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RESUMEN

Introduccion: El diagnéstico del tumor vesical requiere en
muchos de los casos de un procedimiento invasivo. Los mIARNs
son un tipo de ARN no codificante que poseen la capacidad de
regular la expresibn génica por diversos mecanismos.
Investigaciones recientes han permitido conocer los perfiles de
expresion global de los miARNs en lineas celulares, en tejidos de
cancer de vejiga, sangre y orina, permitiendo demostrar su utilidad
en el diagndstico no invasivo, prondstico y respuesta al tratamiento

de esta enfermedad.

Objetivos: Nuestro objetivo es demostrar la utilidad diagnoéstica y
prondstica de los miARNSs en suero y orina para el diagnostico de

neoplasia vesical.

Material y método: Estudio de casos y controles prospectivo. En el
grupo control se seleccionaron pacientes en seguimiento en las
consultas de urologia sin enfermedad oncoldgica, infecciosa ni
inflamatoria. El grupo de casos eran pacientes diagnosticados de
tumor vesical pendiente de confirmacion mediante RTU, sin otra
patologia oncologica. Se tomd una muestra de orina por miccién
espontanea y una muestra de sangre en el momento de la
canalizacion de la via periférica previamente al procedimiento
quirargico. Las muestras fueron remitidas al laboratorio donde se
llevd a cabo la extraccion de mIARN de las mismas, el
almacenamiento y posteriormente la ampliacion de los miARN
mediente RT-PCR. Las variables estudiadas fueron la edad, diabetes

mellitus, hipertensién, dislipemia, habito tabaquico y los miRNA 200b



(103), 200b (191), 33(103), 33(191), 92(103), 92(191) en suero y 187,
142 y 140 en orina.

Resultados: Se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en el analisis univariante con el miARN 200b en suero
para distinguir entre casos y controles. Se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos con tumor vesical musculo-invasivo y

no musculo-invasivo para los miARNs en orina 187, 142 y 140.

Conclusiones: No hemos obtenido un grupo de miARNSs que nos de
un valor diagnaostico y prondstico para el tumor vesical, pero si hemos
encontrado algunos hallazgos que podrian ser de utilidad en

investigaciones futuras.



ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

AGO2 Proteina Argonauta
ARN Acido ribonucleico

ARNmM ARN mensajero
BCG Bacilo de Calmette-Guérin

CEIm Comité de Etica de la investigacion con

medicamentos

CIS Carcinoma in situ

CUETO Club Urologico Espairiol de tratamiento oncolégico

DGCRS8 Di George syndrome critical region 8 gene
EBRT Radioterapia externa

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EORTC European Organization of Research and Treatment

of Cancer

HCUV Hospital Clinico Universitario de Valencia

IMRT Radioterapia de intensidad modulada
MIARN/mMIR Micro ARN
NPM Proteina de matriz nuclear
NUPBPM | Neoplasia urotelial papilar de bajo potencial maligno

OMS Organizacion mundial de la salud
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

Poli-A

Poli-Adeninas




Pre-miARN Precursor ARN
Pri-miARN Primary miRNA transcript
RISC Complejo silenciador inducido por ARN
ROC Reciever operating characteristic curve
RT Reaccion de retrotranscripcion
RT-PCR Reaccion de cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa
RT-gPCR | Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
RTU Reseccion transuretral
TC Tomografia computarizada
TNM Tumor node metastasis
TV Tumor vesical
TVNMI Tumor vesical no musculo-invasivo
TVMI Tumor vesical musculo-invasivo
UICC Unidn internacional contra el cancer
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1.1 Epidemiologia

El cancer de vejiga es el décimo tumor mas diagnosticado en el
mundo, con un numero estimado de 550.000 nuevos casos y 200.00
muertes. La enfermedad es mas frecuente en los hombres, en los
gue es el séptimo tumor mas comun, mientras que en las mujeres es
el 17 mas comdun. (1,2). Las tasas de incidencia estandarizada en el
mundo (por 100.000 personas/ano) son de 9.0 en los hombres y de
2.2 en las mujeres. La mortalidad estandarizada en el mundo (por
100.000 personas/afio) es de 3.2 para hombres y de 0.9 para

mujeres(3).

En Europa, la incidencia estandarizada es de 19.1 en hombres y 4.0
en mujeres, observandose diferencias regionales entre los diferentes

paises (4).

En Esparia, el tumor vesical es el cuarto mas frecuente, con cerca de
22.000 nuevos casos diagnosticados cada afio. Segun los resultados
del estudio EPICAYV llevado a cabo en 2011, la incidencia por edad

ajustada en nuestro pais es de 24.93 casos/100.000 habitantes (5).

La incidencia y la mortalidad del cancer de vejiga varia en funcion de
los diferentes paises y eso es debido a diferencias en los factores de
riesgo, diferente practica de deteccion y diagnéstico y a la
disponibilidad de los tratamientos (6)(7). La incidencia y la mortalidad
de este tumor esta descendiendo en muchos registros y esto puede
ser debido a cambios tanto en la exposiciéon a factores de riesgo

como a una deteccion mas temprana de la enfermedad (8).
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1.2 Etiologia

El habito tabaquico es el factor de riesgo mas importante para sufrir
estad enfermedad (9). El humo del tabaco contiene aminas aromaticas
e hidrocarburos policiclicos que son excretados por el rifion y su
contacto con el urotelio, especialmente el vesical, por permanecer
mas tiempo expuesto a la orina, actuaria como carcinégeno tisular.
El tabaco ocasiona aproximadamente el 50% de los casos de cancer
de vejiga. La incidencia esta relacionada directamente con el tiempo
y la cantidad de cigarrillos consumidos por dia (10). Se ha objetivado
una disminucion inmediata en el riesgo de sufrir cancer vesical en los
pacientes que abandonan el habito, siendo la reduccioén del riesgo de
hasta un 40% en los primeros 4 aifos y de hasta un 60% a partir de

los 25 afos.

El segundo factor de riesgo mas importante para el desarrollo de una
neoplasia vesical es la exposicidn ocupacional a carcinégenos como
las aminas aromaticas, los hidrocarburos policiclicos aromaticos e
hidrocarburos clorados. Estos compuestos han sido identificados
como compuestos promotores de la carcinogénesis, ocasionando
hasta el 10-25% de los casos. Este tipo de exposicion ocupacional
ocurre generalmente en la industria textil, pinturas y tintes, metalurgia
y derivados del petréleo (11)(12) . El riesgo de desarrollar un tumor
vesical por exposicion ocupacional a las aminas aromaticas es
significativamente mayor a partir de los 10 afios de exposicion,
aunque el periodo de latencia medio a menudo excede los 30 afios
(13)(14). Debido a las estrictas regulaciones y medidas de seguridad

en los ambientes laborales, estd disminuyendo la atribucion
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ocupacional de padecer cancer de vejiga en hombres al 7,1%.

Otro factor de riesgo es la radioterapia previa. El riesgo relativo de
sufrir segundas neoplasias tras el tratamiento de tumores
ginecoldgicos con radioterapia externa (EBRT) es de 2-4. Estudios
mas actuales demuestran que la asociacion de técnicas mas
avanzadas como la radioterapia de intensidad modulada (IMRT) en
el tratamiento de cancer de préstata no se asocia a un aumento de
neoplasias vesicales o rectales, pero si al aumento de los
melanomas. Sin embargo, dado que los tumores vesicales tienen un
periodo de latencia largo y no existen resultados a largo plazo, se
considera que los pacientes con larga esperanza de vida y tratados
con radioterapia pélvica presentan un riesgo aumentado de

desarrollar un tumor vesical (15).

La esquistosomiasis es la segunda infeccion por parasitos mas
frecuente después de la malaria. Esta infeccion es un factor de riesgo
bien establecido para el cancer de vejiga variedad escamosa. El
caracter endémico de esta infeccion en paises como Egipto, Kuwait,
Iraq y Zambia hace que la incidencia de esta enfermedad esté

aumentada en estos paises.

Otros factores como la infeccion urinaria crénica y la administracion
de ciclofosfamida, también aumentan el riesgo de padecer cancer de

vejiga.

Cada vez hay mas datos acerca de la influencia de los factores de
susceptibilidad genética y la asociacion familiar en el cancer de
vejiga. Un estudio espafiol relaciond la asociacion entre sufrir este

cancer con la historia familiar. El riesgo de presentar un tumor vesical
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aumentaba significativamente en aquellas personas con un familiar
de primer grado afecto de este cancer, siendo esta asociacion mayor
en pacientes jovenes; aunque podria haber factores ambientales que

se comportaran como factores de confusion (16).

Por ultimo, en un estudio prospectivo llevado a cabo sobre una
cohorte de 477.321 personas en 10 paises europeos, se ha descrito
la asociacion inversa entre la ingesta de flavonoides y lignanos y el

riesgo de presentar un cancer de vejiga (17).

1.3 Histopatologia

La pared vesical posee cuatro capas (figura 1):

1. Urotelio: epitelio pseudoestratificado que recubre la parte interna

de la pared vesical. A este estrato se le denomina también mucosa.

2. Lamina propia: separada del epitelio por abundante tejido
conectivo. En esta capa se encuentra una fina capa muscular a veces
incompleta, la muscularis mucosae. A este estrato se le denomina

también submucosa.
3. Muscular propia (detrusor).

4. Serosa: tejido conectivo rodeado de grasa que separa a la vejiga

de los tejidos circundantes.
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Figura 1. Capas de la vejiga(18).

El tipo mas comun de cancer de vejiga, representando el 90-95% de
estas neoplasias, es el carcinoma de células de transicion, que se
desarrolla en las células uroteliales. Otros tipos de cancer de vejiga
menos frecuentes incluyen el carcinoma de células escamosas y el
adenocarcinoma, junto a otras estirpes, representando solo el 5% de

estas neoplasias.

1.4 Clasificacion

El grado y el estadio tumoral determinan el comportamiento y el

prondstico de la enfermedad.

Aproximadamente el 75% de los pacientes diagnosticados de tumor
vesical presentan una enfermedad confinada a la mucosa (estadio
Ta o carcinoma in situ [CIS]) o a la submucosa (estadio T1), son los
llamados tumores vesicales no musculo-invasivos (TVNMI). Estos
tumores presentan una tasa de supervivencia a 5 afios del 95%

cuando se encuentran confinados en la mucosa, presentando altas
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tasas de recurrencia, pero menores tasas de progresion. Sin
embargo, cuando estos tumores invaden la lamina propia (T1)
presentan altas tasas de recurrencia y un peor pronostico. El 20% de
los pacientes presentan tumores con invasion de la capa muscular
(estadio T2-T4) y son llamados tumores vesicales musculo-invasivos
(TVMI) presentando altas tasas de mortalidad cancer especifica y el
5% son tumores metastaticos en el momento del diagnostico (19)
(figura 2). La clasificacion TNM (tumor, ganglios y metéastasis) de los
tumores malignos es el método mas utilizado para clasificar el grado
de diseminacion del cancer. La clasificacion TNM 2009 aprobada por
la Unién International Contra el Cancer (UICC) ha sido revisada en

2017 (tabla 1) sin presentar ningin cambio en los tumores de vejiga.

Figura 2. Esquema tumor vesical en segun el grado de invasion de las capas

de la vejiga(20)
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Tabla 1. TNM 2017, cancer de vejiga (4)

T. Tumor primario

Tx | No se puede evaluar el tumor primario

TO | Ausencia de tumor

Ta | Tumor papilar que afecta a la mucosa

Tis | Carcinoma in situ, lesiéon plana

T1 | Tumor que invade lamina propia

T2 | Tumor que invade la muscular propia

T2a | Tumor que invade la capa muscular superficial (capa interna)

T2b | Tumor que invade la capa muscular profunda (capa externa)

T3 | Tumor que invade el tejido perivesical

T3a | MicroscOpicamente

T3b | Macroscépicamente (masa extravesical)

El tumor invade cualquiera de las siguientes estructuras: préstata, utero, vagina,
T4
pared de la pelvis o pared abdominal

T4a | El tumor invade la prostata (invasion estroma), el tero o la vagina

T4b | El tumor invade la pared de la pelvis o la pared abdominal
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N Ganglios linfaticos regionales

Nx | No se pueden evaluar lo ganglios linfaticos

NO | Ausencia de metastasis en ganglio linfaticos

N1 | Metastasis en un ganglio linfatico de la pelvis verdadera (hipogastrico,

obturador, iliaco externo, presacro)

N2 | Metastasis multiples en pelvis verdadera (hipogastrico, obturador, iliaco

externo, presacro)

N3 | Metastasis en ganglios de la cadena iliaca primitiva

M Metéastasis a distancia

Mx | No se pueden evaluar las metastasis a distancia

MO | Ausencia metastasis a distancia

M1 | Metéstasis a distancia

1.4.1 Estadio

El elemento mas importante en la estadificacién patologica del tumor

vesical es la profundidad de la invasion de la pared.

