omnis.
Los pasos de este protocolo fueron:

-Desparafinado con Clearify (histological Clearing Agent) a
25°C, durante 10 segundos
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-Lavado con agua 5 segundos

-Recuperacion antigénica (pH High 20 minutos a 97°C)
-Lavado con tampon Wash buffer 2.40 minutos, 2 ciclos
-EnVision Flex Peroxidase-blocking Reagent 3 minutos
-Lavado con tampon Wash buffer 2 minutos, 2 ciclos
-Incubacion anticuerpo primario 20 minutos

-Lavado con tampon Wash buffer 2 minutos, 2 ciclos
-Lavado con agua 31 segundos

-Lavado con tampon Wash buffer 2 minutos, 2 ciclos

-EnVision Flex Substrate Working Solution (Substrate buffer
con DAB+ Chromogen) 5 minutos

-Lavado con tampon Wash buffer 2 minutos, 2 ciclos
-Lavado con agua 31 segundos

-Lavado con tampon Wash buffer 2 minutos, 2 ciclos
-EnVision Flex Hematoxilin 3 minutos

-Lavado con tampon Wash buffer 2 minutos, 2 ciclos

5. Deshidratacion y montaje

Una vez terminada la técnica de inmunohistoquimica, todos los

portaobjetos pasaron el proceso de deshidratacion. Este se realizo
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pasando los portaobjetos por alcoholes de forma gradual: 1 paso por
alcohol de 96 grados, 3 pasos por alcoholes de 100 grados y 3 pasos

por xiloles, durante 5 minutos cada uno de ellos.

El montaje se realizé con Dako®™ Touene-Free Mounting Medium y

cubriendo con cubreobjetos para su observacion al microscopio.

Los datos relativos al procedimiento inmunohistoquimico aplicado

en nuestro caso se recogen en la tabla 1.

Pretrata- Sistema de visualizacion

Anticuerpo Casa

comercial miento

CK AE1/AE3 AE1/AE3 DAKO NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA
TO-USE PHALTO AUTOESTAIMER LINK 48

CD34 QBENnd10 DAKO READY- NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA
TO-USE PHALTO AUTOESTAIMER LINK 48

D2.40 D2.40 DAKO READY- NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA
TO-USE PHALTO AUTOESTAIMER LINK 48

P53 DO-7 DAKO READY- NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA
TO-USE PHALTO AUTOESTAIMER LINK 48

Ki67 MiB-1 DAKO READY- NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA
TO-USE PHALTO AUTOESTAIMER LINK 48

CK20 Ks20.8 DAKO READY- NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA
TO-USE PHALTO AUTOESTAIMER LINK 48

CK5/6 D5/16BA DAKO READY- NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA
TO-USE PHALTO AUTOESTAIMER LINK 48

CDb44 DF1485 DAKO 1/50 NO TAMPON CITRATO ENVISION FLEX PARA

PHALTO OMNIS

TABLA 1. Datos relativos al procedimiento inmunohistoquimico aplicado en
nuestro estudio.
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7. Evaluacion del “tumor budding”

Para llevar a cabo la evaluaciéon del TB se empled la técnica de
inmunohistoquimica CK AE1/3, para facilitar asi la identificacion
de los “buds” tumorales en el frente de invasion (figura 18 y 19).
Cada caso fue evaluado de manera ‘“ciega” (sin conocer la
evolucion del paciente) y por dos examinadores (Dr. Ramos
-uropatologo- y Dra. Lorenzo -ur6loga-), de forma independiente y

revisando de forma conjunta los casos discordantes.

104



RN
Ay
FIGURA 18. Frente tumoral invasor de C

\ et g A i Rtee
MI de uno de nuestros casos. En la

imagen superior con H&E (x4). En la imagen inferior mismo caso con CK AE1/3
(x4). Apréciese como la identificacion del frente tumoral invasor se ve
claramente facilitada por la CK AE1/3.
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FIGURA 19. Zona de frente tumoral invasor a gran aumento (x40) en uno de
nuestros casos de CMVI, con H&E (arriba) y con CK AE1/3 (abajo). Se objetiva
la presencia de TB con elevada densidad. Apréciese como la identificacion de
“buds” (algunos de ellos marcados con flechas) es favorecida por la CK AE1/3.
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Durante la evaluacion del TB se considerd éste segun la definicion:
células tumorales aisladas o en pequenios grupos de hasta 4 células
(£ 4 células) tumorales. Ademas, se tuvo en cuenta tanto el TB
localizado a nivel del estroma adyacente al frente tumoral invasor
(TB peritumoral), como el TB localizado en el interior del propio
tumor (TB intratumoral), pero siempre en la zona de infiltracion
tumoral (muscular propia infiltrada (pT2) o grasa peritumoral

infiltrada (pT3)) (figura 20).
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FIGURA 20. Esquema que representa la zona de estudio del TB. Para llevar a
cabo el recuento de “buds” valoramos unicamente la zona del frente de invasion
tumoral localizado dentro de la muscular propia y mas alla de ésta.
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Con respecto a la cuantificacion del TB, se aplicaron dos
metodologias cuantitativas: “10 CGA” y “1 CGA”. Con el método
“10 CGA” se contabilizaron los “buds” presentes en los 10 CGA
con mayor densidad de TB y se calcul6 la media del recuento total.
Con el método “1 CGA” o “hot-spot” se contabilizaron los “buds”
presentes en un unico CGA, el de mayor densidad de TB. De este
modo, para cada caso se obtuvieron dos recuentos o puntuaciones
de TB, uno segun la técnica “10 CGA” y otro segun la técnica “hot-
spot” (figura 21). En los casos en los que la evaluacion de 10 CGA
diferentes no fue factible por presentar un TB muy focalizado o por
una escasa extension tumoral (especialmente en aquellos en los que
la laminilla seleccionada era la procedente de la muestra de RTU),
se evaluo el mayor numero posible de CGA, obteniendo la media

del total de campos evaluados.

El proceso de cuantificacién se llevd a cabo usando siempre el

mismo microscopio Optico, a un aumento de x40 (lente de 22 mm y

area de 0.55 mm?).
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FIGURA 21. Metodologias de recuento empleadas en cada caso: en la ima
superior la media de los “buds” contabilizados en los 10 CGA con mayor
densidad de TB (81.1 “buds”), y en la imagen inferior el recuento de “buds”
presentes en el CGA de mayor densidad o “hot-spot” (96 “buds”).

-,

gen

109



8. Evaluacion de otros factores prondsticos
anatomopatolégicos

En cada caso se evaluaron dos factores de mal pronostico conocidos
para carcinoma vesical como son: la expresion inmunohistoquimica
anomala de p53 y el indice proliferativo de Ki67. Tanto para p53
como para Ki67 se registré la densidad observada de manera
subjetiva en forma de porcentaje. A continuaciéon se considero
positividad para anomalia de p53 en aquellos casos con un
porcentaje de afectacion igual o superior a 20%. Para Ki67
consideramos la presencia de un indice proliferativo alto en

aquellos casos con un porcentaje de afectacion igual o superior a

10%.

