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Presentacion

PRESENTACION

Esta tesis es una contribucién a la mejora del diagndstico temprano del carcinoma
urotelial (CU) y de su diseminacién. Parte de estudios previos en el grupo de
investigacion del Dr. Alcaraz, en los que se observo que estudiando el RNAm del gen
marcador de urotelio KRT20, mediante nested RT-PCR, era posible idenficar pacientes
con metastasis linfaticas que no habian sido detectadas mediante las técnicas
histolégicas convencionales. En el presente trabajo se ha mejorado el método de
deteccidn utilizando la técnica PCR cuantitativa a tiempo real, y ampliando el nimero
de marcadores estudiados, identificados gracias a la técnica de microarrays. Por otro
lado, en esta tesis también se ha estudiado la utilidad de la técnia FISH para el
diagnéstico y seguimiento del CU tanto vesical como localizado en el tracto superior

mediante el kit UroVysion (Laboratorios Abbott).

Esta tesis se organiza en seis bloques principales. En primer lugar hay una
Introducciéon general, donde se pretende reflejar los conceptos clinicos y biolégicos
basicos del CU. El siguiente apartado es Hipétesis y objetivos, donde se describen
tanto el objetivo global como los objetivos concretos del estudio. A continuacion se
detalla la seccién Materiales y Métodos, donde se explican los protocolos y la base de
las técnicas utilizadas. Posteriormente se encuentra el apartado Resultados, donde se
incluye un resumen de los resultados obtenidos asi como una copia de los articulos
cientificos publicados. Estos resultados son discutidos en la seccion Discusion, de
manera individual y global. Finalmente, en el apartado Conclusiones se concretan las

conclusiones obtenidas de este estudio.

Este proyecto ha sido realizado en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Fundacio Puigvert y en el laboratorio de Urologia del Hospital Clinic de Barcelona. Las

muestras utilizadas proceden de pacientes de ambos centros.

Vi
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Introduccién

1.1 EL TRACTO URINARIO

El sistema urinario humano se compone fundamentalmente de dos partes: los
érganos secretores (rifones) que se encargan de producir la orina, y el tracto urinario
0 vias excretoras (pelvis renales, uréteres, vejiga urinaria y uretra) que basicamente
conducen y almacenan la orina para que posteriormente sea evacuada al exterior
(Figura 1). De entre los componentes del tracto urinario, las pelvis renales y los
uréteres constituyen el tracto urinario superior (TUS), mientras que la vejiga y la uretra

forman el tracto urinario inferior.

Pelvi
elvis Luz
Rifidn «— vesical
~ 4= Mucus
i ;|_ Urotelio
Uréter ]
| Lamina
propia
Vejiga -
| Capa
muscular
Uretra

Figura 1: Estructura e histologia del tracto urinario.

Todo el tracto urinario comparte una estructura histoldgica similar, la cual esta

compuesta basicamente por tres capas (Figura 1):

» Urotelio o epitelio de células transicionales: esta formado habitualmente por

seis capas que se agrupan en tres tipos celulares: las células basales (localizadas

en la base del urotelio), las células poliédricas (situadas sobre las basales) que se

organizan en un numero variable de capas dependiendo de la zona del tracto

urinario de la que se ftrate, y las células de superficie 0 “en paraguas” (las mas

superficiales) que son células aplanadas de gran tamano (Figura 2). Ademas de
estos tres tipos celulares, a lo largo del urotelio pueden encontrarse de manera

normal nidos de Brunn y focos dispersos de metaplasia escamosa o glandular.

A excepcién de una parte de la uretra, todo el tracto urinario esta revestido por este
epitelio especializado que es capaz de soportar el contacto con la orina, liquido de

composicion variable que contiene numerosas sustancias toxicas.
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Figura 2: Corte histolégico tefiido con hematoxilina-eosina de un epitelio de células

transicionales.

» Lamina propia: es la capa sobre la que descansa el urotelio. Consiste en una
capa de tejido conectivo fibroelastico relativamente gruesa que permite una
distensién considerable. Esta capa es atravesada por numerosos vasos

sanguineos y contiene fibras de musculo liso.

» Capa muscular: esta formada por haces de musculo liso que se ramifican y
entrelazan de manera laxa configurando tres capas: la longitudinal externa, la
circular media y la longitudinal interna. Esta malla muscular es responsable del
peristaltismo del tracto urinario y permite el vaciado de la vejiga. La estructura y
composicion de esta musculatura varia ligeramente a lo largo del tracto urinario asi

como en funcién del sexo.
Externa a la capa muscular se encuentra una capa de grasa perivesical.

La irrigacion sanguinea de la vejiga se realiza a través de arterias originadas de la
arteria iliaca interna. Las venas que surgen de la vejiga desembocan también en la
vena iliaca interna. A nivel linfatico, la mayor parte del drenaje pasa a los ganglios
linfaticos iliacos externos, aunque también existe drenaje a los ganglios obturadores,

iliacos internos y comunes (Figura 3).

Finalmente, la inervacion de la vejiga corresponde tanto al sistema nervioso

simpatico como al parasimpatico.
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Vena iliaca interna

Arteria iliaca interna

Nervio obturador

Figura 3: Irrigaciéon sanguinea y drenaje linfatico de la vejiga (Ghoneim y Abol-Enein, 2004): A)
vena cava; B) arteria aorta; V) Vejiga urinaria; 1) ganglios paracavales derechos; 2) ganglios
interaortocavales; 3) ganglios para-aorticos izquierdos; 4) ganglios iliacos comunes derechos;
5) ganglios iliacos comunes izquierdos; 6) ganglios iliacos externos derechos; 7) ganglios
iliacos externos izquierdos; 8) ganglios presacros; 9) ganglios obturadores izquierdos; 10)
ganglios obturadores derechos; 11) ganglios iliacos internos izquierdos; 12) ganglios iliacos

internos derechos.
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1.2 EL CARCINOMA UROTELIAL

El carcinoma urotelial (CU), también llamado carcinoma de células transicionales,
es una enfermedad neoplasica que se origina en el urotelio. La interiorizacion en el
cuerpo de carcindgenos, ya sea mediante ingesta, inhalacién o absorcion por la piel,
hace concentrar la orina de residuos téxicos que pueden ejercer un papel citotéxico en
las células de la pared. Esta toxicidad en ocasiones da lugar a una desregulacion del
ciclo celular y a una proliferacion masiva de las células uroteliales, constituyendo asi

una masa tumoral.

La localizacion mas frecuente del CU es la vejiga (>90%), aunque puede aparecer
en cualquier nivel del tracto urinario (el 5% de los casos aparecen en el TUS y 1% en
la uretra). Dentro del TUS, los tumores se encuentran localizados en una ratio 3:1 en

la pelvis renal respecto a los uréteres (Oosterlinck y cols., 2004).

1.2.1 Epidemiologia

El CU es el séptimo tumor maligno mas frecuente del mundo en el sexo masculino
(Figura 4), con un numero aproximado de 350.000 nuevos casos diagnosticados por
afo (Murta-Nascimento y cols., 2007). En paises industrializados, es la cuarta
neoplasia en orden de frecuencia tras los tumores de pulmén, préstata y colon. Dentro
de los tumores urogenitales es el cancer mas frecuente en mujeres y el segundo mas

frecuente en hombres, después del de préstata.

Las divergencias de frecuencia entre géneros se han atribuido a la diferente
exposicion a los factores de riesgo. De hecho, aunque es mas frecuente en el sexo
masculino, se observa un aumento claro de la incidencia en el sexo femenino sobre
todo a partir de la década de los 50, coincidiendo con la implantacion entre las mujeres
del habito del tabaco. Su frecuencia aumenta en ambos sexos de forma directamente
proporcional a la edad, presentando la maxima incidencia entre la sexta y séptima

década de la vida.

Dados los avances en el diagnéstico y tratamiento en los ultimos afos, la

supervivencia de esta enfermedad se sitla entre el 50-60% a los 5 anos.
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Figura 4: Incidencia y mortalidad del CU en el mundo, en 2002 (Murta-Nascimento y cols.,
2007).

1.2.2 Factores deriesgo

Aunque son numerosas las causas que pueden dar lugar a esta enfermedad, a

continuacion se resumen algunos factores que implican una mayor predisposicion:

» Tabaco: es el factor de riesgo mas relacionado con esta patologia. Se calcula que
su consumo aumenta el riesgo entre 2-4 veces, con un periodo de latencia de unos
20 anos. Este riesgo aumenta con el numero de cigarrillos y la duracién del habito.
La toxicidad del tabaco en este aspecto viene dada por la inhalaciéon de aminas
aromaticas, las cuales son excretadas por la orina y son tdxicas para las células

con las que entran en contacto.
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» Exposicién ocupacional a productos quimicos: este factor de riesgo se debe
fundamentalmente a la inhalaciéon de anilinas en industrias quimicas relacionadas
con el caucho y con diferentes tipos de colorantes (tintes, pinturas, barnices, etc.).
Otro agente quimico relevante son los hidrocarburos policiclicos aromaticos,
relacionados con el tratamiento del aluminio, carbén, hierro y acero. Se calcula que
alrededor del 25% de los casos de cancer vesical en Estados Unidos son de origen

ocupacional.

» Algunos medicamentos: los analgésicos, por su contenido en fenacetina, han
demostrado un incremento en el riesgo de presentar un CU en el TUS. Sin
embargo, este riesgo no se muestra con el consumo de paracetamol, principal
metabolito de la fenacetina (Piper y cols., 1985). Otro ejemplo es la ciclofosfamida,
quimioterapico ampliamente utilizado para el tratamiento de algunas neoplasias

hematolégicas, que también ha sido identificado como agente causal del CU.

> Factores genéticos: se ha observado que existe un incremento en el riesgo de
aparicion del CU en individuos con historia de este tumor en sus familiares de
primer grado. Por otro lado, se ha visto que polimorfismos genéticos en genes que
codifican enzimas involucradas en el metabolismo de carcindgenos uroteliales (p.
ej. en el gen que codifica para la glutation S-transferasa M1, implicada en la
detoxificacion de las aminas aromaticas), también contribuyen a incrementar la

susceptibilidad a padecer esta enfermedad (Engel y cols., 2002).

» Factores ambientales: el consumo de agua potable con niveles altos de cloro y
arseénico, la exposicion de manera crénica a bajas dosis de radicacion ionizante y
el uso terapéutico de algunos isotopos radioactivos (como el I-131 en el tratamiento
del hipertiroidismo) incrementan el riesgo de aparicion del CU (Piper y cols., 1986;
Edmonds y Smith, 1986; Brenner y cols., 2000).

» Dieta: se ha comprobado que dietas con bajo contenido en frutas y/o alto
contenido en grasas incrementan el riesgo de padecer cancer vesical 1,4 veces

(Steinmaus y cols., 2000).

1.2.3 Tiposy clasificacién

1.2.3.1 Sequn patrén de crecimiento

El CU puede ser de varios tipos segun el patrén de crecimiento que presente:

» Papilar: este patron aparece en un 75-80% de los CUs. Los tumores papilares se

caracterizan por presentar, tal y como su nobre indica, papilas, que consisten en
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prolongaciones tapizadas por células uroteliales que contienen un estroma
fibrovascular en su interior. Tienden a ser lesiones multifocales y a recurrir. Este
patrén de crecimiento también es caracteristico de una forma benigna de cancer
vesical llamada papiloma, que representa el 2,5% de todos los tumores papilares
de la vejiga. En este caso las papilas estan formadas por un eje fibroconjuntivo

vascular revestido de un epitelio de células transicionales normal.

» Solido: este patron se da aproximadamente en el 10% de los CUs. Supone una
lesion formada por islotes celulares que contienen grandes nucleos
hipercromaticos. La presencia de este patron implica un mal prondstico de la

enfermedad.

» Mixto: aparece en el 20% de CUs. Los tumores con este patron de crecimiento

presentan caracteristicas papilares y sélidas al mismo tiempo.

» Plano: al CU con este patrén de crecimiento se le confiere una identidad propia de
manera que pasa a llamarse carcinoma in situ (CIS o Tis). Queda limitado al
urotelio y tiene una elevada capacidad invasiva y metastasica. Puede presentarse

asociado a lesiones papilares.

1.2.3.2 Segun histologia

A nivel histologico, el CU se clasifica teniendo en cuenta basicamente dos
aspectos: el estadio de invasién del tumor en las capas del tracto urinario y el grado de
desdiferenciacion celular. A continuacion se explica mas detalladamente cada uno de

estos aspectos.

1.2.3.2.1 Estadio

El estadio indica el nivel de extension del tumor entre las capas del tracto urinario
e incluso si alcanza otros érganos. El sistema para clasificarlo se denomina TNM (del

inglés, Tumor, Node, Metastasis) y hace referencia a los siguientes parametros:
» T:indica el grado de infiltracion del tumor en las capas del tracto urinario.

» N: indica la presencia o ausencia de células tumorales en los ganglios linfaticos

regionales.
» M: informa de la presencia o ausencia de metastasis a distancia.

La clasificacion TNM queda resumida en la tabla 1 y esquematizada en la figura 5.
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Tabla 1: Clasificacion TNM del CU (Sobin y Wittekind, 2002).

T: Tumor primario

No se puede evaluar el tumor
TO No hay evidencia de tumor
Tis Carcinoma in situ: "tumor plano”

Ta Carcinoma papilar no infiltrante

T1 Tumor que invade el tejido conjuntivo subepitelial

T2 Tumor que invade la capa muscular

T2a Tumor que invade la capa muscular superficial (mitad interna)
T2b Tumor que invade la capa muscular profunda (mitad externa)
T3 Tumor que invade la grasa perivesical

T3a Microscopicamente

T3b Macroscopicamente (masa extravesical)

T4 Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras:
prostata, Utero, vagina, pared pélvica o abdominal

T4a Tumor que invade la préstata, el utero o la vagina

T4b Tumor que invade las paredes pélvica o abdominal

N: Ganglios linfaticos regionales

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO No se demuestran metéstasis ganglionares regionales
N1 Metastasis en un unico ganglio linfatico, de diametro maximo menor o igual a 2 cm
N2 Metastasis en un unico ganglio linfatico, de diametro maximo mayor

de 5 cm, o en varios, ninguno de ellos mayor de 5 cm de didmetro maximo

N3 Metastasis en un ganglio linfatico de diametro maximo mayor de 5 cm

M: Metastasis a distancia

No se puede evaluar las metastasis a distancia
MO No hay metastasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

Estos parametros pueden evaluarse a partir del tejido extraido en la reseccién

transuretral del tumor (estadiaje clinico) y/o después de la cirugia radical en la que se

8
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extirpa la vejiga (estadiaje patoldgico). Cuando se habla de estadiaje patoldgico a las

categorias T, N y M se les pasa a llamar pT, pN y pM, respectivamente.
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Figura 5: Clasificacion del CU segun el estadio tumoral (Sobin y Wittekind, 2002).

Segun el estadio, el CU puede recibir diferentes denominaciones. Cuando el
tumor no llega a invadir la capa muscular (Tis, Tay T1) se le denomina cominmente
carcinoma no musculo-infiltrante aunque también tumor no invasivo de la capa
muscular o superficial (este ultimo término esta en desuso). En cambio, cuando el
tumor llega a infiltrar el musculo o las capas exteriores a éste (T2 o mas) se le

denomina carcinoma musculo-infiltrante.

Aproximadamente el 75% de los CUs se diagnostican inicialmente como no
musculo-infiltrantes. Desafortunadamente estos tumores estan caracterizados por
unos indices de recurrencia en la vejiga que oscilan entre el 60-85%, una vez que el
tumor primario ha sido tratado. Ademas, entre el 15-30% de los CU no musculo-
infiltrantes progresaran a infiltrar la capa muscular, pudiendo llegar a producir el
fallecimiento del paciente (Amira y cols., 2002). Asi, tanto la naturaleza insidiosa de
estos tumores como su variable manifestacion clinica han llevado a la mayoria de
profesionales clinicos a minimizar la agresividad terapéutica a la hora del seguimiento

y tratamiento, pensando en la calidad de vida del paciente (Fernando y Bianco, 2005).

1.2.3.2.2 Grado

Los sistemas de gradacion de los tumores uroteliales mas difundidos y
ampliamente aceptados han sido los propuestos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Asi, en 1973 se establecié una gradacién que se ha estado utilizando

durante décadas, la cual clasificaba los tumores en 4 categorias: papiloma, grado 1,

9
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grado 2 y grado 3 (Mostofi y cols., 1973). En esta clasificacién, los papilomas fueron
definidos como lesiones exofiticas no malignas, formadas por un eje fibroconjuntivo
recubierto por un epitelio transicional normal. Por otro lado, las categorias 1, 2 y 3
correspondian a los diferentes grados de anaplasia celular, siendo los tumores con
grado 3 los que presentaban un grado de anaplasia mas severo, suponiendo asi un
peor pronostico de la enfermedad. La anaplasia en esta clasificacion se definié por la
presencia de células grandes, con irregularidad morfolégica, polaridad atipica,
presencia de figuras mitéticas anormales y con variaciones en los patrones de
cromatina nucleares, entre otras caracteristicas. Una critica recurrente de este sistema
de gradacion fue la definicion poco exacta de los puntos de corte entre estos tres
grados de malignidad.

En 1998 este sistema fue modificado de manera que la clasificacion pasoé
unicamente a considerar tres grupos de lesiones: papiloma, lesiones de bajo grado y

lesiones de alto grado.

Posteriormente en 2004 la OMS afadio6 al sistema de 1998 una nueva categoria
que incluye las neoplasias uroteliales papilares con bajo potencial de malignidad o

PUNLMP (del inglés, papillary urothelial neoplasm of low malignant potencial).

El esquema de estos tres sistemas de clasificacion, junto con la histologia de los

diferentes grados se representa en la figura 6.
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Figura 6: Comparacion entre los diferentes sistemas de gradacion de los tumores uroteliales
segun su histologia (MacLennan y cols., 2007). PUNLMP (del inglés, papillary urothelial
neoplasm of low malignant potencial).
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1.2.4 Diseminacion tumoral

Las células de los tumores malignos tienen la capacidad de diseminarse por via
sanguinea y/o linfatica, y anidar en otros érganos dando lugar a tumores secundarios.
Este proceso, denominado metastasis, es de profundo significado clinico ya que

supone la principal causa de muerte debida al cancer.

Las neoplasias uroteliales son biolégicamente heterogéneas y estan formadas por
subpoblaciones de células con diferentes potenciales de crecimiento y diferente
capacidad de diseminacién y/o metastasica (Fidler, 1995). Ademas, el proceso
metastatico de este carcinoma es altamente selectivo e implica una serie de pasos

interconectados cuya regulacién no se conoce del todo.

En general, los pasos para que se de lugar la metastasis son los siguientes: en
primer lugar, las células se desprenderan del tumor primario penetrando la membrana
basal del tumor, infiltraran el estroma subyacente y, desplazandose a través de la
matriz extracelular, entraran en la microcirculacion, bien a través de los vasos linfaticos
o bien a través de la vascularizacién sanguinea. Las células viajaran a través del
sistema circulatorio (sanguineo y/o linfatico) y se distribuiran pasivamente en 6rganos
distantes, deteniéndose en los vasos mas pequefios. En determinadas localizaciones
las células se extravasaran de los capilares e invadiran el 6rgano diana donde

adaptaran el microambiente para vivir en ese nuevo tejido (Fidler, 1995).

Durante el transcurso de este proceso metastasico, gran parte de la células
diseminadas seran eliminadas por el sistema inmune y parte permaneceran en estado

de latencia.

Para que la metastasis crezca localmente en el 6rgano diana, primero se debera
vascularizar y para ello se debera romper el equilibrio entre factores pro y
antiangiogénicos secretados por el tumor y el microambiente. Asi, bajo la influencia de
diversas senales moleculares, las células tumorales proliferaran formando primero

micrometastasis y luego metastasis detectables clinicamente.

A continuacion se detalla mas concretamente y a nivel molecular, dos de los

pasos mas importantes para que se produzca la metastasis:
1. Disociacién e intravasacion de las células tumorales.

El epitelio transicional normal se estructura gracias a diversos tipos de uniones
intercelulares (uniones estrechas y desmosomas), intimamente interconectadas
con la actina y los filamentos intermedios del citoesqueleto de las células

epiteliales. Entre los muchos tipos de moléculas que intervienen en esta adhesion,

11
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las caderinas, familia de proteinas transmembrana dependientes de calcio, juegan
un papel critico. Asi, para que las células tumorales puedan iniciar el proceso de
invasién, deberan romper las fuerzas que mantienen la adhesion celular y
seguidamente atravesar el epitelio vascular para introducirse en la circulacién. La
rotura de estas fuerzas viene dada por la modificacion en la adhesion. Uno de los
cambios mas importantes es la pérdida de adhesion mediada por E-caderina, ya
sea porque se muta el gen que la codifica o porque se altera su transcripcion
mediante hipermetilacion o reordenamientos cromosomicos en la region

promotora (Hirohashi, 1998).

Por otro lado, las células tumorales se intravasan cuando existe un aumento de la
actividad proteolitica que permite cruzar la matriz intersticial para llegar al sistema
vascular. Las proteasas mejor conocidas que intervienen en este proceso son las
metaloproteinasas de la matriz (MMP), aunque también juegan un papel
importante el sistema activador del plasmindgeno tipo urocinasa y su receptor.
Las MMP intervienen ademas en otras etapas de la progresién tumoral entre las

que se encuentra la angiogénesis (Itoh y cols., 1998).

La interleucina-8 (IL-8) es otra molécula clave en la progresion tumoral. Sus
niveles se regulan por factores microambientales como la hipoxia, la acidosis, el
oxido nitrico y la densidad celular, actuando como factor mitogénico y angiogénico
frente a estas situaciones. El nivel de expresién de IL-8 regula directamente la
neovascularizacién inducida por el tumor, asi como también el crecimiento

tumoral y el desarrollo de metastasis (Inoue y cols., 2000).

Finalmente, Izawa y colaboradores evaluaron la expresion del receptor del factor
epidérmico de crecimiento (EGFR) en un grupo de canceres vesicales vy
encontraron que su sobre-expresion se asocia con la progresién del cancer a
musculo-infiltrante y/o con su diseminacién (Izawa y cols., 2001). Este receptor se
expresa en la membrana basal del urotelio normal, pero en todo el urotelio, desde
la membrana basal hasta la superficie, en el CU. Ademas, los tumores
escasamente diferenciados de alto grado expresan marcadamente EGFR frente a
los tumores bien diferenciados de bajo grado. Esto ha llevado a postular que el
nivel de expresién de este receptor supone un factor pronéstico independiente al
estadio tumoral (Orntoft y Wolf, 1998).

2. Angiogénesis

El crecimiento continuo del tumor primario y de la metastasis sé6lo sera posible si

se da una neovascularizacion que asegure la distribucién de oxigeno y nutrientes
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al tejido creciente, asi como un sistema de excrecion de productos metabdlicos de

deshecho.

Como se ha mencionado anteriormente, este proceso estad regulado por un
balance entre factores proangiogénicos y antiangiogénicos producidos tanto por
las células tumorales como por las células no malignas de los tejidos adyacentes
(Webb y Vande Woude, 2000).

El proceso de la angiogénesis comienza con la degradacion de la membrana
basal que rodea los capilares locales, y sigue con la invasion del estroma por las
células endoteliales bajo la influencia de estimulos angiogénicos. A medida que
estas células migran, proliferan en el borde de la columna migratoria y se

organizan en estructuras tridimensionales que forman nuevos tubos capilares.

Los vasos tumorales constituidos de nuevo, sin embargo, muestran diferencias
respecto a los vasos normales. La arquitectura vascular es mas desorganizada e
irregular, con areas de hipoxia relativa y acidosis. También las membranas de las
nuevas células endoteliales son mas permeables, y presentan variaciones en los
marcadores celulares de superficie y en las moléculas de adhesién celular, lo que
puede permitir la seleccion de dianas para el desarrollo de terapias

antiangiogénicas (Arap y cols., 1998).

Entre las moléculas responsables de esta neovascularizacion cabe destacar el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento

fibroblastico basico (FGFb) y de nuevo el receptor EGFR.

La expresion de VEGF aumenta en condiciones de hipoxia, como las que se
asocian con el crecimiento rapido de los tumores (Shweiki y cols., 1992). Esta
expresion viene relacionada con el estadio tumoral, siendo los tumores musculo-
infiltrantes los que expresan mas VEGF (Sato y cols., 1998). En el CU, VEGF
regula la angiogénesis después de unirse a uno de sus receptores tirosina-
quinasa transmembrana relativamente especificos de células endoteliales. La
expresion de VEGF en biopsias pre-cistectomia resulté ser un marcador de mal
pronostico independiente en los pacientes con carcinoma vesical musculo-

infiltrante tratados con quimioterapia y cistectomia radical (Inoue y cols., 2000).

Por otro lado, el FGFb es un factor de crecimiento multifuncional que puede
estimular la proliferacién celular, la produccion de proteasas y la angiogénesis.
Aunque las células neoplasicas pueden sintetizar FGFb, es mas frecuente que

éste se libere por degradacién de membranas basales epiteliales y del musculo
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detrusor. FGFb también controla en parte el proceso invasivo del CU mediante la

regulaciéon de la produccion de MMP (Miyake y cols., 1997).

Por ultimo, EGFR ejerce un papel proangiogénico mediante la estimulacién de
VEGF y FGFb.