La séptima version de la clasificacion TNM de la UICC (Union

International Contra el Cancer) que esta actualmente en uso, no

-10-
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establece la subestadificacion de los T1, pero se recomienda, si es
posible, determinar si la invasion se encuentra por encima 0 por
debajo de la muscularis mucosae, ya que podrian existir diferencias

en cuanto al prondstico.

1.4.2 Grado histoldgico

Es el grado de diferenciacion celular. Tiene una gran importancia en
los tumores que no infiltran la muscular propia, ya que marca una
gran diferencia en cuanto a riesgo de recidiva, riesgo de progresion
y como factor pronostico en los tumores confinados a la mucosa y a

la submucosa.

1.4.2.1 Tumores vesicales no musculo-invasivos

Actualmente coexisten la clasificacion de la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud) de 1973 y de 2004 (tabla 2).

En la clasificacion de la OMS de 1973 las células se diferencian en
grado 1 como bien diferenciadas, grado 2 como moderadamente

diferenciadas y grado 3 como pobremente diferenciadas.

En la clasificacion de la OMS de 2004 se clasifican solo en dos, bajo

grado y alto grado.

-11 -
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Tabla 2. Clasificacion OMS 1973y 2004(4).

Clasificacion de la OMS de 1973

Gradol Bien diferenciado
Grado 2 Moderadamente diferenciado
Grado 3 Pobremente diferenciado

Clasificacion de la OMS 2004

Papiloma urotelial

Neoplasia urotelial papilar de bajo potencial maligno NUPBPM

Carcinoma urotelial papilar de bajo grado

Carcinoma urotelial papilar de alto grado

Se han descrito factores patoloégicos adversos en el tumor vesical no
musculo-invasivo. La presencia de invasion linfovascular, variante
micropapilar, variante en nidos, variante sarcomatoide y variante
escamosa han sido relacionados con un comportamiento mas

agresivo.

El carcinoma in situ, clinicamente se caracteriza por ser, lesiones
planas (tabla 3), hiperémicas, aterciopeladas y, por definicion, son de

alto grado histologico (21). Se clasifican en:

-12 -
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Primario: CIS aislado sin lesiones papilares
concomitantes ni antecedentes de CIS previo.
Secundario: CIS detectado en el seguimiento de un tumor

vesical sin antecedentes previos de CIS.
Concurrente: CIS concomitante con un tumor papilar.

Recurrente: CIS aislado después de una respuesta

efectiva a la terapia intravesical.

Tabla 3. Clasificacion lesiones planas(4).

Lesiones planas. OMS 2004

Hiperplasia (lesion plana sin atipia, sin aspecto papilar)

Atipia reactiva (lesion plana sin atipia)

Atipia de significado incierto

Displasia urotelial

Carcinoma in situ (siempre de alto grado)

Los tumores vesicales no musculo-invasivos son entidades muy

heterogéneas, de modo que para establecer un adecuado pronostico

no es suficiente clasificar a los pacientes en grado y estadio, por lo

gue se han creado clasificaciones en base al riesgo de recidiva y

progresion. Esto permite establecer mejor el tipo tratamiento y de

seguimiento que precisa cada paciente.
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La asociacion europea de urologia distribuye en tres grupos de riesgo

este tipo de tumores (tabla 4).

Tabla 4. Grupos de riesgo de la Asociacién Europea de Urologia(4).

Grupos de riesgo Caracteristicas
Bajo riesgo Primario, Unico, Ta, <3cm, G1 (bajo grado)
Riesgo intermedio Tumores que no se adecuan en las categorias de bajo

riesgo y alto riesgo

Alto riesgo Cualquiera de los siguientes:
-T1

-G3 (alto grado)

-CIS

-Ta bajo grado, multiple, recurrente y mayor de 3cm (deben

cumplirse todos los requisitos)

La EORTC (European Organization of Research and Treatment of
Cancer) Genito-Urinary Cancer Group ha creado unas tablas para
estimar el riesgo de recidiva y progresion a 1 y 5 afios (22). Estas
tablas tienen en cuenta los seis factores clinicos y patoldgicos mas
importantes como son el numero de tumores, el diametro de tumor,
el tiempo hasta la primera recidiva, el estadio, si existe CIS
concurrente y el grado histolégico del tumor. No deben utilizarse para
calcular el riesgo individual de pacientes con CIS primario ni en

pacientes tratados con BCG (bacilo de Calmette-Guérin) ya que no
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los tienen en cuenta en su estudio y sobreestimarian el riesgo de
estos pacientes. Para calcular el riesgo de recidiva y progresion en
pacientes tratados con BCG se utilizaran las tablas del grupo espaiiol
CUETO (Club Urolégico Espafiol de Tratamiento Oncoldgico), que
tienen en cuenta a pacientes tratados con esta terapia intravesical
(23). Este grupo tiene en cuenta en sus calculos, siete factores
pronosticos como son la edad del paciente, el sexo, el tiempo hasta
la primera recidiva, el nUmero de tumores, el estadio, presencia de

CIS concurrente y el grado tumoral.
1.4.2.2 Tumores vesicales musculo-invasivos

Los tumores vesicales musculo-invasivos son tumores uroteliales de
alto grado (grado 2 o 3 segun la clasificacion de la OMS de 1973).
Por ello el grado histolégico no aporta valor prondstico. Algunas
formas morfolégicas pueden ser utiles a la hora de predecir el

pronostico y tomar decisiones en cuanto al tratamiento.

Las variantes histoldégicas de los tumores vesicales musculo-

iInvasivos(24) son:

1. Carcinoma urotelial (méas del 90% de los casos).

N

. Carcinoma urotelial con diferenciacion parcial escamosa 0
glandular.

. Carcinoma urotelial micropapilar.

. Carcinoma anidado.

. Carcinoma urotelial con diferenciacién trofoblastica.

. Carcinoma de células pequenias.

~N o o~ W

Carcinoma de células fusiformes.
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1.5 Evaluacion diagndstica

1.5.1 Antecedentes personales

Nos dara informacion sobre factores de riesgo que nos puedan hacer

sospechar esta patologia.

1.5.2 Sintomas

La hematuria monosintomatica (microscépica 0 macroscopica) es el
sintoma cardinal. Cuando es macroscopica suele ser total y con
coagulos, en algunos casos episédica con periodos libres de

sangrado.

Cuando se asocia a sindrome miccional (frecuencia, urgencia y
disuria) es facil confundirla con otras patologias urolégicas como
infecciones urinarias, vejiga hiperactiva, sintomas del tracto urinario
inferior o patologia litiasica (litiasis uréter distal o vesical). En estos
casos debemos sospechar la presencia de un CIS, ya que estos

tumores cursan con clinica de llenado vesical y hematuria.

El dolor, como sintoma en los tumores vesicales no musculo-
Invasivos, es raro. Su localizacion en fosa renal puede ser debido a
crecimiento del tumor en trigono con obstruccion de la via urinaria

superior.

En los tumores vesicales musculo-invasivos es mas frecuente el

dolor pélvico y los sintomas producidos por la obstruccion de la via
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urinaria superior cuando se encuentran en estadios avanzados.

1.5.3 Exploracion

En los tumores vesicales no musculo-invasivos la exploracion suele

ser anodina.

En el caso de sospechar un tumor vesical musculo-invasivo el tacto
bimanual del recto y la vagina nos puede ayudar a identificar una
masa pélvica palpable o de adherencia a otros érganos en tumores
avanzados. Debe realizarse antes y después de una RTU (reseccion

transuretral).

1.5.4 Pruebas de imagen

Para evaluar el riesgo que tiene un paciente de presentar un tumor
vesical se utiliza la combinaciéon de varios meétodos, ya que ninguno

tiene, por separado, una sensibilidad del 100%.
1.5.4.1 Ecografia transabdominal

Es la primera técnica que suele emplearse en la valoraciéon del tracto
urinario. Su caracter no invasivo y libre de radiacion, ademas de
prescindir de contraste, hace que sea la primera aproximacion
diagnostica al paciente con hematuria. Permite detectar lesiones
endoluminales, uropatia obstructiva y masas renales, pero tiene
limitaciones en el diagnostico del tumores vesicales de pequefio
tamafio (bmm) y algunos tumores localizados en la cara anterior (25).

Tampoco es capaz de detectar lesiones planas como el CIS, los
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coagulos pueden dar lugar a falsos positivos y es una técnica
operador dependiente. Presenta menor sensibilidad que la
cistoscopia (“gold standard” del diagnostico del tumor vesical)
(26)(27).

1.5.4.2 Tomografia computarizada

Es el método de imagen de eleccion para el estudio del tracto
urinario. Se debe realizar sin y con contraste intravenoso, afiadiendo
una fase mas tardia para valorar la via urinaria superior, y si es
posible con reconstruccion de imagenes. En fase excretora, las
lesiones se ven como defectos de replecion en la via urinaria y en
vejiga, no presentan hiperdensidad en las placas sin contraste. Esta
indicado para estadificacion en los tumores musculo-invasivos y en
los no musculo-invasivos para descartar tumores de via urinaria
superior cuando los tumores vesicales son multiples y se localizan en
trigono y uretra prostatica. La tomografia no diferencia correctamente
la profundidad de invasion (mucosa frente a lamina propia o
muscular), aunque si discrimina la invasion de la grasa u érganos
vecinos. La sensibilidad de esta prueba para identificar afectacion

macroscopica ganglionar es baja (48-87%).

Para detectar tumores vesicales presentaria una gran sensibilidad y
especificidad asociada a la cistoscopia flexible, pero supondria un
coste elevado. Tiene una buena sensibilidad por separado al igual
gue la cistoscopia flexible, pero tiene una especificidad mas baja que
esta, lo que supondria un mayor numero de cistoscopias en
quiréfano. Para mejorar la sensibilidad de la TC urografia se debe

realizar una buena técnica retardada para que el contraste rellene
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bien toda la vejiga (28).
1.5.4.3 Urografia intravenosa

Era la técnica de eleccion para diagnosticar los tumores de urotelio,
pero con la disponibilidad de la tomografia computarizada ha caido
en desuso. Las lesiones se ven como defectos de replecién irregular
y se puede objetivar la hidronefrosis cuando hay obstrucciéon de via
urinaria superior. Esta técnica cada vez es menos utilizada frente a
la TC urografia ya que ambas tienen irradiacion y utilizan contraste,
pero la TC da mas informacion sobre el resto de estructuras

abdomino-pélvicas, no solo de la via urinaria.
1.5.4.4 Cistoscopia

Es la técnica de referencia para el diagnostico del tumor vesical y
base del seguimiento. Desde el desarrollo de los cistoscopios
flexibles es una prueba que se realiza de forma ambulatoria con la
introduccion de lubricante anestésico intrauretral. Ademas, la
cistoscopia flexible es bien tolerada y a pesar de ser una técnica
invasiva presenta un baja tasa de complicaciones (29). Es importante
seguir siempre la misma sistematica para visualizar bien toda la
vejiga. En el informe se debe describir el nimero de tumores, su
aspecto, la localizacién, condicion de la mucosa que rodea al tumor
y estado de los orificios ureterales asi como el color de la orina que
sale a través de ellos. Sin embargo, su eficacia se ve reducida en
ocasiones por una mala visualizacion debida a procesos
inflamatorios o de sangrado, ademas, algunas lesiones uroteliales
planas tales como las displasias severas y los carcinomas in situ

pueden ser dificiles de diferenciar del tejido sano. En ese caso los
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pacientes requeririan de la realizacion de una cistoscopia en

quiréfano con biopsia de la lesion para descartar patologia tumoral.

1.5.5 Citologia y marcadores urinarios

La citologia permite el estudio de las células descamadas del epitelio
del tracto urinario; es una prueba de gran utilidad en el diagnostico y
seguimiento de los tumores uroteliales. Las ceélulas tumorales con
menor grado de diferenciacion pierden sus mecanismos de adhesion
con el urotelio normal, por lo que es mas probable su descamacion.
Nucleos voluminosos e hipercroméaticos, nucléolos visibles,
pleomorfismo, citoplasma escaso y alteracion de la relacién nucleo-
cistoplasma son las caracteristicas citolégicas de las células
tumorales al microscopio. La orina recogida de la primera miccion del
dia no es adecuada para el estudio citolégico, ya que el pH urinario
favorece la lisis celular, por lo que se recomiendo la segunda orina

de la mafnana.

La citologia de orina es una técnica subjetiva y los resultados pueden
verse alterados por litiasis, infecciones, instilaciones previas, poca
celularidad en la muestra. Tiene una alta sensibilidad para el
diagnostico de tumores de alto grado (hasta el 84%) pero muy baja
en tumores de bajo grado (16%)(30). La sensibilidad en la deteccion
de CIS es del 28-100%. La especificidad, en manos expertas, supera
el 90% (31), de tal forma que una citologia positiva puede indicar la
presencia de un tumor urotelial en cualquier localizacion del tracto
urinario, pero sin embargo una citologia negativa no descarta la

presencia de tumor.
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Esta baja sensibilidad de la citologia ha motivado la investigacion de
marcadores tumorales urinarios, consistentes en la identificacion de
proteinas expresadas por las células tumorales, antigenos celulares
y alteraciones cromosomicas relacionadas con el cancer vesical (32).
Es importante destacar que actualmente ninguno de estos
marcadores posee la sensibilidad necesaria para sustituir a la
citologia urinaria, tanto en el diagnéstico como en el seguimiento, y

gue su uso clinico rutinario no esta recomendado.