Para cada caso también se estudié la presencia o ausencia de
invasion tumoral de vasos sanguineos, vasos linfaticos y
perineural. Ello se evalu6 mediante el estudio convencional con
H&E y se confirm6 luego mediante CD34 para invasion de vasos
sanguineos (células tumorales en el interior de un vaso con

endotelio marcado por CD34) y D2.40 para invasiéon de vasos
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linfaticos (células tumorales en el interior de un vaso con endotelio
marcado por D2.40). En el caso de invasion perineural, se evalud
solo con H&E. Ademas del empleo de técnicas de
inmunohistoquimica, para cada caso se revisaron los informes
anatomopat6logicos preexistentes tanto de la RTU como de la pieza
de cistectomia, con el fin de no pasar por alto la deteccion de una
posible invasidon venosa, linfatica o perineural que no estuviera

presente en nuestra lamina seleccionada.

En ultimo lugar, también se estudio el “subtipo molecular” del
tumor para cada caso de CVMI. De este modo, clasificamos como
subtipo “luminal” aquellos casos que mostraron positividad para
CK20 y negatividad para CK5/6 y CD44. Por el contrario,
consideramos como subtipo “basal” aquellos que presentaron

positividad para CK5/6 y CD44 y negatividad para CK20 .
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9. Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico se elaboré una base de
datos que recogia todas la variables indicadas previamente,
mediante el programa “SPSS” (versiéon 22.0.0.). Los célculos
estadisticos se realizaron con el programa “STATA” (version
13.1.). Todas las pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de
significacion p < 0.05 y las estimaciones con un intervalo de
confianza del 95%. Para poder dar respuesta a cada uno de los
objetivos planteados, el andlisis estadistico incluy6 los siguientes

apartados:

-Cdlculo del tamariio muestral
Empleando el programa estadistico Epidat version 4.1., aceptando
un margen de error del 5% en los resultados y apoyandonos en la

bibliografia existente.

-Andlisis descriptivo
Las variables cuantitativas se definieron mediante la media o
mediana, desviacion tipica y el valor maximo y minimo (rango).
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Por su parte, las variables cualitativas se definieron mediante

frecuencias y porcentajes.

-Andlisis de supervivencia

Para el calculo de la supervivencia global y la supervivencia libre
de progresion de nuestra muestra se emplearon curvas de Kaplan-
Meier. Ademas se compararon las curvas de supervivencia de los

casos con TB de bajo y alto grado a través del test log-Rank.

-Curva ROC

Se desarroll6 una curva ROC para establecer el punto de corte en el
recuento de TB, con la mayor sensibilidad y especificidad para
mortalidad, y de este modo poder estratificar cada caso como TB de

bajo o alto grado.

- Andlisis bivariante
Para valorar posibles asociaciones entre TB de bajo y alto grado y

otros factores pronodsticos de cancer vesical se emplearon los test
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estadisticos: Chi cuadrado (X?), test exacto de Fisher y U de Mann-

Whitney.

-Andlisis multivariante

Con el fin de determinar cudles de las variables estudiadas actuaban
como factores predictores independiente de mortalidad, se llevo a
cabo un andlisis multivariante (de supervivencia). A pesar de que la
amplia mayoria de nuestros casos presentaron éxitus por causa
tumoral, dos pacientes murieron por causas distintas a su patologia
oncoldgica. Por ello, empleamos el modelo de Fine-Gray para
realizar el analisis multivariante, ya que este modelo tiene en cuenta
los riesgos competitivos, es decir, el riesgo de mortalidad por otras
causas diferentes a la oncoldgica. Para la elaboracion del modelo de
Fine-Gray se evalud la variable TB tanto como variable cuantitativa

continua como variable cualitativa dicotomica.

La comparacién de modelos se basé en el indice de Akaike (indica
la bondad del ajuste del modelo) y en el coeficiente pseudoR*
(porcentaje en que el modelo explica la variable dependiente y cuya
obtencion se realiza mediante una aproximacion logistica). Para la
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seleccion del mejor modelo, seleccionamos el que presentaba

menor indice de Akaike y mayor pseudoR?.

- Modelo predictivo para mortalidad

Mediante la combinacion de las variables definidas por el analisis
multivariante como predictoras de mortalidad de manera
independiente, se confecciond una tabla de prediccion con el

objetivo de estimar el riesgo de mortalidad individualmente.
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RESULTADOS
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1. Tamano muestral

Durante el periodo evaluado se realizaron un total de 209
cistectomias. De €stos, pudimos incluir en el estudio 106 pacientes
que cumplian todos los criterios de inclusién y ninguno de

exclusion.

Quisimos evaluar si este tamafilo muestral era suficiente para
obtener resultados fiables. Para ello empleamos el programa
“Epidat” (versién 4.1.) y nos apoyamos en el dato aportado por el
unico trabajo publicado hasta la fecha de TB en carcinoma vesical,
donde la proporcién observada de TB positivo en la muestra fue del
17%.”" Asi, tomando como base este estudio y aceptando un
margen de error del 5% en nuestros resultados, el programa nos
indicaba que la muestra requerida seria de 107 casos. Por tanto,
dado que nuestra muestra es de 106 pacientes, la consideramos

como suficientemente valida para obtener resultados fiables.
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2. Andlisis descriptivo

Los resultados observados para cada una de las variables estudiadas

fueron:

 Variables relacionadas con el paciente

La edad media de nuestra muestra fue de 64.6 + 10.6 afios (rango:
34-97 anos). En cuanto al sexo, habia 93 hombres (87.8%) y 13
mujeres (12.2%). La comorbilidad presentada por la muestra,
evaluada a través del indice de Charlson (figura 17), se representa
en la figura 22. Ademds, recibieron QT adyuvante 42 pacientes

(40%).

FIGURA 22.
Puntuacion de
nuestra muestra
segun el indice de

Charlson. Una parte
mayoritaria de los

20 pacientes
presentaban una
puntuacién igual o

104 superior a 3
(comorbilidad alta) al

diagnostico del CVM
0,9

Charlson

Porcentaje

w
=
-

=
~N
=]
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La estadificacion TNM presentada por nuestros pacientes al

diagndstico se representa en la figura 23.

-
oMo v

95
“pMi 90%

FIGURA 23. Estadio TNM presentado por nuestros pacientes en el momento del
diagnostico del CVMI.

» Variables anatomopatoldgicas

El grado de diferenciacion tumoral fue G3 en 103 pacientes

(97.2%). Presentaban CIS asociado 14 pacientes (13.2%). El
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tamafio tumoral medio fue 8 + 3 cm, y habia afectacion trigonal en

50 casos (49%).