1.2.4.1 Diseminacion tumoral linfatica

La diseminacién tumoral linfatica es frecuente en la mayoria de tumores (Tait y
cols., 2004; Hong y cols., 2005). En ésta, las células del tumor primario penetran en un
vaso linfatico que carece de membrana basal y son transportadas por la linfa hasta el
ganglio linfatico regional dénde pueden proliferar e invadirlo constituyendo una
metastasis ganglionar linfatica. Desde ahi, pueden seguir el proceso a otros ganglios

mas distantes.

Las metastasis ganglionares se producen en el sentido de la corriente linfatica,
por lo que aparecen generalmente de manera ordenada segun el territorio de drenaje
de la circulacion que irriga el tumor primario. En el caso del CU es frecuente encontrar
metastasis en los ganglios iliacos externos y obturadores (Smith y Whitmore, 1981;
Vazina y cols., 2004). Sin embargo, se estima que la mayoria de las células tumorales
que llegan al ganglio son destruidas por el sistema inmunitario del organismo y no
llegan a formar metastasis (Luzzi y cols., 1998; Yokota, 2000; Van Trappen y Pepper,
2002).

Una molécula de la matriz del tejido linfatico que juega un papel importante en las
metdéstasis ganglionares es el hialuronato. Dada su naturaleza laxa e hidratada, esta
molécula mantiene a las células separadas entre si, lo cual aumenta su capacidad de
movimiento y permite su proliferacién. Por otro lado, un ambiente rico en citocinas
favorece la diseminacion celular al nédulo linfatico y el establecimiento de la

metastasis en dicha localizacion.

Alrededor de un 25% de pacientes sometidos a cistectomia presentan evidencia
histolégica de afectaciéon tumoral en ganglios linfaticos tras la cirugia (Poulsen y cols.,
1998; Stein y cols., 2001; Leissner y cols., 2004; Vazina y cols., 2004; bdel-Latif y
cols., 2004). La supervivencia a 5 afios de estos pacientes con afectacion ganglionar
ronda 20% (Smith y Whitmore, 1981). Por otro lado, segun un estudio realizado por
Stein y colaboradores en una serie de 1054 pacientes, la incidencia de afectacion
ganglionar tras la cirugia en funcion el estadio patolégico es la que se resumen en la
tabla 2.
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Tabla 2: Incidencia de afectacion ganglionar segun el estadio patoldgico. Resultados de un

estudio realizado en una serie de 1054 pacientes (Stein y cols., 2001).

Estadio patolégico Incidencia (%)
pTO, pTa, pTisy pT1 5

pT2a 18

pT2b 27

pT3 45

pT4 45

1.2.4.2 Diseminacion tumoral sanguinea

En el caso de las metastasis diseminadas por via sanguinea, las células
tumorales invaden los tejidos adyacentes al tumor primario hasta penetrar en la pared
de algun vaso sanguineo pequefio. Alli, pasan a constituir un émbolo tumoral que es

transportado hasta un vaso de mayor calibre.

Una vez en la circulacion, las células tumorales tendran que superar basicamente
dos obstaculos: la apoptosis mediada por la ausencia de unidn entre sus integrinas y
la matriz extracelular, y la actividad del sistema inmunitario. En el primer caso, las
células tumorales escapan de la apoptosis ya que sufren alteraciones en las
integrinas, en alguna molécula que media la sefalizacién y/o en proteinas reguladoras
de la apoptosis. En el segundo caso, las células tumorales circulantes dejaran de ser
particularmente susceptibles a la actividad del sistema inmune mediante la activacion
de la apoptosis de las células T a traves de la expresion del ligando Fas. Ademas, las
células tumorales también pueden enmascarar antigenos de superficie reconocidos
habitualmente por los linfocitos mediante la modificacion de carbohidratos de la

superficie celular (Marincola y cols., 2000).

En cuanto al diagndstico de este tipo de diseminacion, aunque se han realizado
varios estudios al respecto, actualmente no se utiliza ninguna técnica para detectar la
diseminacién sanguinea del CU. La mayoria de los trabajos realizados para detectar
tal diseminacién se han basado en el empleo de técnicas moleculares para detectar
marcadores especificos de células epiteliales y/o uroteliales en sangre. Algunos de
estos trabajos y sus resultados se describen mas detalladamente en el apartado
1.2.10.1.2. (Tabla 9) de la introduccion de este trabajo.
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1.2.4.3 Diseminacion tumoral linfatica vs. sanquinea

La mayoria de tumores se extienden via linfatica, siendo los ganglios linfaticos los
sitios mas comunes donde la neoplasia disemina (Tait y cols., 2004; Hong y cols.,
2005). Aunque la razén por la cual existe esta preferencia no esta clara, existen
evidencias que explican en cierta manera alguna de las causas de esta predileccion.
Una de ellas es que los nddulos linfaticos son filtros muy eficientes debido a la gran
adhesividad para la que estan preparados, relacionada con la respuesta inmune de los
linfocitos T. Asi, este medio para adherirse resulta muy apropiado a las células
tumorales para invadir y proliferar (Gendreau y Whalen, 1999). Otra de las razones de
esta preferencia podria ser la existencia de diferencias morfoldgicas y de expresion de

marcadores endoteliales entre los capilares sanguineos y linfaticos (Nathanson, 2003).

Pese a esta mayor facilidad de diseminacién via linfatica, la diseminacion de
células tumorales puede ocurrir de forma sincrénica por via linfatica y via sanguinea.
De hecho, se ha demostrado experimentalmente que células tumorales inyectadas
intra-vascularmente se diseminan a ganglios linfaticos locales, e inyectadas en vias
linfaticas llegan al torrente sanguineo. Esto se debe a que las células tumorales

pueden circular por vasos veno-linfaticos que comunican ambas vias (Pepper, 2001).

Experimentalmente también se ha visto que el sitio inicial de detencion de células
tumorales no necesariamente define el destino final donde se formaran las colonias
metastasicas. En cambio, el lugar donde se establezcan dependera, no sélo de la
adhesion a un endotelio particular, sino también de la susceptibilidad de ciertas células

tumorales a factores/inhibidores de crecimiento paracrinos en esa zona.

Curiosamente, la destruccion de células tumorales en el nddulo linfatico no parece
ser tan exitosa como la destruccién de las mismas en el flujo sanguineo. Una posible
explicacion es que las células tumorales en los ganglios linfaticos puedan usar los
mismos mecanismos de migracion y adhesion que utilizan las células del sistema

inmune cuando responden a un antigeno o inflamacion (Gupta y Massague, 2006).

1.2.4.4 Significado clinico de la micrometastasis

La teoria mas aceptada sobre el desarrollo de la metastasis es que cuando un
grupo de células del tumor primario se diseminan, algunas de ellas originaran
micrometastasis, y de éstas, posteriormente, algunas daran lugar a metastasis

detectables clinicamente.

Las micrometastasis estan definidas como agrupaciones tumorales de < 2mm de

didmetro (Hermanek, 1999), de las que solo una pequefia fracciébn progresara
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(MacDonald y cols.,, 2002). Antes de convertirse en metastasis detectables
clinicamente, estas micrometastasis permanecen latentes de manera que no proliferan
pero tampoco entran en apoptosis. En este estado quiescente, las células que forman
la micrometastasis son resistentes a terapias que actuan inhibiendo la division celular
como la quimioterapia (Luzzi y cols., 1998). Los mecanismos que regulan la transicion
de la metastasis desde su estado latente e indetectable clinicamente a un estado
progresivo de crecimiento constituye una de las areas mas desconocidas en la

biologia del cancer (Van Trappen y Pepper, 2002).

Cuando esta diseminacién se da en los ganglios linfaticos, pese al alto contenido
de células inmunocompetentes que estos contienen, las células diseminadas podran
ser ignoradas por el sistema inmune durante anos. La infra-expresion de MHC | (del
inglés, major histocompatibility complex class |) relacionada con la respuesta mediada
por linfocitos T, parece ser una de las vias de escape de las células tumorales al

sistema inmune (Shankaran y cols., 2001).

Son diversos los estudios que, mediante técnicas histologicas, demuestran el
valor prondstico de la afectacion ganglionar en la supervivencia (Heney y cols., 1983b;
Ishida y cols., 1997; Hara y cols., 2001; Hong y cols., 2005). Algunos de ellos incluso
lo consideran como un factor prondstico independiente (Bassi y cols., 1999). La
supervivencia a 5 anos de pacientes con CU musculo-infiltrante que son sometidos a
cistectomia radical y sin hallazgos histolégicos de diseminacién linfatica, oscila entre el
70-80% en estadios pT2 y entre el 40-50% en estadios pT3 y pT4. Estos porcentajes
disminuyen hasta el 20-25% cuando se observa afectacion ganglionar en al menos un

ganglio mediante técnicas histolégicas (Stockle y cols., 1996).

Por otro lado, el estadio y la presencia de invasién vascular (evaluados mediante
técnicas histolégicas) también han demostrado ser factores independientes de
prediccion de la supervivencia cancer-especifica (Hong y cols., 2005). Estos factores
prondstico, junto a otros, se describen mas detalladamente en el apartado 1.2.7 de

esta introduccion.

No obstante, existen pacientes en los que no se ha detectado diseminacion
tumoral linfatica mediante técnicas histoldégicas pero que acaban presentando
metastasis a medio plazo. Esto es debido a que ciertas micrometastasis son
indetectables mediante técnicas histologicas. Se postula que el desarrollo de nuevas
metodologias para detectar estas micrometastasis beneficiaria a algunos pacientes
que podrian recibir quimioterapia adyuvante de manera temprana (Lehmann y cols.,
2002).
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Pese a todos los estudios realizados, actualmente el papel la micrometastasis en
el CU sigue siendo confuso. Esto es debido a que no existen estudios con un tiempo
de seguimiento lo suficientemente largo y sin interferencias de tratamientos como para
deducir qué proporciéon de micrometastasis progresaran y daran lugar a metastasis
detectables clinicamente. Por otro lado, se ha demostrado que la realizacion de la
linfadenectomia como complemento de la cistectomia radical implica un efecto
curativo, especialmente en aquellos pacientes en que la diseminacidn no es detectable
por técnicas histolégicas (Leissner y cols., 2000; Mills y cols., 2001; Kurahashi y cols.,
2005; Fleischmann y cols., 2005; Liedberg y Mansson, 2006; Sanderson y cols., 2006).
Finalmente, cabe destacar que existen estudios en autopsias que demuestran la
presencia de micrometastasis unicamente ganglionares en un 30-40% de pacientes, lo
que sugiere que en una proporcion no despreciable de pacientes estas

micrometastasis no se extenderan a otros érganos (Stein y cols., 2006).

1.2.5 Diagnostico y estadiaje

Cuando el paciente presenta sintomas o signos sugestivos de CU (la hematuria
es el signo mas comun, aunque también puede darse de manera menos frecuente un
sindrome miccional irritativo), las técnicas que se utilizan para el diagnéstico y

estadiaje de esta enfermedad son las siguientes:

1.2.5.1 Citologia urinaria

La citologia urinaria es el método diagnéstico no invasivo de referencia, descrito
por Papanicolau y Marshall en 1945 (Papanicolaou y Marshall, 1945). Actualmente, en
combinacion con la cistoscopia (1.2.5.2.), supone el “gold estandar” para la deteccién y
seguimiento del CU vesical aunque también se utiliza en el diagndstico del CU en el

TUS. Es una técnica especialmente util en la deteccién del carcinoma in situ.

La exfoliacion celular del urotelio a la orina sucede en condiciones normales,
existiendo, desde un punto de vista citoldgico, tres tipos celulares reconocibles en la
orina que representan los tipos de células que forman en el urotelio: células basales,
células intermedias y células superficiales o “en paraguas”. Estas ultimas células
tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la integridad del urotelio y en la
impermeabilidad de la pared vesical. Por este motivo, la descamacion de células

intermedias y/o basales a la luz vesical esta bastante limitada.

La citologia urinaria se basa en el analisis morfolégico de la celularidad de la
orina. Consiste en una tincion hematoxilina-eosina (H/E) del sedimento urinario

(también llamada tincién Papanicolau). Se considera un método econdmico, de alta
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especificidad en la deteccion del CU (alrededor del 95%) pero con una sensibilidad
media que se encuentra entre el 35-40%. A pesar de alcanzar una sensibilidad del
90% en la deteccion de tumores de alto grado, ésta puede no llegar siquiera al 15%
detectando tumores de bajo grado (Wiener y cols., 1993; Bastacky y cols., 1999). Los
criterios que se emplean para determinar la presencia de malignidad consideran, entre
otros parametros, el aumento de la relacién nucleo-citoplasma y la presencia de

nucleolos.

Normalmente la muestra utilizada para este examen es la orina por miccion
espontanea, aunque también se pueden utilizar muestras procedentes de lavados
vesicales o cateterismo ureteral. Estas ultimas pueden ser especialmente utiles en
casos de lesiones sospechosas en el uréter y en la pelvis renal. No obstante, estas
muestras son menos idéneas para descartar la presencia de un proceso neoplasico ya
que, aunque contienen un mayor numero de células, éstas pueden presentar cambios
morfoldgicos reactivos. En cualquier caso, la principal ventaja de utilizar orina por

miccidén espontanea es la inexistencia de invasividad en la toma de la muestra.

Segun el tipo de tumor de que se trate, se tendran que tener en cuenta algunas
consideraciones con esta técnica. Por ejemplo, los tumores papilares de bajo grado
presentan poca exfoliacién debido a la alta cohesividad celular que todavia presentan
las células “en paraguas” y que mantienen en su lugar a las células proliferantes. Por
otro lado, la morfologia de sus células es similar a la de las células normales, lo que
puede causar confusién en el diagnéstico. En cambio, los tumores papilares de alto
grado presentan una proliferacion desordenada que implica muchas mas anomalias
arquitecturales y citologicas, por lo que a menudo en la muestra se aprecian células

atipicas que sugieren malignidad.

El carcinoma in situ representa la diana principal de la citologia urinaria (Koss,
1996). Dado que carece de cohesion, este tipo de tumor es mas proclive a exfoliar que
los tumores papilares. Por ello, la citologia urinaria suele ser mas reveladora en la
deteccidon de esta lesidon que la cistoscopia, la cual falla a menudo en demostrar
anomalias planas (lwasaki y cols., 1979). Otro tipo de lesiones planas que pueden
sugerir la presencia de carcinoma son la atipia reactiva o la neoplasia intrauroterial de
bajo grado. En estos casos y ante la presencia de hallazgos inconcluyentes
normalmente se adopta una terminologia conservadora en el informe citologico (p e€j.

citologia sospechosa) para evitar el sobretratamiento.

El estudio citolégico es capaz de detectar entre el 25-59% de los casos de CU en

el TUS (Chow y cols., 1994). La falta de sensibilidad en estos casos es justificable por

19



Introduccién

la dificultad en la interpretacién de la muestra debido a que las células benignas del
TUS suelen tener una morfologia atipica (Potts y cols., 1997). La obtencion de la orina
mediante cateterizacidon ureteral eleva estos valores de sensibilidad hasta el 65-78%

(Assimos y cols., 2000).

En general, errores en el diagndstico citolégico también pueden ser debidos a
problemas en la preparacion técnica de la muestra (p ej. una mala fijacion puede
ocasionar falta de detalles nucleares) o en la interpretacién del observador, ya que se
trata de un metodo subjetivo. El hecho de que las muestras presenten celularidad
escasa o0 que las células estén deterioradas debido a las condiciones en las que se
encuentran en la orina también suponen inconvenientes en el diagndstico. La litiasis
del tracto urinario constituye otra posible fuente de error en forma de falso positivo
(Highman y Wilson, 1982).

Finalmente, cabe destacar que el hecho de que pueda existir sincronia entre CU
vesical y CU en el TUS implica que el resultado positivo de la citologia no permita

identificar el origen del tumor (vesical o provinente de las vias urinarias altas).

1.2.5.2 Técnicas endoscopicas

En el caso de CU vesical, y como se ha mencionado anteriormente, los métodos
de referencia para el diagnéstico son la citologia urinaria y la cistoscopia. Esta ultima
consiste en la visualizacién directa de la vejiga mediante un cistoscopio el cual esta
formado por una fuente luminosa, un sistema optico y un aparato de irrigacion. La
combinacion de estos métodos de referencia también es clave para evaluar en
controles periodicos a los pacientes con historia previa de CU. La periodicidad de

estos controles dependera del riesgo de recurrencia del tumor.

Aunque se han disefiado cistoscopios flexibles para disminuir la incomodidad que
este meétodo diagndstico supone para el paciente, la cistoscopia es un método
altamente invasivo que origina estrés, hematuria y dolor. Es importante destacar que la
sensibilidad de la cistoscopia no es del 100% y que, aunque en las mejores series se
describen cifras del 95%, a veces no supera el 70%, dependiendo de la proporcién de
tumores Unicos, superficiales o in situ estudiados (Glas y cols., 2003; Kausch y cols.,
2006). De hecho, el limite de resolucién del ojo humano es limitado y puede no permitir

detectar tumores de tamano inferior a 0,5 mm.

Con la finalidad de incrementar el porcentaje de deteccidén de carcinoma in situ se
ha desarrollado una técnica de cistoscopia fluorescente, que consiste en la
instilacion endovesical de acido-5-aminolevulinico (5-ALA) o su éster derivado (H-ALA)

o la utilizacion de Hypericin antes de realizar la cistoscopia (D'Hallewin y cols., 2002).
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Estos farmacos son agentes fotosensibles precursores fisiolégicos de las porfirinas
naturales, moléculas que constituiran el grupo hemo de las células. La administracion
del farmaco de manera intravesical dara lugar a la acumulacién local de porfirinas, con
caracter fotoreactivo, en las células de las capas internas de la vejiga, especialmente
en las células neoplasicas y preneoplasicas, debido a su mayor actividad metabdlica.
Dado que estos agentes son capaces de emitir una luz roja caracteristica en respuesta
a la excitacion con luz azul (de longitud de onda entre 380 y 450 nm), las lesiones
premalignas y malignas tienden a brillar en color rojo al ser iluminadas con luz azul
durante la cistoscopia. Esta técnica puede incrementar la deteccion de tumores o
carcinoma in situ hasta en un 30% sobre la técnica habitual de cistoscopia
(Schmidbauer y cols., 2004; Witjes y Douglass, 2007).

Otra exploracion endoscopica realizada corrientemente en la practica clinica es la
ureteroscopia, la cual se utiliza para examinar visualmente el TUS. Aunque se realiza
con endoscopios flexibles, no deja de ser un proceso altamente invasivo dado el dificil
acceso endoscopico de esta zona del tracto urinario. Ademas, otro inconveniente de
esta técnica es que existe el riesgo de perforacion con extravasacion del tumor, en el
caso de existir, o de eliminacion parcial de la capa mucosa del urotelio donde se
facilitaria la implantacion de células tumorales. Debido a dichos inconvenientes, esta
técnica se intenta reservar para aquellas situaciones en que el diagnéstico mediante
técnicas de radiodiagndstico o citologia es dudoso y/o el tratamiento realmente se

veria afectado por su resultado.

En definitiva, la cistoscopia es una técnica sensible que se utiliza
sistematicamente en el control y seguimiento de los pacientes con CU, pero que
implica la realizacion de multiples procedimientos invasivos al afio en los pacientes
con esta enfermedad. Esto ha llevado a un aumento en el interés por buscar nuevos
metodos diagndsticos no invasivos que puedan reducir el uso de tan agresiva

metodologia diagnéstica.

1.2.5.3 Técnicas de radiodiagnoéstico

En el diagndstico y seguimiento del CU, a menudo se utilizan técnicas
radiolégicas que ayudan a confirmar el diagnostico. Dentro de estas técnicas la mas
utilizada es la ecografia, la cual permite visualizar, por medio de ondas acusticas de
alta frecuencia (1-20 MHz), érganos y tejidos dotados de diferente impedancia

acustica.

Esta técnica puede presentar una sensibilidad de hasta el 98% en la deteccion de

CU. Por otro lado, realizada de manera transabdominal, permite detectar tumores

21



Introduccién

papilares de entre 2 y 3 mm, siendo su sensibilidad menor en tumores planos y

localizados en el techo vesical.

La ecografia también puede usarse en el estadiaje tumoral, aunque presenta el
inconveniente de tender a sobrestimar los tumores no musculo-infiltrantes (Oleaga,
2004). Cuando es realizada de manera transuretral, esta técnica permite diferenciar
los estadios T2 y T3, pero su desventaja radica en que pasa a ser un proceso invasivo
(Grups y cols., 1989).

Cuando existe sospecha de CU en el TUS a menudo se utiliza la urografia. Esta
técnica consiste en inyectar una sustancia de contraste densa y opaca a los rayos X,
que se elimina por la orina y permite definir el tamano y forma de los rifiones y del
tracto urinario, asi como visualizar si existen discontinuidades en el llenado del TUS.
La inyeccidon del contraste se puede realizar en vena (urografia intravenosa o UIV),
directamente en la pelvis renal (urografia anterégrada) o a través de la uretra
(urografia retrégrada). Entre un 50-70% de los pacientes con CU en el TUS presentan
defectos de llenado cuando la orina es transportada hasta la vejiga (Oosterlinck y
cols., 2004).

Otros sistemas de imagen utilizados frecuentemente en la practica clinica son la
tomografia axial computarizada (TAC), la resonancia magnética (RM) y la

gammagrafia 6sea.

La TAC permite la obtencion de imagenes de organos y tejidos con una alta
resolucion, gracias a la reconstruccion computerizada de cortes tomograficos que son
escaneados. De esta manera es capaz de proporcionar informacion de la diseminacion
pélvica y visceral de la enfermedad con una sensibilidad y especificidad que ronda el
88% y 98%, respectivamente, en la deteccion de la diseminacién linfatica. Cuando se
trata de invasion del parénquima renal, este método ofrece una sensibilidad del 64% y
una especificidad del 97% (Millan-Rodriguez y cols., 1999). Se suele realizar una vez
ya diagnosticado el tumor pero antes del tratamiento radical del mismo, para valorar
asi tratamientos adyuvantes complementarios. En el caso del diagnostico del CU
localizado en el TUS, esta técnica supone una mejora respecto la UIV ya que
proporciona imagenes anatdmicas virtuales del tracto urinario. La limitacién de la TAC
basicamente recae en que no detecta depdsitos extravesciales de tumor inferiores a 1
cm de didmetro. Asi, el porcentaje de pacientes con diseminacion tumoral linfatica que

no son detectados por este método oscila entre un 21-70% (Paik y cols., 2000).

La RM es otra técnica de radiodiagnéstico que permite obtener imagenes de

organos gracias a la cinética de protones en el interior del paciente, la cual crea una
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corriente cuya magnitud se relaciona con la intensidad del pixel en la imagen obtenida.
A diferencia de la TAC, la RM puede generar imagenes multiplano directas y
proporcionar informacion especifica (p. €j. del flujo sanguineo, liquidos estaticos, etc.)
(Walsh y cols., 2004). Esta técnica, sin embargo, falla en la identificacion de
diseminacion tumoral linfatica en el 15% de los pacientes que la tienen (Persad y cols.,
1993).

Por ultimo la gammagrafia 6sea es una técnia también basada en rayos X
mediante la cual se valora la existencia de metastasis 0seas. Pare ello se inyecta al
paciente un marcador radiactivo, que a medida que se consume emite radiacion y. La
radiacion emitida puede ser detectada desde el exterior mediante equipos
especialmente disefados para ello. A diferencia de la imagen radiografica
convencional, que proporciona una informacion anatémica, la gammagrafia aporta una
informacién funcional con lo que es capaz de detectar anormalidades que aun no han

provocado una alteracion morfologica.

1.2.5.4 Biopsia multiple normalizada

La biopsia multiple normalizada (BMN) es una técnica de diagndstico que tiene
por objetivo identificar areas de displasia o carcinoma in situ en la mucosa vesical
mediante la toma, con pinza fria, de fragmentos mucosos en localizaciones ya
definidas. El numero de biopsias que se suelen realizar en el mapeo vesical para
descartar un Tis varia segun el centro, pero en ningun caso debe ser menor de cuatro.
Un esquema sobre seis localizaciones frecuentes de donde se obtiene una biopsia

vesical en la BMN se ilustra en la figura 7.
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Figura 7: Esquema de seis localizaciones frecuentes de las que se obtiene muestra al realizar
una BMN. 1- Trigono; 2- Pared posterior; 3- Pared lateral derecha; 4 Pared lateral izquierda; 5-

Cupula; 6- Uretra prostatica (s6lo en varones).

1.2.5.5 Técnicas histopatoldgicas

La tincion H/E es la técnica estandar para el andlisis histopatoldgico de las
muestras de tejido. Se basa en la evaluacién al microscopio 6ptico de la morfologia
celular presente en una biopsia (de tejido vesical o linfatico, principalmente). El
patdlogo examina las preparaciones histolégicas y no solo diagnostica la presencia de
células tumorales en la muestra sino que también evalua el nivel de invasion del tumor

en la pared del tracto urinario y el grado de diferenciacion celular.

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica complementaria a la tincion H/E en
aquellos casos en que la morfologia celular pone en duda el diagndstico del CU y/o de
su diseminacion. Dado que se trata de una técnica basada en la deteccion de
marcadores moleculares (proteinas), se explica con mas detalle en el apartado

1.2.10.2 de esta introduccion.