Tabla 5. Resumen de los marcadores urinarios mas establecidos(33).

Marcadores Sensibilidad global Especificidad global Sensibilidad para

urinarios (%) (%) tumores de alto grado
(%)

UroVysion 30-86 63-95 66-70

Anélisis de | 58-92 73-100 90-92

microsatélites

Inmunocitologia | 52-100 63-79 62-92

1.5.5.1 UroVysion

Las alteraciones cromosOmicas que originan el cancer vesical
pueden ser detectadas mediante hibridacion fluorescente in situ
(FISH). El test multicolor UroVysion, detecta aneuploidias de los

cromosomas 3, 7, 17 y deleciones del gen ubicado en el locus 9p21.
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Su sensibilidad en la deteccion del tumor vesical varia entre 69-87%
y su especificidad entre 89-96%. Al igual que la citologia, mejora sus

tasas de deteccion en tumores de alto grado y CIS (34).
1.5.5.2 Analisis de microsateélites

Los microsatélites son unidades repetidas de hasta seis nucleotidos
de ADN no codificante, Unicos para cada individuo. Las alteraciones
de microsatélites observadas en las células tumorales mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se correlacionan con
malignidad, siendo la sensibilidad y especificidad de hasta 92% y
100%, respectivamente. Su uso ha sido propuesto como alternativa
a la cistoscopia en el seguimiento de TVNMI, aunque se precisa de

estudios de coste-efectividad (35).
1.5.5.3 Inmunocitologia

ImmunoCyt es una prueba cuya base es la deteccibn mediante
anticuerpos fluorescentes monoclonales del antigeno
carcinoembrionario y dos glucoproteinas localizadas en las células
tumorales de origen urotelial. Se requiere la evaluacién de por lo
menos 500 células epiteliales, siendo la presencia de una célula
fluorescente considerada como positiva. La sensibilidad vy

especificidad oscila entre 80% y 70%, respectivamente.
1.5.5.4 Otros marcadores

Algunos biomarcadores que estan buscando su sitio entre el arsenal
diagnostico del tumor vesical son: antigeno del tumor vesical (BTA),
proteina de matriz nuclear 22 (NPM), citoqueratinas, BLCA 4y BLCA
1 (proteinas de la matriz nuclear) y acido hialurénico. Se precisan
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estudios adicionales para determinar la forma 6ptima de integrarlos

a los métodos habituales que poseemos en la actualidad (36).
Ciertas conclusiones pueden ser extraidas de todos estos test:

-Sensibilidad mas alta a costa de una baja especificidad comparada

a la citologia de orina.

-La presencia de patologias benignas y de instilaciones

intravesicales pueden alterar los resultados de estos tests.

-Los requerimientos de sensibilidad y especificidad de estos tests
dependen del contexto clinico del paciente (deteccidon precoz,

diagndstico, seguimiento).

-Los falsos positivos en los test, UroVysion y el analisis de
microsatélites, pueden ser debidos a enfermedad oculta ya que

detectan recurrencia precoz y progresion temprana.

1.6 Manejo

A los pacientes diagnosticados de tumor vesical o con dudas
diagndsticas se les realizara una cistoscopia en quiréfano y una
reseccion transuretral (biopsia) de las lesiones vesicales que se
encuentren. En el caso de que se trate de tumores vesicales no
musculo-invasivos estad cirugia sera tanto diagnostica como
terapedtica. Posteriormente, segun el grupo de riesgo al que
pertenezcan, llevaran tratamientos endovesicales y un determinado

protocolo de seguimiento. El 50% de estos tumores recurren en los
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primeros 5 afios y hasta un 30% progresan a tumores musculo-
iInvasivos. Esta alta tasa de recurrencia es la que origina que el tumor
vesical sea el que presenta la tasa mas alta de coste de tratamiento

por vida y persona de todos los canceres (37).

En los pacientes con tumor vesical musculo-invasivo(38) la reseccion
transuretral sera diagnostica pero solo sera terapeutica en un
pequefio grupo de pacientes. El tratamiento con intencidn curativa es
la cirugia radical (cistectomia radical y linfadenectomia ilio-obturatriz
bilateral) asociada o no a quimioterapia. En caso de tumores en
estadios mas avanzados se tomaran diferentes medidas en funcion
del estado basal del paciente. Los TVMI tienen mal prondstico con

una supervivencia a 5 anos del 60%.

El desafio, por lo tanto, es mejorar la deteccidon y predecir las
recurrencias del cancer de vejiga utilizando técnicas no invasivas. En
este sentido, la disponibilidad de marcadores tumorales en orina
representa una alternativa util, debido al contacto directo de la orina
con el tumor y la facilidad de obtencion de la muestra. Hasta la fecha,
ninguno de los marcadores tumorales diagnésticos evaluados, tiene
suficiente sensibilidad y/o especificidad para ser utilizado en la
practica clinica diaria. Asimismo, es necesario el descubrimiento de
nuevos marcadores tumorales pronosticos que nos permitan
distinguir los casos indolentes de aquellos potencialmente mortales,

de tal forma que podamos personalizar los tratamientos (39).
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2.1 Historia

Entre los nuevos marcadores que se estan estudiando se encuentran
los micro-ARNSs, también denominados miARN o miR. Son pequefias
moléculas de ARN no codificante que regulan procesos celulares.
Esta regulacion se produce mediante la inhibicién de la traduccion o

degradacion de ARN mensajero (ARNm).

En 1993 se identifico el primer miR en Caenorhabditis elegans. Se
denomind lin-4 y se demostré6 que actuaba disminuyendo el nivel

proteico de LIN-14, controlando su desarrollo post-embrionario (40).

Hasta que en el ailo 2000, Pasqualli et al. demostraron que let-7
estaba muy conservado en un amplio rango de especies, desde
moscas hasta humanos, se pensaba que este nivel de regulacion era

exclusivo de nematodos (41).

Doench y Sharp, usando andlisis mutacional, encontraron que los
ocho primeros nucleodtidos en la region 5 del miARN, son los
responsables de la especificidad y actividad. Reciben el nombre de
“semilla” y es la parte que impulsa la interaccion con el ARNm diana.
Este descubrimiento constituyé la base de prediccion de las dianas
de miARNSs (42).

2.2 Biogénesis

La mayor parte de los miARNs se producen mediante la ruta
canodnica, que es la mas conocida. Se ha descrito otras nuevas,

algunas de ellas independientes de las enzimas Drosha y Dicer, que
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son clave en la maduracion de estas moléculas.

2.2.1 Ruta canonica

Los microARNs estan constituidos por ARN de cadena simple de
entre 19-25 nucledtidos originados a partir de la transcripcion de
genes enddgenos por los mismos sistemas que actluan en la
generacion de ARNm (RNA polimerasa Il). Los genes que codifican
MIARNs son mucho mas largos que los miARNs procesados
maduros; los miARNs se transcriben inicialmente como transcritos
primarios o pri-miARN (primary miRNA transcript) con una caperuza
en 5' y una cola de poli-adeninas (poli-A) en 3'. Los pri-miARNs
poseen un tronco de doble hélice, de alrededor de 30 pares de bases,
una horquilla terminal y dos extremos de cadena simple (43). Se
procesan en el nucleo celular eliminando los extremos de la cadena
simple y quedando en estructuras cortas de horquilla de entre 70-90
nucleotidos conocidas como pre-miRNAs (precursor miARN) (44).
En animales este procesamiento se realiza por un complejo proteico
llamado Microprocesador, que consta de la enzima Drosha ARNasa
(ribonucleasa) Il y DGCRS8 (Di George syndrome critical region 8
gene) la proteina de union de union a la doble cadena de ARN (43).
Estos pre-miARNs son luego procesados a miARNs maduros en el
citoplasma mediante la interaccién con la Dicer, una ARNasa llI,
generando un duplex maduro de miARN (ds-miARN). Este se une a
la proteina Argonauta (AGO2 en mamiferos), que es el efector de
RISC (Complejo silenciador inducido por ARN, RNA-induced

silencing complex en inglés) separa el duplex seleccionando una
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hebra guia y degradando la otra hebra, lo que proporcionara un
MIARN maduro (45). El miIARN maduro se une a la region 3'UTR del
ARNmM diana y, dependiendo de su complementariedad, induce 3
tipos de efectos alternativos: a) inhibicion de la traduccion (sintesis
ribosomal de proteinas); b) degradacion del ARNm o c¢) secuestro de
los ARNm en cuerpos citoplasmaticos que inactivan a los mismos
(44).

2.2.2 miRtrons

Los miRtrons son un subtipo de microARNs generados en los
intrones de genes codificantes de proteinas mediante splicing e
independientes de la Drosha pero dependientes de la Dicer (46). El
pre-miARN gue se forma a través de esta ruta esta fosforilado en el
extremo 5’ al igual que los de la ruta candnica, con lo que el
procesado posterior continua a través de esta. En los humanos
existen dos miRtrons que no proceden del splicing (miR-1225 y miR-
1228), se denominan simtrons (splicing-independiente miRtrons)
(47).

2.2.3 sShoARNSs

Son pequefios ARNs nucleolares y producen pre-miARNs
independientemente del Microprocesador (48). Son ARNs de cadena
larga, estan muy conservados evolutivamente. Su transformacién a
MIARNSs requiere actividad Dicer pero es independiente de Drosa
(49).
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2.2.4 Endo-siARNSs

Son pequeos ARNs derivados, de doble cadena, largos y
endogenos (49). Existen 3 mecanismos diferentes de formacion:
transcripcion de repeticiones invertidas que producen una horquilla
de ARN duplex por la accion de Dicer; transcripcion de fragmentos
cortos de ambas hebras de ADN gendmico y transcripcion de dos loci
genomicos produciendo fragmentos de ARN que hibridan para

formar un ARN duplex de doble cadena.

2.2.5 Pre-tARNSs

Estos pri-miARNs no necesitan a la enzima Drosha, se procesan
mediante la Z-rARNasa, que segmenta el extremo 3’ del tARN para
liberar las horquillas de pre-miARN, que luego son procesadas por el
Dicer (49).

2.3 Mecanismo de accion

Se estima que en el genoma humano hay una gran cantidad de
MIARNSs codificados y que cada uno de ellos puede actuar en mas
de un ARNm y que un ARNm puede tener mas de un miARN que lo
inhiba. Los mMIiARNs maduros reconocen su diana mediante
emparejamiento de bases entre el ARNm y la “semilla” del miARN.
Esta es la parte mas conservada y se encuentra en las posiciones 2

a 9 del extremo 5’ del miARN, que se une a la region 3’ UTR del
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ARNmM diana (42). A pesar de la importancia de la region semilla hay
otras regiones que contribuyen a una unién eficaz, ademas algunos
de los sitios diana de los miIARNSs validos no tienen apareamiento
completo con la semilla y se pueden aparear la region central del
miARN (50).

Dependiendo del miARN, el ARNm vy el contexto celular, la
interaccion puede llevar a una represion de la traduccion,

degradacion del ARNm o una mezcla de ambos procesos.

La mayoria de los ARNs diana identificados estan regulados
mediante la degradacion del ARNm, sin embargo en células
diferenciadas la regulacién predominante de los miRs en inhibir la
traduccidn, que es un mecanismo inmediato, transitorio y reversible,

mas adaptado a contrarrestar el estrés ambiental (51).

2.4 microARNSs circulantes

Los miARNS se producen dentro de la célula pero también se pueden
encontrar en el entorno extracelular, sobre todo suero, plasmay orina
(52). Esta transferencia al torrente sanguineo ocurre en érganos con
importante vascularizacion y su cantidad varia en funcion de las
condiciones patogénicas. El significado biologico de estos miARNSs
no se ha determinado todavia. Los miARNSs circulantes han mostrado
su estabilidad, siendo resistentes a dosis altas de ARNasas, a ciclos
de congelacion y descongelacion y a fluctuaciones en el pH. Esto es

debido a su pequefio tamafio.
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2.5 Funciones Dbioldégicas e implicacion en la

transformacion maligha

Las evidencias experimentales han demostrado, que los miARNSs
participan en procesos que regulan el desarrollo embrionario y tisular
(especialmente hematopoyesis y desarrollo neural), la apoptosis,
proliferacion y diferenciacion celular. Adicionalmente, se ha
evidenciado el hecho de que una fraccion significativa de genes de
miRs mapean en regiones cromosomicas frecuentemente alteradas
en diversos tipos de canceres humanos (53). Esto llevo a la idea de
su posible participacion en la iniciacion y progresion del cancer. Su
participacibn como nuevos oncogenes 0 supresores tumorales ha
sido demostrada en linfomas, cancer colorrectal y mamario, cancer

pulmonar y tumores del sistema nervioso central, entre otros (54).