En cuanto al recuento de TB (en las figuras 24 y 25 vemos dos
ejemplos con elevado y escaso recuento, respectivamente), la
puntuacion media observada segin el método “10 CGA” fue de
22.2 + 18.5 “buds” (rango: 0-81.1 “buds”), y de 32.3 + 25.9 “buds”
(rango: 0-150 “buds”) segun el método “hot-spot”. Por tanto con el
método “hot-spot” el recuento fue significativamente mayor (p <

0.001).
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FIGURA 24. Frente tumoral invasor en uno de nuestros casos de CVMI con CK
AE1/3. En la imagen superior (x10) se aprecia como el tumor llega a invadir la
grasa perivesical. En la imagen inferior (x40) se objetiva la presencia de TB de
gran densidad.
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FIGURA 25. Frente tumoral invasor en uno de nuestros casos de CVMI con CK
AE1/3, a bajo aumento (x10 en la imagen superior) y a gran aumento (x40 en la
imagen inferior). Llama la atencion la escasa densidad de TB en este caso, sobre
todo en contraste al caso anterior de la figura 24.
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Con respecto a p53, en 74 casos (69.8%) result positivo (= 20%), y
en 32 casos (20.2%) resultdé negativo (< 20%). Por su parte,
respecto al indice proliferativo de Ki67, 100 casos (94.3%)

presentaron un indice alto (= 10%), y 6 casos (5.7%) un indice bajo

(< 10%) (figura 26).
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FIGURA 26. Expresion inmunohistoquimica de p53 (41%) (izquierda) y de Ki67
(56%) (derecha) a x40.
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Al evaluar la invasién tumoral, encontramos que 58 pacientes
(54.7%) no presentaban ninguno de los tres tipos de invasion
estudiados. Del 45.3% restante, 29 pacientes presentaban invasion
venosa (figura 27), 32 pacientes invasion linfética (figura 28) y 21
pacientes invasion perineural. En la figura 29 se representa la

distribucion de los tipos de invasion observados.
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FIGURA 27. Presencia
de células tumorales
invadiendo vasos
sanguineos. Las células
endoteliales del vaso
sanguineo son marcadas
gracias a la union
QBEnd10-CD34.

FIGURA 28. Presencia
de células tumorales
invadiendo vasos
linfaticos. Las células
endoteliales del vaso
linfatico son marcadas
gracias a la union D2.40-

podoplanina.
55 invasion
54,7%
60 | CET%)
40 -
13
20 - 8 6 6 (12,3%) 2 7 (o)
(75%)  (57%) (57%) (66%) (57
. (1,9%)
. I ey e =

no invasién venosa linfatica perineural venosay venosay linfiticay venosa,
aislada aislada aislada  linfdtica perineural perineural linfaticay
perineural

FIGURA 29. Distribucion de los tipos de invasion observados. El 45.3% de los
pacientes presentaron algun tipo de invasion al diagndstico. Entre estos, el
hallazgo mas frecuente fue invasioén conjunta venosa y linfatica (12.3%), seguido
de invasion venosa aislada (7.5%) y de invasion linfatica y perineural (6.6%).
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Por ultimo, 59 pacientes (55.7%) mostraron un subtipo molecular
“luminal” y 47 pacientes (44.3%) un subtipo molecular “basal”

(figura 30).

T N N

oiet TSN

Patrén
luminal

Patrén
basal

FIGURA 30. Subtipo molecular. Arriba se presenta uno de nuestros casos con
subtipo o patrén “luminal” (negativo para CK 5/6 y CD44 y positivo para CK20)
y abajo uno de nuestros casos con subtipo o patron “basal” (positivo para CK5/6
y CD44 y negativo para CK20).

* Variables relacionadas con la evolucion y la
supervivencia

El tiempo medio de seguimiento de nuestra serie de pacientes fue
47 £ 46.5 meses (rango: 0-170 meses). Durante este periodo de

seguimiento, 66 pacientes (62.3%) desarrollaron recidiva (local o a
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distancia) y 68 pacientes (64.2%) fallecieron, 66 de los cudles a
causa de su patologia oncoldgica y 2 por otro motivo no

relacionado con su tumor.

En cuanto a la SG (figura 31), la mediana de supervivencia fue 22
meses (IC95% 14.2-29.8), es decir, a los 22 meses de seguimiento
el 50% de los pacientes ya habia fallecido. Por su parte, para la SLP
(figura 32) encontramos una mediana de supervivencia de 15 meses
(IC95% 10.8-19.2), es decir, a los 15 meses de seguimiento el 50%

de los pacientes ya habia progresado.

| —Funcién de

11 FERE™  FIGURA 31. Curva
Kaplan-Meier de

0,75+ supervivencia global.
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0,257
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T T T T T
0 50 100 150 200
tiempo (meses)
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| —Funcién de
1,00 supervivencia

-~ Censurado FIGURA 32. Curva
Kaplan-Meier de
supervivencia libre de
progresion.
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El estado en la ultima visita de nuestros pacientes fue el siguiente

(figura 33):

FIGURA 33. Estado de
3,8% los pacientes en la
ultima visita. Al final

M gxitus tumoral del seguimiento habian
fallecido 68 pacientes
(66 de ellos por causa
Mvivo y libre " 1 1 "
enfermedad umoral) y el resto
Hvivo y enfermedad permanecia vivo con

34
32,1%

M ¢xitus otro motivo

66
62,3%

1;% estable enfermedad estable (4
pacientes) o libre de
enfermedad (34
pacientes).
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3. Punto de corte en la cuantificacion del “tumor
budding”.

Con el fin de estratificar a los pacientes en TB de bajo y alto grado,
se estableci6 un punto de corte en su recuento (el obtenido segtin el
método “hot-spot”) mediante el empleo de una curva ROC (figura
34). Segtn esta, el punto de corte con la mayor sensibilidad (74.6%)
y especificidad (64.1%) posible para mortalidad, con un érea bajo la
curva de 0.76, fue de 14 “buds”. Ademds, este valor poseia una
razén de verosimilitud (“likehood ratio”) positiva de 2.08 y una

razon de verosimilitud negativa de 0.39.
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1 - Specificity

IArea under ROC curve = 0.7637|

FIGURA 34. Curva ROC que establecid nuestro punto de corte en 14 “buds”.
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Siguiendo este punto de corte de 14 “buds” clasificamos a los
pacientes segun su numero de “buds”. De este modo, 28 pacientes
(26.4%) presentaban un recuento < 14 “buds” (TB de bajo grado) y
78 pacientes (73.6%) un recuento > 14 “buds” (TB de alto grado).
Evaluamos la diferencia en cuanto a supervivencia para los dos
grupos (figura 35), observando que la mediana de supervivencia
para el grupo de bajo grado era de 69.5 meses (rango: 3-162 meses),
y de 18.5 meses (rango: 0-170 meses) para el grupo de alto grado,

con una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.003).
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FIGURA 35. Curvas de supervivencia para los grupos de TB de bajo grado
(TB < 14 “buds”) y alto grado (TB > 14 “buds”). El test de LogRank establecio la
existencia de diferencia estadisticamente significativa entre ambas curvas de
supervivencia (p = 0.003).

4. Analisis bivariante

Dado que en multiples estudios se ha encontrado asociacién entre
TB de alto grado y la presencia de otros factores de mal prondstico,
evaluamos si esta relacion también estaba presente en nuestra serie
de CVMI. Asi, a través del analisis bivariante, estudiamos la

posible asociacion entre TB de bajo y alto grado con los siguientes
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factores: edad, sexo, pT (estadio), pN (“status ganglionar”), pM
(presencia de metdstasis a distancia), CIS asociado, grado de
diferenciaciéon tumoral, tamafio tumoral, afectaciéon trigonal,
invasion (venosa, linfatica o perineural), p53, indice proliferativo

Ki67 y subtipo molecular (luminal vs. basal).