1.2.6 Tratamiento

Tras el diagnodstico inicial del CU, se realizara una reseccion del tumor para
establecer su estadiaje y asi dictaminar el tratamiento adecuado dependiendo del nivel
de infiltracién del tumor o de si se encuentra diseminado. En los siguientes apartados

se detallan las opciones terapéuticas mas frecuentemente utilizadas en cada caso.
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1.2.6.1 Tratamiento de la enfermedad no musculo-infiltrante

1.2.6.1.1 Reseccion transuretral

La reseccion transuretral (RTU) es una intervencién quirtrgica donde se extirpan
las lesiones visibles de tumor vesical en pequefios fragmentos a través de la uretra,

mediante un aparato llamado resectoscopio (Figura 8).

- Resectoscopio

Vejiga

~—— Tumor vesical

Figura 8: Esquema de la realizacion de la RTU.

Tiene doble finalidad: diagndstica, ya que permite la gradacién y estadificacién del
tumor, y curativa, ya que al extirpar totalmente el tumor se puede conseguir la curaciéon

del paciente.

Es el tratamiento de eleccion en los pacientes con tumor vesical inicial y en la
mayoria de los casos con recidiva tumoral. Sin embargo, como tratamiento aislado, la
RTU se utiliza sélo en los pacientes con tumores de bajo riesgo de recurrencia y/o
progresion (tumores Ta de bajo grado sin Tis asociado). En el resto de pacientes con
tumores no musculo-infiltrante (de riesgo intermedio y elevado de recurrencia y/o
progresion; ver apartado 1.2.7) se aconseja la utilizacion de quimioterapia o
inmunoterapia intravesicales adyuvantes, ya que han demostrado ser efectivas para

reducir el riesgo de recidiva y de progresion (Millan-Rodriguez y cols., 2000b).

Antes de la RTU se realiza una uretrocistoscopia, la cual aporta la informacion

sobre el numero, tamano, tipo (papilar o sélido) y la localizacién de los tumores en la
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vejiga y/o en la uretra prostatica. Dependiendo de estos parametros, la RTU puede ser

una cirugia sencilla y rapida o muy compleja y tediosa.

Como regla fundamental, para certificar que la RTU se ha realizado
correctamente, entre los fragmentos reseccionados tienen que estar representadas
todas las capas de la pared vesical incluyendo la capa muscular. Si no existe
representacién de dicha capa, el tumor debera catalogarse como Tx y se valorara la

realizacion de una nueva RTU para conseguir una correcta estadificacion.

El porcentaje de complicaciones de esta cirugia oscila entre el 4,7% y el 16%,
encontrandose relacionado con el tamano del tumor, con el nimero de focos y con la
preparacion técnica del cirujano. La mortalidad intra o post-operatoria es muy baja
(entre el 0% y el 1,3%) y parece estar relacionada con la situacién clinica del individuo
(Collado y cols., 2000).

Varios estudios han publicado que en un numero significativo de casos esta
cirugia es incompleta (Herr, 1999; Grimm y cols., 2003). Esto podria explicar, en parte,
el alto indice de recidivas que se observan post-tratamiento, ya que entre el 50-80%
de los pacientes presentan una recidiva del tumor al cabo de 2 afios de la cirugia, y
entre el 15% y el 23% de los casos progresan a enfermedad musculo-infiltrante

(Heney y cols., 1983a; Swana y cols., 1999).

En el caso de los tumores localizados en el TUS, también se puede realizar un
tratamiento conservador consistente en la reseccién del tumor por via endoscépica.
Este tratamiento esta indicado principalmente en aquellos casos en que el tumor es de
bajo grado sin infiltrar el musculo y en lesiones PUNLMP. También se utiliza cuando la
cirugia radical esta contraindicada ya sea por la presencia de enfermedad bilateral,
porque exista insuficiencia renal o porque el tratamiento Unicamente seria paliativo
(Mills y cols., 2001).

1.2.6.1.2 Inmunoterapia intravesical con el Bacillus de Calmette-Guérin

La inmunoterapia intravesical con el Bacillus de Calmette-Guérin (BCG) es
aceptada de manera universal en el tratamiento y profilaxis de los pacientes con los
siguientes tipos de carcinoma de alto riesgo de recurrencia y/o progresion (Oosterlinck
W'y cols., 2002):

» Carcinoma Tis
» Carcinoma de caracter papilar no musculo-infiltrante de alto grado

» Carcinoma multifocal
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» Carcinoma multirecurrente

En estos casos la BCG es utilizada como terapia adyuvante después de la RTU,
ya que proporciona una mejora en las tasas de recurrencia y progresion en
comparacion a cuando se realiza solamente la reseccién (Sylvester y cols., 2002;
Bohle y cols., 2003). En el resto de casos el empleo de esta terapia no esta justificado

debido a su potencial morbilidad y al gasto econémico que implica.

La inmunoterapia con BCG da lugar a una reaccion inmunoldgica activa (es decir,
que el sistema inmune del huésped es el efector) e inespecifica (ya que implica una
respuesta inflamatoria independiente de la antigeneidad tumoral) cuyo fundamento es
la potenciacion de las células efectoras del sistema inmune del paciente portador del
tumor. Consiste en la instilacién intravesical, de manera periédica, de preparaciones
del bacilo Calmette-Guérin obtenidas a partir de cepas modificadas provenientes de
una cepa original de Mycobacterium bovis. Aunque la pauta y duracién del tratamiento
Optimas pueden variar, una opcidbn comunmente utilizada consiste en una
instilacion/semana durante 6 semanas, con un mantenimiento de una instilacion cada

3 meses durante 3 anos.

Estas instilaciones desencadenan una reaccién inmunologica por parte del
paciente contra el agente bacteriano introducido. La interaccion de las células del
sistema inmune del paciente con las células uroteliales permite el reconocimiento de
estructuras extrafias en la superficie de las células transformadas, lo que hace

potenciar la respuesta inmune y alterar el curso evolutivo de |la neoplasia.

Los mecanismos de activacion inmunoldgica se producen de manera secuencial,

pudiéndose resumir en 2 pasos:
1. Contacto y fijacién del bacilo al urotelio.

Los bacilos introducidos en la cavidad vesical estableceran uniones con la
molécula fibronectina, la cual esta presente en el urotelio y tiene un papel
fundamental en los procesos de cicatrizacion. Esta proteina se encuentra como
parte constitutiva de la membrana basal (forma insoluble) pero también en el
plasma como un componente mas de la barrera hemato-urinaria del revestimiento
vesical (forma soluble). Asi, este proceso de fijacion del complejo fibronectina-
BCG ocurre en cualquier lugar del urotelio y no exclusivamente en areas de

disrupcion urotelial.

Tanto en la membrana de las células natural killer (NK) como en la pared
bacteriana del BCG existen receptores para la fibronectina. El hecho de que estos

receptores se encuentren eventualmente ocupados (p. ej. por la presencia de
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farmacos que modifican los mecanismos fisioldgicos de coagulacion) explica en
parte las diferencias de respuesta a la terapia observadas entre pacientes (Bohle
y cols., 1990).

2. Internalizaciéon de la BCG.

A pesar de los mecanismos de proteccion fisiolégicos de la mucosa urotelial, que
la hacen impermeable frente a la difusion de sustancias potencialmente téxicas, el
complejo fibronectina-BCG se internaliza en la pared vesical. EI mecanismo de
esta internalizacion no se conoce exactamente, aunque se acepta que se realiza
mediante procesos de transporte activo y fagocitosis por células presentadoras de

antigenos (Ratliff y cols., 1987; de Boer y cols., 1991).

Tras el proceso de infiltracién en la pared vesical se produce el verdadero
procesamiento de los antigenos bacterianos por los monocitos y por la
subpoblacion de linfocitos T CD4. La amplificacidon de la respuesta inmunologica
implica la expansion de células con capacidad litica antitumoral (linfocitos T CD8,
células NK y macréfagos). Evidencias experimentales demostraron que las
supoblaciones linfocitarias T, CD4 y CD8 son las que estan mas implicadas en la
respuesta antitumoral. De hecho, se comprobé que la activacion inducida por
BCG en los linfocitos T CD4 era un requisito necesario para inducir células T CD8

citotéxicas especificas (de Boer y cols., 1991).

En toda esta compleja activacion y expansion celular es fundamental la actividad
de citocinas y moléculas de adhesion, las cuales contribuyen a la regulacién del
sistema inmunitario. Destacan, entre ellas, las interleucinas (IL) de caracter
proinflamatorio (IL1, IL6 e IL8) y otras como la IL2, el interferdn y y los factores de
necrosis tumoral o y PB. Este aumento de moléculas reguladoras producido

durante la inmunoterapia es cuantificable tanto en sangre como en orina.

Una vez desencadenada la respuesta inmune en el tejido urotelial, es necesaria la
estabilidad y permanencia de los efectores inmunolégicos en el propio tejido. Asi,
la verdadera respuesta a la terapia esta condicionada por las caracteristicas
funcionales de la infiltracion y por la eficiencia de los elementos

inmunocompetentes.

Basicamente, la limitacion de esta terapia recae en la heterogeneidad de la
respuesta al tratamiento por parte de los pacientes. El nimero de elementos celulares
inmunocompetentes que alcanzan la pared, su grado de actividad funcional y el tiempo
que durara el efecto en funcion de la persistencia de estas células, son las principales

variables que determinaran la eficacia de este tratamiento. La capacidad de
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produccion y secrecion in situ de moléculas que permiten la migracion tisular también

supone una variable dependiente del paciente en la respuesta al tratamiento.

Uno de los factores clave en el éxito de esta inmunoterapia es el grado de
toxicidad que provoca en determinados pacientes. Los efectos adversos toxicos de la
BCG parecen depender principalmente de la dosis y el niumero de instilaciones,
aumentando con los programas de mantenimiento. En este aspecto, se establecid
como hipotesis la asociacion de manifestaciones clinicas sugestivas de inflamacion
urotelial intensa (fiebre, sindrome miccional irritativo, etc.) con una mayor eficacia
clinica del tratamiento. Sin embargo, experimentalmente toxicidad y eficacia no
parecen estar relacionadas (Sylvester y cols., 2003). Los efectos adversos mas
frecuentemente observados incluyen la disuria (75%), nicturia (63%), hematuria (29%)
y dolor (12%). Otros efectos adversos mas preocupantes incluyen sintomas gripales
(24%), artralgia (5%) y complicaciones infecciosas sistémicas que afectan a los
pulmones o al higado (5%) o también al epididimo, a la préstata o a la uretra (5%). La
complicacion mas temible, aunque minoritaria, es la sepsis, la cual puede llevar al
fallecimiento del paciente. Estos efectos adversos son los responsables de que
aproximadamente el 20% de los pacientes presenten intolerancia a la terapia y de que

el 5% de estos no completen el tratamiento.

Ya sea por el estado de inmunocompetencia del paciente o por su susceptibilidad
a los efectos toxicos de la terapia, existe un porcentaje de pacientes en que la terapia

no sera efectiva y presentaran recurrencia tumoral a corto plazo.

En el caso de tumores localizados en el TUS, la utilizacién de la inmunoterapia
BCG puede considerarse que se encuentra en fase experimental, no habiéndose
replicado por el momento el beneficio proporcionado en el CU vesical (Hayashida y
cols., 2004). La realizacién de estudios mas desarrollados es clave para que esta

aplicacién de la BCG acabe siendo llevada a la practica clinica.

1.2.6.2 Tratamiento de la enfermedad musculo-infiltrante

1.2.6.2.1 Cirugia radical

La cirugia radical realizada dependera de la localizacion del tumor y de su grado

de invasividad.

Cuando el tumor urotelial se encuentra localizado en la vejiga, y ademas se trata
de un tumor musculo-infiltrante que no ha dado lugar a metastasis segun las pruebas
de imagen previas, la cistectomia radical complementada con la linfadenectomia es

el tratamiento de eleccién. En algunas ocasiones este tratamiento también se aplica en
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el caso de tumores no musculo-infiltrantes que han presentado frecuentes recurrencias
en un corto intervalo de tiempo o han sido refractarios a la terapia BCG realizada tras
la RTU.

Este tratamiento quirdrgico consiste en la extirpacion de la vejiga urinaria y de los
ganglios linfaticos adyacentes. En los hombres la cirugia también incluye la extraccion
de la prostata y en las mujeres de la matriz. De esta manera se pretende la eliminacion

de la vejiga afectada asi como de la posible enfermedad microdiseminada.

La linfadenectomia como complemento de la cistectomia radical implica una
cirugia mas compleja pero que no incrementa ni la morbilidad ni la mortalidad del
procedimiento (Stein y cols., 2006). Presenta un beneficio terapéutico tanto para los
pacientes con ganglios linfaticos clinicamente positivos para metastasis como para los
que presentan ganglios negativos (Sanderson y cols., 2004). Ademas de este
beneficio terapéutico, permite un estadiaje mas exacto de la enfermedad. Esto es
importante ya que en 1999 Vieweg y colaboradores demostraron una correlacion entre
la supervivencia libre de enfermedad y el estadio N. Asi, encontraron una
supervivencia libre de recurrencia a los 3 anos en el 50,6%, 34,5% y 0% en pacientes

N1, N2 y N3, respectivamente (Vieweg y cols., 1999b).

Varios estudios han demostrado la importancia de realizar la linfadenectomia de
manera bilateral aunque el tumor no lo sea (Stein y cols., 2001; Mills y cols., 2001;
Vazina y cols., 2004; bol-Enein y cols., 2004). Sin embargo, la extension de la
linfadenectomia es un tema mas controvertido. Muchos trabajos apoyan la realizacion
de una linfadenectomia extensa, la cual consiste en la extirpacién de los ganglios
interaortocaval, paracaval derechos, para-aortal izquierdos, presacros, iliacos
comunes, iliacos externos y obturadores (Figura 3). Sin embargo, su realizacion
todavia no esta estandarizada en la practica clinica, siendo la linfadenectomia
estandar la que se lleva a cabo mas frecuentemente y en la que se extirpan los

ganglios iliacos (hasta la bifurcacion iliaca) y obturadores (Stein, 2006).

Una vez extirpada la vejiga es necesaria una derivacion urinaria. Los métodos

mas utilizados para realizar esta derivacion son los siguientes:

» Conducto ileal (derivacion heterotépica): los uréteres se anastomosan a un
fragmento de intestino desfuncionalizado y éste a la piel. El paciente llevara un

colector para recoger la orina.

> Neovejiga ileal (derivacion ortotopica): los uréteres se anastomosan a un
reservorio construido con un segmento de intestino (sobre todo ileon). Este a su

vez se liga a la uretra.
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» Ureterosigmoidostomia: anastomosis de los uréteres al sigma.

La mayoria de estudios realizados sobre la calidad de vida de los pacientes
sometidos a cistectomia radical revelan que el paciente se adapta bien a la vida
posterior, independientemente del tipo de derivacion urinaria utilizada (Clark y cols.,
2005).

Las tasas especificas de supervivencia por cancer a los 5 afos tras la cistectomia
varian entre el 48% y el 83% (Ghoneim y cols., 1997; Hautmann y Paiss, 1998;
Leissner y cols., 1999; Dalbagni y cols., 2001; Stein y cols., 2001). Por otro lado,
alrededor del 50% de pacientes con CU musculo-infiltrante desarrollaran metastasis en

los 2 primeros afos de seguimiento tras la cirugia radical (Gazzaniga y cols., 2001).

Como es de esperar, los datos de supervivencia a 5 afos en pacientes con
enfermedad extravesical y/o afectacion linfatica son peores, rondando el 30% en

amplias series de pacientes (Tabla 3).

Tabla 3: Tasa de supervivencia global en series de cistectomia radical de pacientes con
ganglios histolégicamente positivos para diseminacion. N+: categoria histolégica N con

resultado positivo para diseminacién tumoral.

Numero Numero Media % Supervivencia
Estudio pacientes | pacientes |seguimiento | cancer-especifica
total N+ (afios) a5 afios en N+
Ghoneim y cols., 1997 1026 188 4,05 23,4
Stein y cols., 2001 1054 246 10,2 35
Shariat y cols., 2006 888 204 3,25 27,3
Steven y Poulsen, 2007 336 64 6 39
Canter y cols., 2008 356 114 3,8 25
Ghoneim y cols., 2008 2720 555 55 27,4

Debido a los avances en la técnica quirurgica, la anestesia y los cuidados
perioperatorios, la mortalidad perioperatoria de la cistectomia radical en los ultimos 20

anos se ha reducido a niveles que oscilan entre el 2-6% (Stein y cols., 2001).

Cuando el CU se encuentra localizado en TUS, el tratamiento estdndar en
pacientes con un tumor musculo-infiltrante es la nefroureterectomia radical. Este
tratamiento consiste en la extirpacion de la pelvis renal, el uréter y el rindn del lateral
afectado, junto con una reseccién de entre 1 y 2 cm de la mucosa vesical que rodea el
orificio ureteral (Seaman y cols., 1993). El tratamiento radical en estos tumores

disminuye el riesgo de recurrencia unilateral, haciendo que el seguimiento del paciente
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sea menos complicado. Después de este tratamiento la recurrencia tumoral en la
vejiga sera del 19-24% (Laguna y de la Rosette, 2001). El hecho de que en la mayoria
de los casos se contemple el tratamiento radical es debido a la alta recurrencia de
estos tumores, su elevada multicentricidad y la baja incidencia tumoral bilateral. Por
ello, se contempla un tratamiento conservativo solo en aquellos casos de pacientes
monorenos, con CU en TUS bilateral o con insuficiencia renal. Los tumores distales de
bajo estadio y grado pueden ser tratados de manera exitosa mediante ureterectomia
distal, es decir, Unicamente extrayendo la parte lesionada del uréter y evitando asi la

extirpacién del rindn (Tawfiek y Bagley, 1997).

Dado que los ganglios linfaticos regionales también representan la localizacién
mas frecuente de metastasis cuando el CU se encuentra localizado en TUS (Arancibia
y cols., 2007), la linfadenectomia complementaria a la nefroureterectomia es
especialmente importante sobre todo en aquellos pacientes que presentan la
enfermedad extendida a lo largo del tracto urinario. La mejora en la supervivencia
aportada por esta técnica queda claramente reflejada en un estudio por Brausi y
colaboradores donde se observé un incremento en la supervivencia de 31,3 meses en

el grupo de pacientes tratados con linfadenectomia (Brausi y cols., 2007).

1.2.6.2.2 Radioterapia

El CU es un tipo de tumor bastante resistente a la radioterapia. Sin embargo, y
aunque el tratamiento estandar del CU musculo-infiltrante es la cistectomia radical, la
radioterapia representa la opcién conservadora mas extendida en el tratamiento de
esta enfermedad. En la practica clinica se utiliza en combinacién con la RTU vy la
quimioterapia sistémica, no observandose una mejora en la evolucién de los pacientes

directamente relacionada con esta terapia (Smith y cols., 1997).

Las cifras de supervivencia observadas a los 5 afios en pacientes tratados con
radioterapia en exclusiva oscilan entre un 7% y un 35%, dandose los valores mas

elevados en los casos con estadios inferiores (Shipley y cols., 2003).

1.2.6.3 Tratamiento de la enfermedad metastasica

1.2.6.3.1 Quimioterapia sistémica

El CU es sensible a la quimioterapia, sobre todo cuando se aplica localmente
(Nygren y cols., 1999). De forma sistémica, aunque su efectividad es mas
cuestionable, son muchos los farmacos citotoxicos con diversos mecanismos de

accion que han mostrado actividad antitumoral significativa en pacientes con CU
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diseminado, siendo los mas activos el cisplatino, metotrexate, doxorrrubicina,

vinblastina, gemcitabina, paclitaxel y docetaxel.

La quimioterapia sistémica se emplea en combinacién con la cistectomia en

diferentes vertientes:

» Como terapia neoadyuvante: la quimioterapia se administra precediendo a la
cirugia. Da lugar a una retraccion o disminucién del estadio del tumor,
disminuyendo a su vez el riesgo de margenes quirurgicos positivos en el momento
de la cistectomia. Existen estudios en grandes cohortes que revelan una mejora en
la supervivencia de los pacientes tratados bajo este esquema sélo del 5% (1999),
mientras que otros trabajos llegan a mostrar una reduccién en el riesgo de
fallecimiento hasta en un 20% de pacientes con CU musculo-infiltrante, respecto al
grupo de pacientes que son tratados unicamente con cistectomia (Grossman y
cols., 2003).

» Como terapia adyuvante: en este caso la quimioterapia se administra después de
la cistectomia. La decision de emplearla depende del estadio patolégico del tumor,
aunque por el momento no esta muy bien establecido qué pacientes se benefician
mas de esta terapia (Dimopoulos y Moulopoulos, 1998; Boccardo y Palmeri, 2006).
Diversos estudios retrospectivos han mostrado evidencias sobre la eficacia de la
quimioterapia adyuvante en pacientes con ganglios linfaticos positivos para
diseminacion tumoral (Mills y cols., 2001; Madersbacher y cols., 2003; Konety y
cols., 2003; Park y cols., 2007). No obstante, también existen trabajos en los que
no se confirma el beneficio en la supervivencia de esta terapia adyuvante

(Dimopoulos y Moulopoulos, 1998; Vieweg y cols., 1999a; Herr, 2003c).

El beneficio de la quimioterapia sistémica neoadyuvante y adyuvante tampoco ha
sido demostrado claramente cuando el CU se encuentra localizado en TUS (Zigeuner
y Pummer, 2008).

Una tercera vertiente de quimioterapia sistémica no relacionada temporalmente
con la cistectomia es la llamada quimioterapia de rescate. Esta se utiliza de manera

paliativa cuando la metastasis clinica ya esta presente.

1.2.7 Pronéstico

El prondstico de los pacientes con CU se determina principalmente mediante dos
factores de riesgo independientes que son el estadio patolégico y la afectacion
ganglionar (Antunes y cols., 2006). Sin embargo, otros parametros clinicos y

patolégicos estandar que han demostrado ser utiles para predecir el prondstico de los

33



Introduccién

pacientes con CU, sobre todo cuando se trata de los no musculo-infiltrantes, son los

que se muestran a continuacion (Millan-Rodriguez y cols., 2000b):
El grado histolégico

Estadio clinico

La presencia concominate de carcinoma in situ

El tamarfio tumoral

El tipo de arquitectura del tumor

La multifocalidad

YV Vv Vv VY VY V V

La presencia de recidivas previas

De todos estos factores, el grado histoldgico y el estadio clinico son las
variables pronésticas mas empleadas para decidir el tratamiento y seguimiento del CU,
aunque a menudo fallan en predecir la evolucion de la enfermedad, especialmente en
los carcinomas T1. Especificamente los casos T1G3 son un claro ejemplo de
controversia a la hora de decidir el tratamiento. Para solventar este problema, se han
llevado a cabo numerosos estudios en los que se ha evaluado la capacidad que
diversos tests de laboratorio tienen para predecir el curso del cancer en pacientes
individuales. Asi, se ha evaluado la utilidad de diferentes marcadores prondsticos
como son la deteccién de los antigenos de grupo sanguineo ABH, del antigeno Lewis,
del antigeno Thomsen-Friedenreich, de los antigenos asociados al carcinoma de
células transicionales (M344, T138, 19A211, EMA) mediante anticuerpos
monoclonales, de la actividad de la hialuronidasa, de moléculas de matriz extracelular
y de adhesion celular (fibronectina, laminina, expresion de factores de crecimiento y
sus receptores (receptor de EGF, TGF-31, PDECGF), de marcadores de proliferacion
(Ki67, PCNA), etc (Walsh y cols., 2004).

La Organizacion Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer
(EORTC, del inglés European Organization for Research and Treatment of Cancer)
desarrollé en 2006 un analisis combinado de multiples factores prondstico, en el que
se incluyeron 2596 pacientes con CU no musculo-infiltrante, con tal de establecer unas
tablas donde se indicara las probabilidades de recurrencia y progresién de los
pacientes sometidos a RTU. Como resultado de este estudio se desarrollé un sistema
que considera seis factores clinicos y patolégicos: el nUmero de tumores, tamarno del

tumor, recurrencias previas, estadio, presencia de carcinoma Tis y grado.

En base a los parametros considerados por la EORTC, los tumores no musculo-

infiltrantes se pueden clasificar en aquellos que presentan un alto riesgo de
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recurrencia (tumores multiples, multirecurrentes o0 de mas de 3 cm) y/o un alto
riesgo de progresion (tumores T1, de algo grado y Tis). Por otro lado, los tumores de
bajo riesgo de recurrencia y progresion son aquellos que son unicos, pequenos,
con estadio clinico Ta de bajo grado y sin Tis asociado. Por ultimo, entre los tumores

de riesgo intermedio estarian incluidos aquellos clasificados como T1 de bajo grado.

Las probabilidades de recurrencia y progresién en un afio segun el sistema de la
EORTC oscilan entre el 15-61% y entre <1-45%, respectivamente (Sylvester y cols.,
2006). Este sistema estd automatizado en un programa informatico el cual esta

accesible gratuitamente en la pagina web:
http://www.eortc.be/tools/bladdercalculator/default.htm.

Tras la cirugia radical y la linfadenectomia, uno de los parametros mas fiables en
la prediccion de la supervivencia es el numero total de ganglios linfaticos
extraidos. Asi, un mayor numero de ganglios extraidos correlaciona con una mejor
supervivencia, independientemente de la presencia o no de metastasis en ellos
(Ghoneim y cols., 1997; Mills y cols., 2001; Stein y Skinner, 2003; Herr, 2003a). Pese a
esta correlacion reiterada por varios trabajos, no existe un consenso sobre el nimero
de ganglios minimo que tienen que ser extirpados para conseguir esta ventaja en la

supervivencia (Leissner y cols., 2000; Herr y cols., 2002; Konety y cols., 2003).