Se han descrito cerca de 2000 miARNs humanos implicados en la
patogenia de distintas enfermedades y tienen el potencial de regular

entre el 20-30% de los genes humanos(55).

Estudios recientes han permitido conocer perfiles de expresién global
de los miRs en lineas celulares, tejidos de cancer de vejigay en la
orina excretada, creando perfiles con una buena sensibilidad,

especificidad y area bajo la curva(56)(57).

Los cambios en la expresion de algunos miARNs se han asociado
con el estadio y el grado tumoral, y con el prondstico en los tumores
de vejiga (58). Sin embargo, la utilidad de los miIARNs como
herramienta de diagndéstico en el cancer de vejiga es todavia escasa

(59). Por todo ello, el estudio de miIARNS en muestras no invasivas
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abre un papel esperanzador en el diagndstico precoz del cancer de

vejiga.
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3.1 Hipotesis del estudio

En este trabajo planteamos la hipétesis de que existe una firma de
MIARNS caracteristica de los pacientes con tumor vesical con valor

diagnostico y prondstico de la enfermedad.

3.2 Objetivos

Objetivo primario: demostrar que el aislamiento y analisis de miARNs

en orinay suero es una prueba con una buena capacidad diagndstica

para la deteccion de tumor vesical.

Objetivos secundarios:

- Demostrar diferencias en los miARNs de pacientes con TVNMI

y pacientes con TVMI.

- Demostrar la utilidad de los miIARNs como marcadores de
recidiva o progresion en el seguimiento del tumor vesical no

musculo-invasivo.

- Demostrar diferencias en los miARNs entre los distintos grupos

de riesgo en los pacientes con TVNMI.

- Demostrar la utilidad de los mIARNs como marcadores

prondsticos en los tumores vesicales musculo-invasivos.

-37-



Hipotesis del estudio y objetivos

-38 -



4. Material y método

-39 -



Material y método

-40 -



Material y método

4.1 Pacientes

Estudio prospectivo realizado entre mayo de 2013 y julio de 2016.

Consta de un grupo de casos compuesto por 70 pacientes

diagnosticados de tumor vesical y un grupo de 30 controles formado

por voluntarios sanos y voluntarios con patologia uroldgica no

oncologica, ni inflamatoria, ni infecciosa.

A) Criterios de inclusion:

1.

2.

pacientes mayores de 18 afios;

diagnosticados de tumor vesical primario en el Servicio
de Urologia del Hospital Clinico Universitario de
Valencia. Estos pacientes habian sido diagnosticados

por ecografia, cistoscopia o TC;

pendientes de realizar una reseccion transuretral de

tumor vesical primario

posibilidad de realizar posteriormente un seguimiento de

la enfermedad.

B) Criterios de exclusion:

1.

2.

Pacientes con otra patologia oncoldgica activa en el
momento la inclusibn en el estudio o durante el

seguimiento.

Pacientes con patologia infecciosa o inflamatoria tanto en

el grupo de casos como en el de controles.
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3. Incapacidad para entender y firmar el consentimento

informado.

4.2 Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion
con Medicamentos del Hospital Clinico Universitario de Valencia
(CEIm-HCUV) y todos los pacientes y controles firmaron el

correspondiente consentimiento informado.

4.3 Muestras biolbégicas

El dia que tenia lugar la reseccion transuretral (RTU) de tumor
vesical, previa a la misma, se les pedia a los pacientes que
recogieran una muestra de orina por miccion espontanea. En el
momento de la canalizacion de la via periférica para el acto
anestesico, se les extraia una muestra de suero en un tubo de gelosa
de 8,5 ml.

A los controles que requerian intervencién quirdrgica por patologia
urologica benigna, se les realizaba el procedimiento de obtencion de
muestras bioldgicas como a los casos. A aquellos que no precisaban
Intervencion quirdrgica, se les extraia la muestra necesaria en las
consultas externas en el mismo momento en que se realizaba la
extraccion sanguinea para su seguimento y se recogia la muestra de

orina por miccion espontanea.
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En los casos en que la histologia era de tumor no masculo-invasivo,
la recogida de muestras de orina para seguimiento se realizaba
mediante miccion espontanea el dia de la cistoscopia de control en

consultas externas.
El esquema de seguimiento fue el siguiente:

-Grupo de bajo riesgo: control con cistoscopia a los 3, 9 y 15 meses

de la RTU y posteriormente anual.

-Grupo de riesgo intermedio: control con cistoscopia a los 3, 9y 15
meses de la RTU, cada 6 meses los dos primeros afios y control

anual posterior.

-Grupo de alto riesgo: control con cistoscopia cada 3 meses los dos
primeros anos, cada 6 meses el tercero y el cuarto y posteriormente

anual.

En el caso de que estos pacientes presentaran durante el
seguimiento una recidiva de tumor vesical, se les practicaba otra
RTU, iniciandose un nuevo protocolo de seguimiento en funcion de
las caracteristicas del nuevo tumor. En caso de que el primario fuera
de mayor riesgo que la recidiva, se continuaba con el seguimiento

previo.

Los pacientes diagnosticados de tumor vesical musculo-invasivo ya
tratados eran seguidos en las consultas cada 3 o 6 meses. Las
muestras se tomaban de sangre periférica una semana antes de la

consulta, aprovechando la puncion para su analisis de seguimiento.

A los pacientes diagnosticados de TVMI y tratados con reseccion

transuretral como tratamiento de preservacion vesical, se les
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realizaba recogida de orina por miccién espontanea y extraccion de

muestra de sangre el dia de la consulta de seguimiento.

A los pacientes diagnosticados de tumor vesical musculo-invasivo
metastasico no se les realizaba extraccibn sanguinea de

seguimiento.

4.4 Extraccion de miARNS

4.4.1 Extraccion de micro-ARNSs a partir de orina

Se utilizé el procedimiento descrito por Mengual L. y colaboradores
(60). De cada individuo participante en el estudio se recogio
inmediatamente antes de la cirugia y a los tiempos indicados tras la
cirugia, 10 ml de orina, la cual se mezcl6 con 400 ul de 0.5 M EDTA
pH 8.0 y se centrifugd a 1.000 x g durante 10 minutos a 4°C para
obtener el sedimento urinario. Los sedimentos se almacenaron a —
80°C hasta que se realiz6 la extraccion de los microARNSs utilizando
para ello el TRIZOL Reagent (Life Technologies) siguiendo las

Instrucciones proporcionadas por el fabricante.

4.4.2 Extraccion de miARNSs a partir de suero

Se utilizé el procedimiento descrito por Sanders |. y colaboradores
(61). De cada uno de los individuos participantes en el estudio se
recogieron, inmediatamente antes de la cirugia y a los tiempos
indicados tras la cirugia, 8,5 ml de sangre venosa en tubos con

gelosa. La separacion del suero se realizo por centrifugacion a 800 x
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g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El suero obtenido fue
centrifugado una segunda vez a 10.000 x g durante 15 minutos a
temperatura ambiente para eliminar cualquier célula contaminante,
tras lo cual se almacend a — 80°C hasta la extraccion de los
microARNS la cual se realizé a partir de 700 pl de suero utilizando
TRIZOL LS Reagent (Life Technologies) siguiendo las instrucciones

proporcionadas por el fabricante.

La concentracion y pureza de los microARNs extraidos se realiz6
mediante espectrofotometria (NanoDrop 1000A), midiendo la

absorbancia a 260 nm y 280 nm.

4.5 Amplificacion mediante RT-PCR cuantitativa del ARN

4.5.1 Reaccion de retrotranscripcion

La reaccion de retrotranscripcion (RT) se realiz6 con 10 ng de los
micro-ARN purificados utilizando el “TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit” (Life Technologies, Part Number: 4366596), segun
las instrucciones facilitadas por el fabricante. Las condiciones de la
reaccion RT fueron; una incubacion inicial a 16 °C durante 30
minutos, seguido de una incubacion a 42 °C durante 30 minutos y

una incubacion final a 85 °C durante 5 minutos.

4.5.2 Determinacion de la expresion de micro-ARNSs

Los niveles de los diferentes microARNSs se analizaron mediante PCR

cuantitativa a tiempo real utilizando el sistema ABI Prism 7900 HT
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Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems). Para la amplificacién de
los micro-RNAs se utilizaron los ensayos especificos predisefiados
por Life Technologies (TagMan Small RNA Assays), junto con la 2 x
TagMan Universal PCR Master Mix Il; no UNG (Life Technologies,
Part Number 4324018) y 1.33 ul del cADN generado en la reaccion
RT en un volumen de reaccion final de 20 pl. Las condiciones de PCR
fueron 10 minutos a 95 °C para la activacion de la Taq polimerasa,

seguida de 40 ciclos de dos etapas (15 seg a 95 °C, 1 min a 60 °C).

4.5.3 Andlisis de los resultados

El andlisis de los datos obtenidos se realizo con el software SDS 2.4
y Enterprise (Applied Biosystems). El punto de corte (threshold) y la
linea basal que se utilizaran para obtener los Cts necesarios para los
calculos se determinaran de forma automatica por el propio software.
La determinacion de la expresion relativa de los microARNs en cada
una de las muestras se realizara utilizando el método de comparacion
de las Cts (222 (62).

4.6 Seleccion de microARNs

En orina se determinaron los siguientes mMiARNs segun el
procedimiento descrito anteriormente: miR-187; miR-18a; miR-25;
mMiR-142-3p miR-140-5p; miR-204; miR-92a; miR-125b. Para

normalizar los resultados utilizamos los miR-103 y miR-30c (63).
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En suero se determinaron los siguientes mMiARNs segun el
procedimiento descrito anteriormente: miR-200b; miR-92; miR-33.

Para normalizar los resultados utilizamos los miR-SNORDA43 (64).

4.7 Recogida de datos

Se cre0 una base de datos en la que se registraron los datos
demogréficos de los casos y controles como la fecha de nacimiento,
el género, los antecedentes personales como historia de hipertension
arterial, diabetes, habito tabaquico, profesion, los antecedentes
oncoldgicos previos y la medicacidon concomitante. Se recogieron
datos relacionados con las caracteristicas de los tumores que
presentaban los casos, como la fecha de diagnéstico, la fecha de
intervencion, resultado de la citologia de orina (positiva, dudosa o
negativa), nimero de tumores, tamafio tumoral, aspecto, estadio
anatomopatoldgico, grado histologico (OMS de 1973 y OMS de
2004), si habian llevado tratamiento con instilacion intravesical de
mitomicina C en postoperatorio inmediato, si habian llevado pauta de
mitomicina C en consultas externas o pauta con instalaciones de
Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) atenuado. También fueron
recogidos datos del seguimiento de los pacientes: fechas de los
seguimientos en consultas, presencia o no de recidiva y sus
caracteristicas, progresion o no de enfermedad y tipo de la misma 'y

fecha del éxitus en los casos que se produjo.
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4.8 Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS version 20.

4.8.1 Casos y controles

A) Se realizé un analisis descriptivo de todas las variables para los

dos grupos.

Para la variable cuantitativa edad, que se comportaba de forma
normal, se calculd la media y su desviacion estandar y mediante el
método de la T de student se analiz6 si existian diferencias entre los
dos grupos. El resto de variables cuantitativas a analizar
comprendian la expresion de los diferentes miARNS, los cuales no se
comportaban como variables normales, por lo que para la
comparacion de medias se utilizaron pruebas no paramétricas (test
U de Mann Whitney).

El analisis descriptivo de las variables cualitativas se realizé mediante
tablas de contingencia, comparando los grupos mediante el test Chi
Cuadrado de Pearson o el test exacto de Fisher, en caso de que

alguno de los recuadros tuviera un valor inferior a 5.

B) Con la intenciébn de encontrar diferencias entre los grupos se
transformaron los diferentes microARNs (que eran variables
cuantitativas), en variables dicotdmicas, siendo O los que no
expresaban ese miARN y 1 los que si lo expresaban. Se realizaron

tablas de contingencia para valorar si habia diferencias entre los
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grupos y para ello utilizamos el test Chi Cuadrado de Pearson y el

test exacto de Fisher.

C) De nuevo con la intencion de encontrar diferencias entre los
grupos, realizamos las curvas ROC para los distintos miARNs y
seleccionamos el mejor punto de cada miARN para crear una nueva
variable dicotomica. Se dividieron en 0, desde el valor O hasta el
punto seleccionado en la curva ROC, y 1, los valores superiores al
punto seleccionado en cada curva, convirtiendo cada miARN en otra
variable dicotomica. Realizamos tablas de contingencia para valorar
si habia diferencias entre los grupos con los tests mencionados

anteriormente.

D) Finalmente, seleccionamos uUnicamente aquellos casos Yy
controles en los que habia expresion de mIARN y realizamos

estudios comparativos mediante el test de la U de Mann-Whitney.

4.8.2 Tumores vesicales no musculo-invasivos y musculo-

Invasivos

Se seleccionaron solo los casos y se dividieron en dos grupos segun
estadio local en tumores musculo-invasivos y tumores no muasculo-
invasivos. Con ello se buscaba encontrar diferencias en la firma de
los mIARN:S.