Objetivamos asociacion estadisticamente significativa entre TB de
alto grado y estadio tumoral (pT), “status ganglionar” (pN) y la
edad (tabla 2). Con respecto a la edad, los pacientes con TB de alto
grado tenian una edad media inferior a los de TB de bajo grado. En
cuanto al estadio tumoral, los pacientes con TB de alto grado tenian
un nivel superior de pT, asi de entre los pacientes con TB de bajo
grado, la mayoria de ellos (57.1%) presentaban pT2, frente a los de
TB de alto grado que presentaban de manera mayoritaria (69.2%)
un pT superior (pT3 o pT4). Del mismo modo, los pacientes con TB
de alto grado presentaban al diagndstico un “status ganglionar”
significativamente superior, asi la mayoria de los pacientes con TB
de bajo grado (78.6%) no mostraban afectacion ganglionar, a
diferencia de aquellos con TB de alto grado, que presentaban

afectacion ganglionar al diagndstico hasta en el 53.8%.
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T Tumorbudaing |

L ---

Edad (afios) 0.043
Media + DE 685+114 632+99

Sexo
Hombre
Mujer
16 (57.1%) 24 (30.8%)
7 (25%) 29 (37.2%) 0.046
5(17.9%) 25 (32%)

27 (96.4%) 68 (87.2%)
1 (3.6%) 10 (12.8%) LLE

CIS asociado
Presente
Ausente

Grado diferenc.

1 (3.6%) 2 (2.6%)
Gl G2
27 (96.4%) 76 (97.4%) U2y

Tamarfio tumoral (cm)
Media + DE

Localizacién tumor
Trigono
No trigono

11 (39.3%) 43 (55.1%)
17 (60.7%) 35 (44.9%) LL50

Invasion (vascular o
perineural)

Positiva

Negativa
p53

Positivo

20 (71.4%) 54 (69.2%)
8 (28.6%) 24 (30.8%) 0.828

Negativo
Ki67
indice alto
indice bajo
Subtipo molecular
Basal
Luminal

9 (32.1%) 38 (48.7%)
19 (67.9%) 40 (51.3%) L

TABLA 2. Relacién entre TB de bajo y alto grado con factores prondsticos en
céncer vesical.
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5. Analisis multivariante

5.1. Andlisis multivariante para mortalidad cdncer-

especifica

Para llevar a cabo el analisis multivariante aplicamos el “modelo de
Fine-Gray” disefiado para el estudio de riesgos competitivos. La
variable dependiente en este analisis fue mortalidad cancer-

especifica.

En primer lugar, se tomo la variable TB como variable cuantitativa
continua segun el recuento obtenido mediante el método “hot-spot”.
En este caso, las variables asociadas de manera independiente con
mortalidad fueron: pT (estadio), pN (“status ganglionar”), pM
(metdstasis en 6rganos), TB y edad (tabla 3). Con respecto al TB, al
tratarse en este modelo de una variable continua, el riesgo de
mortalidad aumenta progresivamente conforme mayor es el valor de
TB, ya que cada unidad multiplica el riesgo por 1.02 (1.01-1.03).
Asi, el riesgo de mortalidad aumenta aproximadamente un 2% con
cada “bud”. Lo mismo ocurre con la edad, cada afio del paciente

aumenta el riesgo de mortalidad en 1.07 (1.04-1.10) veces (tabla 3).
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HR (IC95%) p-valor
pT
pT3 3.07 (1.55-6.09) 0.001
pT4 2.50 (1.08-5.82) 0.033
pN
pN1 4.80 (2.25-10.23) <0.001
pN2 2.57 (1.40-4.72) 0.002
pN3 3.19 (1.65-6.17) 0.001
pM
pM1 5.34 (2.55-11.21) <0.001
TB 1.02 (1.01-1.03) <0.001
Edad 1.07 (1.04-1.10) <0.001

TABLA 3. Resultado del andlisis multivariante para MCE
con TB como variable continua. El p-valor global del
modelo es < 0.001 y su AUC 0.875.

A continuacidn llevamos a cabo el anélisis multivariante empleando
la variable TB como variable dicotomica segun el punto de corte 14
“buds”. Las variables resultantes como significativas fueron las
mismas que en el modelo anterior (tabla 4). En este caso, vemos
que presentar un recuento de TB superior a 14 “buds” implica un
riesgo de mortalidad entre 1.19 y 4.34 veces superior que presentar

un recuento de TB inferior a 14 “buds” (tabla 4).
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HR (IC95%) p-valor

pT

pT3 3.11 (1.58-6.14) 0.001

pT4 4.06 (1.88-8.89) <0.001
pN

pN1 430 (2.14-8.64) <0.001

pN2 2.18 (1.09-4.35) 0.028

pN3 3.15 (1.65-5.99) <0.001
pM

pM1 3.52(1.52-8.17) 0.003
TB

TB>14 2.27 (1.19-4.34) 0.013
Edad 1.07 (1.04-1.10) <0.001

TABLA 4. Resultado del andlisis multivariante para MCE con
TB como variable dicotémica. El p-valor global del modelo es
<0.001 y su AUC 0.854.

5.2. Andlisis multivariante para supervivencia libre de
progresion

Para valorar la SLP, llevamos a cabo el mismo analisis
multivariante, empleando en este caso como variable dependiente el
desarrollo de progresion tumoral. Al igual que para MCE, las
variables significativas fueron: pT (estadio), pN (“status
ganglionar”), pM (metdstasis en 6rganos), TB y edad (tabla 5). Por
tanto, el TB también se comporta como un factor predictor

independiente de progresion tumoral: el riesgo de progresion se
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incrementa progresivamente conforme mayor es el valor de TB,

aumentando un 2% (entre un 1% y un 3%) con cada “bud” (tabla 5).

En el caso del andlisis multivariante realizado para SLP, dado que
determinadas variables examinadas se incluyen en la definicion de
la variable dependiente (pN y pM), este modelo debe considerarse
solamente como explicativo, ya que su objetivo era valorar si el TB
se comporta como factor predictor independiente de progresion

tumoral, lo cual queda demostrado por su fuerte significacion

estadistica.
HR (IC95%) p-valor
pT
pT3 2.89 (1.54-5.44) 0.001
pT4 1.99 (0.81-4.91) 0.130
pN
pN1 3.10 (1.27-7.59) 0.013
pN2 1.94 (0.97-3.86) 0.060
pN3 3.80 (1.76-8.24) 0.001
pM
pM1 537 (2.43-11.85) <0.001
TB 1.02 (1.01-1.03) <0.001
Edad 1.05 (1.02-1.09) <0.001

TABLA 5. Resultado del andlisis multivariante para SLP con
TB como variable continua. El p-valor global del modelo es <
0.001 y su AUC 0.881.
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5.3. Comparacion de los modelos predictores segiin la
metodologia de recuento

Con el fin de establecer cual de los dos métodos empleados en el
recuento del TB (“10 CGA” frente a “1 CGA” (“hot-spot”)) se
correlacionaba mejor con la mortalidad, realizamos el analisis
multivariante empleando el recuento (como variable continua)
seglin cada uno de los métodos. De este modo, se obtuvieron dos
modelos (uno con TB segun el recuento de “10 CGA” y otro con
TB segun el recuento de “1 CGA”). Las variables significativas se
mantuvieron estables en ambos modelos (pT, pN, pM, TB y edad).
Sin embargo, el modelo que contenia TB segun el recuento de “I1
CGA” o “hot-spot” se correlacionaba ligeramente mejor con la
mortalidad, dado que presentaba menor indice de Akaike y mayor
pseudoR2 (tabla 6), es decir, este modelo predecia con mayor

exactitud la mortalidad cancer-especifica de nuestra muestra.
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Indice de
Akaike pseudoR’?