Por otro lado, no sélo el numero de ganglios extraidos en la linfadenectomia es
importante, sino también la extensién de la misma (Ghoneim y cols., 1997; Mills y
cols., 2001; Stein y cols., 2001; Madersbacher y cols., 2003; Stein y cols., 2003; Herr,
2003b). Asi, la realizacion de una linfadenectomia extensa (ver apartado 1.2.6.2.)
correlaciona con un incremento en la supervivencia especialmente en aquellos

pacientes con metastasis positivas en ganglios (Poulsen y cols., 1998; Herr, 2003c).

Un parametro que considera la relacion entre el numero de ganglios positivos y el
numero de ganglios extraidos es la densidad ganglionar. Este indice ha demostrado
ser el factor predictivo de recurrencia y supervivencia mas potente utilizado
actualmente (Herr, 2003b).

Otro tipo de factores como la presencia de mutaciones en el gen FGFR3 se han
asociado con un mejor pronostico de la enfermedad (van Rhijn y cols., 2003).
Concretamente, se ha visto que la concurrencia de mutaciones en este gen y la
presencia adyacente de carcinoma in situ es poco frecuente (van Oers y cols., 2007).
En cambio, la sobre-expresion por IHQ de P53 y Ki-67 es frecuente en aquellos
tumores que presentan un carcinoma in situ adyacente, con lo que va asociada a un

peor prondstico (van Oers y cols., 2007). De todas maneras, aunque la expresion de
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algunos de estos marcadores se haya podido relacionar significativamente con la
progresion tumoral, todavia no se utilizan en la practica clinica y no influencian las

decisiones de tratamiento en pacientes individuales.

Es menor el nimero de estudios realizados respecto a los factores prondstico de
CU cuando se encuentra localizado en el TUS. Parece ser que algunos de los factores
que influyen en el pronéstico de la evolucion de estos tumores son la edad del
paciente a la que se diagnostico la enfermedad, la multiplicidad del tumor, la presencia
de margenes quirurgicos positivos, la pérdida de expresion de E-caderina, el estadio y
grado tumoral, siendo estos dos ultimos factores los mas estandarizados (Zigeuner y
Pummer, 2008). La IHQ para E-caderina es necesaria especialmente en casos con
tumor no musculo-infiltrante de bajo grado. Por otro lado, la deteccion por IHQ de Ki-
67, marcador de proliferaciéon celular, supone también un factor prondstico de
recurrencia tumoral aunque menos significativo que E-caderina. La deteccion por IHQ
de survivina, P53, P27 y MSH2 no aportan informacién adicional sobre el prondstico

de esta enfermedad (Fromont y cols., 2005).

Recientemente Ohtsuka y colaboradores publicaron el valor prondstico de la
pérdida de expresion de UPIIl analizada por IHQ, en los pacientes con CU en TUS
(Ohtsuka y cols., 2006).

1.2.8 Asociaciéon del carcinoma urotelial en el tracto urinario superior con el

carcinoma urotelial vesical

Los tumores localizados en el TUS estan fuertemente asociados al CU vesical.
Aproximadamente el 20-50% de pacientes con CU en el TUS desarrollaran un CU
vesical a lo largo de su vida, aunque soélo entre un 0,7-4% de los pacientes con CU

vesical desarrollaran un CU en el TUS (Kirkali y Tuzel, 2003).

Respecto a las recidivas vesicales, se ha observado que en la vejiga y uretra
prostatica de algunos de los pacientes con CU en el TUS existen cambios
preneoplasicos microscopicos, especialmente cuando son de alto grado (Kakizoe y
cols., 1980). La mayoria de estas recurrencias suelen darse dentro de los 2 primeros
afos después del tratamiento quirargico del CU, estando la media entre los 5 y los 15
meses posteriores (Kirkali y Tuzel, 2003; Raman y cols., 2005). La multifocalidad
asociada al CU en esta localizacion, el estadio patoldgico, la historia de tumor vesical
en el paciente y el procedimiento quirdrgico (como podria ser una ureterectomia distal
incompleta) parecen ser los factores de riesgo mas importantes para la recurrencia

tumoral en la vejiga (Hisataki y cols., 2000; Raman y cols., 2005).
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El alto indice de recidiva vesical derivada de un tumor en el TUS implica la
necesidad de un riguroso seguimiento de los pacientes mediante cistoscopia,

especialmente de aquellos con historia de tumor vesical.

En la situacion contraria, la recurrencia en el TUS tras un tumor vesical, existe la
hipétesis de que la presencia de reflujo vesico-ureteral juega un papel activo en la
diseminacion de células cancerosas desde la vejiga hasta el uréter y la pelvis (Amar y
Das, 1985; Torres Mateos y cols., 1987). Los factores mas importantes de prediccion
de recurrencia del tumor en el TUS son la multiplicidad del tumor vesical y el estadio
Tis (Millan-Rodriguez y cols., 2000a; Rabbani y cols., 2001).

Finalmente, cabe destacar que los tumores localizados en el TUS suelen
presentar mayor estadio y grado que los tumores vesicales, hecho que les confiere

mas agresividad y peor prondstico (Stewart y cols., 2005).

1.2.9 Genéticay biologia molecular

1.2.9.1 Citogenética del CU

Al igual que en otros tumores solidos, en el CU se dan frecuentemente
aberraciones estructurales y numéricas de los cromosomas (aneuploidias,
reordenaciones, deleciones, amplificacion de genes, etc.), que se expanden de
manera clonal entre las células del tumor, indicando asi una inestabilidad genética.
Estas alteraciones pueden dar lugar a nuevos genes de fusién o a cambios en la
region reguladora de algunos genes, que pueden tener un impacto directo en el ciclo
celular o en el control de la apoptosis. Las deleciones, duplicaciones, polisomias y
monosomias también pueden tener un efecto importante en la dosis génica. Se
hipotetiza que las células del epitelio precancerigeno ya presentan este tipo de
alteraciones (Koss, 1979; Steidl y cols., 2002).

Los cambios cromosomicos que daran lugar al CU han sido estudiados en
diversos trabajos. Algunos de ellos han revelado que en este tipo de tumor existen
frecuentes alteraciones en gran numero de cromosomas (1, 9, 7, 11, 17, entre otros)
(Sandberg y Berger, 1994), siendo la pérdida del cromosoma 9 la alteracion mas
comun en el CU vesical (Dalbagni y cols., 1993; Shigyo y cols., 1998; FadI-Elmula,
2005). En este cromosoma estan contenidos varios locus que codifican para genes
supresores de tumores como CDKN2A (codifica para la proteina P16), TSC1 (codifica
para TSC1) o CDKNZ2B (que codifica para P15), entre otros.

La trisomia del cromosoma 7 se ha relacionado con la recurrencia tumoral

(Waldman y cols., 1991), mientras que la polisomia del 17 y ganancias del 8 se han
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relacionado con un mayor grado y estadio, es decir, con la progresién tumoral (Sauter
y cols., 1995; Pycha y cols., 1997).

En tumores no musculo-infiltrantes de bajo grado se ha comprobado que son
infrecuentes las alteraciones genéticas del cromosoma 3 (Presti y cols., 1991). No
obstante, este cromosoma se encuentra frecuentemente alterado en tumores de alto
grado y musculo-infiltrantes (Presti y cols., 1991; Simon y cols., 2001; Gallucci y cols.,
2005).

Ademas de polisomias, se han detectado deleciones cromosomicas
frecuentemente asociadas al CU. Como ya se ha mencionado anteriormente, el
cromosoma mas frecuentemente delecionado es el 9 (Pycha y cols., 1997; Sauter y
cols., 1997), aunque también se encuentran frecuentes deleciones en los
cromosomas/regiones cromosomicas 2, 4p, 8p, 11p, 13q y 17p y 18q (Knowles y cols.,
1994). Especificamente la regién 17p, que contiene el gen TP53, se encuentra
frecuentemente delecionada en el CU musculo-infiltrante. Deleciones de 4p también

han sido asociadas a fenotipos tumorales mas agresivos (Fadl-Elmula y cols., 2001).

Respecto al CU localizado en el TUS, aunque se han realizado escasos estudios
citogenéticos en este tipo de tumor, su perfil citogenético parece ser similar al descrito
en el CU vesical, lo que sugiere que estos tumores presentan un comportamiento
biolégico comun y unas anomalias genéticas similares (Fadl-Elmula y cols., 1999;
Kirkali y Tuzel, 2003). Concretamente, algunas de las alteraciones mas frecuentes
encontradas en este tipo de tumores son la ganancia de 1q, deleciones de 1p, 5q, 8p,
14q, y trisomias de los cromosomas 7 y 20. También es frecuente la pérdida parcial o
total del cromosoma 9 (Dal Cin y cols., 1999; Fadl-Elmula y cols., 1999; Rigola y cols.,
2001). Las unicas diferencias genéticas que parecen variar segun la localizacion
tumoral en el tracto urinario son las que comportan la inestabilidad de microsatélites
(Catto y cols., 2003).

1.2.9.2 Biologia molecular del CU

En general, las lesiones moleculares que dan lugar a la formacion de una

neoplasia ocurren en las siguientes clases de genes reguladores:

» Oncogenes: estimulan el crecimiento celular.

» Genes supresores de tumores: inhiben el crecimiento descontrolado celular.
» Genes reguladores de la apoptosis: controlan la muerte celular programada.

Existe otra categoria de genes que también pueden considerarse como genes

supresores de tumores, ya que regulan la reparacion del DNA danado con lo que
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pueden solventar la lesion no letal de los tres grupos de genes mencionados

anteriormente.

En el caso del CU la genética es compleja y, a diferencia de en otros tipos de
tumores, no hay una via definida de alteraciones que sirva como guia para el estudio
de su evolucién. Lo que si que esta claro es que el CU acumula un nimero importante
de alteraciones genéticas en el momento del diagndstico. Dichas alteraciones no solo
son mas abundantes en lesiones musculo-infiltrantes que en las que no alcanzan el

musculo, sino que ademas parecen ser distintas.

A continuacion se detallan algunas caracteristicas de los diferentes grupos de

genes reguladores mencionados anteriormente y su relacion con el CU.

1.2.9.2.1 Oncogenes y proto-oncogenes

La principal funcién de las proteinas codificadas por los oncogenes es la
transmision de senales desde la superficie celular al citoplasma o al nucleo, asi como
la generacion de una respuesta a dichas sefiales, a través de la fosforilacion de
moléculas diana y de inducir la transcripcion del DNA. Las mutaciones en estos genes
se consideran dominantes ya que solo con que una copia se inactive es suficiente para

desencadenar la transformacién celular.

Los primeros oncogenes estudiados relacionados con el CU pertenecieron a la
familia RAS (H-RAS, K-RAS, N-RAS). Estas proteinas juegan un papel clave en la
transduccion de sefiales intracelulares. La sobre-expresion de estos genes se puede
dar a partir de alteraciones en su secuencia o de lesiones en proto-oncogenes (genes
que activan la expresion de los oncogenes). De entre estos tres grupos de genes de la
familia RAS, mutaciones en HRAS son las menos implicadas en el desarrollo del CU

(Knowles y Williamson, 1993).

Otros oncogenes que se han encontrado sobre-expresados en el CU son EGFR y
ERBB2, localizados en 7p y 17q, respectivamente. Estos genes codifican para
proteinas que intervienen en la transmision de sefales del exterior al interior celular.
Especificamente, la sobre-expresion de estos oncogenes se ha relacionado con el
fenotipo musculo-infiltrante de los tumores vesicales (Knowles, 2001; Habuchi y cols.,
2005; Wolff y cols., 2005).

Relacionado directamente con los oncogenes de la familia RAS se encuentra el
gen FGFR3. En 1999 se describieron por primera vez mutaciones en este gen
relacionadas con el CU (Cappellen y cols., 1999). Existe la hipétesis de que FGFR3

actua activando vias de sefializacion mediadas por RAS, siendo las mutaciones en
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estos dos genes mutuamente excluyentes (Jebar y cols., 2005). También se ha visto
que son excluyentes mutaciones en FGFR3 y en el gen TP53 (gen supresor de
tumores que codifica para la proteina P53) lo que indica que intervienen en vias
alternativas de desarrollo del carcinoma (Bakkar y cols., 2003; Hernandez y cols.,
2005). La frecuencia de mutaciones en FGFR3 es mayor en estadios no musculo-
infiltrantes (70% de tumores pTa), en bajos grados (84% de tumores G1) y en
papilomas uroteliales benignos (75%). En cambio, mutaciones en este gen son poco

frecuentes en el carcinoma in situ (Billerey y cols., 2001).

C-MYC, localizado en 8q, es un oncogen que codifica una fosfoproteina nuclear.
Entre las funciones de esta proteina se incluyen la de promover la replicacion del DNA
y la de regular la transicion G0/G1 en el ciclo celular. Aunque la sobre-expresion de
este gen no esté correlacionada con la progresiéon y/o supervivencia, parece
presentarse con mas frecuencia en tumores de alto estadio y grado (Lipponen, 1995;
Kee y cols., 2001).

Por ultimo, otro oncogen a destacar es BCL-2, localizado en 189 y que juega un
papel fundamental en la inhibicién de la apoptosis, con lo que influye inhibiendo la
respuesta a la quimioterapia y radioterapia. Su sobre-expresion estd asociada a

fenotipos poco agresivos del tumor (Shiina y cols., 1996).

1.2.9.2.2 Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores codifican para proteinas que basicamente
controlan y regulan el ciclo celular. Las mutaciones en estos genes se consideran
recesivas ya que ambas copias deben inactivarse para dar lugar a la transformacion

celular.

Los genes TP53 y RB1, localizados en 17p y 13p y que codifican para las
proteinas P53 y PRb, respectivamente, son los principales genes supresores de
tumores ya que ejercen funciones claves en el control del ciclo celular. Asi, por un
lado, aproximadamente entre el 50-70% de los CUs musculo-infiltrantes o del alto
grado presentan mutaciones somaticas en el gen supresor de tumores TP53. Estas
mutaciones, en cambio, no son frecuentes en estados iniciales de la enfermedad
(Fujimoto y cols.,, 1992). Por otro lado, se ha observado una pérdida de
heterozigosidad en el locus de RB1 en un 29-33% de los canceres de vejiga, también
con una mayor frecuencia en tumores musculo-infiltrantes (Cairns y cols., 1991), y
mutaciones puntuales del mismo gen en aproximadamente el 27% de pacientes
(Miyamoto y cols., 1995). El uso de ensayos que detectan la combinacién de P53 y

PRb mejora la prediccion del pronéstico del CU, en comparacion con la deteccion de
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las mismas proteinas por separado. De hecho, existen estudios que demuestran una

actividad cooperativa de P53 y PRb en la progresiéon del CU (Chatterjee y cols., 2004).

Otro de los genes supresores de tumores clave por su papel en la regulacion del
ciclo celular es CDKN1A, localizado en 6p y que codifica para la proteina p21. Es un
gen supresor tumoral por su capacidad de union e inhibicién de la actividad fosforilasa
de las quinasas dependientes de ciclinas que regulan el ciclo celular. Su expresion
esta regulada de manera directa por P53, siendo junto a ésta, mediador de la parada
del ciclo celular cuando se produce un dafio en el DNA. Estudios mediante
inmunohistoquimica han mostrado que en el carcinoma in situ, la existencia de un
fenotipo con ambas proteinas mutadas, P53 y P21, esta relacionada con un mayor

riesgo de recidiva, progresion y mortalidad (Llopis y cols., 2000; Shariat y cols., 2003).

Por ultimo, caben destacar los genes CDKN2A y CDKN2B, codificantes para las
proteinas P16 y P15, respectivamente, y localizados en la region 9p21, la cual se
encuentra frecuentemente delecionada en estadios iniciales del CU (Orlow y cols.,
1994). Estas proteinas son quinasas dependientes de las ciclinas que regulan el ciclo
celular. Concretamente, la pérdida de expresion de P16, un inhibidor de la fosforilacion
de PRb y por lo tanto inhibidor del ciclo celular, parece presentar un efecto adverso

sobre la evolucion clinica y la recurrencia del tumor (Cote y Datar, 2003).

1.2.9.2.3 Genes reguladores de la apoptosis

Uno de los principales genes relacionados con apoptosis y con el CU es BIRCS5,
localizado en 17q y que codifica para una proteina llamada survivina. Esta proteina es
multifuncional ya que juega un papel clave en la inhibiciéon de la apoptosis, interviene
en la regulacién del ciclo celular y promueve la angiogénesis. Se ha visto sobre-
expresada en gran cantidad de tipos de tumores, y dada la diferencia tan marcada de
expresion entre tejido tumoral y normal, ha sido estudiada como diana terapéutica
(Altieri, 2003) y como marcador tumoral en el CU (Duffy y cols., 2007). EI mecanismo
por el cual inhibe la apoptosis no esta claro, aunque si que se conoce que lo hace por
diferentes vias. Por otro lado, su papel en la proliferacién celular se debe a que
interviene en la estabilizacion de microtubulos y la segregacion de cromatidas
hermanas en la mitosis (Yang y cols., 2004). Finalmente, el mecanismo por el cual
promueve la angiogénesis esta relacionado con la inhibicién de la apoptosis en las

células endoteliales que estan formando la nueva vasculatura (Tran y cols., 2002).

Otro gen importante relacionado con la sefnalizacion en la apoptosis es el gen
FAS. Mutaciones en este gen pueden limitar la muerte celular programada

favoreciendo el desarrollo del CU (Lee y cols., 1999).
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1.2.9.3 Vias moleculares de progresion del CU

El CU tiene un comportamiento bastante impredecible, ya que no todos los
tumores fenotipicamente idénticos se comportan de la misma manera (Shahin y cols.,
2003). Esta discrepancia de comportamientos ha llevado a pensar en la existencia de
distintas vias de progresién de la enfermedad con distintos patrones de alteraciones
genéticas. La informacion sobre la genética y la biologia molecular del CU que se ha
ido obteniendo desde hace anos ha ayudado a hipotetizar diferentes modelos sobre el

desarrollo de este tumor.

La gran mayoria de los estudios coinciden en que la delecidén del cromosoma 9, o
al menos de su brazo p, suele ocurrir de manera temprana en el desarrollo del CU
(Orlow y cols., 1994; Simoneau y cols., 1996). Sin embargo, existen diferentes teorias
a cerca de la divergencia genética entre tumores musculo-infiltrantes y los no musculo-

infiltrantes.

Por un lado, en 1992, Sandberg postulaba que existe una via multifasica de
desarrollo (Sandberg, 1992). En este modelo se explica la evolucion de la
carcinogénesis vesical como un proceso lineal de acumulacion de alteraciones, donde
el cromosoma 9 estaria asociado a estadios iniciales de la tumorgénesis, y posteriores
alteraciones en los cromosomas 5, 18 y 6 serian clave para la progresién y metastasis

de la enfermedad.

Otro de los modelos a tener en cuenta es el propuesto por Knowles en 1998
(Knowles, 1998). En éste se muestran dos vias que llevarian a la formaciéon de
carcinomas no musculo-infiltrantes con diferentes morfologias: uno seria Ta y el otro
seria Tis. Mayoritariamente los que se desarrollan como Tis progresarian a la capa
muscular, aunque también algunos Ta mediante la alteracion de, entre otros genes,
TP53 evolucionarian a musculo-infiltrante. El orden de aparicion de las alteraciones
genéticas determinaria el fenotipo y la capacidad de progresion de estos tumores. Este
modelo se basa en la importancia del papel de los genes supresores de tumores como

TP53 y RB1, y de su inactivacion como suceso clave en la carcinogénesis.

También en 1998, Richter y colaboradores propusieron un modelo el cual esta
basado en resultados obtenidos por hibridacion genédmica comparada (Richter y cols.,
1998). Segun este modelo, la pérdida del cromosoma 9 y ganancias de 11913 son
significativamente mas frecuentes en tumores papilares que en sodlidos. Ademas,
deleciones de 5q, 6q y 159 y ganancias de 5p, 7p y Xq se encuentran mas
frecuentemente en tumores T2-T4 que en T1, de manera que estos loci podrian

contener genes importantes para la progresion del CU.
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Hoglund y colaboradores en 2001 propusieron un nuevo modelo en el que se
muestran dos vias de desarrollo del CU (Hoglund y cols., 2001). Una de ellas se
iniciaria con la pérdida del cromosoma 9 y continuaria con las pérdidas de 11p vy
ganancias de 1q. Esta seria la via que seguirian aquellos tumores que empiezan
siendo Ta pero que después progresan a musculo-infiltrantes. Por otro lado, una
segunda via comenzaria con ganancias del cromosoma 7 y seguiria con pérdidas de
8p y ganancias de 8q. Esta via presentaria una correlacion con los estadios T1-T3. En
pasos posteriores de ambas vias se darian alteraciones genéticas comunes, de
manera que estas dos vias serian inicialmente independientes pero convergerian en

estadios avanzados, cuando el numero de alteraciones genéticas es muy elevado.

Finalmente, uno de los modelos mas recientes es el propuesto por Wu en 2005,
en el que se plantean también dos vias de evolucion (Wu, 2005). Una de ellas se
caracterizaria por mutaciones en FGFR3 (70%) y en H-RAS (30-40%) al inicio de la
carcinogénesis. Posteriormente y asociadas a progresion, se producirian deleciones
en 8p, 11p, 13q y 14q. Una segunda via, que caracterizaria a los tumores musculo-
infiltrantes de alto grado, se originaria a partir de un carcinoma in situ, de una displasia
severa, 0 bien de novo. La mayoria de los tumores que irian por esta via tendrian
mutaciones en TP53 o en RB1. Ademas, el 50% de los tumores que seguirian esta via
generarian metastasis, por lo que seria necesaria la intervencién de otros factores
como alteraciones en moléculas de adhesién, en factores que intervienen en la

angiogénesis, etc.

1.2.10 Técnicas moleculares aplicadas al diagndstico y estadiaje del CU

Como se ha comentado anteriormente, el CU viene precedido de diversas
lesiones secuenciales causadas por cambios genéticos. La creciente cantidad de
informaciéon en los ultimos afios sobre estas alteraciones ha hecho que numerosos
grupos trabajen en idear nuevas técnicas de diagnostico y estadiaje que puedan
mejorar y/o reemplazar la citologia urinaria, la cistoscopia y/o el analisis
histopatoldégico convencional. Sin embargo, aunque el diagnéstico ya se complementa
en ocasiones con técnicas moleculares como la IHQ, el estadiaje molecular no se
realiza todavia en la practica clinica ya que ningun marcador molecular ha sido

aprobado para tal utilidad.

Muchos de estos estudios se han basado en las células exfoliadas de la orina
para identificar marcadores moleculares que puedan ser empleados en el diagnéstico
del CU (Hu y cols., 2002; Quek y cols., 2004). Por otro lado, existen estudios basados

en la deteccion de marcadores en tejido que permitan un diagnéstico mas preciso
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tanto de la enfermedad localizada como diseminada (Thykjaer y cols., 2001; Dyrskjot y
cols., 2003).

En cualquier caso, la eficacia de un marcador tumoral dependera de su capacidad
para detectar precozmente la enfermedad de manera sensible y especifica, orientar
respecto a la toma de decisiones terapéuticas, monitorizar la respuesta al tratamiento

y diagnosticar la recurrencia de la enfermedad.

Algunas de las técnicas moleculares que se han testado en busqueda de estos
marcadores se resumen a continuacion agrupadas en dos categorias, segun la
naturaleza molecular del marcador que se esta detectando (acidos nucleicos o

proteinas):

1.2.10.1 Técnicas basadas en acidos nucleicos: DNA vy RNA

No existe duda de que el CU, asi como el resto de neoplasias, se debe a la
acumulacion de alteraciones genéticas que acaban afectando a genes que regulan
tanto la division como la muerte celular. Las alteraciones que mas frecuentemente
ocasionan la neoplasia pueden suponer marcadores de la enfermedad, de manera que
su deteccién podria ser clave no soélo en el diagnéstico del CU, sino en su prondstico
(Knowles, 2001; Williams y cols., 2001).

Para la deteccion de estos marcadores se han utilizado diversas técnicas
moleculares. Dos de ellas, la hibridacion in situ fluorescente y el analisis de la
expresion génica, se describen mas detalladamente en los apartados 1.2.10.1.1 y
1.2.10.1.2, respectivamente, ya que han sido basicas en la realizacion de este
proyecto. Otras de las técnicas que permiten en cierta manera el analisis del genotipo
y fenotipo celular, y que por tanto servirian para proporcionar un diagndstico molecular

de la enfermedad, se describen brevemente a continuacion:

» Andlisis de polimorfismos: diversos trabajos se han basado en el estudio de
algunos tipos de polimorfimos como los SNPs (del inglés, single nucleotide
polymorphism) o los microsatélites (repeticiones en tandem de 1-6 nucleétidos) en
células descamadas de la orina como método no invasivo de diagnéstico del CU
(Mao y cols., 1996; Amira y cols., 2002; Hoque y cols., 2003). El analisis de
microsatélites permite detectar, ademas, la pérdida de heterozigosidad (LOH) (del
inglés loss of heterozigosity) de regiones cromosémicas que se delecionan de
manera frecuente en el proceso de la carcinogénesis, como por ejemplo la region
17p13.1, donde se encuentra localizado el gen TP53. La sensibilidad de este tipo
de analisis esta limitada por la existencia de procesos inflamatorios que

acompafan al tumor y que también presentan inestabilidad en estos polimorfismos,
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por la necesidad de emplear muchos marcadores diferentes al mismo tiempo y/o
por la laboriosidad de la técnica. Estos condicionantes han limitado su
incorporacion a los protocolos asistenciales rutinarios (Mao y cols., 1996; van Rhijn
y cols., 2001; Zhang y cols., 2001).