A) Se realizé un andlisis descriptivo entre los distintos grupos para
las variables cuantitativas y las cualitativas. Para ver si habia
diferencias entre los grupos con las distintas variables, se realizaron

las pruebas estadisticas mencionadas anteriormente, comparacion
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de medias con t de Student y como prueba no paramétrica el test U
de Mann Whitney y tablas de contingencia, utilizando el Test Chi

Cuadrado de Pearson y el Test exacto de Fisher.

B) Estudiamos como variables dicotomicas los diferentes miARNs y

realizamos tablas de contingencia para compararlas.

C) Utilizamos las variables de miARNSs creadas con las curvas ROC
y realizamos nuevas tablas de contingencia para ver si obteniamos

diferencias entre los pacientes.

D) Seleccionamos solo los casos que tuvieran expresion de cada
MIARN por encima de 0 y realizamos el andlisis diferencial con

pruebas no paramétricas para ver si obteniamos diferencias.

4.8.3 Tumores vesicales no musculo-invasivos: grupos de

riesgo

Se seleccionaron los pacientes con tumores vesicales no musculo-
invasivos y se agruparon segun el grupo de riesgo al que

pertenecian(4) quedando de la siguiente forma:
-Bajo riesgo: estadio Ta, tumor Unico, tamafio <3cm y bajo grado.
-Alto riesgo: estadio T1 o CIS o alto grado (G3).

-Riesgo intermedio: tumores con diferentes caracteristicas a las

especificadas en los dos grupos anteriores.

A) Se realiz6 un analisis descriptivo entre los tres grupos y se realizo

un analisis univariante mediante la prueba de Kruskall Wallis como
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prueba no paramétrica para las variables cuantitativas y una tabla de
contingencia para las cualitativas utilizando el Chi Cuadrado de
Pearson o el test Exacto de Fisher en caso de que hubiera algun valor

inferior a 5.

B) Realizamos el mismo analisis que se ha explicado anteriormente

con las variables dicotdmicas de los diferentes microARNS.

C) También con las variables dicotdmicas creadas con las curvas
ROC.

D) Se seleccionaron los casos de tumor vesical no musculo-invasivo
gue presentaran expresion de miARNs por encima de 0 y se realizé
el analisis estadistico con la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis

para encontrar diferencias entre los grupos.

4.8.4 Tumores vesicales musculo-invasivos

Se seleccionaron los casos con tumor vesical musculo-invasivo y se
compard la expresion de los distintos microARNs en base a la
mortalidad cancer especifica. Esto se analizd con el test U de Mann

Whitney, para muestras independientes no paramétricas.
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5.1 Casos y controles

A) Se recogieron muestras de 98 individuos, 69 casos y 29 controles.
Dos de los casos fueron excluidos del estudio: uno de ellos fue
diagnosticado de un tumor de via urinaria superior tras la cirugia y el
otro fue diagnosticado de una neoplasia de colon a los dos meses del
diagndstico de tumor vesical. De modo que finalmente se estudiaron

los resultados de 67 casos y 29 controles.

La media de edad del grupo control fue de 68,27 afios desviacion
tipica (DT) 12,31 y la de los casos de 69,29 afos (DT 12,8), sin
evidenciarse diferencias estadisticamente significativas (p 0,718)
entre los grupos al comparar medias con el analisis T Student. En la
tabla 6 se observan los resultados de las variables descriptivas
estudiadas como género y comorbilidades (diabetes, hipertension
arterial, dislipemia, habito tabaquico, habito endlico y profesion de

riesgo), comprobandose la homogeneidad de ambos grupos.

Tabla 6. Comparacion de variables demograficas cualitativas entre el grupo de

casos y co ntroles.

Control N (%) Caso N (%) p
Genero Hombre 19 (27,9) 49 (72,1) 0,452
Mujer 10 (35,7) 18 (64,3)
Diabetes No 17 (24,6) 52 (75,4) 0,057
Si 12(44,4) 15 (55,6)
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Hipertension arterial | No 16 (34) 31 (66) 0,4231
Si 13 (26,5) 36 (73,5)

Dislipemia No 13 (24,5) 40 (75,5) 0,178
Si 16 (37,2) 27 (62,8)

Tabaquismo No 9(33,3) 18 (66,7) 0,405
Si 8 (22,2) 28 (77,8)
Exfumador 12 (36,4) 21 (63,6)

Ingesta alcohol No 28 (32,2) 59 (67,8) 0,19*
Si 1(11,1) 8 (88,9)

Profesion riesgo No 28 (29,5) 67 (70,5) 0,3022
Si 1 (100) 0 (0)

1: Chi cuadrado. 2: Test exacto de Fischer

En la tabla 7 se muestran los resultados de la comparacién de los
distintos miARNs analizados entre ambos grupos (suero miR-200b
103, miR-200b 191, miR-33 103, miR-33 191, miR-92 103, miR-92
191; orina miR-187, 142 y 140).

Tabla 7. Comparacién de los distintos miARNSs entre grupo de casos y

controles.
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29

52,97

Caso

67

46,57

Resultados

0,267

_Control

29

54,62

Caso

67

45,85

0,128

- Control

29

47,67

Caso

67

48,86

0,874

' Control

29

49,72

Caso

67

47,97

0,776

Control

29

45,59

Caso

67

49,76

0,499

Control

29

44,72

Caso

67

50,13

0,382

Control

29

44,14

. Caso

67

50,39

0,238
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N Rango Sig.asintot.*
promedio | (bilateral)
Primario orina miR-142 Control 29 42,31 0,094
Caso 67 51,18
Primario orina miR-140 Control 29 46,28 0,531
Caso 67 49,46

*U de Mann Whitney.

El tnico miARN que presentaba diferencias entre ambos grupos con
tendencia a la significacion era el miR-142 extraido en orina con una
p de 0,094. No se encontraron diferencias entre el grupo de casos y

el grupo control con el resto de miARNS.

B) Transformamos los diferentes miARNs en variables dicotémicas,
siendo 0 los que no expresaban ese MiIARNs y 1 los que si lo
expresaban. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las tablas de contingencia entre los dos grupos (tabla

8).

Tabla 8. Tabla de contingencia con los diferentes miARNs como variables

dicotémicas.

Casos N (%)

Controles N (%)

Primario suero miR-200b (103)

0 13(26,5)

36 (73,5)

0,423
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16 (34) 31 (66)

Primario suero miR-200b (191) 13 (26,5) 36 (73,5) 0,423
16 (34) 31 (66)

Primario suero miR-33 (103) 5 (25) 15 (75) 0,569
24 (31,6) 52 (68,4)

Primario suero miR-33 (191) 5 (25) 15 (75) 0,569
24 (31,6) 52 (68,4)

Primario suero miR-92 (103) 4 (28,5) 10 (71,4) 0,579*
25 (30,5) 57 (69,5)

Primario suero miR-92 (191) 4 (40) 6 (60) 0,476*
25(29,1) 61 (70,9)

Primario orina miR-187 22 (35,5) 40 (64,5) 0,128
7 (20,6) 27 (79,4)

Primario orina miR-142 22 (35,5) 40 (64,5) 0,128
7 (20,6) 27 (79,4)

Primario orina miR-140 22 (33,3) 44 (67,7) 0,323
7(23,3) 23 (76,7)

*Test exacto de Fisher

C) En cuanto a las variables dicotomicas en funciéon de las curvas

ROC, al realizar las tablas de contingencia (tabla 9) se evidencié una

tendencia a la significaciéon en la prueba de Chi Cuadrado para el
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microARN en suero 200b (103) con p=0,077 y para el 200b (191) con
p=0,056. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas para el resto de microARNSs.

Tabla 9. Tabla de contingencia con los diferentes miARNs como variable
dicotdmica en funcién de su mejor punto en la curva COR entre los grupos de

casos y controles.

Control N (%) | Caso N (%) | p*

Primario suero miR-200b (103) 0:13(23,2) 43 (76,8) 0,077
116 (40) 24 (60)

Primario suero miR-200b (191) 0:13(22,8) 44 (77,2) 0,056
116 (55,2) 23 (69,8)

Primario suero miR-33 (103) 0:13(27,7) 34 (72,3) 0,594
1:16(32,7) 33 (67,3)

Primario suero miR-33 (191) 0:10(22,2) 35 (77,8) 0,109
1 19 (37,3) 32 (62,7)

Primario suero miR-92 (103) 0:17 (31,5 37 (62,7) 0,758
1 12 (28,6) 30 (71,4)

Primario orina miR-142 0:23(31,9) 49 (68,1) 0,521
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Control N (%) | Caso N (%) | p*
1 6(25) 18 (75)
Primario orina miR-140 0:23(31,1) 51 (68,9) 0,733
1 6(27,3) 16 (72,7)

*Chi cuadrado de Pearson

D) El dltimo analisis que realizamos para ver si habia diferencias en

MIARNS entre casos y controles, fue seleccionar solo los que tenian

una expresion de cada miR >0. Para el miR en suero 200b (191)

guedaban 16 controles y 31 casos y al hacer un analisis con pruebas

no parameétricas (U de Mann Whitney) si que se evidenciaban

diferencias estadisticamente significativas con p=0,041 (tabla 10).

Este mIARN se encuentra infraexpresado en el grupo de casos con

respecto al grupo control.

Tabla 10. Comparacion casos y controles con los microARN con expresion.

N Rango Sig. asintot.*
promedio (bilateral)
Primario suero miR-200b (191) Control 16 29,69 0,041
Caso 31 21,06

*U Mann Whitney.
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5.2 Tumores no musculo-invasivos (TVNMI) y tumores

musculo-invasivos (TVMI)

A) Al seleccionar los casos nos quedamos con 67 individuos. En el
grupo de TVNMI teniamos 45 pacientes con una media de edad de
67,84 aios (DT 13,37) y en el grupo de TVMI teniamos 22 casos con
una media de edad de 72,27 anos (DT 11,22), sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos al
realizar la comparaciéon de medias (p 0,432). En cuanto al resto de
variables estudiadas como el genero y las comorbilidades, los
resultados se encuentran en latabla 11, no observandose diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. La variable profesion
de riesgo no se estudié porque ninguno de los casos tenia profesion
de riesgo. Si que se encontraron diferencias entre los grupos en
cuanto a la mortalidad cancer especifica, siendo esta mas elevada
en el grupo de pacientes con TVMI, lo que es caracteristico de estos
tumores, ya gque son mas agresivos y presentan una mortalidad

asociada mas elevada.

Tabla 11. Comparacién de variables cualitativas entre los grupos de TVMI y

TVNMIL.
TVNMI N(%) TVMI N(%) p
Genero Hombre 33(67,3) 16 (32,7) 0,958

Mujer 12 (66,7) 6 (33,3)
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TVNMIN@@) | TVMI N(%) p
Diabetes No 37 (71,2) 15 (28,8) 0,195
Si 8 (53,3) 7 (46,7)
Hipertension arterial | No 22 (71) 9 (29) 0,538
Si 23 (69,9) 13 (36,1)
Dislipemia No 30 (75) 10 (25) 0,096
Si 15 (55,6) 12 (44,4)
Tabaco No 12 (66,7) 6 (33,3) 0,419
Si 21 (75) 7(25)
Ex 12 (57,1) 9 (49,9)
fumador
Alcohol No 38 (64,4) 21 (35,6)
0,186*
Si 7 (87,5) 1 (12,5)
Exitus No 34 (81) 8 (19) 0,002
Si 11 (44) 14 (56)

Chi cuadrado de Pearson y *Test exacto de Fisher.
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Al igual que en el apartado anterior realizamos un analisis con

pruebas no paramétricas para ver si habia diferencias entre la

expresion de los diferentes miARNSs y los distintos tipos tumorales.

Como se observa en

la tabla 12, se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas en la cuantificacion en orina de miR-

187 (p 0,020) y el miR-142 (p 0,002) y con tendencia a la significacion

el miR-140 (p 0,098). Los tres miARNs se encontraban mas

expresados en la orina de los pacientes con TVNMI.

Tabla 12. Comparacion de los distintos miARNSs entre los grupos de casos.

Rango Sig.asint.
promedio (bilateral)*
Primario suero miR-200b (103) TVNMI 45 33,21 0,606
TVMI 22 35,62
Primario suero miR-200b (191) TVNMI 45 33,86 0,925
TVMI 22 34,30
Primario suero miR-33 (103) TVNMI 45 33,78 0,893
TVMI 22 34,45
Primario suero miR-33 (191) TVNMI 45 33,94 0,973
TVMI 22 34,11
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Rango

promedio

Sig.asint.

(bilateral)*

Primario suero miR-92 (103) TVNMI 45 33,81 0,909
TVMI 22 34,39

Primario suero miR-92 (191) TVNMI 45 33,22 0,640
TVMI 22 35,59

Primario orina miR-187 TVNMI 45 37,42 0,02
TVMI 22 27,00

Primario orina miR-142 TVNMI 45 38,54 0,002
TVMI 22 24,70

Primario orina miR-140 TVNMI 45 36,33 0,098
TVMI 22 29,23

*U de Mann Whitney.