Modelo con TB segiin

“10 CGA” 488.4 0.122

Modelo con TB segiin

«“1 CGA” (“hot-spot”) 488.2 0.123

TABLA 6. Indice de Akaike y pseudoR*para los modelos segiin
los métodos de recuento “10 CGA” y “1 CGA”.

6. Modelo predictivo para mortalidad

Teniendo en cuenta las variables predictoras resultantes del anélisis
multivariante para MCE, se elaboré un modelo o nomograma que
permite predecir el riesgo individual que tiene el paciente recién
diagnosticado de CMVI de fallecer a causa de su patologia tumoral
durante el seguimiento (figura 36). Este modelo tiene una
sensibilidad del 81.25%, una especificidad del 69.23% y un AUC

(capacidad discriminativa del modelo) de 0.854.
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Asi por ejemplo, segin la tabla, un paciente de 60 afios
diagnosticado de CVMI pT2N2MO y con un recuento de 20 “buds”,
tiene una probabilidad de fallecer durante el seguimiento por su
cancer 25.9 veces superior al paciente basal (menor de 58 afios,
pT2NOMO y con TB < 14 “buds”). Del mismo modo, segin el
nomograma, el paciente con mayor riesgo de mortalidad (2813
superior al paciente basal) seria aquel con mas de 84 afios al
diagnostico, con un CVMI pT4N3MI y con un recuento de TB

superior a 14 “buds”.
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FIGURA 36. Nomograma de prediccién de mortalidad para CVMI.
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DISCUSION
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1. “Tumor budding” en cdncer vesical

El valor prondstico del TB en CCR ha quedado claramente
demostrado en numerosos estudios.””” Del mismo modo, en otros
tipos de carcinomas, a pesar de no haber sido estudiado tan
extensamente como en el CCR, los resultados son coincidentes y el
TB también ha demostrado actuar como factor predictor de mal
prondstico. Sin embargo, si revisamos la literatura, sélo
encontramos un unico articulo dedicado al estudio del TB en cancer
de vejiga, y en concreto, para carcinoma vesical no musculo-
invasivo.”' Por tanto, se puede decir que el papel que desempefia el
TB en vejiga se encuentra practicamente inexplorado. La
singularidad del presente trabajo se debe a que representa el primer
estudio llevado a cabo con la finalidad de evaluar tanto la presencia

como el valor prondstico del TB en el CVMI.

El hallazgo mas relevante de nuestro trabajo consiste en que en la
serie de casos evaluados, el TB ha demostrado comportarse como
un factor predictor independiente de progresiéon y mortalidad,

de modo que a mayor densidad de TB, mayor riesgo de MCE y de
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SLP limitada. Por tanto, la hipdtesis principal de nuestro estudio se
ha verificado y al igual que en el resto de carcinomas (colon,
es6fago, mama, etc.), en CVMI el TB también se comporta como

factor de mal prondstico.

Nuestro resultado es coherente con el obtenido por Fukumoto et
al."”®' es decir, en ambos trabajos el TB ha demostrado tener valor
prondstico en cancer de vejiga, sin embargo son multiples las
diferencias entre este trabajo y el nuestro. En primer lugar, ellos
s6lo evalian a pacientes con carcinoma vesical no musculo-
invasivo (pT1), que se caracteriza por su alta tasa de recurrencia
pero con mucho mejor prondstico que el CVMI. En segundo lugar,
ellos concluyen que el TB es un factor predictor de progresion, pero
no encuentran asociacion en cuanto a la recurrencia tumoral, ni
evaldan el valor predictor de TB sobre la mortalidad del paciente.
En tercer lugar, en cuanto a metodologia, ellos emplean cortes
tumorales tefiiddos tan solo con H&E, con los problemas de
precision en el recuento que puede suponer esta técnica, y se basan
en el “cut-off” de 10 “buds” extrapolado desde CCR. Por tltimo,

ellos basan su trabajo unicamente en el tejido obtenido de la RTU,
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con las limitaciones que puede presentar (muestra tumoral mds
pequefia, fragmentada y posiblemente en muchas ocasiones
artefactada por la electrocoagulacion). Son varios los aspectos que
aporta nuestro estudio con respecto al de Fukumoto. En primer
lugar, el tumor objeto de nuestro estudio consiste en un carcinoma
en estadios mds avanzados, que se comporta de manera mucho mas
agresiva y con un prondstico ominoso en un porcentaje alto de
pacientes. En segundo lugar, en nuestro caso ademds de valorar
progresion, el “endpoint” principal ha sido mortalidad céncer-
especifica. Ademds, creemos que el recuento de “buds” es maés
fiable con una técnica de inmunohistoquimica que con H&E, y que
por otro lado, el empleo de un “cut-off” extrapolado de otros
tumores no es lo mas correcto. En este sentido, nuestro trabajo
aporta el primer “cut-off” propuesto especificamente para cancer de
vejiga y ademds valora también por primera vez el TB como
variable continua. Por tultimo, en nuestro estudio se pudo disponer
de abundante material de biopsia de cada caso (al incluir ademads
del tejido de la RTU el de la pieza de cistectomia), lo cual implica
la seguridad de haber seleccionado la muestra mds adecuada para

valorar el TB.
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Como se coment§ previamente, si revisamos la literatura
relacionada con TB encontramos una gran heterogeneidad en
cuanto al “cut-off” empleado por los diferentes autores en el
recuento. Por tanto, no existe un punto de corte claramente
establecido para poder estratificar a los pacientes en TB de bajo y
alto grado en funcién de su nimero de “buds”. Ademas, teniendo en
cuenta que el recuento medio de “buds” en nuestra serie resultd
sustancialmente elevado (22.2 + 18.5 “buds” segin el método “10
CGA” y de 32.3 + 25.9 “buds” segin el método “hot-spot™) si lo
comparamos con los recuentos de otras series tanto en CCR como

en otros tipos de tumores,’®'*!'*!%%1%

no tendria sentido emplear
cualquiera de los “cut-off” utilizados en otras series. Por ello, en
nuestro trabajo establecimos nuestro propio punto de corte o
“cut-off”” mediante el empleo de una curva ROC, siendo este de 14
“buds”. Ello nos permiti6 clasificar a los pacientes con un recuento
superior a 14 “buds” como pacientes con TB de alto grado y
postular que en estos casos el riesgo de mortalidad es superior que
el de aquellos con un recuento inferior a 14 “buds” (HR (IC 95%):

2.27 (1.19-434); p = 0.013)). Este es el método de anilisis

empleado de manera mayoritaria en la literatura relativa al TB, es
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decir, considerando al TB como una variable dicotémica. Sin
embargo, algunos autores ya han defendido el uso de Ila

39,71,85
7185 BEn nuestro

cuantificacion de “buds” como variable continua.
caso, también quisimos evaluar la informacion prondstica que nos
aportaba el uso del TB como variable continua. De este modo,
segtn los datos del andlisis multivariante (HR (IC95%): 1.02 (1.01-
1.03)), con cada “bud” el riesgo de mortalidad aumenta un 2%. Asi,
por ejemplo, si tuviéramos dos pacientes con la misma edad y el
mismo estadio TNM al diagndstico, pero uno de ellos con 0 “buds”
y el otro con 30 “buds”, este ultimo presentaria un riesgo de MCE
durante el seguimiento 32.64 (30 x 1.02) veces superior que el
paciente con 0 “buds”. Por otro lado, el riesgo que presentaria un
paciente con 15 “buds” (15 x 1.02 = 15.3) distaria bastante del que
presentaria un paciente con 60 “buds” (60 x 1.02 = 61.2), y sin
embargo seguin un punto de corte de 14 “buds”, ambos casos serian
considerados como TB de alto grado y se les supondria el mismo
riesgo. Por tanto, comprobamos que la informacién que nos
proporciona el empleo del TB como variable continua es mucho

mads precisa y relevante que si empleamos un “cut-off”. Y de este

modo, podemos afirmar que el TB en CVMI se comporta como un
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potente factor prondstico independiente y con un cardcter

desfavorable.