Citometria de flujo: es una técnica que indica la presencia de poliploidia en una
poblacion celular. El analisis de muestras de orina por este método apunta a que la
presencia de células tetraploides o aneuploides indican un riesgo mayor de
progresion del tumor. Sin embargo, alteraciones genéticas en cromosomas
especificos son indetectables por esta técnica lo que limita su utilidad en la practica
clinica (Wheeless y cols., 1993; Bittard y cols., 1996).

Andlisis mutacional: este tipo de analisis se realiza basicamente mediante
secuenciacién directa. La secuenciacién es un método robusto mediante el cual se
detectan mutaciones en genes como FGFR3, que permiten identificar aquellos
tumores papilares con bajo potencial de malignidad. A diferencia del estadiaje y
gradacién patologicos, este método es 100% reproducible, ya que no implica
variedad interobservador (Rieger-Christ y cols., 2003). Mutaciones en otros genes
como TP53 y H-RAS detectadas en células descamadas en la orina también han
sido relacionadas con el diagndstico y la evolucion del CU (Fitzgerald y cols., 1995;
Schlichtholz y cols., 2004).

Andlisis de metilacién de promotores: la hipermetilacion de algunos promotores
génicos se considera una alteracion epigenética que produce represién
transcripcional debido a un cambio estructural de la cromatina, que la hace
inaccesible a los factores de transcripcion. De esta manera, se pueden inactivar
genes supresores de tumores como RB, P16INK4a y P14ARF. La hipermetilacion
puede ser estudiada mediante una variante de la PCR, la MSP (del inglés,
methylation specific PCR). Un ejemplo de gen supresor de tumores en que se ha
observado una disminucion de su expresion en el CU debido a la metilacion de su

promotor es el gen RASSF1A (Lee y cols., 2001).

Determinacién de la actividad de la telomerasa: los telémeros son secuencias
de DNA que se encuentran en los extremos de los cromosomas y que se van
acortando con las divisiones celulares. La pérdida de los telomeros lleva a la
senescencia celular. Asi como en el resto de neoplasias, las células tumorales del
CU expresan telomerasa, una enzima capaz de mantener la longitud de los
telomeros evitando esta senescencia (Lin y cols., 1996). En base a este proceso,

se ha visto que la determinacion de la actividad de la enzima telomerasa mediante
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un protocolo de amplificacion (TRAP, del inglés, telomeric repeat amplification
protocol) muestra una sensibilidad y especificidad del 90% y del 88%,
respectivamente, en la deteccion del CU (Sanchini y cols., 2005). No se ha

probado la utilidad de dicho marcador en el seguimiento de la enfermedad.

1.2.10.1.1 Hibridacién in situ fluorescente

La hibridacion in situ fluorescente (FISH, del inglés, Fluorescente in situ
hibridization) es una técnica que permite la localizacién de determinadas secuencias
de DNA en una extension celular, permitiendo asi la deteccién de cambios numéricos
y/o estructurales en estas regiones. Esta tecnologia utiliza sondas de DNA marcadas
con un fluorocromo las cuales se hibridaran sobre células tanto en interfase como en

metafase.

Existen dos tipos generales de sondas que se utilizan en la FISH: las sondas de
enumeracién cromosémica (o CEPs, del inglés, chromosome enumeration probes) y
las sondas locus-especificas (o LSls, del inglés, locus-specific indicators). Las CEPs
son sondas disefiadas para ser hibridadas sobre el centromero de manera que
permiten la determinacion del numero de copias de un determinado cromosoma en
una célula. CEPs para diferentes cromosomas combinadas en mezclas multisonda

pueden proporcionar informacién muy interesante sobre la aneusomia celular.

Las sondas LSIs, en cambio, estan disefiadas para ser hibridazas sobre locus
especificos, generalmente en busqueda de alteraciones en el nimero de copias de

uno o varios genes de interés.

Basicamente la metodologia de la FISH consiste en desnaturalizar el DNA,
hibridarlo con la sonda de interés marcada y leer la sefial en un microscopio de

fluorescencia. Las imagenes obtenidas son similares a las de la figura 9.
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Figura 9: Imagenes de FISH con sondas de regiones pericentroméricas en los cromosomas
3(@), 7(®) y 17(®) y locus especifica en la region 9p21 (* ); 1- Nucleos interfasicos tefiidos
con DAPI de una célula con morfologia tumoral (T) en comparacion con el de una célula
epitelial normal (N); 2- Nucleo interfasico diploide para los cromosomas estudiados; 3- Nucleo
en interfase polisdmico para todos los cromosomas estudiados; 4- Nucleo en interfase con
polisomia en el cromosoma 17. Imagenes obtenidas a partir de muestras reales analizadas

este trabajo.

Ya hace bastantes anos desde que esta técnica se empezd a utilizar para la
deteccién de alteraciones genéticas en el CU (Ramaekers y Hopman, 1993; Wheeless
y cols., 1994; Cajulis y cols., 1995; Pycha y cols., 1997; Sauter y cols., 1997; Acar y
cols., 2003). En un trabajo mas reciente por Sokolova y colaboradores en el aino 2000,
se buscd la combinacion de las alteraciones mas frecuentes en el CU, con el fin
realizar un ensayo sensible y especifico para el diagnéstico del CU mediante FISH.
Como regiones candidatas a estudiar se incluyeron sondas CEPs para los
cromosomas Y, 3,7, 8,9, 11, 15, 17 y 18, y una sonda LSI para la region 9p21. Como
resultado de este trabajo se establecid6 que la deteccion de 4 alteraciones
citogenéticas mediante 3 CEPs para los cromosomas 3, 7, y 17, y una LSI especifica
para la region 9p21, era la combinacion con mayor rentabilidad diagnéstica del CU,
tanto en sensibilidad como en especificidad. Ademas de la seleccién de sondas, se
establecio un criterio de positividad que consistia en la deteccién de 5 o mas
nucleos con polisomia en 2 o mas cromosomas diferentes, o en la deteccion de 10 o
mas nucleos con polisomia en uno de los cromosoma marcados, o finalmente en la

detecciéon de una delecion homocigota para la region 9p21 (como unica alteracion) en
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el 50% o mas de las células evaluadas (Tabla 10). La combinacién de sondas
evaluadas bajo este criterio presentd una sensibilidad del 86,8% y una especificidad
del 91,8% en la deteccién del CU a partir de muestras de orina por miccion
espontanea (Sokolova y cols., 2000). A partir de estos resultados se desarrollé un kit
comercializado con el nombre de Urovysion Bladder Cancer Recurrence Kit por parte
la casa comercial Vysis, Inc. (que actualmente forma parte de la empresa Laboratorios
Abbott), el cual fue aprobado por la americana Food and Drug Administration (FDA) en

2001 para su uso en la practica clinica.

Varios estudios han testado la utilidad de este ensayo basado en la técnica FISH
tanto para el diagnéstico inicial del CU vesical como de sus recidivas (Halling y cols.,
2000; Bubendorf y cols., 2001; Placer y cols., 2002; Sarosdy y cols., 2002; Halling y
cols., 2002). Algunos de ellos, como el de Bubendorf en 2001 o el de Halling en 2002
modificaron ligeramente el criterio de positividad en sus series de pacientes con el fin

de aumentar la sensibilidad de la técnica (Tabla 4).

Tabla 4: Criterios de positividad del kit UroVysion establecidos por diferentes grupos.

Criterios de positividad

» > 5 nucleos con polisémia en 2 o0 mas cromosomas (3, 7 y/o 17)

Sokolova y
cols., 2000 »> 50 % nucleos con pérdida de las 2 sefales de 9p21 (sin ninguna otra
anomalia)
Halllg%g)/ocols., » > 5 nucleos con polisémia en 2 o mas cromosomas (3, 7 y/o 17)

» > 2 nucleos con alguna anomalia (ganacia en los cromosomas 3, 7, 9 y/o
Bubendorfy | 17; pérdida de 1 o 2 copias de 9p21)

cols., 2001 »> 5 nucleos tetraploides (4 sefiales de cada cromosoma)

» > 5 nucleos con polisémia en 2 o mas cromosomas (3, 7 y/o 17)

Halling y cols., ) ,
2002 » > 10 nucleos con ganancias en 1 de los cromosomas 3, 7 y/o 17

»>20% nucleos con pérdida de las 2 sefiales de 9p21

» > 4 nucleos con polisémia en 2 o mas cromosomas (3, 7 y/o 17), de una
Kit UroVysion | evaluacion minima de 25 nucleos con morfologia tumoral

(prospecto) » > 12 nucleos de 25 con morfologia tumoral sin ninguna sefal de 9p21

Algunos de estos trabajos también evaluaron la utilidad del kit en muestras de
lavado vesical (Bubendorf y cols., 2001). A continuacién se detalla una tabla que
resume los resultados de sensibilidad y especificidad en las diferentes series de

pacientes incluidos en estos trabajos (Tabla 5).
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Esta técnica también ha sido evaluada como herramienta de prediccion de
recidivas tumorales de forma independiente (Bollmann y cols., 2005; Zellweger y cols.,
2006; Gudjonsson y cols., 2007; Yoder y cols., 2007; Gofrit y cols., 2008) o en
combinacion con la citologia urinaria (Daniely y cols., 2007), asi como para acabar de
dictaminar un diagnostico en aquellas muestras con un resultado sospechoso de la
citologia urinaria (Skacel y cols., 2003; Lotan y cols., 2008). Una de las mas recientes
aplicaciones para la que se ha evaluado esta técnica ha sido la comprobacion de la
efectividad de la terapia BCG en los pacientes con alto riesgo de recurrencia y/o

progresion tumoral (Kipp y cols., 2005).

1.2.10.1.2 Andlisis de la expresion génica

Las células tumorales presentan un patron de expresién génica diferente al de las
células normales del mismo tejido. Ademas, este patrén de expresion varia en funcion
del subtipo de tumor. Asi, el analisis de la expresién génica no soélo puede permitir el

diagnéstico de la enfermedad sino la caracterizacion de la misma.

En el presente trabajo, las técnicas utilizadas para estudiar la expresion génica
han sido las siguientes: transcripcion reversa (RT, del inglés, reverse transcription),
PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR, del inglés, quantitative polymerase chain

reaction) y microarrays de expresion.

La transcripcion reversa consiste en convertir el RNA mensajero (RNAm) a DNA
copia (cDNA), para que asi pueda ser amplificado mediante PCR. Este procedimiento
en conjunto es comunmente conocido como RT-PCR. Cuando en vez de una
amplificacion por PCR se realizan dos, de manera que en la segunda se amplifica un
fragmento contenido en la secuencia amplificada en primer lugar, la técnica recibe el
nombre de nested RT-PCR.

Por si solas estas técnicas han sido testadas en la deteccién de marcadores
moleculares en orina y tejido para el diagndstico del CU (Okamoto y cols., 1998; Leach
y cols., 2000; Smith y cols., 2001; Okegawa y cols., 2003; Retz y cols., 2003). Algunas

caracteristicas de estos estudios se detallan en la tabla 7.
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Tabla 7: Seleccion de trabajos en la literatura basados en la deteccion de marcadores
moleculares en orina, lavado vesical o tejido mediante RT-PCR o nested RT-PCR, para el

diagnostico del CU. N: numero de pacientes estudiados.

Autores Tipo de N Técnica  Marcador Sensib. (%) Especif. (%)
muestra

Okamoto y ; CR 75 100

cols, 1998 °Ma 20 RT-PCR CD44ve-10

Kle|r11g9(éols., orina 73  RT-PCR KRT20 91 67
K'e'? gg‘é"'s-’ ofina 68 RT-PCR  CGbeta 426 100
Rote;r(l)())/ocols., orina 95 RT-PCR KRT20 86,7 96,7
Leachy cols., lavado 21 RT-PCR Hmsh2 81 76,9

2000 vesical
SmihYoolS:  oina 46 RT-PCR  Sunvivina 100 95
Cassel y - nested

cols, 2001 °Ma 44 pypcr  KRT20 81.8 oo 17
ChiuYoolss wmor 80 RT-PCR  HURP 88,8 100

Okegawa y . nested

cols, 2003 °Ma 8 pypcgr MUY 68 190
Retz y cols., . nested KRT20 /8 36

2003 orina 50 RT-PCR
- MUC7 66 80

“ji'{')f;o‘gg&f orina 146 RT-PCR  hTERT 92 96
Wangyeols:  orina 30 RT-PCR  Survivina 80 100

oowiesY  orna 43 RT-PCR  hTERT 95 93,5
z|ae2§0;6§ols., ofina 20 RT-PCR  Survivina 90 50

Cl\c/)llc;usggo)é orina 161 RT-PCR  Survivina 79 93

Por otro lado, la gPCR es una de las tecnologias mas utilizadas en los ultimos
afos para realizar analisis de expresion de uno o de diversos genes de interés.
Ademas, esta técnica también se puede utilizar para el analisis de polimorfismos como
SNPs y microsatélites. Cuando antes de la qPCR se realiza una RT recibe el nombre
de gRT-PCR (del inglés, quantitative reverse transcription polymerase chain reaction),

y es una técnica ampliamente utilizada en estudios de expresién génica.

Algunas de las principales ventajas de esta técnica respecto a otras tecnologias
mas tradicionales en el estudio de la expresidn génica (como el Northern Blot) son: (1)
la necesidad de disponer de muy poco material de partida (10 pg de cDNA), (2) la

posibilidad de detectar, a tiempo real, y de una manera cuantitativa la amplificacién de
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los genes de interés, (3) la obtencién rapida (~2 horas) de los resultados, y (4) el

hecho de que el método de deteccion sea fluorescente y por lo tanto no contaminante.

Los dos sistemas de qRT-PCR mas utilizados, segun el método de deteccion de
la amplificacion, son los basados en SYBR Green y los basados en sondas TagMan.
El método basado en SYBR Green consiste en la incorporacion a la reaccion de una
molécula fluorescente capaz de unirse al surco menor de la doble hélice de DNA. Asi,
a medida que se va produciendo la amplificacion y va aumentando el nimero de
moléculas de doble cadena, también va aumentando la fluorescencia emitida. Sin
embargo, en el presente trabajo se ha utilizado el método de sondas TagMan. Estas
sondas consisten en un fragmento de DNA de 10-12 nucleétidos, complementario al
DNA que queremos amplificar, y que llevan adheridas en el extremo 5 una molécula
fluorescente (reporter) y en el 3’ una molécula que impide la emision de esta
fluorescencia (quencher), de tal forma que s6lo cuando la sonda es desplazada de su
sitio por la actividad exonucleasa 523’ de la DNA Taq polimerasa, la molécula
fluorescente se libera de la accion del quencher y emite fluorescencia al ser excitada
mediante un laser. La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de
la PCR sera proporcional a la cantidad de DNA que se esta amplificando. La
fluorescencia emitida en en cada ciclo de amplificacién queda registrada en un
programa informatico conectado al instrumento de PCR. Asi, esta metodologia implica
una amplificacion selectiva (al igual que la PCR normal), altamente especifica, ya que
incorpora un factor mas de especificidad con respecto a la PCR normal y al método
SYBR Green (la sonda marcada situada entre los dos cebadores), y que ofrece un
registro a tiempo real de la amplificacion, lo que nos permite cuantificar los productos
de expresion en cuestidon. En la figura 10 se muestra un esquema del funcionamiento

de este sistema de amplificacion.
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1) Desnaturalizacion
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2) Hibridacion de los cebadores y la sonda

3) Extension
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Figura 10: Esquema del funcionamiento de la qPCR con sondas TagMan. R: reporter; Q:
guencher; P: DNA Taqg polimerasa. 1) En primer lugar se desnaturalizan las cadenas de DNA
presentes en la reaccion. 2) Posteriormente, se da lugar al anillamiento o hibridacion de los
cebadores y de la sonda a la region complementaria en el DNA molde. 3) Finalmente, la Taq
polimerasa empieza la extensiéon. Durante ésta, ejerce una actividad exonucleasa 5 >3’ de
manera que al encontrar la sonda la degrada. Una vez el reporter queda libre, la fluorescencia

emitida es indicativa de que se ha producido un ciclo de amplificacion.
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Una vez finalizada la reaccién, el programa informatico crea unas curvas de
amplificacion donde quedan reflejados los valores de fluorescencia (ARn) en cada ciclo
de la PCR. A partir de este grafico, se establece para cada gen un valor de
fluorescencia umbral (o Threshold) en la fase exponencial de la amplificacion (Figura
11). Para cada muestra, se establecera un C; (del inglés Cycle Threshold)
correspodiente al nimero de ciclo en el que la fluorescencia emitida cruza el Threshold
establecido. Asi, los valores de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad de
cDNA (o RNA) en la muestra.
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Figura 11: Perfil de las curvas de amplificacion por gPCR.

En un estudio de expresién, ademas de los genes de interés, sera necesario
amplificar un gen control endégeno (o housekeeping) para normalizar la cantidad de
cDNA en la reaccion. Este gen referencia tiene que cumplir la condicién de expresarse
de manera estable en los diferentes tejidos de estudio sin que su expresion esté
afectada por la situacion “problema” (p.ej. presencia de tumor). Asi, el control

endogeno a utilizar dependera del tipo de muestra con la que se trabaje.

La gRT-PCR también ha sido aplicada en diversos trabajos que pretendian
detectar marcadores moleculares que proporcionasen un diagnéstico, estadiaje y/o

prondostico eficaz del CU. Algunos de ellos se muestran en la siguiente tabla (Tabla 8).
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Tabla 8: Seleccion de trabajos en la literatura basados en la deteccion de marcadores
moleculares mediante qRT-PCR para el diagnoéstico y/o estadiaje y/o pronéstico del CU; N:

*

numero de pacientes estudiados; *: numero de marcadores estudiados. Ver articulo original

para mas detalle.

Autores Muestra Marcadores N
de Kok y cols., 2000 tumor hTERT 35
Inoue y cols., 2001 orina KRT20 47
orina, lavado
Christoph y cols., 2004 vesical, tumor, KRT20 33
urotelio normal
Amira y cols., 2004 tumor, urotelio 65* 30
normal

KRT19 40

Kurahashi y cols., 2005  ganglios linfaticos
UPK2 40
Weikert y cols., 2005 orina Survivina 53
msellem-Ouazana y tumor 15+ 73

cols., 2006

Christoph y cols., 2006 orina KRT20 56
Kenney y cols., 2007 orina Survivina 74
Schultz y cols., 2007 tumor 23* 44
Holyoake y cols., 2008 orina no concretados 75

Aunque la qRT-PCR sea un método altamente sensible, puede que los niveles de
expresion de los genes de estudio estén por debajo del nivel de sensibilidad de la
técnica, o que no se disponga de suficiente cDNA para realizar todos los estudios
necesarios. Para solventar estos problemas, se ha desarrollado recientemente un
nuevo meétodo de preamplificacion del cDNA que permite preamplificar
especificamente los genes para los que luego se realizara la gqRT-PCR. Actualmente
se comercializa la TagMan preAmp Master Mix, por la casa comercial Applied
Biosystems, que incluye todos los componentes necesarios para esta reaccion de

preamplificacion (Noutsias y cols., 2008; Mengual y cols., 2008).

Todas estas técnicas moleculares no solo se han testado para el diagnéstico de la
enfermedad vesical local sino también para la deteccién temprana de su diseminacion
en diversos tejidos extravesicales. De hecho, métodos basados en PCR han
demostrado mas sensibilidad en la deteccion de la diseminacion linfatica de diversos
tumores que otras técnicas como la IHQ (Sato y cols., 2001). Algunos de estos

trabajos se resumen en la tabla 9.
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Tabla 9: Seleccion de trabajos en la literatura basados en la deteccion de marcadores
moleculares indicativos de diseminacion tumoral del CU. SP: Sangre periférica; GL: ganglios

linfaticos; MO: médula 6sea; N: nimero de pacientes incluidos en el estudio.

Autores Muestra N Técnica Marcador/es Seguimiento
Fujii y cols., 1999 SP 40 nested RT-PCR KRT20 no realizado
Li y cols., 1999 SP 60 RT-PCR UPK2 no realizado
Luy cols., 2000 SP 56 nested RT-PCR UPK2 no realizado
Gudemann y cols., 2000 SP 49 nested RT-PCR KRT20 no realizado
Seraj y cols., 2001 GL 27 RT-PCR UPK2 no realizado
SP 29 RT-PCR KRT20 no realizado
Retz y cols., 2001

MO 29 RT-PCR KRT20 no realizado

Gazzaniga y cols., 2001 SP 27 nested RT-PCR KEF?TFlF; EE%O 20 meses
Seraj y cols., 2001 GL 19 RT-PCR UPK2 no realizado
Soria y cols., 2002 SP 30 PCR-ELISA Telomerasa no realizado
Retz y cols., 2004 GL 25 RT-PCR MUC7 no realizado
Kinjo y cols., 2004 MO 38 nested RT-PCR MUC7 no realizado

Okegawa y cols., 2004 SP 108 nested RT-PCR KRT20, UPK2 36 meses
SP 57 nested RT-PCR KRT20 no realizado
Ribal y cols., 2006 MO 25 nested RT-PCR KRT20 no realizado
GL 54 nested RT-PCR KRT20 no realizado

Kurahashi y cols., 2005 GL 40 cia-lr-m_tigtli?/a KRT19, UPK2 22 meses
Kurahashi y cols., 2005 GL 21 RT-PCR KRT20, UPK2 no realizado

El método por excelencia que permite el analisis de miles de genes en un solo
experimento es el de los microarrays de DNA. La tecnologia de microarrays ha
mostrado su utilidad en una gran variedad de aplicaciones como el genotipado de
SNP’s, el andlisis de mutaciones, la identificacion de factores de transcripcién o el
estudio de alteraciones genéticas estructurales mediante hibridacion gendmica
comparada en formato de microarrays (Holloway y cols., 2002). Sin embargo, la
variante mas extendida de esta técnica son los microarrays de expresion (de cDNA

o de oligonucleétidos), los cuales permiten el analisis del perfil de expresion de miles
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de genes en un determinado tejido y en un unico experimento (Barrett y Kawasaki,
2003). En las enfermedades neoplasicas esta técnica es de gran ayuda para identificar
aquellos genes que tienen una expresion diferencial en el tumor respecto al tejido

normal.

El principio fundamental de esta técnica es la hibridacion de acidos nucleicos, la
cual se basa en la complementariedad de sus bases nitrogenadas. ElI material
obtenido de la muestra problema, convenientemente tratado y marcado (p. ej.
mediante fluorescencia) se pone en contacto con una micromatriz donde se
encuentran inmovilizados fragmentos de cDNA (de entre 100 y 3000 nucleétidos), u
oligonucleodtidos (porciones de DNA sintético de cadena simple de entre 25 y 80
nucleoétidos), correspondientes a miles de genes. Se dara lugar a una hibridacién en

aquellas posiciones en que se complemente con las sondas.

Mas concretamente, en el caso de los microarrays de cDNA, las matrices
contienen pequefios fragmentos de cDNA de doble cadena obtenidos por PCR de
DNA clonado previamente en una libreria genémica. La hibridacion de estos arrays se
realiza con una mezcla de cDNA de dos muestras (una “referencia” y otra “problema”).
Este disefio experimental también se conoce como “hibridacion con dos colores”, ya
que las muestras que se cohibridan estan marcadas con fluorocromos diferentes. La
hibridacion dara lugar a una competencia entre las moléculas de procedencia distinta
de manera que al medir la intensidad de fluorescencia de los dos fluorocromos se
obtendra informacién de los cambios en la expresion de la muestra “problema”
respecto a la “referencia”. Este procedimiento se encuentra esquematizado en la figura
12.
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Marcaje cDNA
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MICROMATRIZ ESCANEADO

Figura 12: Tecnologia de microarrays de cDNA. El cDNA referencia se marca en verde y el
cDNA del tumor en rojo. Una vez escaneada la micromatriz, los puntos verdes indicarian una
infra-expresion de unos determinados genes en la muestra turmoral respecto a la muestra
referencia; los puntos rojos corresponderian a genes sobre-expresados en la muestra tumoral,
respecto a la muestra referencia; los puntos amarillos indicarian una expresion equivalente en

ambas muestras.