B) Transformamos los diferentes miARNs en variables dicotémicas, el

valor 0 para las que no expresaban y el valor 1 para el resto. Realizamos

una tabla de contingencia para valorar diferencias y de nuevo se

observaba una sobreexpresion de miR-187 en los tumores superficiales

con unap 0,016 (Tabla 13). Lo mismo ocurria con el miR-142 en orina con

p 0,003 y habia una tendencia con el miR-140 en orina con una p de 0,061

(Tabla 13).
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Tabla 13. Comparacién de frecuencias en cuanto a expresién 0 no expresion

de los miARNs 187, 142 y 140 en orina.

Tabla de contingencia

Estadio

TVNMI N (%) | TVMIN (%) | Total N (%) | Sig. exacta
(bilateral)*

Primario orina miR-187 0 No expresa | 22 (55) 18 (45) 40 (100) 0,016
1 Expresa 23 (85,2) 4 (13,8) 27(100)

Primario orina miR-142 0 No expresa | 21 (52,5) 19 (47,5) 40 (100) 0,003
1 Expresa 24 (88,9) 3(11,1) 27 (100)

Primario orina miR-140 0 No expresa | 26 (59,1) 18 (40,9) 40 (100) 0,061
1 Expresa 19 (82,6) 4 (17,5) 27 (100)

*Test exacto de Fisher

C) Elegimos los miARNs como variables dicotomicas en funcion de

las curvas ROC pero no obtuvimos diferencias estadisticamente

significativas al realizar el analisis con tablas de contingencia.

D) Seleccionamos los casos cuyos miARNs fueran mayores de 0.

Pero no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de tumores superficiales y tumores infiltrantes.
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5.3 Grupos de riesgo en tumores vesicales no musculo-

invasivos

A) El total de pacientes con tumores vesicales no musculo-invasivos
era de 45. De ellos 16 pacientes eran de bajo riesgo con una media
de edad de 64,73 anos (DT 17,29); el grupo de riesgo intermedio lo
conformaban 8 pacientes con una edad media de 65,54 afios (DT
10,15) y en el grupo de alto riesgo habia 21 paciente con una media
de edad de 71,09 afios (DT 10,61). No habia diferencias entre los

grupos en ninguna de las comorbilidades anteriormente citadas.

Al realizar un analisis con pruebas no paramétricas (tabla 14) para
valorar si habia diferencias entre los distintos grupos de riesgo y la
expresion de los diferentes miARNS, no se obtuvo ninguna diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla 14. Comparacion de los diferentes miARNs entre los tres grupos de

riesgo.
Grupos deriesgo | N Rango promedio | P*
Primario suero miR-200b (103) Bajo riesgo 16 23,06 0,926
Riesgo intermedio 8 24,38
Alto riesgo 21 22,43
Primario suero miR-200b (191) Bajo riesgo 16 23,38 0,922
Riesgo intermedio 8 24,13
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Grupos de riesgo Rango promedio | P*
Alto riesgo 21 22,29

Primario suero miR-33 (103) Bajo riesgo 16 23,75 0,604
Riesgo intermedio 8 26,38
Alto riesgo 21 21,14

Primario suero miR-33 (191) Bajo riesgo 16 24,06 0,591
Riesgo intermedio 8 26,13
Alto riesgo 21 21,00

Primario suero miR-92 (103) Bajo riesgo 16 25,69 0,521
Riesgo intermedio 8 19,50
Alto riesgo 21 22,29

Primario suero miR-92 (191) Bajo riesgo 16 25,22 0,390
Riesgo intermedio 8 17,50
Alto riesgo 21 23,40

Primario orina miR-187 Bajo riesgo 16 23,53 0,491
Riesgo intermedio 8 27,06

-68-




Resultados

Grupos deriesgo | N Rango promedio | P*
Alto riesgo 21 21,05

Primario orina miR-142 Bajo riesgo 16 21,38 0,344
Riesgo intermedio 8 19,00
Alto riesgo 21 25,76

Primario orina miR-140 Bajo riesgo 16 18,30 0,129
Riesgo intermedio 8 27,06
Alto riesgo 21 25,02

*Kruskal Wallis

B) Utilizamos una vez mas las variables dicotomicas de miARNs vy

realizamos unas tablas de contingencia para ver si se encontraban

diferencias entre los distintos grupos de riesgo (tabla 15). No se

obtuvieron diferencias con el Test Exacto de Fisher.

Tabla 15. Comparacion entre grupos de riesgo y miARNs como variables

dicotémicas.

Grupos de riesgo

Bajo N (%)

Intermedio N (%)

Alto N (%) | p*

Primario suero miR-200b

9 (36)

4 (16)

12 (48) 0,940
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1 7(35) 4 (20) 9 (45)

Primario suero miR-33 0:2(22,2) 3(33,3) 4 (44,4) 0,378
1 14(38,9) 5 (13,3) 17 (47,2)

Primario suero miR-92 0 2(28,6) 2 (28,6) 3(42,9) 0,733
1 14(36,8) 6 (15,8) 18 (47,4)

Primario orina miR-187 0 7(31,8) 3(13,6) 12 (54,5) ' 0,559
1 9(39,1) 5 (21,7) 9 (39,1)

Primario orina miR-142 0 8(38,1) 4 (19) 9 (42,9) 0,891
1 8(33,3) 4 (16,7) 12 (50)

Primario orina miR-140 012 (46,2) 3(11,5) 11 (42,3) 0,162
1 4(211) 5 (26,3) 10 (52,6)

*Test exacto de Fisher.

C) Realizamos una tabla de contingencia para ver si habia

diferencias entre variables dicotdmicas creadas con las curvas ROC

y los diferentes grupos de riesgo. Utilizamos el test exacto de Fisher

y no obtuvimos diferencias estadisticamente significativas (tabla 16).

Tabla 16. Comparacion entre grupos de riesgo y miARNs en funciones de sus

curvas ROC.

Grupos de riesgo

Bajo N (%)

Intermedio N (%)

Alto N (%)

Primario suero miR-200b

0 10 (34,5)

5(17,2)

14 (48,3)

0,790
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1 6(37,5) 3(18,8) 7 (43,8)

Primario suero miR-33 0:8(32) 3(12) 14 (56) 0,312
1 8 (40) 5 (25) 7 (35)

Primario suero miR-92 0 5(1,7) 521,7) 13 (56,5) : 0,136
1 11 (50) 3 (13,6) 8 (36,4)

Primario orina miR-187 0:9(33,3 3(11,1) 15 (55,6) @ 0,231
1 7(38,9) 5 (27,8) 6 (33,3)

Primario orina miR-142 0:11(37,9) 7(24,1) 11 (37,9) 0,165
1 5(31,2) 1(6,2) 10 (62,5)

Primario orina miR-140 0: 14 (43,8) 6 (18,8) 12 (37,5) 0,113
1 2(15,4) 2 (15,4) 9 (69,2)

*Test exacto de Fisher

D) Al seleccionar solo los casos de tumor vesical no musculo-invasivo
gue presentaran niveles de cada miARN por encima de 0, obtuvimos
gue si que existian diferencias estadisticamente significativas para
los grupos de riesgo y el miR en suero 33 (103) con la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis con una p 0,026.

También se obtuvieron diferencias con el miR-33 (191) con p 0,031
y el miR-142 en orina con p 0,038 (tabla 17).

Tabla 17. Comparacion de los diferentes miARNs con expresion y los

diferentes grupos de riesgo.
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Grupo riesgo N Rango promedio | Kruskal-Wallis | p
Primario suero miR-33 (103) Bajo riesgo 14 17,43 7,318 0,026
Riesgo intermedio 5 30,20
Alto riesgo 17 15,94
Primario suero miR-33 (191) Bajo riesgo 14 17,79 6,964 0,031
Riesgo intermedio 5 29,80
Alto riesgo 17 15,76
Primario orina miR-142 Bajo riesgo 8 10,76 6,537 0,038
Riesgo intermedio 4 6
Alto riesgo 12 15,83

E) No se pudo estudiar el efecto de los diferentes miARNSs en recidiva

y progresion en funcidn de los grupos de riesgo, ya que el nimero de

pacientes que recidivo y progreso era muy bajo y esto hacia que la N

de cada grupo fuera aun mas pequefia y no valorable para su estudio

comparativo.
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5.4 Tumores vesicales musculo-invasivos

De los 16 pacientes con tumor vesical infiltrante que habian fallecido,
2 éxitus no tenian relacion con el tumor y 14 si la tenian. Al realizar
la comparacion con los distintos miARNs y la variable muerte
relacionada con la enfermedad (tabla 18), no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas, aunque hay que tener en

cuenta que los grupos que se comparan son muy pequefios.

Tabla 18. Comparacién de los diferentes miARNs y la mortalidad cancer

especifica.

Muerte relacionada N Rango promedio p*

Primario suero miR-200b (103) No 2 9,00 0,523
Si 12 7,25

Primario suero miR-200b (191) No 2 9,00 0,523
Si 12 7,25

Primario suero miR-33 (103) No 2 12,00 0,097
Si 12 6,75

Primario suero miR-33 (191) No 2 10,5 0,267
Si 12 7,00

Primario suero miR-92 (103) No 2 10,5 0,271
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Si 12 7,00

Primario suero miR-92 (191) No 2 7,25 0,927
Si 12 7,54

Primario orina miR-187 No 2 6,50 0,549
Si 12 7,67

Primario orina miR-142 No 2 7,00 0,683
Si 12 7,58

Primario orina miR-140 No 2 6,50 0,549
Si 12 7,67

*Kruskal Wallis
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Los miARNs ofrecen la esperanza de comprender mejor los
mecanismos moleculares que se producen en la génesis y progresion
de los tumores vesicales y tienen el potencial de ser utilizados como
biomarcadores en los fluidos corporales. El analisis de microARNS,
aumenta su aceptacion como marcadores de diagnostico, pronoéstico
y prediccion ya que es posible su recoleccion para estudio durante el

muestreo de orina y sangre rutinarios.

El objetivo principal de nuestro estudio era valorar si los diferentes
MIARNs analizados en sangre y orina nos permitian detectar
diferencias entre el grupo de casos y el grupo control, es decir, si
habia diferencias entre ambos grupos, de modo que los miARNSs nos

sirvieran como prueba diagnostica de deteccion de tumor vesical.

6.1 microARNS en suero

Los grupos de casos y controles en nuestro estudio eran
homogéneos en cuanto a edad y caracteristicas demograficas, por lo

tanto, eran comparables.

No se encontraron diferencias de expresion de los diferentes miARNSs
entre los dos grupos, solo se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas con el miR-200b (103) que se encontraba
infraexpresado en el grupo de casos, si realizabamos una seleccion
y analizdbamos solo los individuos en los que hubiera una expresion

de miARNs mayor a 0.
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En cuanto al miR-200b detectado en plasma, se ha objetivado su
iImportancia en una gran cantidad de articulos cientificos, aunque

existe variabilidad en cuanto a su utilidad de unos trabajos a otros.

En el articulo publicado por Adam et al (64), que fue uno de los que
nos ayudo a seleccionar los microARNs en suero de nuestro estudio,
se observo que varios miARNs como miR-541, miR-200b, miR-566,
miR-487 y miR-148b se encontraban sobreexpresados en el plasma
de pacientes con tumor vesical y otros como el miR-25, miR-92a,
miR-92b, miIR302 y miR-33b se encontraban sobreexpresados en el

grupo control.

En nuestro estudio por el contrario el miR-200b aparece
infraexpresado en el grupo de casos. También se observé en el
trabajo anteriormente citado que el miR-200b se encontraba
sobreexpresado en el grupo de pacientes con TVMI y los miR-92 y
33 tenian una correlacion inversa con los casos de estadios
avanzados, datos que no han sido representados en los resultados
de nuestro estudio, ya que no se han encontrado diferencias con los

miR-92 y 33 en suero entre los controles y los casos.

En una revision sistematica y metaanalisis publicada por Xie et al en
el afio 2017(65) se estudio el valor del miR-200 en suero, que junto
con otros miIARNs (miR-21, miR-143, miR-155, miR-214 y miR-222)
habian sido analizados en mas de un articulo cientifico y concluia
gue su sobreexpresion no se asociaba a una peor supervivencia libre
de recurrencia. Sin embargo, en el estudio de Pignot et al.(66) se
informé que un nivel elevado de miR-200 se asociaba a una

supervivencia global méas corta. Pero hay que tener en cuenta que el
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estudio fue pequefio (n = 72), tenia un poder limitado, podia conducir
a un resultado prematuro y el analisis no se ajustd para otras
variables asociadas (covariables) que también podrian afectar el
resultado de supervivencia. Por lo tanto, se necesitan mas estudios
prospectivos multicéntricos con seguimiento a gran escala y a largo
plazo para obtener una conclusion mas persuasiva. En nuestro
trabajo el miR-200 no tenia asociaciéon con la mortalidad cancer

especifica.