Por otra parte, ademas del TB, las variables que también
demostraron utilidad como factores predictores independientes de
mortalidad en nuestro analisis multivariante fueron: la edad y el
estadio TNM. Asi, a mayor edad, mayor riesgo de MCE (HR
(IC95%): 1.07 (1.04-1.10); p < 0.001)), es decir, cada ano del
paciente aumenta el riesgo de mortalidad aproximadamente un 7%.
Y en cuanto al estadio TNM, el componente con mayor repercusion
en el prondstico fue la presencia de metastasis a distancia al
diagnéstico (HR (IC 95%): 5.34 (2.55-11.21); p < 0.001)). Con
respecto a la edad, su valor prondstico en el cédncer vesical es
ampliamente aceptado, y es que los pacientes mas anosos se
caracterizan por presentar tumores en estadios mas avanzados al
diagnoéstico, mayor mortalidad perioperatoria, y menor SG y SCE.
Ademas, en ellos el tratamiento suele ser mds conservador que en
pacientes jévenes.””'*™ Y en cuanto al estadio TNM, es
considerado como el factor predictor mds relevante en la

supervivencia del céncer vesical,'*'® por tanto, que haya resultado
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factor predictor en nuestro estudio era algo esperado. Ademds,
presentar metdstasis al inicio (algo que ocurre entre el 5y 15% de

205

los casos)”” es determinante, ya que la supervivencia a 5 afios suele

ser inferior al 15% pese al tratamiento con quimioterapia

sistémica.?*%"’

Por el contrario, en nuestro estudio el analisis multivariante no
demostro significacion estadistica para ninguna de las siguientes
variables: invasidn venosa, linftica o perineural; subtipo molecular
del tumor (basal o luminal), positividad de p53, indice Ki67
elevado, sexo, presencia de CIS o tamafio tumoral. De entre estos,
llama la atencién que la presencia de invasion venosa, linfatica y
perineural no haya presentado significacion estadistica en nuestra
serie, ya que, sobre todo la invasién venosa y linfatica, son
factores con valor pronéstico demostrado en CVMI.'%"7'2%%210 Gin
embargo, hay que tener en cuenta que en la prictica totalidad de
articulos que han valorado la presencia de invasion linfovascular en
la pieza de cistectomia, dicha valoracion se ha realizado empleando
unicamente H&E, y esto puede suponer una limitacion importante,

ya que ciertos artefactos por retraccion estromal pueden simular una
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falsa invasion vascular, ademds de que con H&E puede ser
realmente dificil identificar vasos de pequefio tamano y diferenciar
vasos sanguineos de vasos linfaticos. De hecho, en los articulos de
Gakis et al”'' y Martini et al*'?, en los cuales realizaron una
comparacion de la capacidad discriminativa de H&E frente a
técnicas de inmunohistoquimica (D2.40, CD31 y CD34) para
deteccion de invasiéon vascular en la pieza de cistectomia,
encontraron que la tasa de invasion vascular variaba
significativamente segin la técnica de deteccion utilizada,
existiendo una deteccion superior con el empleo de
inmunohistoquimica®' y la presencia de falsos positivos en caso de
emplear H&E de manera aislada.”’> Por tanto, que en nuestro
estudio la presencia de invasion linfovascular no haya demostrado
valor prondstico podria tener su explicacion en el hecho de haber
empleado técnicas de inmunohistoquimica (D2.40 y CD34) para su

deteccion, en lugar de H&E.

Otro aspecto a valorar en cuanto a nuestros resultados son las

relaciones entre TB y otros factores pronosticos. La asociacion
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de TB de alto grado con un estadio tumoral (pT) elevado y con un
“status ganglionar” (pN) superior ya habia sido descrita
previamente en la literatura.'*'®"*?*?"*2!* En cuanto a la relacién
con metdstasis a distancia (pM), en nuestro caso no fue
significativa, siendo esto debido probablemente al escaso nimero
de pacientes pM1 (10 casos). Y por otro lado, la relaciéon
encontrada entre TB de alto grado y una menor edad de los
pacientes tendria dificil explicacion, y seria pertinente aclarar que
es importante no confundir esta relacion encontrada entre TB y
edad, con el papel prondstico mostrado por la edad en el anélisis

multivariante: a mayor edad, peor prondstico.

Si nos centramos ahora en el pronéstico del CVMI, actualmente
sigue siendo una patologia con una supervivencia muy reducida
pese a los avances en su diagndstico y tratamiento. Si analizamos
nuestra serie, vemos que la SG a los 5 afios fue algo inferior (42%)
a la descrita en otras series como la de Shariat et al. (66%),'® 1a de
Patel et al.(53%),'®" 1a de Monz6 et al. (50%)*" o la de Frazier et al.

(48%).*'® Esto podria ser debido a que en nuestro servicio de
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Urologia se suelen realizar cistectomias con fines paliativos en
casos con estadios avanzados. Ademas, observamos como al igual
que otras series, el periodo de mayor riesgo de mortalidad en
nuestro caso fueron los 3 primeros afios tras la cistectomia, y que
una vez superado este periodo la probabilidad de supervivencia era
mayor. Por otro lado, si seleccionamos a aquellos pacientes de
nuestra serie que ya presentaban al diagndstico metastasis a
distancia (10%) o afectacion ganglionar (34.9%), comprobamos que
la supervivencia se redujo drasticamente en estos casos, de forma

159,205,217: al aﬁo de

consistente a lo descrito en la literatura
seguimiento sélo sobrevivieron el 36% de los que ya presentaban
metastasis, y a los tres afios de seguimiento s6lo sobrevivieron el

349% de los que ya presentaban adenopatias sin metéstasis a

distancia.