Por otro lado, una de las principales plataformas especialistas en la fabricacién de
microarrays de oligonucledtidos es Affymetrix. Esta empresa empezo a desarrollar
arrays a finales de los 80, utilizando técnicas de fotolitografia ya utilizadas en la
industria microelectronica. Asi, son capaces de fabricar de manera automatizada
arrays con cientos de miles de sondas de oligonucledtidos sobre portaobjetos de
vidrio. La estrategia utilizada comienza por la modificacion de los portaobjetos que
haran de sustrato (cubriéndolos con moléculas que permitan la union de diferentes
compuestos). Posteriormente, se saturan los lugares de unién con moléculas
fotolabiles. Estas moléculas se desplazan selectivamente (mediante plantillas) al ser
excitadas con luz, y a los lugares de unién ahora desprotegidos en el portaobjetos se
unen nucledtidos que llevan unido en su extremo otro grupo fotolabil. De esta manera,
se repiten una serie de ciclos de fotodesproteccion selectiva y adicion de nucledtidos,
dando lugar a secuencias de oligonucledtidos de unos 25 bp. Para cada gen se
sintetizan varias parejas de oligonucledtidos (cada pareja constituida por un
oligonucledtido con la secuencia original y el otro con un unico nucleétido cambiado
respecto a la secuencia original). Este proceso permite determinar la tasa de

hibridacion especifica e inespecifica para cada gen estudiado.
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En el caso de los microarrays de oligonucledétidos, el proceso de hibridaciéon se
basa en un unico fluorocromo ("hibridaciéon con un color”). EI material de partida es el
RNA total de la muestra, el cual se pasa a cDNA de doble cadena y posteriormente a
cRNA, que se marca con biotina. El transcrito se fragmenta y se incluye en una
solucion de hibridacidon que contiene sustancias bloqueantes (albumina sérica bovina o
esperma de salmén). El microarray se hibrida con esta solucion durante unas 16 horas
y posteriormente se incuba con estreptavidina, molécula afin a la biotina y que a su
vez estd conjugada con un fluorcromo. Finalmente, el microarray se escanea
obteniéndose una imagen que refleja la intensidad de fluorescencia emitida (que
dependera de la expresion de cada sonda), la cual se analiza con un software

especializado.

Los datos resultantes de un experimento de microarrays consisten generalmente
en una matriz de valores numéricos que hacen referencia al nivel de expresién de los
diferentes genes. Debido a la complejidad de estas matrices, se hace imprescindible el
uso de programas especializados que faciliten el analisis de estos resultados. Los
resultados obtenidos permitiran establecer grupos de genes diferencialmente
expresados entre la muestra y la referencia, los cuales se podrian asociar a

determinados fenotipos clinicos y biolégicos.

Diversos estudios basados en microarrays han sido realizados para la busqueda
de marcadores moleculares que puedan ser utilizados en el diagnéstico del CU.

Algunos de ellos se muestran en la tabla 10.

59



Introduccién

Tabla 10: Selecciéon de trabajos en la literatura basados en la deteccion de marcadores
moleculares para el diagnostico/pronostico del CU mediante microarrays de expresion. N

genes: numero de genes analizados en el array. -: informacion no disponible.

Autores Muestra ) Tipo N genes
microarray

Sanchez-Carbayo y cols., 2002 lineas celulares CU cDNA 8976

Ying-Hao y cols., 2002 tejido cDNA 12800

Dyrskjot y cols., 2003 tejido oligonucleotidos 4416

Sanchez-Carbayo y cols., 2003 tejido cDNA 17842

Modlich y cols., 2004 tejido cDNA 1185

oligonucleotidos 22283

Dyrskjot y cols., 2005 tejido oligonucleotidos 59619

Sanchez-Carbayo y cols., 2006 tejido oligonucleotidos 22283

Osman y cols., 2006 sangre periférica oligonucleotidos 2142

Elsamman y cols., 2006 tejido cDNA 14551

Ito y cols., 2007 tejido oligonucleotidos 14069
Dyrskjot y cols., 2007 tejido oligonucleotidos -

Sanchez-Carbayo y cols., 2007 tejido oligonucleotidos 22283

1.2.10.2 Técnicas basadas en proteina

La falta de sensibilidad de la citologia urinaria en lesiones de bajo grado, y de la
cistoscopia en lesiones planas, ha dado lugar al desarrollo de técnicas basadas en la
deteccién de proteinas (factores de crecimiento, complejos inmunoldégicos, proteinas
especificas del tumor) que puedan ser expresadas, 0 sobre-expresadas
diferencialmente en las células tumorales, y que por lo tanto puedan servir como
marcadores de la presencia de tumor. Las técnicas para la deteccion de estas

proteinas se han puesto a punto tanto en tejido como en orina.

Las principales técnicas y ensayos conocidos para la deteccion de proteinas

marcadoras de CU se explican brevemente a continuacion:

» Inmunohistoquimica (IHQ): la IHQ es la técnica molecular diagndstica mas
empleada actualmente. Se basa en la utilizacion de anticuerpos monoclonales
contra diferentes proteinas marcadoras de la enfermedad (P53, PRb, P21,
antigeno Ki-67, etc.). La ventaja de la IHQ frente a otros analisis moleculares es el
hecho de poder detectar alteraciones célula por célula, sin que influya la

contaminacion con células normales (del estroma, linfocitos, etc.). Sin embargo, la
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interpretaciéon de las preparaciones puede ser un tanto subjetiva y los resultados

pueden estar influenciados por diferencias en los reactivos o el método utilizado.

En el caso de P53, existen estudios que revelan una asociacion entre una IHQ
positiva y un incrementado riesgo de progresién del CU (Esrig y cols., 1994). Sin
embargo, existen estudios que no corroboran estos resultados debido a
variaciones en aspectos técnicos (disefio del estudio, criterio para seleccionar los

pacientes, anticuerpo utilizado o el uso de diferentes puntos de corte).

El principal marcador utilizado en IHQ es KRT20. Esta proteina forma parte de los
filamentos intermedios que constituyen el citoesqueleto de las células epiteliales y
su expresion basicamente esta restringida al epitelio gastrico y urotelial (células
superficiales), y a las células de Merkel que se encuentran en la epidermis. Esta
molécula es de gran utilidad como marcador ya que mantiene su expresion estable
en el CU y en las células metastasicas en ganglio linfatico (Moll y cols., 1992). Por
otro lado, parece ser que el hecho que esta proteina se sobre-exprese en mas del
10% de las células del tumor implica que se trata de una lesion de alto grado y con
riesgo elevado de progresar y recurrir (Christoph y cols., 2006). En el carcinoma in
situ se encuentra expresion de este marcador en la mayoria de las células

malignas (McKenney y cols., 2001).

Por otro lado, la IHQ permite establecer patrones de distribucion de marcadores
proteicos, los cuales pueden caracterizar determinados subgrupos de tumores. Un
ejemplo se observa en el trabajo de Barbisan y colaboradores, donde se
caracterizan las lesiones PUNLMP al presentar una intensa expresion de FGFR3,
una distribucion superficial de KRT20 y una baja actividad proliferativa detectada

mediante una baja expresién de MIB-1 (Barbisan y cols., 2008).

En general, la IHQ presenta un limite de deteccién de 1 célula tumoral en 10°
células normales (Hatta y cols., 1998). En el cancer de mama se conoce incluso
que la utilizacion de esta técnica puede variar un resultado negativo obtenido
mediante tincién H/E a positivo en el 5-20% de las muestras analizadas (Giuliano y
cols., 1997).

Basado en la IHQ se encuentra el ensayo comercial ImmunoCyt (Laboratorios
Bostwick) que detecta mediante tres anticuerpos monoclonales (M344, LDQ10 y
19A211) antigenos especificos del tejido urotelial (dos mucinas y un antigeno
carcinoembriogenético) en muestras de orina. Esta prueba ha demostrado

sensibilidades alrededor del 85% y 75% para la deteccion del CU vesical y en TUS,
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respectivamente, y una especificidad del 95% (Mian y cols., 1999; Lodde y cols.,
2001).

Microarrays de tejido (TMA, del inglés, Tissue microarrays): esta técnica
permite el estudio simultaneo de multiples muestras de tejido parafinado mediante
IHQ, FISH, hibridacion in situ, etc. El procesamiento consiste en utilizar una aguja
hueca para tomar muestras milimétricas de las regiones de interés en tejidos
embebidos en parafina, depositar estas muestras de diametro aproximado de 0,6
mm de manera ordenada en un nuevo bloque de parafina y se realizar cortes con
un micrétomo abarcando todos los cilindros incluidos. Finalmente, sobre estos
cortes colocados en portaobjetos de vidrio se realizaran multiples pruebas a nivel
DNA, RNA y proteinas (Kramer y cols., 2007).

Ensayo ELISA (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay): basado en
la técnica ELISA, existe un ensayo comercial llamado BTA (del inglés, Bladder
Tumor Antigen) test disefiado para el diagndstico no invasivo del CU. Existen dos
versiones de este ensayo, el BTA TRAK y el BTA STAT. Ambos tratan de detectar
en orina una proteina relacionada con el factor H del complemento humano
(Kinders y cols., 1998). Esta proteina se expresa en células tumorales y
macrofagos pero no en epitelio normal. Experimentos in vitro muestran que el
antigeno BTA interrumpe la cascada del complemento protegiendo a las células
que lo expresan de la lisis por complemento. Asi, este antigeno confiere una
ventaja selectiva de proliferacion a las células tumorales permitiéndoles evadirse
del sistema inmune. La diferencia entre las dos variantes del ensayo se encuentra
en el formato del test. Mientras que el BTA TRAK es un ensayo cuantitativo, el BTA
STAT es un inmunoensayo cualitativo que presenta un formato que proporciona un
resultado inmediato. Ambos ensayos estan aprobados por la FDA americana para

Su uso en la practica clinica.

La sensibilidad de esta técnica en la deteccién del CU oscila entre el 32-58%,
rondando su especificidad el 92% (van Rhijn y cols., 2005). Esta prueba también
ha sido testada en el diagndstico de CU en TUS presentando una sensibilidad y

especificidad alrededor del 50% y 62%, respectivamente (Siemens y cols., 2003).

Inmuno-cromatografia: basado en esta técnica, se ha disefiado un ensayo
comercial llamado NMP22 test (del inglés, nuclear matrix protein-22) para el
diagnéstico no invasivo del CU. Este ensayo se basa en la deteccién cualitativa en
orina de la proteina NMP22, la cual forma parte de la matriz nuclear de todos los

tipos celulares. Su funcién es la de colaborar en la distribucidon de la cromatina en
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las células resultantes de la divisién celular, y es liberada del nucleo durante la
apoptosis. Se ha comprobado que los pacientes con CU vesical tienen hasta 25
veces mas NMP22 en la orina que individuos sanos (Keesee y cols., 1996). Este

test fue aprobado por la FDA americana en el afio 2003 para su uso clinico.

La sensibilidad de esta técnica en la deteccién del CU oscila entre el 49-70%, y su
especificidad entre el 86-92% (Soloway y cols., 1996; Stampfer y cols., 1998; van
Rhijn y cols., 2005).
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En Espafa se diagnostican cada ano unos 12.000 nuevos casos de CU. Mas
concretamente, en Cataluna este tumor representa entre un 9,9 y un 11,7% del total
de tumores malignos, dando lugar a una mortalidad cancer especifica del 5,2% en el
sexo masculino (Borras y cols., 2001). Aunque en la mayoria de casos la enfermedad
se acaba detectando en su fase mas inicial, la alta frecuencia de recidivas y la
posibilidad de progresion y diseminacién debido a la agresividad de algunas formas

limitaran la supervivencia del paciente.

El método estandar para la deteccion y seguimiento del CU se basa en la
combinacion de la citologia urinaria y la cistoscopia. Sin embargo, la primera de estas
técnicas presenta baja sensibilidad en la deteccidon de tumores de estadio inical y bajo
grado, mientras que la segunda es una técnica invasiva que ademas no es lo

suficientemente sensible para detectar todas las lesiones de crecimiento plano.

Por otro lado, las técnicas histolégicas convencionales para el diagnéstico de la
diseminacion linfatica del CU no son lo suficientemente sensibles ya que alrededor del
50% de pacientes sometidos a cirugia radical con linfadenectomia NO, fallecen antes
de los 5 anos post-cirugia (Madersbacher y cols., 2003). Estos datos sugieren que
existe una diseminacion tumoral antes de la cirugia que no es detectada mediante

estas técnicas histologicas.

Debido a la elevada prevalencia y gravedad de la enfermedad, a la invasividad de
las pautas utilizadas en su diagnéstico y a la falta de métodos de estadiaje refinados,
el desarrollo de nuevos sistemas diagndsticos que permitan una deteccién temprana
tanto del CU inicial como de sus recidivas y de su diseminacion es esencial para

mejorar la calidad de vida y el pronéstico de los pacientes con esta enfermedad.

Por consiguiente, el objetivo global de esta tesis ha sido evaluar algunos
metodos basados en técnicas citogenéticas y moleculares que permitan la deteccion

temprana del CU, de sus recidivas y de su diseminacion.
Los objetivos concretos de este trabajo han sido los siguientes:

1- Evaluar la utilidad de la técnica FISH en el diagnéstico no invasivo del CU de

bajo estadio.

2- Determinar la utilidad de la técnica FISH en el diagnéstico no invasivo del CU

localizado en el TUS.

3- Evaluar la utilidad de la técnica FISH en el pronéstico de pacientes con CU de

alto riesgo de recurrencia y progresion, tratados mediante inmunoterapia BCG.
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4- Detectar la presencia de micrometastasis linfaticas mediante marcadores

moleculares en pacientes sometidos a cistectomia y linfadenectomia radical.

5- Detectar la presencia de diseminacion sanguinea del CU mediante marcadores

moleculares en pacientes sometidos a cistectomia y linfadenectomia radical.
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3.1 HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) es una técnica que, mediante el uso de
sondas de DNA marcadas con fluorescencia, permite la visualizacién de secuencias
de DNA especificas en una extension celular, detectando asi cambios numéricos y/o
estructurales en estas regiones. Estas sondas de DNA marcadas se pueden hibridar

sobre células tanto en interfase como en metafase.

Especificamente, en el presente trabajo se ha utilizado un ensayo comercial
basado en la técnica FISH llamado UroVysion Bladder Cancer Recurrence Kit
(Laboratorios Abbott), el cual ha sido disefiado para detectar aneuploidias en los
cromosomas 3, 7, 9 y 17. Para ello, este ensayo consta de un conjunto de tres sondas
CEPs para los cromosomas 3, 7 y 17, y de una LSI para la regiéon 9p21, todas ellas

marcadas con diferentes fluorocromos (Red, Green, Aqua y Gold, respectivamente).

El tipo de muestras que fueron estudiadas mediante esta técnica, asi como el

protocolo detallado de trabajo se describen a continuacién:

3.1.1 Muestras
En este trabajo se han estudiado mediante FISH dos tipos diferentes de muestras:
1. Orinas obtenidas por miccion espontanea.
2. Lavados vesicales obtenidos mediante barbotaje.

De ambos tipos de muestras se obtuvo un volumen minimo de 30 mL por
paciente. En el caso de que las muestras fueran a ser procesadas el mismo dia de su
recogida, se guardaban a 4°C hasta dicho procesamiento. En caso contrario, se les
afiadia un volumen equivalente al 33% del volumen de la muestra de un reactivo

conservante llamado Carbowax (apartado 3.1.2).

3.1.2 Soluciones de trabajo
a. Carbowax
PEG (polietilenglicol) 2%
Etanol absoluto 50%
» Conservar a temperatura ambiente (TA).
b. Carnoy

Metanol:acido acético glacial 3:1 (v:v)
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» Preparar fresco cada vez que se realice el protocolo.
c. SSC 20X pH=6,3
NaCl 3M
Tri-NaCi 0,3M

» Este tampdn viene suministrado con el kit aunque también se puede
preparar por cuenta propia. Ajustar el pH con HCI 1M. Se conserva

hasta 1 afio a TA.
d. SSC 2X pH=7-7,5

» Se prepara a partir de una dilucién 1:10 del SSC 20X. Ajustar el pH

con HCI. Se conserva hasta 1 mes guardado a 4°C.
e. SSC / NP-40
SSC 2X
NP-40 0,1%

» NP-40 es un detergente no i6nico que se utiliza especialmente para
desnaturalizar interacciones proteina-proteina. Viene suministrado con
el kit.

f. Solucion de proteasas para la digestidn citoplasmatica
Pepsina 5 mg/mL
HCI 1N 1%

» Esta solucion se utilizara a 37°C. Atemperar en primer lugar el agua
destilada con el HCl y antes de empezar el experimento afiadir la
pepsina, para asi promover que su actividad enzimatica sea maxima en

el paso de la digestion.
g. PBS 1X
» Conservar a 4°C.
h. Solucién fijadora de formaldehido
Formaldehido 1%
PBS 1X
MgCl, 50 mM

» Preparar fresco en cada hibridacion.

72



Material y Métodos

3.1.3

El

i. Formamida post-hibridacion pH=7
Formamida 50%
SSC 2X

» Ajustar el pH con HCI 1N.

Protocolo

protocolo de esta técnica se puede subdividir en 3 apartados: pre-hibridacion,

hibridacion y post-hibridacién. Estos protocolos se detallan a continuacién:

3.1.3.1

1.

Pre-hibridacién

Anotar en una plantilla las caracteristicas generales de la muestra (volumen,

color y turbidez).

Distribuir la muestra en tubos Falcon de 50 mL y centrifugar 10 min. a 600 xg,
TA.

Decantar el sobrenadante y lavar el sedimento con 15 mL de PBS 1X a 4°C

mezclando por inversion.
Centrifugar 10 min. a 600 xg a TA.

Volver a decantar el sobrenadante y fijar el sedimento celular con 8 mL de la
solucion fijadora Carnoy que esta compuesta por metanol y 4cido acético (mirar
apartado 3.1.2).

» El metanol deshidrata las células y el acido acético precipita las proteinas
lo que impide que la actividad enzimética altere la morfologia celular. Es
importante afiadir los primeros 2 mL de fijador gota a gota para que no se

forme un agregado celular insoluble.
Realizar una segunda fijacién con Carnoy repitiendo los puntos 4 y 5.
Centrifugar 10 min. a 600 xg a TA.

Almacenar los sedimentos celulares en tubos Eppendorf, resuspendidos en
unas gotas de Carnoy (entre 100ul-1mL) a -20°C, si no se puede continuar con

el protocolo.

Extraer del congelador los portaobjetos necesarios (uno para cada muestra a

procesar), secarlos y rotularlos con lapiz.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

» Los portaobjetos donde se realizan las extensiones de la muestra celular
se deben guardar permanentemente a -20°C inmersos en metanol

absoluto.
Centrifugar los tubos con los sedimentos celulares 10 min. a 600 xg, TA.

Deshechar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en unas gotas

de Carnoy.

Con una pipeta Pasteur de vidrio, tirar 2-3 gotas de la suspension celular en el
portaobjetos desde una altura aproximada de un palmo. Seguidamente soplar

vigorosamente la muestra por el lateral del portaobjetos para extenderla.

Secar los portaobjetos a 45 °C en una placa calefactora realizando unos 3

contactos de 2 segundos en la misma.

Observar las preparaciones en un microscopio de contraste de fases (objetivo
20X) y seleccionar la zona con una concentracion de células adecuada para la
hibridaciéon (campo con abundantes células epiteliales que no se superponen
entre ellas). Marcar esta zona en la parte posterior del portaobjetos con un

lapiz de diamante.

Dejar secar los portaobjetos entre 4-24 horas a TA antes de proceder con la

hibridacion.

3.1.3.2 Hibridacion
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1.

3.

4.

Incubar los portaobjetos 2 min. en tampon SSC 2X previamente atemperado a

73 °C en un bafio humedo.

Proceder con la digestion citoplasmatica, la cual se puede realizar de 2
maneras distintas sin obtener diferencias con respecto a la calidad de la
hibridacion:

a. Mediante una incubacion de los portaobjetos en una solucién de

pepsina (0,5 mg/mL) en medio acido (HCI 0,01 N) 13 min. a 37 °C.

b. Mediante el kit FISH Pretreatment Reagent (Laboratorios Abbott) que
consiste en una incubacion de los portaobjetos en una solucién que

contiene una mezcla de proteasas, 10 min. a 37 °C.
A continuacion realizar un lavado de 5 min. con PBS 1X a TA.

Introducir los portaobjetos en un couplin con formaldehido 1% 5 min. a TA.
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» El formaldehido permite la fijacion celular ya que polimeriza en el interior

de la célula y crea enlaces covalentes con las proteinas y 4cidos nucleicos.

5. Deshidratar los portaobjetos en etanol al 70%, 85% y 100%, incubandolos 1

min. en cada uno a TA.

6. Poner entre 1,5y 3 uL de la mezcla de sondas en cubreobjetos de 12 mm de
diametro y/o 12x12 mm, respectivamente. El volumen de sonda con la que
realizar la hibridacién depende de la abundancia y distancia entre las células

epiteliales observadas previamente en el microscopio de contraste de fases.

» Realizar este paso en un cuarto con relativa oscuridad para evitar perder

fluorescencia.

7. Inclinando los portaobjetos, dejarlos caer sobre los cubreobjetos
correspondientes de manera que la zona de células marcadas entre en

contacto directo con la mezcla de sondas.

8. Sellar los cubreobjetos herméticamente untando cola Paniker en todo su

alrededor.

9. Incubar las preparaciones en un ambiente humedo (p. €j. introduciendo papel
de celulosa empapado en agua destilada en el incubador) con el siguiente

programa de incubacion:

73°C 2 min.

39 °C ~16 horas (una noche)

» En este trabajo las hibridaciones se realizaron en el incubador HYBrite
(Vysis).

3.1.3.3 Post-hibridacion

La post-hibridacion consiste en realizar una serie de lavados a 45 °C para eliminar
la sonda no hibridada especificamente. Todos los pasos se deben realizar en un

cuarto con relativa oscuridad para evitar perder la fluorescencia de las preparaciones.
El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Sacar los portaobjetos del incubador y retirar la cola (con la que se sellaron los

cubreobjetos) con unas pinzas de diseccion.

2. Remojar y agitar suavemente las preparaciones en un couplin con formamida
50% a 45°C en un bafio humedo, hasta que los cubreobjetos se deslicen y se

desprendan por si mismos de los portaobjetos. Si después de unos minutos los
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cubreobjetos no se han desprendido, utilizar algun instrumento punzante para

empujarlos con cuidado de no rascar la zona hibridada.

Realizar tres lavados consecutivos de 10 min, en tres couplins diferentes con

formamida 50% a 45 °C en un bafno humedo.
Realizar un lavado de 10 min. en SSC 2X a 45 °C en un bafio humedo.

Realizar un lavado de 5 min. en SSC 2X /NP-40 0,1% a 45 °C en un bafo

humedo.

» Antes de iniciar la post-hibridacién, atemperar los couplins de formamida,
SSC 2X y SSC 2X/NP-40 a 45°C..

Poner 7 ul del colorante DAPI Il en cubreobjetos de 15x15 mm (tantos como
portaobjetos tengamos) y colocar los portaobjetos encima de manera que la

zona celular marcada entre en contacto directo con el colorante.

» DAPI Il (4,6-diamidino-2-fenilindol) es un colorante fluorescente
intercalante de DNA, que viene suministrado con el kit de hibridacion y que
servira para poder localizar las sefiales luminicas de las diferentes sondas

en el interior de los nucleos celulares.

Guardar las preparaciones a -20 °C un minimo de 20 min. antes de valorarlas

mediante microscopia de fluorescencia.
Valorar en un microscopio de fluorescencia con un objetivo 100X de inmersion.

» El modelo de microscopio de fluorescencia utilizado en este trabajo fue
NIKON ECLIPSE E400. Las preparaciones fueron observadas a 1000

aumentos utilizando un objetivo 100X de inmersion.

3.1.4 Criterio de valoracion

La valoracién de las preparaciones se debe realizar explorando los diferentes

campos siguiendo un recorrido estandarizado, para asi evitar valorar dos veces la

misma zona. El recorrido que se realizé en este trabajo se muestra esquematizado en

la figura 13.
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1]

Figura 13: Esquema del rastreo de las preparaciones en el microscopio de fluorescencia. Las

flechas rojas indican el movimiento de la preparacién que se realizaba para su valoracion.

Los criterios de valoracion utilizados en este trabajo fueron los descritos por
Halling y colaboradores en 2002 (Halling y cols., 2002), y son los que se describen a

continuacion:
Una preparacion es considerada positiva cuando:

a. Se encuentran 5 o0 mas nucleos que presentan polisomia en 2 o0 mas

cromosomas diferentes (3, 7 y/o 17) y/6

b. se encuentran 10 o0 mas nucleos que presentan la misma polisomia en

uno de los cromosomas 3, 7 0 17 y/6

c. se encuentra un 20% de nucleos que presentan una doble delecién del

locus 9p21.

Una vez cumplido alguno de los criterios de positividad se daba por finalizada la
valoracién, y en caso de no llegar a ninguno de los criterios se contaban como minimo
100 nucleos por preparacion. Para el contaje, como criterio de inclusién se
seleccionaban nucleos con caracteristicas morfolodgicas tumorales, en el caso de
haberlos (tamafio superior al resto de células epiteliales, irregularidad morfoldgica y
cromatina granulada). Las preparaciones en las que el numero de nucleos alterados
encontrados estaba en el limite de positividad fueron valorados por un segundo

observador.
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3.2 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

El principal material de partida para el estudio de la expresion génica es el RNA
mensajero (RNAm). EI RNA es una molécula muy labil, especialmente a elevadas
temperaturas (>65°C) y en presencia de alcali. Ademas, es susceptible de ser
degradado por las ribonucleasas (RNasas), proteinas altamente estables y con una
localizacion ubicua (intracelulares, en la superficie corporal, fluidos corporales, polvo,
etc.). Estas caracteristicas implican que trabajar en el laboratorio con este acido
nucleico esté sujeto a tomar una serie de medidas para conseguir un ambiente lo mas
libre de RNasas posible, asi como para inactivar las RNasas intrinsecas de las propias

muestras que se estan manipulando.