También se ha visto en el trabajo de Shindo y su grupo (67) que la
regulacion a la baja de miR-200b esta asociada con la resistencia a
cisplatino en cancer de vejiga. De modo que el silenciamiento
epigenético de miR-200b puede ser un marcador de resistencia a

este quimioterapico.

En cuanto a miR-92 analizado en el trabajo publicado en 2016 por
Motawi et al. (68) se mostro una expresion desregulada en plasma
de miR-92a, miR-100 y miR-143 en pacientes con tumor vesical, en
comparacion con controles sanos, lo que sugeria un papel importante
de estos miIARNs supresores de tumores en la carcinogénesis de
vejiga. Aunqgue el tumor vesical representa una entidad heterogénea
con un potencial maligno significativo, uno de los principales
hallazgos de ese estudio fue que miR-92a y miR-100 alterados se
regulaban negativamente de la misma manera en las dos formas de
tumor de vejiga, independientemente de la etapa patoldgica, lo que
sugiere que estas desregulaciones podrian ser eventos
relativamente tempranos de la carcinogénesis vesical. Estos
resultados corroboraban los reportados por Catto et al (69) que

encontraron que la expresion alterada de miARNs era un suceso
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temprano en la oncogénesis vesical, antes del inicio de la invasion

muscular.

En otro estudio realizado por Pignot et al. (70) en células tumorales
de vejiga, el miR-92a estaba infraexpresado en tejido de TVNMI, pero
normalmente se expresaba o sobreexpresaba en tejido de TVMI. Se
obtuvo que el miR-92 se correlacionaba inversamente con la etapa
clinica avanzada (como ya se ha mencionado previamente), y se ha
predicho que miR-92a afecta a los genes que estan involucrados en
la regulacion del citoesqueleto de actina y la via de sefalizacion de
las proteinas quinasas activadas por mitdogeno (71). Ambos procesos

son bien conocidos por estar asociados con el cancer.

En nuestro trabajo no se obtuvieron hallazgos estadisticamente

significativos que implicaran al miR-92 detectado en suero.

El miR-33 estudiado en el articulo anteriormente citado de Adam (64),
se ha asociado recientemente con macrofagos, que son
componentes clave del estroma tumoral que se sabe que promueven
la progresion y destruccion del tumor segun su fenotipo(72)(73)(74).
Es posible que ciertas respuestas inmunoldgicas adaptativas o
innatas pueden ser las fuentes plasmaticas de algunos miARNS,
como miR-92b y miR-33b, y liberarlos a la circulacion sistémica como
parte de un mecanismo homeostatico. En este escenario, los eventos
iniciadores, como el inicio de la malignidad, pueden activar
respuestas inmunes, incluidos subconjuntos de células T asociadas
con la regulacién negativa de miR-92b y miR-33b. Esta "teoria de la
iInmunovigilancia”, propuesta por primera vez por Paul Ehrlich a

principios del siglo XX y desarrollada posteriormente en la década de
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1970, actualmente incluye el concepto de inmunoedicion del tumor,
gue se cree que continda durante el desarrollo de este. Se cree que
tanto la inmunidad innata como la adaptativa estan involucradas en
la biologia del tumor, y ambas pueden promover la progresion y

mediar en la destruccion del mismo.

En nuestro trabajo la unica diferencia que se obtuvo con el miR-33
en suero fue al evaluar los grupos de riesgo de pacientes con TVNMI,
donde se veia que los pacientes del grupo de riesgo intermedio
presentaban una sobreexpresion en suero de este miARN, pero no
hemos encontrado en la literatura una posible explicacion a este
resultado y no podemos corroborar que tenga relevancia clinica. Si
estuviera sobreexpresado en pacientes de alto riesgo nos podria
ayudar a planificar un tratamiento postoperatorio mas rapido, pero el
hecho de que se encuentren diferencias en los pacientes de riesgo

intermedio no nos aportaria mayor beneficio clinico.

Los miARNs analizados en el estudio de Adam y en otros estudios,
eran extraidos de plasma y los estudiados en nuestro trabajo eran
extraidos de suero, lo que sugiere que puede haber diferencias en
los resultados, ya que en muestras de suero y plasma, las diferentes
variables en los sistemas de extraccion de sangre (coagulacion
nativa versus coagulacion mejorada con diferentes aditivos para
suero), el tiempo de demora entre la recoleccion y la centrifugacion
bajo diferentes condiciones de velocidad y temperaturas, pueden
conducir a resultados diferentes. Por lo tanto, para comparar los
datos de diferentes estudios, se requiere una documentacion exacta

de estas variables preanaliticas(75)(76)(77).
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6.2 microARNS en orina

Para el tumor vesical, la orina, es el fluido corporal mas apropiado
para el analisis debido a su recoleccién simple. Estd en contacto
permanente con el organo afectado y por lo tanto puede reflejar el
estado de la enfermedad a medida que los tumores secretan
marcadores a la misma(78). Los exosomas pueden atravesar la
membrana basal y transportar los miARNs a la orina. Es posible
investigar las muestras de orina nativas no centrifugadas y sus
fracciones, como el sobrenadante y el sedimento después de la
centrifugacion (79). La orina se puede analizar en tres "fracciones™:
como orina nativa no centrifugada, como sedimento de orina y
sobrenadante después de la centrifugacion, y como una preparacion
de exosoma del sobrenadante. Los miRs son detectables en todas
las fracciones y pueden obtenerse de varias fuentes. La orina
completa puede contener varios tipos de células, como linfocitos,
leucocitos, glébulos rojos, células uroteliales normales, células
tumorales o células tubulares renales. Los resultados obtenidos de
los sedimentos de orina también estan fuertemente influenciados por
esta composicion celular urinaria. El tiempo de contacto directo con
la vejiga urinaria, los habitos de bebida de los pacientes, la funcién
renal y la diuresis determinan la composicion de la orina. Estos
problemas aun no se han investigado sistematicamente para el

analisis de miRs urinarios en pacientes con tumor vesical.

En nuestro estudio se extrajeron los microARNs del sedimento
urinario tras centrifugacion de 10 mL de orina con 400 ul de 0.5 mL
EDTA pH 8.0.
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No obtuvimos diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de casos y el de controles con los diferentes miARNs. De modo
gue los diferentes miRs en orina de nuestro estudio no nos ayudan a

distinguir entre casos y controles.

Muchos estudios han investigado el rendimiento diagndstico de los
MIARNSs en orina de pacientes con tumor vesical. Hanke et al (59)
fueron los primeros en publicar diferencias en la expresion en orina
de miR-126 y miR-182 en pacientes con tumor vesical. El grupo de
Mengual et al realizé un perfil general de expresion de miARNs
utiizando una matriz de miARNSs. Perfilaron 754 miRs diferentes
utilizando las matrices TagMan (63). Seleccionaron 22 miARNs del
set de validacion y posteriormente identificaron unos 6 miARNs como
firma diagnostica con sensibilidad en la deteccion de tumor vesical
del 84,8% vy especificidad del 86,5% (area bajo la curva del 92%).
Estos 6 mIARNs que seleccionaron fueron el miR-25, miR-18a, miR-
187, miR-204, miR-142-3p y miR-140-5p. En este trabajo se obtuvo
gue los tres primeros se encontraban sobreexpresados en pacientes
con tumor vesical y los tres ultimos se encontraban infraexpresados.
También se encontraron diferencias en la expresion de miARNs en
pacientes con TVNMI de alto y bajo grado pero no entre TVMI y
TVNMI. En otro trabajo publicado por el mismo grupo espafiiol(80),
decidieron analizar si los 6 mIARNs podian utilizarse como
biomarcadores con valor predictivo en el pronéstico de los TVNMI.
Se analizaron 210 orinas de pacientes con TVNMI y finalmente el
miR-187-3p y el miR-25-3p no se analizaron porgue en mas de un
30% de las muestras no se expresaban. El miR-142 no tuvo

significacion estadistica en el analisis multivariante y los miARNs que
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se obtuvieron como factores pronosticos independientes de
progresion tumoral fueron el miR-140-5p y el miR-92-3p. Este grupo,
posteriormente disefid un trabajo de validacion de estos y otros
MIARNs en un set de diagnodstico (81) y realiz6 un estudio
prospectivo, independiente y multicéntrico para valorar la utilidad
diagnostica del set (82) demostrando una precision diagndstica igual
o superior al gold estandar actual (cistoscopia combinada con
citologia). Ademas, demostré una mayor sensibilidad que la citologia,
manteniendo su especificidad. En consecuencia, esta firma de
MIARNs cumple con los requisitos para su consideracion como
prueba molecular aplicable a la practica clinica en el manejo del

tumor vesical.

El miR-187-5p esta sobreregulado en tejido de tumor vesical y lineas
celulares de cancer de vejiga segun el trabajo de Li y colaboradores
(83). Los pacientes con menor expresion de miR-187-5p tenian
menor riesgo de recidiva. La regulacién positiva de miR-187-5p
promueve la proliferacion y movilidad celular e inhibe la apoptosis de
las células 5637 y UM-UC-3, mientras que la regulacion negativa de
miR-187-5p revierte estos efectos. Demostraron que el oncogén miR-
187-5p esta asociado con la proliferacion celular, la migracion, la
invasion, la apoptosis y un mayor riesgo de recurrencia en el cancer

de vejiga.

El miR-142-3p disminuye la proliferacion, migracion e invasion de las

células de tumor vesical por medio de la via Rac1(84).

Segun los resultados de los estudios del grupo de Yamada (85) el

miR-140-5p actua como un miR antitumoral en tumor vesical. Se ha
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visto que la expresion de PLOD1 (procolageno-lisina, 2-oxoglutarato
5-dioxigenasa 1) esta directamente regulado por el miR-140-5p y en
las células de tumor vesical se ha observado una expresion aberrante
de PLODL1 y se vio en el andlisis multivariante que su expresion era

un factor pronostico independiente en tumor vesical.

En nuestro trabajo uno de los objetivos secundarios era valorar si los
MIARNs analizados se asociaban con el riesgo de recidiva y
progresion, pero el numero de pacientes que recidivaron fue muy
bajo, s6lo quince, y el nimero de estos pacientes que progresaron
fue aun menor, soélo cinco. Para analizar la recidiva y la progresion
debiamos agruparlos por grupos de riesgo quedando muy pocos
casos en cada grupo para su analisis. Por esto no se pudo realizar

este analisis.

En nuestro estudio no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de miR-187, el miR-142 y el miR-140
en orina para distinguir entre casos y controles, pero si entre el grupo
de pacientes con TVNMI y TVMI, habiendo una sobreexpresion de
estos miARNs en la orina de los pacientes con TVNMI. Podemos
decir que hemos encontrado diferencias entre ambos grupos, pero
con el nimero de pacientes que presentamos en cada grupo, no
podemos concluir que tengamos una firma miARNS que nos permita
distinguir entre ambos grupos. Si estos resultados se confirmaran,
aportarian una informacion clinica relevante, ya que no es sélo
importante diagnosticar un tumor vesical, diagnosticar un TVMI a la
menor brevedad, nos permitiria agilizar el proceso diagnéstico y
terapéutico de estos pacientes que como hemos mencionado

anteriomente tienen peor prondstico.
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Esto mismo se estudié en el trabajo de Jiang y colaboradores (86).
Se buscaban biomarcadores no invasivos, en este caso en suero,
para predecir el riesgo de TVMI y poder acelerar la terapia adecuada
y reducir la morbilidad y el costo. Se llevo a cabo un andlisis de
MIARNSs de todo el genoma mediante secuenciacion masiva seguido
de dos fases de transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real PCR
(RT-gPCR), se realizaron ensayos en suero de 207 pacientes con
TVMI, 285 pacientes con TVNMI y 193 controles. Desarrollaron un
panel de cuatro miARNs (miR-422a-3p, miR-486-3p, miR-103a-3p y
miR-27a-3p) para la prediccion de TVMI con un area bajo la curva del
89,4%, siendo esta significativamente mayor que los de grado y
citologia urinaria (ambos p <0,05). Ademas, se demostré que los
pacientes con TVMI con niveles bajos de miR-486-3p y miR-103a-3p
tenian una peor supervivencia global y estos miARNs se asociaban

independientemente con esta.

Otro trabajo publicado por el grupo de Wszolek (87) estudidé las
diferencias en miARNSs de lineas celulares de TVNMI y TVMI para
encontrar una firma que permitiera entre ellos. La prueba diagnéstica,
basada en los tres miARNs mas discriminatorios en su panel (miR-
200c, miR-141 y miR-30b), mostré una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 96.2%. Tal panel de miARNs puede tener potencial
de identificar tumores vesicales invasivos mal clasificados en la
evaluacion patolégica de muestras de biopsia de vejiga, por ejemplo,

cuando la muscular propia no esta representada.

Volviendo al objetivo principal de nuestro estudio, otros grupos como
el de Miah y colaboradores (88) han estudiado firmas de miARNs en

orina para la deteccion de tumor vesical. Descubrieron que los
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MIARNs son estables dentro de las células urinarias a pesar del
manejo no adecuado y detectaron una expresion diferencial en 10
MIARNSs de pacientes con cancer y controles (miARNs 15a/ 15b / 24-
1/27b/100/135b/203/ 212/ 328/ 1224).