2. Aplicabilidad a la pradctica clinica

El CVMI es una patologia frecuente y de mal prondstico, cuya

mortalidad ha permanecido elevada en las tltimas décadas a pesar
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de las mejoras en las técnicas quirtrgicas, los cuidados
postoperatorios y protocolos de quimioterapia.’’® Ademds, es
llamativo cémo tras su diagndstico, un subgrupo de pacientes
presenta una evolucidn térpida, con mortalidad temprana focalizada
sobre todo en los 2-3 primeros afios. Y por el contrario, otro
subgrupo de pacientes, que suele ser menos numeroso, Sse
caracteriza por presentar una evolucion favorable, con curacion
completa de la enfermedad y supervivencia prolongada. Por ello,
con el fin de poder reconocer de manera temprana a aquellos
pacientes con mayor riesgo de presentar una evolucion adversa, se
hace imprescindible la identificacion de nuevos pardmetros con
potencial cardcter prondstico en el CVMI. Asi, la investigacion de
nuevos  factores ya sean moleculares, genéticos 0
anatomopatolégicos, que pudieran desempenar un papel en la
carcinogénesis o progresion tumoral, seria de gran utilidad pues nos
permitiria practicar una medicina mas personalizada, adaptando el
abordaje terapéutico y el seguimiento a las caracteristicas
individuales de cada paciente, y de este modo, intentar mejorar los
resultados en cuanto a supervivencia. En base a esto, el estudio del

TB como fendmeno anatomopatolégico que puede aportarnos
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valiosa informaciéon prondstica y especifica para cada caso de
CVMLI, estaria sobradamente justificado. Y es que, como su propio
nombre indica, “tumor en ciernes”, la deteccion del TB nos permite
identificar el proceso de metdstasis en su fase mds precoz y por

tanto, nos da la posibilidad de anticiparnos a ésta.

Por consiguiente, la utilidad del TB en la practica clinica habitual
se basaria en su capacidad para identificar de manera precoz a
aquellos pacientes que probablemente van a presentar un
comportamiento tumoral desfavorable y a aquellos con mayor
probabilidad de presentar una evolucién favorable. Asi, en aquellos
pacientes con TB de alto grado estaria indicada la aplicaciéon de un
abordaje terapéutico mds agresivo y precoz y de un seguimiento
mas estrecho. Por su parte, en aquellos con un TB de bajo grado, en
ausencia de otros factores de mal prondstico, se podria valorar una
limitacion de la agresividad terapéutica. En este sentido, con el fin
de anticiparnos lo maximo posible y contar con un factor con valor
prondstico incluso de manera previa a la cistectomia, consideramos
interesante valorar si la densidad de TB observada en la RTU del

tumor infiltrante podia sernos util en cuanto al prondstico del
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paciente. Para ello, de aquellos pacientes en los que disponiamos de
la muestra de RTU con CK AE1/3 (58 pacientes) comparamos las
curvas de supervivencias Kaplan-Meier de los que presentaban un
recuento mayor de 14 “buds” (37 pacientes) y menor de 14 “buds”
(21 pacientes), objetivando una supervivencia significativamente
menor (p= 0.048) para aquellos con un recuento superior a 14
“buds”. De este modo, la utilidad del TB podria aplicarse también
de manera previa a la cistectomia, por ejemplo, para facilitar la
seleccion de aquellos pacientes que podrian beneficiarse de una
neoadyuvancia con quimioterapia pre-cistectomia o para la
seleccion de pacientes en los se podria aplicar un tratamiento
multimodal con preservacion vesical en lugar de una cistectomia

radical, lo cual podria ser motivo de otro estudio.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que la implementaciéon del
estudio del TB en el proceso global de estudio histopatolégico no
implicaria un gran esfuerzo adicional. Y es que, en base a nuestros
resultados, con la cuantificacion de “buds” presentes en un unico
CGA (el de mayor densidad de TB o “hot-spot”), serfa suficiente

para llevar a cabo la evaluacion del TB, siendo este un
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procedimiento que no supondria mas de un par de minutos. Por
tanto, estamos hablando de un proceso relativamente econdmico,

altamente reproducible y de sencilla y rapida aplicacion.

Por otro lado, uno de los propdsitos de este trabajo consistié en el
desarrollo de un nomograma con caracter predictor (figura 31).
Consideramos que el nomograma obtenido supone una
herramienta que tendria utilidad en la préactica clinica,
permitiéndonos predecir con una elevada sensibilidad (81%) el
prondstico individualizado de mortalidad céncer-especifica tras el
diagnostico de CVMI. Y por tanto, seria un instrumento en el que
podriamos apoyarnos a la hora de tomar decisiones terapéuticas. Sin
embargo, no hay que olvidar que para poder emplear esta
herramienta de manera generalizada (extrapolando su resultado a
otras poblaciones), seria imprescindible someterla previamente a un
proceso de validaciéon externa, que implicaria su evaluacién de

manera prospectiva en poblaciones mds amplias y heterogéneas.
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3. Justificacion de la metodologia aplicada

En primer lugar, si nos referimos a los criterios de inclusion y
exclusion aplicados en nuestro estudio, apreciamos que se trataron
de criterios de seleccion muy estrictos. El fin de ello fue evitar al
maximo la inclusién de pacientes cuyas caracteristicas particulares
pudieran tener implicaciones prondsticas. Asi, no se incluyeron
pacientes a los que no se les hubiera sometido a cistectomia radical,
basandonos en el hecho de que probablemente en estos pacientes se
descarté dicha opcion terapéutica por sus caracteristicas basales
tales como una alta comorbilidad o una edad avanzada, teniendo
éstos por tanto una esperanza de vida muy limitada a priori.
Tampoco se incluyeron pacientes con tipos histologicos diferentes
al transicional, ya que es sabido que estas variantes histologicas
(epidermoide, adenocarcinoma, neuroendocrino...) presentan un
comportamiento mas agresivo. Del mismo modo, también se
excluyeron a pacientes con antecedente de patologia oncoldgica
diferente al carcinoma vesical y a pacientes con historia de tumor
de via del tracto urinario superior, para evitar asi que la

supervivencia de nuestros casos pudieran estar influida por
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cualquiera de estos antecedentes. Los pacientes inmunodeprimidos
también se descartaron, ya que tipicamente tienen una evolucion
clinica més desfavorable. A su vez, los pacientes cuya causa de
éxitus era dudosa, sin poder ser atribuida claramente a su
progresion tumoral, también se excluyeron. Y por el contrario,
también creimos conveniente descartar a los pacientes con
carcinoma vesical urotelial variante “linfoepitelioma-like”, dado
que se caracterizan por un mejor prondstico que la variante
transicional tipica. En definitiva, en este estudio aplicamos criterios
de seleccion de pacientes muy estrictos, con la finalidad de evitar la
presencia de caracteristicas que pudieran condicionar la evolucion
tumoral y que por tanto pudieran comportanse como factores de

confusion en el prondstico.

A continuacién, al plantearnos qué metodologia aplicar para el
estudio del TB, nos encontramos con que en la literatura existente
habia una gran heterogeneidad. Por ello, seleccionamos para cada
paso de la metodologia la técnica que creimos mas conveniente.

Asi, el primer aspecto fue la laminilla de tejido a seleccionar.