Las medidas basicas tomadas durante la realizacion de este trabajo para evitar al

maximo la degradacién del RNA han sido las siguientes:
1. Utilizar guantes sin talco y sustituirlos frecuentemente.

2. Utilizar material fungible estéril, ya que las bacterias y los hongos pueden ser

una fuente importante de RNasas.

3. Establecer un material de uso exclusivo para los protocolos en que se manipule
RNA.

4. Descontaminar con el reactivo RNAseZap (Ambion) aquella superficie de

trabajo destinada exclusivamente a trabajar con RNA.

5. Descontaminar con H,O y etanol 100% aquellas superficies de trabajo

temporalmente implicadas en el protocolo.

6. Hornear el material de vidrio a 200 °C toda la noche con el fin de liberarlo de

RNasas.

7. Descontaminar de RNasas el material de plastico o metacrilato sumergiéndolo

en H,O, 3% durante 15 min. y lavandolo posteriormente con H,Od.

8. Usar reactivos liquidos comerciales calificados como “RNase free” o en su

defecto tratarlos con DEPC (Dietilpirocarbonato) que inactiva las RNasas.

9. Utilizar puntas de pipeta con filtro.

3.2.1 Soluciones de trabajo
a. MOPS (Acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico) 10X

MOPS 0,2 M pH=7
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AcNa 50 mM pH=5,2
EDTA 10 mM pH=7

» Filtrar con filtro de 0,45 um y conservar a TA resguardado de la luz

(botella oscura y tapada con papel de aluminio).
» Diluyendo esta solucion se obtiene el MOPS 1X.
b. TE 1X pH=7,5
Tris 10 mM
EDTA 0,2 mM
» Autoclavar y conservar a 4°C.
c. TBE 5X pH=8,3
Tris 445 mM
Acido bérico 445 mM
EDTA 10 mM
» Diluyendo esta solucién se obtiene el TBE 0,5X.

» Conservar a TA maximo 3 meses (hasta que se observe que ha

precipitado).

3.2.2 Extraccién de RNA total

En este trabajo la extraccion de RNA total se ha realizado utilizando el reactivo
comercial TRIzol Reagent (Invitrogen). Se trata de una solucién de fenol con
isotiocianato de guanidinio que lisa las células y desnaturaliza las nucleasas

manteniendo la integridad tanto del DNA como del RNA.

Para la extraccion de RNA total se ha partido de dos tejidos diferentes: ganglio
linfatico y sangre periférica. Los protocolos para cada uno de ellos difieren en la
manera de obtencion de la muestra pero convergen una vez las células han sido

tratadas con el reactivo TRIzol.

A continuacién se detallan los protocolos utilizados para el procesamiento de cada

uno de los tipos de muestra:

3.2.2.1 A partir de tejido ganglionar linfatico

Para una optima extraccion de RNA a partir de cualquier tejido sdlido es

imprescindible que inmediatamente después de ser extraida, la muestra sea
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congelada como minimo a -80°C. En este trabajo, la masa de ganglios linfaticos

extraidos de los pacientes sometidos a cistectomia radical y linfadenectomia era

transportada al departamento de Anatomia Patolégica inmediatamente después de su

extraccién, y una vez alli era analizada por los patdlogos, quienes cortaban algunos

fragmentos de ganglio linfatico, lo introducian en tubos Eppendorf libres de RNasas y

los congelaban en nitrogeno liquido. Una vez en el laboratorio las muestras eran

conservadas a -80°C hasta realizar la extraccion de RNA.

El protocolo realizado para la homogeneizacion del tejido ha sido el siguiente:

1.

80

Preparar el homogeneizador en la campana extractora de gases asi como todo
el material necesario para realizar el protocolo (gradilla con tubos Eppendorf

libres de RNasas rotulados, el reactivo TRIzol, pinzas, pipetas, puntas, etc.)

» En este trabajo el homogeneizador utilizado para la disgregacion
celular de la muestras ha sido el llamado ULTRA-TURRAX T8 (IKA).

Sacar las muestras que se desee procesar del congelador y mantenerlas en un

recipiente con nitrégeno liquido.

Anotar la cantidad de TRIzol que se anadira a cada muestra, teniendo en
cuenta que es necesario 1mL de reactivo por cada 50-100 mg de tejido.
Ademads, hay que tener en cuenta que el volumen de la muestra no puede

exceder el 10% del volumen de TRIzol utilizado para la homogeneizacion.

Preparar tubos de base plana donde quepa la cuchilla del homogeneizador y

afadir el TRIzol correspondiente para cada muestra.
Introducir la muestra de tejido en el tubo correspondiente con el reactivo.

» En el caso de que el fragmento de tejido sea demasiado grande, se
puede depositar en un recipiente con nitrégeno liquido (p.ej. una placa de
Petri), y se puede seccionar con un bisturi, haciendo uso de unas pinzas

para que no salte ningan fragmento de tejido.

Introducir seguidamente el homogeneizador con el interruptor en la posicion
“off” y la rueda de velocidad en “0”. Encender el instrumento rapidamente e ir
subiendo de velocidad progresivamente hasta la posicion “4”, haciendo ligeros

movimientos circulares para intentar disgregar al maximo el tejido.

» No apagar el instrumento mientras queden fragmentos de tejido visibles
en el tubo. La homogeneizacién de una muestra dura aproximadamente 1

min.
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10.

11.

» Es fundamental que no se descongele el tejido antes de ser

homogeneizado para conseguir una buena calidad del RNA.

Traspasar el reactivo TRIzol con el tejido triturado en un Eppendorf de 2 mL
(libre de RNasas). En el caso de haber anadido mas de 1 mL del reactivo,

traspasar so6lo 1 mL por Eppendorf.

Desmontar la cuchilla del homogeneizador completamente y lavarla realizando
diferentes enjuagues con H,O destilada libre de RNasas a presion. Utilizar
algun utensilio punzante (como podria ser una aguja de jeringa) para eliminar

cualquier minimo resto que pudiera quedar de tejido.

Montar la cuchilla del instrumento de nuevo y homogeneizar la siguiente

muestra (volver al punto 5 de este protocolo).

Después de homogeneizar todas las muestras de tejido deseadas, guardarlas

con el TRIzol a -80°C, o continuar el protocolo en el punto 12.

» La muestras con TRIzol pueden permanecer almacenadas a -80°C

maximo un mes.

Descongelar las muestras de TRIzol a TA.

12. Ahadir 200 pL de cloroformo (en campana de gases) y mezclar suavemente por

13.

14.

15.

inversion del tubo unos 15 segundos.
Incubar la muestra a TA durante 3 min., en posicién horizontal.

» De esta manera se consigue aumentar la superficie de contacto entre las

fases organica y acuosa.
Centrifugar 15 min. a 12000 xg, 4 °C.

» Se formaran 3 fases: una fase superior acuosa en la que se encuentra el
RNA, una interfase blanca consistente en restos celulares y DNA, y una

fase inferior organica que contiene también parte del DNA y las proteinas.

Recoger la fase superior acuosa con pipeta (en campana de gases) y pasarla a

un tubo Eppendorf de 2 mL (libre de RNasas).

» Es importante no apurar demasiado para evitar recoger la interfase

blanca donde pudieran quedar algunas proteinas y entre ellas RNasas.

16. Ahadir 500 pyL de isopropanol (-20°C) (en campana de gases) y mezclar

suavemente por inversion unos 15 segundos.
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17.

18.

19.

» Agitar aproximadamente 20 veces. Si se estan procesando mas de 5
muestras a la vez, afiadir el isopropanol a medida que recogemos cada una

de las fases acuosas.
Incubar las muestras a -20 °C durante un minimo de 10 min.
Centrifugar 10 min. a 12000 xg, 4 °C.
Decantar el sobrenadante para descartarlo.

» En este punto se puede dejar de trabajar en campana de gases.

» Se debe controlar el sedimento durante la decantacién para evitar

perderlo.

20. Afadir 2 mL de etanol 75% conservado a —20°C.

21.

22

Realizar un vértex a maxima velocidad durante de 2 segundos para lavar el

RNA precipitado.

» En este punto existen 3 opciones: 1) conservar el RNA precipitado en
etanol 75% a 4 °C (méximo 1 semana); 2) congelar el RNA precipitado en

etanol 75% a —20 °C (maximo 1 afo); o 3) continuar con el protocolo.

» Si no se va a utilizar el RNA hasta dentro de unos meses es preferible

conservarlo en etanol 75% a -20°C.

. Centrifugar 15 min. a 7500 xg, 4 °C.

23. Aspirar el sobrenadante con pipeta para descartarlo.

24.

25.

» Realizar pulsos de centrifuga de segundos (que no superen nunca las

7500 xg) para eliminar todo el etanol 75%.

Dejar 10 min. los tubos Eppendorf abiertos bajo una lampara para que se

evapore el etanol 75%.

» El etanol 75% se habra evaporado completamente cuando el precipitado

de RNA pase de un color blanquecino a transparente.

Resuspender en H,Od libre de RNAasas segun el tamafo del precipitado
(normalmente en 10-30 pL si las muestras de partida eran de sangre o en 50-
100 uL si se trataban de muestras de tejido) y mantenerlo en hielo una vez

resuspendido.

» Sin tocar el precipitado con la punta de la pipeta, afadir el H,Od por

encima de la muestra repetidas veces hasta que se disuelva.
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» En este punto existen 3 opciones: 1) dejar el RNA en hielo si vamos a
trabajar con él en el plazo de unas horas; 2) conservar el RNA a —20 °C si
vamos a trabajar con €l en el plazo de 1 dia; y 3) conservar el RNA a —-80

°C para su almacenamiento a medio o largo plazo.

3.2.2.2 A partir de células monomorfonucleares de sangre periférica

Para un oOptima extraccion de RNA a partir de muestras de sangre, es
imprescindible que la sangre sea fresca y no congelada, ya que se hemolisaria y no
permitiria aislar las células mononucleares. Ademas, si el RNA se quiere utilizar para
un estudio de expresidn, la sangre se tiene que procesar inmediatamente después de
su extraccion para asi evitar al maximo que la expresién génica de las células se

descontrole debido al estrés al que estan siendo sometidas.

Debido a que algunos de los genes que se han estudiado se expresan en las
células de Merkel de la epidermis, era necesaria la extraccion en primer lugar de un
tubo de sangre de 5 mL el cual se descartaba inmediatamente después de extraerse.
El segundo tubo extraido en anticogulante EDTA (Etilen-diamino-tetra-acético)
correspondia a la muestra de 10 mL de sangre venosa, la cual se utilizaba para el

estudio. Las muestras fueron procesadas inmediatamente después de ser extraidas.
El protocolo realizado ha sido el siguiente:

1. Anadir a un tubo Falcon de 50 mL la misma cantidad de Ficoll-Paque PLUS

(GE Heathcare) que de sangre en EDTA de la que se parte.

2. Anadir la sangre sobre la capa de Ficoll-Paque PLUS con una pipeta Pasteur

de plastico.

» Dejar caer la sangre por la pared del tubo de manera que cuando llegue
al Ficoll-Paque PLUS no se mezcle de golpe con él, sino que se deposite

encima formando una capa superior.
3. Centrifugar 30 min. a 400 xg , a TA, sin freno.

» Se formaran 4 fases: una superior amarillenta que corresponde al plasma
sanguineo, una segunda capa blanca en la que se encuentran las células
mononucleares de las sangre (linfocitos y monocitos) junto con las
plaquetas, una capa transparente equivalente al reactivo Ficoll y una ultima
capa roja intensa que contiene los eritrocitos y las células

polimorfonucleares de la sangre.
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4. Recoger la interfase con una pipeta Pasteur de plastico (llevando también el

plasma) y depositarlo en un nuevo Falcon de 50 mL mantenido en hielo.

» Es importante intentar recoger el minimo Ficoll posible ya que es un
reactivo que inhibe la retrotranscriptasa, enzima que se utilizara en el

siguiente paso para el analisis de la expresion génica (apartado 3.2.4).

5. Anadir suero fisioldgico atemperado a 4°C hasta 50 mL y mezclar suavemente

por inversioén.
» También se puede utilizar una solucion salina equilibrada como PBS 1X.
6. Centrifugar 10 min. a 100 xg, 4 °C, sin freno.
7. Decantar el sobrenadante y descartarlo.

8. Anadir 1 mL de TRIzol (en una campana de gases) al sedimento de células y
mezclar vigorosamente con la pipeta hasta la completa homogeneizacion de la

muestra en el reactivo.

9. Traspasar la muestra a un tubo Eppendorf de 2mL (libre de RNasas) y

guardarla con el TRIzol a -80°C.

» La muestras con TRIzol pueden permanecer almacenadas a -80°C

maximo un mes.

10. Continuar el protocolo en el punto 11 del apartado 3.2.2.1.

3.2.3 Cuantificacién y calidad del RNA

3.2.3.1 Calculo de la concentracion del RNA

La concentracion del RNA ([RNA]) puede medirse mediante un espectrofotometro,
ya que es proporcional a la absorbancia o densidad 6ptica (D.O.) de la muestra a una
longitud de onda de 260 nm. Segun el valor de D.O. obtenido a esta longitud de onda,

se aplica la ley de Lambert-Beer:

D.O. = & x L x [RNA]
[RNAJ=D.O/(€ x L)

Donde “D.O.” hace referencia a la absorbancia a 260nm (sin unidades), “€"

corresponde al coeficiente de extincion molar, es decir, capacidad de una sustancia de

absorber radiacion electromagnética (para el RNA: 1 /40 ug/mL x cm) y finalmente “L”
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hace referencia al grosor de la cubeta de medicion del espectrofotometro

(normalmente 1 cm).

La [RNA] vendra expresada en ug/mL y tendra que multiplicarse por el factor de
dilucidn de la muestra de RNA que se esta midiendo. En este trabajo, tanto para las
muestras de sangre como para las de ganglio linfatico, el RNA ha sido diluido en una

proporcion 1/60, siendo el volumen de medicion 60 L.

3.2.3.2 Valoracion de la calidad del RNA

3.2.3.2.1 Mediante espectrofotometro

Cuando se valoran las muestras en un espectrofotometro se mide la D.O. de una
dilucidon de la muestra de RNA a 260 nm y 280 nm. Asi como la densidad optica a 260
nm valora la presencia de acidos nucleicos en la muestra, la absorbancia a 280 nm
indica la presencia de proteinas, sales y sustancias organicas (como restos de fenol).
Asi, el cociente D.O. 260 nm / D.O. 280 nm debe tener un valor entre 1,6 y 2 para

asegurar una buena pureza del RNA.

3.2.3.2.2 Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante

La medicion de la calidad del RNA mediante este método se basa en desplegar al
maximo las moléculas de RNA de la muestra, al mismo tiempo en que esta sometida a
un campo eléctrico (electroforesis) para que se separen las moléculas en funcién de

Su peso molecular.

El gel de agarosa sera de 25 mL de volumen final y tendra una concentracion final
de agarosa al 1,2%, de MOPS 1X y de Formaldehido 0,6 M.

Para la realizacion del gel de agarosa desnaturalizante, el protocolo realizado ha

sido el siguiente:

1. Mezclar en un tubo Falcon de 15 mL tapado con papel de plata (en campana

de gases):
2,5 mL de MOPS 10X (ver apartado 3.2.1)
1,25 mL de Formaldehido 37%

2. Pesar 0,6 g de agarosa y anadir 21,25 mL de H,Od. Disolver la agarosa en el

microondas evitando que hierva.
3. Atemperar las dos soluciones a 56 °C (p. €j. en una estufa).

4. Mezclar las 2 soluciones (en campana de gases, con luz apagada) y preparar

un gel de agarosa con peines de 0,75 mm:
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a. Pesar la cantidad de agarosa necesaria segun el porcentaje del gel que

se quiera preparar.

b. Disolver la agarosa en tampén TBE 0,5X por calentamiento evitando su

ebullicién.

c. Verter la solucion de agarosa una vez esté tibia sobre un portageles
horizontal y colocar un peine de 0,75 mm en un extremo (formara los

pocillos en los que se cargaran las muestras).

d. Una vez el gel esta solidificado, retirar el peine y sumergir el gel en una

cubeta de electroforesis.
5. Llenar la cubeta de electroforesis con tampén MOPS 1X.

6. Preparar las muestras de RNA en una solucion de volumen final 10 uL que

contenga:
Entre 1-2 ng RNA
Tampodn desnaturalizante para RNA a concentracion final 1X

7. Desnaturalizar las muestras a 75°C (bafo seco) durante 5 min.

®

Realizar la electroforesis a un maximo de 60 V durante 1 hora.

©

Tenir el gel con una soluciéon de bromuro de etidio (1 ug/mL) durante 15 min.
10. Realizar tres lavados del gel de 10 min. en H,Od.

11. Visualizacién bajo luz ultravioleta del gel de agarosa tefido.

3.2.4 Transcripcion reversa

La transcripcion reversa (RT) consiste en sintetizar DNA utilizando como molde
RNA, obteniéndose el llamado DNA complementario (cDNA) de cadena sencilla. En
este trabajo, todas las RTs se han realizado con el kit comercial SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen) con random primers (cebadores arbitrarios) para asi

conseguir amplificar todas las moléculas de RNA presentes en la muestra.

Las cantidades de RNA de partida utilizadas en este trabajo fueron las siguientes,

dependieron de la muestra:
a. 5ugde RNA total sila muestra de partida era sangre.

b. 2 ug de RNA total si la muestra de partida era tejido solido (linfatico,

tumoral, etc).

86



Material y Métodos

El volumen final de la reaccion era 20 uL. Al final de la reaccion, este volumen se
llevaba a 50 puL con H,Od, de manera que el cDNA retrotranscrito quedaba a una
concentracion final de: 0,1ug/uL 6 0,04 ng/uL, segun si se trataba de muestras

iniciales de sangre o de tejido sélido, respectivamente.
El protocolo realizado ha sido el siguiente™:

1. Calcular el volumen de RNA a retrotranscribir y de H,Od correspondiente hasta
10,5 pL.

2. Descongelar en hielo los componentes de la reaccién: RNAs, dNTPs 10 mM,
DTT, Buffer 5X (250 mM Tris-HCI, pH 8,3 a temperatura ambiente; 375 mM
KCI; 15 mM MgCl,) y random primers (300 ng/uL) (Invitrogen).

3. Preparar una mezcla de los reactivos de la reaccion RT teniendo en cuenta el
numero de reacciones a realizar y contando como para 0,2 6 0,5 reacciones
mas. El volumen para 1 reaccion de cada componente, asi como la

concentracion final a la que quedan en la reaccion, se muestran a continuacion:

Componentes uL para 1 reaccién Concentracion
Buffer 5X 4 0,25X
DTTO0,1M 2 5 mM
dNTPs 10 mM 1 0,5 mM
Enzima Superscript Il (200 U/mL) 1 200 U

4. Preparar tubos de 0,2 mL rotulados (donde se realizara la reaccion).
5. Anadir a cada tubo, segun los calculos realizados inicialmente:
H,Od
1,5 puL de random primers (300ng/uL) (Invitrogen)
Volumen de RNA (obtenido en punto 1 de este protocolo)

6. Centrifugar durante unos segundos a maxima velocidad para que el contenido

de los tubos vaya al fondo.
7. Incubar las muestras en un termociclador 5 min. a 70 °C.

» En este paso se desnaturalizan tanto las cadenas de RNA como los

primers.

8. Poner los tubos en hielo durante 2 min.
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9. Afadir 8 uL de la mezcla de reactivos preparada anteriormente a cada tubo.

10. Centrifugar durante unos segundos a maxima velocidad para que los reactivos

bajen al fondo del tubo.

11. Incubar las muestras en un termociclador segun el siguiente programa:

25 °C 10 min.

42 °C 50 min.

70 °C 15 min.

12. Una vez finalizado el programa poner los tubos en hielo inmediatamente.
13. Adhadir 30 pL de H,Od a cada tubo para que el volumen final sea 50 uL*.

14. Congelar y conservar las muestras de cDNA (en realidad se obtiene un hibrido
RNA-cDNA) a -20°C.

* Respecto a estas condiciones estandar, en diferentes casos se han dado las

siguientes variaciones:

1)

2)

En aquellos casos en que no se disponia de 5 6 2 xg de RNA (segun correspondia
por el tipo de muestra de partida), la reacciéon se realizaba con la mitad de RNA,
es decir, con 2,5 6 1 ug de RNA, respectivamente, en el mismo volumen final que
el resto de los casos normales (20 xL). Sin embargo, al finalizar la reaccion, ésta
se llevaba a un volumen final de 25 L con H,Od en vez de a 50 uL. Asi, la
concentracion final de cDNA retrotranscrito seguia siendo de 0,1 6 0,04 wg/uL,

respectivamente, en ambos casos.

En aquellos casos en que el RNA se encontraba tan diluido que el volumen para
ponerlos 5 6 2 ug de RNA superaba los 10,541 (que es el volumen permitido en la
reaccion entre RNA y H,Od), la RT se realizaba en un volumen final de 40.L (en
vez de 20 xL como en los casos normales), con lo que también se afiadia el doble
del resto de reactivos y admitia doble cantidad de volumen entre RNA y H,O (21
uL). Al finalizar la reaccion se llevaba a un volumen final de 50 L con H,0d, con lo
que la concentracion final de cDNA retrotranscrito seguia siendo de 0,1 6 0,04

ug/ul en todos los casos.

3.2.5 Preamplificacién de cDNA

La preamplificacién de cDNA en este trabajo se basé en la utilizacién del kit

comercial TagMan PreAmp Master Mix Kit (Applied Biosystems). Esta reaccién permite
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preamplificar pequenas cantidades de cDNA sin introducir un bias en la expresion
geénica.
Las sondas y los cebadores para todos los genes marcadores (excepto para el

gen FXYD3) asi como para el gen utilizado como control endégeno fueron comprados

en forma de ensayos preparados a la casa comercial Applied Biosystems (Tabla 11).

Tabla 11: Referencias comerciales de los genes marcadores y del gen utilizado como control

enddgeno (Applied Biosystems).

Marcador Referencia comercial
KRT20 Hs00300643_m1
UPK2 Hs00171854_m1
AGR2 Hs00180702_m1
KRT19 Hs00761767_s1
C100rf116 Hs00428992_m1
GUSB (control endégeno) Hs99999908 m1

Las secuencias de los cebadores y de la sonda utilizadas tanto para la pre-

amplificacién como para la qRT-PCR del marcador FXYD3 fueron las siguientes:
cebador directo: 5' CTGGGCCTGCTTGTGTTC 3’
cebador reverso: 5' GGTCATTGGCGTCCAGGAC 3'
sonda: 5' CTGGCAGGCTTTCCT 3'
El protocolo realizado ha sido el siguiente:

1. Realizar una mezcla con volumenes equivalentes de los preparados TagMan
Gene Expression Assays 20X de los que se quiera realizar la preamplificaciéon
(maximo 100 genes) y diluirla en tampén TE 1X de manera que cada assay

quede a una concentracion final de 0,2X.
2. Descongelar los cDNAs en hielo y preparar tubos de 0,2 mL rotulados.

3. Preparar una mezcla de los reactivos de la reaccion teniendo en cuenta el
numero de reacciones a realizar y contando como para 0,2 6 0,5 reacciones
mas. Los volumenes de cada uno de los componentes para una reaccion, asi

como la concentracion final a la que quedan, se muestran a continuacion:
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Componentes uL para 1 reaccion Concentracion
H,Od 5 -
TagMan preAmp Master Mix 2X 12,5 0,08X
Mezcla Assays 20X 6,25 0,8X

4. Anadir a cada tubo, segun los calculos realizados anteriormente:
23,75 uL de la mezcla de reactivos
1,25 pL de cDNA (equivalente a 125 ng de cDNA)

5. Centrifugar durante unos segundos a maxima velocidad durante unos
segundos a maxima velocidad para que el contenido de los tubos vaya al

fondo.

6. Incubar las muestras en un termociclador segun el siguiente programa:

95 °C 10 min.
95 °C 15 seg.

10 ciclos
60 °C 4 min.

4°C

7. Anadir a cada tubo 25 uL de H,Od

» En este paso se estd diluyendo el producto amplificado a la mitad. Asi, el

volumen final de que disponemos para la gPCR es de 50 zL.

8. Pasar el contendido de la reaccién a tubos de 0,5 uL y conservar a -20°C.

3.2.6 PCR cuantitativa a tiempo real

Como ya se ha comentado en la introduccion de este trabajo, la qPCR es una
tecnologia muy utilizada para realizar analisis de expresién, que consiste en la
amplificacién de un fragmento de cDNA mediante tres elementos que confieren
especificidad (una sonda y los dos cebadores basicos utilizados en cualquier PCR
estandar). En este trabajo se utilizaron sondas Tagman MGB (Figura 14). Por un lado,
y como se explica mas detalladamente en la introduccion, la tecnologia TagMan
implica que Unicamente haya emision de fluorescencia si se estan amplificando
cadenas de cDNA. Por otro, el grupo MGB confiere la ventaja de poder utilizar sondas
pequenas (=10-15 pb), lo que mejora la eficiencia de la amplificacion. Esto es debido a

que el grupo MGB estabiliza la unién de la sonda al DNA ya que se une al surco
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menor de éste. Esta union permite que la temperatura de hibridacion sea elevada
(=60°C) y las sondas puedan ser mas pequefias. En particular, en este trabajo se

utilizaron las sondas y cebadores comercializados por la casa comercial Applied

azy

S 3

Biosystems.