Individualmente, miR-1224-3p es el que tuvo el mejor rendimiento
con especificidad, valores predictivos positivos y negativos y una
concordancia del 83%, 83%, 75% y 77%, respectivamente. La
combinacion de miRs-135b / 15b / 1224-3p detectd cancer de vejiga
con una alta sensibilidad (94,1%), especificidad suficiente (51%) y
fue correcta en el 86% de los pacientes (concordancia). El estudio
concluyé que el uso de este panel de miARNs en pacientes con
hematuria habria encontrado el 94% de tumores vesicales y habria
reducido en un 26% la realizacion de cistoscopias, sin embargo,
hubiera dejado sin diagndéstico un 3% de TVMI (2 casos), un numero
nada despreciable teniendo en cuenta que los TVMI son los mas
agresivos y los que mas se benefician de un diagndéstico precoz, ya

que estan asociados a una tasa de mortalidad muy elevada.

El grupo de Urquidi (89), estudié un modelo de 25 miRs capaz de
predecir la presencia de tumor vesical con alta sensibilidad (87%)
manteniendo una especificidad optima (100%). Estos valores se
comparan muy favorablemente con los de la cistoscopia y la citologia
urinaria. La restriccion de los modelos de prediccion a 15 y 10
microARNSs resulté en una pérdida de rendimiento, pero incluso un
modelo de 10 miARNs alcanzd una sensibilidad del 84% y una
especificidad del 87% (area bajo la curva 90,2%). También revel6
varios miRs (miR-140-5p, miR-199a-3p, miR-93, miR-652, miR-1305,

mIiR -224, miR-96, miR-766) que contribuyeron consistentemente en
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todos los modelos. Algunos de estos miIARNs se repiten en otros
trabajos como el miR-140-5p que es uno de los que estudiamos en

nuestro trabajo.

El grupo de Hofbauer (90) analizd la expresion de 384 miARNs
diferentes en 16 muestras de orina de pacientes con tumor vesical y
controles utilizando una matriz de microARNs humano basado en
tecnologia Tagman ™. La firma identificada se valid6 posteriormente
en una cohorte independiente de 202 muestras de orina de pacientes
con tumor vesical y controles con hematuria microscopica. El analisis
identifico un grupo de 6 miARNSs (let-7c, miR-135a, miR-135b, miR-
148a, miR-204, miR-345) que distinguian a los casos de los controles

con un area bajo la curva de 88.3 %.
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7.1 Fortalezas del estudio

Una de las mayores fortalezas de nuestro estudio es que los grupos
estudiados eran homogéneos, no habia diferencias en edad, género
y comorbilidades, de modo que eran grupos comparables con pocos
factores de confusidon que pudieran influir en el analisis de los

resultados.

Tanto la seleccion de casos y controles como la toma de muestras y
el seguimiento se hizo por el mismo grupo de personas y de forma
muy estricta, de modo que pensamos que a este nivel no hubo
variaciones que pueden suponer una variabilidad a la hora de

recolectar las muestras o analizarlas.

7.2 Limitaciones del estudio

Se trata de un trabajo con un numero limitado de individuos y esto
puede haber supuesto que no encontremos diferencias

estadisticamente significativas.

Otra de las limitaciones de nuestro trabajo es la heterogeneidad de
tumores que habia en la cohorte de pacientes. Hay una variedad muy
amplia de tumores vesicales con diferentes caracteristicas,
agresividad y prondstico. Esta puede ser la causa de que no se haya
encontrado una firma de miARNSs para el diagndstico de tumor vesical

en este trabajo. Esto también ocasionaba que al agruparlos quedara
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una N muy pequeiia en cada uno de los grupos, limitando los

resultados estadisticos.
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1.En nuestro trabajo no hemos obtenido una firma de miARNs que
nos permita distinguir entre pacientes con tumor vesical e individuos
sanos. De modo que no hemos podido corroborar el objetivo primario.
No hemos conseguido aislar en los miARNs analizados en suero y

orina una buena firma con capacidad diagndstica de tumor vesical.

2.Hemos encontrado diferencias entre los miARNs de orina de los
pacientes con tumores vesicales no musculo-invasivos y pacientes

con tumores vesicales musculo-invasivos.

3.No hemos podido demostrar la utilidad de los miIARNs como
marcadores de recidiva o progresion en el seguimiento del tumor

vesical no musculo-invasivo.

4.No hemos encontrado diferencias en los miIARNSs entre los distintos

grupos de riesgo en los pacientes con TVNMI.

5.No hemos podido demostrar la utilidad de los miIARNs como

marcadores prongdsticos en los tumores vesicales musculo-invasivos.
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10.1 Anexo 1

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion titulado
“Aislamiento y analisis de micro-ARN en cancer de vejiga” que esta siendo
realizado por el Dr. Jose Maria Martinez Jabaloyas y la Dra. Ana Castell6 Porcar,
del Servicio de Urologia, y que ha sido ya evaluado y aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Antecedentes:

El cancer de vejiga es un tumor muy frecuente y la deteccién temprana del mismo
es muy importante para conocer como evolocionard la enfermedad. La
supervivencia puede ser muy alta cuando los tumores estan localizados en la
superficie de la vejiga, pero cuando estos invaden tejidos mas profundos, la
enfermedad es mas agresiva y la probabilidad de morir por esa enfermedad es
mayor. Aproximadamente el 75% de los pacientes tienen una enfermedad
superficial, un 20% enfermedad que invade tejidos mas profundos de la vejiga y
un 5% tienen enfermedad en otros oOrganos cuando se detectan. Para
diagnosticar estos tumores se utilizan técnicas como la cistoscopia (mirar la
vejiga por dentro con un camara) y la citologia (ver si hay células de tumor en la
orina), pero estas pruebas aunque son poco agresivas no siempre diagnostican
el tumor.

Nuestro objetivo es mejorar la forma de diagnosticar estos tumores de forma
temprana sin causar mayores molestias a los pacientes.

¢,Cual es el objetivo de este estudio?

El objetivo de este estudio es llegar al diagndstico de cancer de vejiga mediante
el andlisis de micro-ARN en muestras de sangre y orina, de modo que la
deteccion de este tumor se pudiera realizar de forma precoz y menos invasiva
gue las pruebas diagnésticas que se realizan actualmente.

¢Por qué se le ha pedido que participe?

Se le pide su participacion en este estudio en el caso de que haya sido
diagnosticado de tumor vesical 0 en caso de que se trate de un paciente sano,
sin diagnéstico de tumor, para poder comparar los resultados de estos analisis
en gente sanay enferma y poder valorar si realmente este estudio tiene utilidad.

¢En qué consiste su participacion? ¢ Qué tipo de pruebas o procedimientos
se le realizaran?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos muestras de su sangre y
orina.

La participacion en el presente proyecto no supone ninguna alteracion del
tratamiento que esté llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le pueda
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poner a partir de los estudios clinico-bioquimicos que se le realicen sera siempre
bajo criterio médico.

¢, Cudles son los riesgos generales de participar en este estudio?

No se espera ninguna complicacion afiadida a las que conlleva la extraccion de
una muestra de sangre, que pueden ser, dolor, enrojecimiento e hinchazoén y/o
pequefios hematomas en el lugar de puncion.

Se intentara realizar estas extracciones en el momento de la cirugia (cuando le
vayan a poner la via periférica) o cuando se vaya a realizar otro analisis de
sangre para intentar causarle las menores molestias posibles.

¢,Cuales son los beneficios de la participacion en este estudio?

Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigacion tengan poco
valor diagndstico o predictivo para usted, pero podra ayudar a conocer mejor su
enfermedad y mejorar el diagnéstico y seguimiento de futuros pacientes.

¢,Qué pasara si decido no participar en este estudio?

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida
no participar en el estudio, esto no modificara el trato y seguimiento que de su
enfermedad realicen ni su médico ni el resto del personal sanitario que se ocupa
de su enfermedad. Asi mismo, podra retirarse del estudio en cualquier momento,
sin tener que dar explicaciones.

¢A quién puedo preguntar en caso de duda?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este
proyecto los pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento
para su participacion. Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacion que desee
sobre cualquier aspecto del estudio y sus implicaciones a lo largo del mismo
contactando con el investigador principal del proyecto, el Dr. Jose Maria Martinez
Jabaloyas o la Dra. Ana Castell6 Porcar, en el teléfono 9633862600 extension
51240.

Confidencialidad:

Todos sus datos, asi como toda la informacion médica relacionada con su
enfermedad sera tratada con absoluta confidencialidad por parte del personal
encargado de la investigacién. Asi mismo, si los resultados del estudio fueran
susceptibles de publicacion en revistas cientificas, en ningln momento se
proporcionaran datos personales de los pacientes que han colaborado en esta
investigacion.

Taly como contempla la Ley de Proteccién de Datos de Caracter Personal, podra
ejercer su derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el
investigador principal de este estudio.
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¢,Qué pasara con las muestras bioldégicas obtenidas durante la
investigacion?

Durante su participacion en este estudio, se le extraera una muestra de sangre
y orina.

Esta muestra sera siempre utilizada con fines cientificos, pudiéndose utilizar si
usted asi lo autoriza en el marco de otros proyectos de investigacion que tengan
como objetivo el estudio de su enfermedad y que previamente hayan sido
evaluados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital.
Ademas, este material no sera bajo ningin concepto ni en ningdn momento
motivo de lucro, bien sea por la venta del material o de los derechos para realizar
estudios sobre los mismos.

Las muestras biol6gicas se conservaran en una coleccion en la Unidad Central
de Investigacién a cargo de uno de los investigadores colaboradores.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Proyecto titulado: Aislamiento y andlisis de micro-ARN en cancer de
vejiga

Investigador principal: Jose Maria Martinez Jabaloyas

Servicio: Urologia

Yo, he sido informado
por el Dr. , colaborador del
proyecto de investigacion arriba mencionado, y declaro que:

- He leido la Hoja de Informacién que se me ha entregado

- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio

- Comprendo que mi participacion es voluntaria

- Comprendo que todos mis datos seran tratados confidencialmente

- Comprendo que puedo retirarme del estudio:

Cuando quiera

Sin tener que dar explicaciones

Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Autorizo a que las muestras obtenidas durante el proyecto de investigacion sean
utilizadas con fines cientificos en otros proyectos de investigacion que tengan
por objeto el estudio de mi enfermedad y que hayan sido aprobados por el
Comité de Etica de Investigacion Clinica del

Hospital Clinico Universitario de Valencia

0 SiONo

Quiero que se me pida autorizacion previa para utilizar mis muestras biolégicas
para futuros proyectos de investigacion

0 SiONo

Con esto doy mi conformidad para participar en este estudio,

Firma del paciente: Firma del Investigador:
Fecha: Fecha
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' VALENCIANA
DE SALUT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

D. Manuel Labiés Gémez, Secretario del Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Clinic
Universitari de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su reunion de fecha 30 de enero de 2014, y segln consta en el acta de la
misma, se han analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto de investigacion
que lleva por titulo:

Aislamiento y analisis de micro-ARN en céancer de vejiga.

Que sera llevado a cabo en el Servicio de Urologia y cuyo investigador principal es el Dr. José M?
Martinez Jabaloyas, acordando que retne las caracteristicas adecuadas referentes a informacion a
los pacientes y cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion médica y biomédica
establecidos en la Declaracién de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica
Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975, Tokio, Japén), (Octubre 1983, Ve necia, Italia),
(Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset West, Sudafrica), (Octubre 2000,
Edimburgo) y (Octubre 2008 Selil, Corea) en la Declaracién Universal sobre el Genoma Humano
y los Derechos del Hombre de la UNESCO y los acuerdos del Protocolo Adicional del Consejo
de Europa para la proteccion de los Derechos del Hombre y de la dignidad del ser humano
frente a la aplicaciones de la biologia y de la medicina (Paris 12-1-1998, ratificado el 23-7-1999).

Lo que certifico a efectos oportunos de la convocatoria.

Valencia, 30 de eRerp de 2014

Fdo. : Dr. D. D. Manuel Lablés Gomez
Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica

Anexos
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En Valencia, a 06 de julio de 2020

El pasado 30 de enero de 2014 fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Clinico de
Valencia el proyecto de investigacion “Aislamiento y anélisis de micro-ARN en cancer
de vejiga”. Dicho trabajo fue avalado y serd presentado como tesis doctoral de la Sra
Ana Castelld Porcar, dirigida por los Dres Francisco Dasi Fernandez y José Maria
Martinez labaloyas.

El proyecto es el mismo, pero su titulo ha cambiado por “Estudio de la utilidad clinica
de los microRMAs en suero y orina de los pacientes con cancer de vejiga”.

Ante este cambio, solicitamos la nueva aprobacidn del Comité Etico para poder realizar
los trémites de depdsito de tesis.

Un cordial saludo

— <

[ —

Ana Castellé Porcar  José Maria Martinez Jabaloyas Francisco Dasi Fernandez
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