Pensamos que lo correcto era evaluar las muestras bioldgicas tanto
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de la RTU como de la cistectomia para asegurar asi la seleccion de
la laminilla con mayor densidad de TB en cada paciente. En

segundo lugar, aplicamos la técnica de inmunohistoquimica con

citoqueratina  AE1/3, la cudl permite la sefializacion de

citoqueratinas intracitoplasmaticas, siendo €stas un marcador de
células epiteliales, y facilitindonos asi el reconocimiento de
aquellas células tumorales recientemente desprendidas del frente de
invasion tumoral y que por tanto todavia conservan en gran medida
sus caracteristicas de células epiteliales. Otros autores también han

empleado esta técnica,'”’"¥?"”

y es que pese a incrementar el coste
del proceso, la identificacion de “buds” se favorece enormemente

con respecto a la H&E y por tanto se asegura una cuantificacion

correcta y mucho mas precisa. Y en cuanto al método de valoracién

del TB, concluimos que lo correcto era emplear una técnica
cuantitativa ya que han demostrado ser mas reproducibles, y de
entre ellas, aplicar las dos técnicas que han mostrado mejor
correlacién con la SCE: “10 CGA” y “1 CGA”.”**"" En la
comparacion de ambos métodos de recuento, encontramos que el
modelo obtenido con el andlisis multivariante incluyendo la

variable TB seguin el método “1 CGA” (“hot-spot”) era ligeramente
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superior al modelo con el recuento segin “10 CGA”. Si a ello
afiadimos la importante ventaja que supone, desde el punto de vista
practico, la aplicacion de la técnica “1 CGA” sobre la técnica “10
CGA”, al ser un proceso mucho mads répido y asequible; podemos
afirmar que optar por la utilizacion de la técnica “1 CGA” seria
valido y apropiado. Este resultado es coherente con lo descrito en
otros trabajos que también apoyan la utilizacién del método “hot-

1,85
spot”.”

Por tultimo, es conveniente llevar a cabo ciertas aclaraciones con
respecto al tratamiento que se aplicé en nuestra serie de pacientes.
Y es que hay que tener en cuenta que estamos hablando de un
estudio retrospectivo y que en nuestra serie se incluyeron pacientes
diagnosticados y tratados de CVMI hace mds de una década. Por
ello, es facil entender que los protocolos terapéuticos de entonces
difieran algo con respecto a los actuales. Asi, en nuestros pacientes
no se siguieron pautas que son relativamente recientes como la
administracion de quimioterapia neoadyuvante (la cuél todavia no
estd plenamente implantada en todos los centros, sino s6lo en un

20% de ellos).****' En vez de ello, la tendencia consistié en la
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administracion de quimioterapia adyuvante tras la cistectomia, en
los casos con factores de mal prondstico. Ademds, también es
necesario aclarar que en nuestro servicio de Urologia
tradicionalmente se ha llevado a cabo la realizacién de cistectomia
radical en casos de CVMI avanzados, incluso con la presencia de
metastasis al diagndstico. Su finalidad en estos casos es
principalmente paliativa y con el objetivo de prevenir
complicaciones derivadas de la extension local (sangrado
persistente, insuficiencia urinaria  obstructiva, perforacion
intestinal...). Ello explicaria que nuestra serie de pacientes
cistectomizados presentara una supervivencia ligeramente inferior a

la de otras series.

4. Limitaciones de nuestro estudio

Si analizamos las limitaciones de nuestro estudio, la primera de
ellas serfa el hecho de que nos encontremos ante un estudio
retrospectivo, con los inconvenientes inherentes a este disefio. Sin

embargo, si nos fijamos en la literatura relativa a TB, la gran
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mayoria de estudios son también retrospectivos.

En segundo lugar, nuestra serie se constituyd por una muestra
relativamente reducida. Esto se debe principalmente al haber
aplicado criterios de seleccion altamente estrictos con el fin de
evitar factores prondsticos de confusion, pero también al hecho de

que todos los pacientes provenian de un mismo centro.

Otras de las limitaciones seria el hecho de no haber evaluado
moléculas asociadas al proceso TEM en las células que conforman
el TB, sin embargo, dado que este trabajo tenia como objetivo
realizar una primera aproximacioén al TB en cdncer vesical, no
creimos conveniente su realizaciéon. No obstante, este aspecto
podria realizarse con posterioridad, para definir mds concretamente

el inmunofenotipo de este componente tumoral mas indiferenciado.

Por ultimo, creemos que los resultados de este estudio deben ser
validados mediante estudios prospectivos en series mds amplias,
procedentes de multiples centros y con criterios de seleccion de

pacientes menos restrictivos; evaluando asi muestras de pacientes
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mas heterogéneas, y por tanto, mas similares a la poblacién real
(validacion externa). El fin de ello seria consolidar la evidencia
acerca del TB en cédncer vesical y conseguir la implantaciéon de una
metodologia estandarizada para su estudio. Ademads, pensamos que
este trabajo abre la puerta al desarrollo de una linea de
investigaciéon relacionada con el estudio del TB en otras
localizaciones del tracto urinario todavia inexplorados en este

ambito, como el tracto urinario superior o la prdstata.
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1. La conclusién principal de nuestro estudio es: la presencia de

“tumor budding” en el carcinoma vesical musculo-invasivo se
comporta como un factor predictor independiente de progresion y
mortalidad. Asi, a mayor densidad de “tumor budding”, mayor
mortalidad céncer-especifica y menor supervivencia libre de

progresion.

2. Las conclusiones secundarias de nuestro estudio son:

2.1. Ademds del “tumor budding”, también demostraron
comportarse como factores prondsticos independientes para
mortalidad cancer-especifica y progresion: la edad y el estadio
TNM presentados por el paciente al diagnéstico. El resto de
factores pronésticos evaluados no demostraron significacion

estadistica en nuestra serie de pacientes.

2.2.  Establecimos como punto de corte en el recuento de
“tumor budding”: 14 “buds”. De este modo, podriamos considerar
a los pacientes con un recuento superior a 14 “buds” como

carcinomas con “tumor budding de alto grado” y a aquellos con un
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recuento inferior a 14 “buds” como carcinomas con “tumor

budding de bajo grado”.

2.3. Estratificar a los pacientes seglin su recuento mayor o
menor de 14 “buds” es util ya que aquellos con un recuento
superior a 14 “buds” presentaron un riesgo de mortalidad cancer-
especifica entre 1.19 y 4.34 veces superior que aquellos con un
recuento inferior a 14 “buds” (p = 0.013). Sin embargo, la
informacién que nos aporta el empleo de “tumor budding” como
variable continua es mucho mds relevante, ya que el riesgo de
mortalidad cancer-especifica aumenta un 2% con cada “bud” (p <

0.001).

24. Encontramos asociacion estadisticamente significativa entre
la presencia de “tumor budding de alto grado” y otros factores
predictores de mal prondstico para el carcinoma vesical musculo-
invasivo, en concreto con la edad (pacientes mds jovenes), con pT
(estadios pT avanzados) y con pN (estadios pN avanzados); con p-

valor de 0.043,0.046 y 0.013, respectivamente.
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2.5. El recuento de “tumor budding” obtenido segiin el método
“1 CGA” o “hot-spot” se correlacioné algo mejor con la mortalidad
cancer-especifica que el obtenido empleando el método de “10
CGA”. Ademas, el método “hot-spot” suponia una gran ventaja en
cuanto a su aplicabilidad, ya que estudiar el “tumor budding”
mediante el recuento de un tnico campo de gran aumento implica

un proceso sencillo y mucho mas répido.

2.6. Mediante el empleo de las variables con cardcter prondstico
independiente para mortalidad (“tumor budding”, edad, pT, pN y
pM), desarrollamos un nomograma que nos permite predecir el
riesgo individualizado de mortalidad céncer-especifica del paciente
tras el diagndstico. Este nomograma podria ser de utilidad en la
practica clinica como una herramienta de apoyo en la toma de
decisiones segun el prondstico especifico de cada paciente, aunque
para poder utilizarlo deberia someterse previamente a un proceso

de validacion externa.
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