Figura 14: Estructura de las sondas Tagman MGB. R: Reporter; NFQ: Quencher no
fluorescente; MGB: Minor Groove Binder.

El protocolo realizado ha sido el siguiente:

1. Disefar una plantilla como esquema de la placa de 96 pocillos, organizando

qué muestra y qué gen se amplificara en cada pocillo.
2. Descongelar los cDNAs (preamplificados o sin preamplificar) en hielo.

3. Para cada gen a amplificar, preparar una mezcla de los reactivos de la reaccién
teniendo en cuenta el numero de reacciones a realizar para cada gen y
contando como para 0,5 reacciones mas. Las cantidades para una reaccion de
cada uno de los componentes, y la concentracion a la que quedan en la

reaccion se muestran a continuacion:

Componentes uL para 1 reaccion  Concentracion
TagMan Universal PCR MasterMix 2X 10 0,1X
TagMan Gene Expression Assay 20X 1 1X
H,Od 7 .

» En este trabajo los reactivos utilizados se adquirieron de la casa

comercial Applied Biosystems.

4. Repartir 18 uL de esta mezcla en los pocillos correspondientes segun los

genes a amplificar.
5. Anadir a cada pocillo 2 uL de cDNA.
6. Centrifugar para que el contenido de los pocillos vaya al fondo.

7. Incubar las muestras en un termociclador de gPCR segun el siguiente

programa:
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50 °C 2 min.
95 °C 10 min.
95 °C 15 seg.
40 ciclos

60 °C 1 min.

4°C

» En este trabajo todos los experimentos de qPCR se realizaron en el
instrumento ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied

Biosystems).

3.2.7 Sensibilidad en la deteccion de marcadores en sangre periférica

Para evaluar la sensibilidad del método completo de amplificaciéon de los genes
marcadores en sangre periférica (desde el aislamiento de las células mononucleares
de la muestra de sangre hasta la amplificacién de los genes marcadores) se realizd
por triplicado un experimento de “dispensacion celular’, mas comunmente conocido en
inglés como “cell spiking experiment’. El protocolo utilizado para realizar tal
experimento se puede dividir en dos partes: la disgregacion del tejido tumoral (que
sera la fuente de células para dispensar en las muestras de sangre) y la dispensacion

en si. Los protocolos para estos procedimientos se detallan a continuacion:

3.2.7.1 Disgregacion del tejido tumoral

La fuente de células tumorales utilizada para realizar el experimento fue un trozo
de tejido tumoral extraido de un paciente sometido a RTU. El protocolo utilizado fue el

siguiente:

1. Recoger en quir6éfano un fragmento de tumor, del tamano de 2 granos de arroz
aproximadamente, en una placa de Petri de 60 mm de didmetro que contenga
4 mL de tripsina 1X en PBS.

2. Al mismo tiempo recoger en un tubo Eppendorf otro fragmento del mismo
tumor y congelar directamente en nieve carboénica y posteriormente a -80 °C

hasta su procesamiento.

» El tejido congelado fresco se utiliz6 para comparar el efecto de la
disgregacién tumoral en la expresion de los genes marcadores que se

estudiaron. Se proceso segun se detalla en el apartado 3.2.2.1.
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3. Trocear el tejido utilizando 2 cuchillas de bisturi sobre la placa con tripsina

mientras se agita suavemente.

4. Valorar el nivel de disgregacién de las células en el miscroscopio 6ptico con el

objetivo 20X, y si es necesario continuar con el proceso de troceado.

5. Para ayudar a disgregar el tejido, aspirar la solucidén de tripsina con una pipeta
serologica y expulsar el contenido otra vez en la placa de manera que la punta
de la pipeta esta en contacto con la base de la placa, favoreciendo la

disgregacion de los pequefios grumos celulares.

6. Cuando la mayoria de células esten sueltas, pasar la parte liquida (intentando

no coger los grumos visibles) a un tubo Falcon de 15 mL.
7. Anadir PBS 1X hasta 15 mL.
8. Centrifugar 2000 xg, 3 minutos, 4 °C.

9. En una campana de cultivo celular, eliminar el sobrenadante mediante pipetas

de vidrio y vacio, o en su defecto mediante pipetas serolégicas.

10. Aiadir nuevamente PBS 1X hasta 10 mL y volver a centrifugar 2000 xg, 3

minutos, 4 °C.
11. Retirar el PBS sobrenadante y afiadir 10 mL de medio de cultivo DMEM.
12. Verter la suspensioén celular en una placa de Petri estéril.
13. Preparar una camara de Neubauer con un cubreobjetos de 20 mm de

diametro para el recuento celular.

3.2.7.2 Recuento celular

La camara de Neubauer es una herramienta de contaje celular adaptada al
microscopio de campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos
con una depresion en el centro, en el fondo de la cual hay dos cuadriculas como la
que se esquematiza en la figura 15. Esta cuadricula consiste en un cuadrado de 3x3
mm, con una separacion entre dos lineas consecutivas de 0,25 mm. La depresion
central del cubreobjetos esta hundida 0,1 mm respecto a la superficie, de forma que
cuando se cubre con un cubreobjetos, éste dista de la superficie 0,1 mm, y el volumen
comprendido entre la superficie de cada uno de los cuadrantes de 1x1 mm vy el

cubreobjetos es de 0,1 mm?, es decir 0,1 uL.
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Figura 15: Camara de Neubauer y esquema de la cuadricula de contaje. El simbolo § indica

las cuadriculas donde se realizara el recuento celular.

Para realizar el contaje se sigui6 el siguiente protocolo:

1. Colocar el cubreobjetos en la camara y poner 10 uL de suspensién celular en

cada una de las 2 cuadriculas de la camara de Neubauer.
» La suspensién celular entrara por capilaridad.

2. Colocar el portaobjetos en el microscopio 6ptico y contar el numero de células
epiteliales que se encuentran en las 4 cuadriculas marcadas en el esquema

con el simbolo 8.

» Las células epiteliales se diferencian del resto de células sanguineas por

presentar un mayor tamafo y ser menos abundantes.
3. Realizar la media de los valores obtenidos.
4. Aplicar la siguiente férmula:
Concentracion celular en la suspensién (células / mL) = 10000 (x/4)

Donde x hace referencia a la media de las células calculada en el punto 3 de este

protocolo.
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3.2.7.3

Dispensacion celular

Una vez realizado el recuento celular, el protocolo que ha sido realizado para la

dispensacion celular ha sido el siguiente:

1.

10.

Extraer por persona en primer lugar un tubo EDTA de 2,5 mL y seguidamente
5 tubos EDTA 10 mL (Sarstedt Monovette).

Pasar 8 mL de sangre de cada uno de los tubos EDTA de 10 mL, con pipetas

serologicas, a tubos Falcon de 50 mL que contienen 8 mL de Ficoll-Paque.

Segun la concentraciéon de células disgregadas del tejido tumoral (calculada
en el apartado 3.2.7.2.), preparar una dilucién con suero fisiolégico para

obtener una concentracion celular de 100 cels/uL (DILUCION 100).

Preparar una dilucion 1:10 de la DILUCION 100 para obtener una
concentracién celular de 10 cels/uL (DILUCION 10).

Preparar una dilucién 1:10 de la DILUCION 10 para obtener una concentracién
celular de 1 cel/uL (DILUCION 1).

Preparar una dilucién 1:2 de la DILUCION 1 para obtener una concentracion
celular de 0,5 cels/uL (DILUCION 0,5).

De las diluciones 100, 10, 1 y 0,5 anadir 10 uL a los tubos de sangre y Ficoll
correspondientes de cada control. Estos tubos de sangre corresponderan a las

muestras que contengan 1000, 100, 10 y 5 células, respectivamente.

Anadir 10 uL de solucion fisioldgica al ultimo de los tubos de sangre y Ficoll de
cada control. Estos tubos de sangre corresponderan a las muestras que

contengan 0 células (Figura 16)

» De esta manera estamos afiadiendo siempre el mismo volumen de

suspension celular a las muestras de sangre (10L).

Una vez diluidas las células necesarias en todos los tubos, recoger la
suspension celular restante en un falcon de 15 mL, centrifugarlo 2000 xg 3

min., decantar el sobrenadante y afiadirle 1 mL de TRIzol.

A partir del tubo EDTA de 2,5 mL, realizar un hemograma para conocer las
proporciones de las diferentes fracciones celulares de cada control, y

utilizarlas en el calculo de la sensibilidad.
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11. A partir de las muestras en TRIzol, continuar con los protocolos de los
apartados 3.2.4 (RT), 3.2.5 (preamplificacion) y 3.2.6 (QRT-PCR) para mirar el

nivel de expresion génica de los marcadores estudiados.

VU

Solo suero (0,5 cels/uL) (1 cels/uL) (10 cels/uL) (100 cels/pL)

v v
1

Dil. 1:10

C
e R
K

Tubo O cels. Tubo 5 cels. Tubo 10 cels. Tubo 100 cels. Tubo 1000 cels.

Figura 16: Esquema del protocolo de dispensacién celular realizado para obtener la
sensibilidad de la deteccidon de genes marcadores en sangre periférica. Cels: células; Dil: factor

de dilucion.

3.2.7.4 Calculo de la sensibilidad

Los célculos que se realizaron para obtener la sensibilidad fueron los siguientes:
[leucocitos] x vol. sangre= X leucos/mL

¥ / X = sensibilidad (num cels. en 10° leucocitos)
Teniendo en cuenta que los parametros valorados fueron:

Vol. sangre: Volumen inicial de sangre (8 mL)
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[leucocitos]: Concentracion de leucocitos obtenidos del hemograma de

cada uno de los controles (leucocitos/mL)

¥: Numero de células a partir del cual la expresion génica relativa de los
marcadores (valor CT del gen endégeno — valor CT del gen diana) aumenta
de manera lineal segun lo hace el numero de células tumorales en la

muestra.

3.2.8 Seleccion de genes marcadores

3.2.8.1 Analisis de microarrays

Para determinar un panel de genes marcadores de diseminacion del CU
altamente especificos, se compararon valores de expresion génica de multiples genes
en tejido vesical (tanto normal como tumoral) respecto a sangre. Estos datos de
expresion se obtuvieron mediante microarrays de expresion. Especificamente, se
realiz6 una comparacién entre los datos publicos procedentes del array U133A
Affymetrix GeneChip (Affymetrix), en el cual se habia hibridado RNA procedente de 16
muestras de sangre (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; coédigo GEO de acceso
GSE1343), con los datos obtenidos del array U133 plus 2.0 Affymetrix GeneChip
(codigo GEO de acceso GSE7476) en el que fueron hibridados RNA de 3 muestras de

tejido sano vesical y de 9 muestras de tumor.

Con el fin de seleccionar genes marcadores altamente expresados en tejido
vesical pero muy poco expresados en sangre, se establecieron diferentes puntos de
corte segun los valores de expresion en sangre y en tejido vesical, respectivamente: 1)
<50, >300; 2) <50, >200; 3) <50, >1000; 4) <100, >3000; 5) <100, >2000; 6) <100,
>1000; 7) <150, >3000.

De la lista de genes candidatos obtenida, se seleccionaron aquellos 4 genes mas
diferencialmente expresados entre sangre y tejido vesical, para ser analizados
mediante gqRT-PCR.

3.2.8.2 Busqueda bibliografica

Ademas de los genes seleccionados mediante microarrays de expresion, se
utilizaron dos marcadores ampliamente estudiados en la literatura como marcadores
de diseminacion del CU. Para ello se introdujeron en la base de datos PubMed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed) los términos: molecular marker,

transitional cell carcinoma, urothelial carcinoma, metastasis, lymph nodes y blood,
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seleccionandose dos de los marcadores mas ampliamente estudiados en la literatura

cientifica disponible en aquel momento.
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4.1 TRABAJO 1: utilidad de la hibridacion in situ fluorescente
en la deteccion del carcinoma urotelial no musculo-

infiltrante

Cancer Genetics and Cytogenetics 173 (Marzo, 2007): 131-135

PMID: 17321328
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UTILIDAD DE LA HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE EN LA DETECCION
DEL CARCINOMA UROTELIAL NO MUSCULO-INFILTRANTE

Introduccién: La metodologia estandar utilizada en el diagnéstico y seguimiento del
carcinoma urothelial (CU) consiste en la combinacion de la citologia urinaria y la
cistoscopia. La citologia tiene baja sensibilidad en la deteccién de tumores de bajo
grado y estadio, mientras que la cistoscopia es una técnica invasiva que presenta baja
sensibilidad en la deteccion de lesiones planas, como el Tis, y causa estrés al

paciente.

Objetivo: Evaluar la utilidad de un ensayo no invasivo basado en la técnica FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) para la deteccion del CU vesical no musculo-

infiltrante, en comparacién con la citologia urinaria.

Material y métodos: Se recogidé orina por miccion espontanea de 74 pacientes con
CU no musculo-infiltrante y fue analizada por FISH y por citologia urinaria. También se
recogieron orinas procedentes de 19 pacientes con CU musculo-infiltrante y de 19
pacientes sanos que se utilizaron como controles positivos y negativos,
respectivamente. En la técnica FISH se utilizaron sondas marcadas para los
cromosomas 3, 7, 9 y 17 (kit Urovysion) que permitieran detectar alteraciones

cromosomicas indicativas de malignidad.

Resultados: Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
sensibilidad global obtenida por FISH vy citologia urinaria en la deteccién del CU no
musculo-infiltrante (70,3% vs. 35,1%, respectivamente; p< 0,0001). Esta diferencia de
sensibilidad entre FISH y citologia se mantuvo al separar las muestras de CU no
musculo-infiltrante en bajo grado (52,8% vs. 13,9%, respectivamente; p< 0,0005) y alto
grado (86,8 vs. 55,3%, respectivamente; p< 0,0015). La especificidad global de la
citologia urinaria fue del 100% y la de la técnica FISH del 94,7% (p=ns). Un 69% de
los pacientes con un resultado sospechoso por citologia presentaron un resultado

positivo por FISH.

Conclusiones: En conjunto, estos resultados indican que la técnica FISH basada en
los cromosomas 3, 7, 9 y 17 presenta mayor sensibilidad que la citologia urinaria, y
una especificidad equivalente en la deteccion del CU no musculo-infiltrante. Asi, esta
técnica se podria utilizar en la practica clinica para reducir el niumero de cistoscopias
realizadas en el exhaustivo seguimiento realizado en los pacientes con este tipo de

tumor.
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4.2 TRABAJO 2: utilidad de la hibridacion in situ fluorescente
en el diagndéstico no invasivo del carcinoma urotelial en el

tracto urinario superior

European Urology 51 (Febrero, 2007): 409-415

PMID: 17010508
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UTILIDAD DE LA HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE EN EL DIAGNOSTICO
NO INVASIVO DEL CARCINOMA UROTELIAL EN EL TRACTO URINARIO
SUPERIOR

Introduccién: La citologia urinaria junto con las técnicas de radiodiagndstico son los
meétodos estandar en el diagndstico y seguimiento del carcinoma urothelial (CU)
localizado en el tracto urinario superior (TUS). Sin embargo, las lesiones de bajo grado
y estadio, y las lesiones planas, a menudo pasan desapercibidas por estas
metodologias. Ademas, la toma de biopsias en estos casos mediante ureteroscopia

para la confirmacion del diagndstico supone una técnica invasiva para el paciente.

Objetivo: Evaluar la utilidad clinica de la técnica FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization) sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17 en el diagndstico no invasivo del

carcinoma urothelial (CU) localizado en el tracto urinario superior (TUS).

Material y métodos: Se recogieron orinas por miccion espontanea de 30 pacientes
consecutivos afectos de un CU en el TUS, y de 19 controles sanos que fueron
utilizadas como controles. Estas muestras fueron analizadas por citologia urinaria y
por FISH. En la técnica FISH se utilizaron sondas marcadas para los cromosomas 3,
7, 9 y 17 (kit Urovysion) que permitieran detectar alteraciones cromosomicas
indicativas de malignidad celular. Por un lado se compararon la sensibilidad y
especificidad de ambas técnicas y por otro se determiné la frecuencia de alteraciones

cromosomicas encontradas en las células tumorales evaluadas.

Resultados: La sensibilidad total obtenida por FISH fue significativamente superior a
la obtenida por citologia urinaria (76,7% vs. 36%, respectivamente; p = 0,0056). La
especificidad global de la técnica FISH fue del 94,7% vy la de la citologia urinaria fue
del 100% (p=ns). Los valores predictivos positivo y negativo para la técnica FISH
fueron 95,8% y 72%, mientras que para la citologia urinaria fueron 100% y 54%,
respectivamente. De los nucleos encontrados genéticamente alterados, un 67%, 54%
y 43% presentaban polisomia en los cromosomas 3, 7 y 17, respectivamente, y un

21% presentaba delecion en homocigosis del cromosoma 9.

Conclusiones: La técnica FISH basada en los cromosomas 3, 7, 9 y 17 realizada
sobre células exfoliadas en la orina presenta una mayor sensibilidad que la citologia
urinaria en el diagnostico del CU localizado en TUS, manteniendo una especificidad
similar. La naturaleza no invasiva de este ensayo asi como su elevada sensibilidad y

especificidad podrian contribuir a mejorar el actual diagnéstico del CU en el TUS.

113






Resultados

4.3 TRABAJO 3. utilidad clinica de la hibridacion in situ
fluorescente en el seguimiento de los pacientes con
carcinoma urotelial tratados con la terapia del Bacilo de
Calmette-Guérin

European Urology 52 (Septiembre, 2007): 752-759

PMID: 17379395
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UTILIDAD CLINICA DE LA HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE EN EL
SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES CON CARCINOMA UROTELIAL TRATADOS
CON LA TERAPIA DEL BACILO DE CALMETTE-GUERIN

Introduccién: El tratamiento actual para el carcinoma urotelial (CU) no musculo-
infiltrante de alto riesgo de recurrencia y progresion es la reseccion transuretral (RTU)
combinada con la terapia del bacilo de Calmette-Guérin (BCG). El seguimiento clinico
de estos pacientes se realiza mediante citologia urinaria y cistoscopia, y si procede se
complementa con biopsias multiples normalizadas. Pese a este seguimiento, una
elevada proporcion de tumores recurren y/o progresan a musculo-infiltrantes, lo que

indica que en estos casos la inmunoterapia no ha sido exitosa.

Objetivo: Evaluar la utilidad de la técnica FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)
sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17 para determinar la respuesta al tratamiento del
BCG en aquellos pacientes con un tumor vesical no musculo-infiltrante de alto riesgo

de recurrencia y progresion.

Material y métodos: Se recogieron lavados vesicales de 65 pacientes que
presentaban un tumor no musculo-infiltrante de alto riesgo antes y después de
realizarles la terapia BCG. Estas muestras fueron analizadas mediante la técnica FISH
sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17 (kit Urovysion) para determinar la presencia de

alteraciones cromosomicas indicativas de malignidad celular.

Resultados: De los 65 pacientes incluidos en el estudio, 55 (85%) presentaron un
resultado positivo de la técnica FISH antes del tratamiento con BCG. Por otro lado, 29
(45%) presentaron un resultado positivo y 36 (55%) un resultado negativo de la técnica
FISH después de la inmunoterapia. Los pacientes con un resultado positivo después
de la terapia presentaban un riesgo de recurrencia tumoral 2,7 veces mayor que los
pacientes con un resultado negativo después de la terapia (p= 0,017; 95% CI: 1,18-
6,15). Ademas, los pacientes que mantuvieron un resultado positivo antes y después
de la terapia presentaban un riesgo de recurrencia tumoral 2,96 veces mayor que
aquellos pacientes que cambiaron su resultado de positivo a negativo (p= 0,02; 95%
Cl: 1,17-7,54). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el riesgo
de progresion del tumor de los pacientes con un resultado positivo por FISH tras la

terapia respecto a aquellos que presentaron un resultado negativo (p= ns).

Conclusiones: El elevado porcentaje de muestras positivas por FISH antes de la
terapia BCG sugiere la necesidad de una terapia adyuvante después de la RTU en los
pacientes con un tumor vesical no musculo-infiltrante de alto riesgo de recurrencia y

progresion. Ademas, los pacientes con un resultado positivo de FISH tras la terapia
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BCG tienen mayor probabilidad de presentar una recurrencia del tumor. Asi, la técnica
FISH parece ser util en el seguimiento de los pacientes con un tumor no musculo-

infiltrante de alto riesgo de recurrencia y progresién sometidos a terapia BCG.
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4.4 TRABAJO 4. estadiaje molecular de la diseminacion
tumoral del carcinoma urotelial: impacto en la
supervivencia

European Urology 52 (Mayo, 2008)
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ESTADIAJE MOLECULAR DE LA DISEMINACION TUMORAL DEL CARCINOMA
UROTELIAL: IMPACTO EN LA SUPERVIVENCIA

Introduccién: El analisis histolégico de los ganglios linfaticos para detectar la
diseminacion tumoral linfatica del carcinoma urotelial (CU) no es lo suficientemente
sensible, ya que alrededor del 50% de los pacientes con tumores musculo-infiltrantes
pT3-4 y con ganglios histolégicamente negativos mueren antes de los 5 afios tras la

cirugia radical.

Objetivos: Identificar y estudiar diferentes marcadores moleculares que detecten la
diseminaciéon tumoral linfatica que no ha sido diagnosticada mediante las técnicas
histolégicas convencionales. Determinar si existe una correlacion entre estos

marcadores y la evolucién clinica de los pacientes.

Material y métodos: Para obtener una lista de genes marcadores expresados en el
CU pero no en tejido linfatico, se utilizaron datos de microarrays de expresion asi
como informacion bibliografica. Se seleccionaron finalmente 5 genes (3 seleccionados
a partir de datos de microarrays y 2 a partir de la literatura) para ser estudiados
mediante gqRT-PCR en 181 y 29 muestras de tejido linfatico procedentes de 102
pacientes con CU y de 29 controles sin enfermedad neoplasica, respectivamente,
recogidos entre los afios 2002 y 2004 (mediana de seguimiento de 35 meses). Los
valores de expresion de estos marcadores en ganglio linfatico fueron comparados
estadisticamente con los resultados del andlisis histopatolégico asi como con la

evolucion clinica de los pacientes.

Resultados: Mediante un analisis discriminante se obtuvo que la combinacion de los
marcadores FXYD3 y KRT20 presenta una sensibilidad y especificidad del 100% en la
discriminacion de muestras de tejido linfatico con presencia de diseminacion tumoral
demostrada histolégicamente con respecto a muestras controles. En combinacion,
estos marcadores detectaron la presencia de células tumorales diseminadas en el
20,5% de pacientes con ganglios negativos por técnicas histoldgicas. Estos pacientes,
sin embargo, no presentaron un supervivencia significativamente menor a la de

aquellos con un resultado negativo por qRT-PCR.

Conclusiones: La utilizacion de marcadores moleculares permite mejorar la
sensibilidad del analisis histopatolégico de los ganglios linfaticos en la deteccién de la
diseminacion linfatica tumoral. Sin embargo, el hecho de que el 20,5% de pacientes
reclasificados como positivos por qRT-PCR no presente una supervivencia

significativamente menor que aquellos con un resultado negativo por dicha técnica,
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hace suponer que la linfadenectomia tuvo un importante papel curativo eliminando la

enfermedad microdiseminada en algunos casos.
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4.5 TRABAJO 5: marcadores moleculares de RNAmM en la
deteccion y seguimiento de células tumorales circulantes

en sangre periférica de pacientes con carcinoma urotelial

European Urology (2008). Manuscrito en preparacion.
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MARCADORES MOLECULARES DE RNAmM EN LA DETECCION Y SEGUIMIENTO
DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES EN SANGRE PERIFERICA DE
PACIENTES CON CARCINOMA UROTELIAL

Introduccién: La deteccion de la diseminacion sanguinea del carcinoma uroltelial

(CU) es uno de los principales retos en el campo de la urologia clinica.

Objetivos: Evaluar la utilidad de seis genes marcadores en la deteccion de la

diseminacion sanguinea del CU.

Material y métodos: Entre los afos 2002 y 2004 se recogieron 317 muestras de
sangre periférica procedentes de 101 pacientes afectos de CU, sometidos a
cistectomia y linfadenectomia, y de 29 controles sanos. En los pacientes con CU se
realizé una extraccion secuencial de sangre a los 6, 12, 18 y 24 meses post-cirugia. La
mediana de seguimiento en estos pacientes fue de 35 meses. La presencia de células
diseminadas en sangre fue determinada mediante la cuantificacion de la expresion de
los genes KRT20, FXYD3, C10orfl16, UPK2, AGR2 y KRT19 mediante
preamplificacion del cDNA y gqRT-PCR. Los datos de expresion obtenidos fueron

relacionados con la evolucién clinica de los pacientes.

Resultados: La combinacion del método de preamplificacién y qRT-PCR de 6 genes
marcadores en sangre periférica permitia la deteccion de 2 células diseminadas en
10°%-10 leucocitos, dependiendo del gen marcador. Se observaron diferencias de
expresion significativas en los marcadores FXYD3 (p=0,002), C100rf116 (p=0,001),
AGR2 (p=0,003) y KRT19 (p<0,001) entre pacientes y controles. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en la expresion génica de estos marcadores en
sangre de pacientes que desarrollaron metastasis a distancia respecto a los que
tuvieron una evolucion favorable (p= ns). Los valores de expresién génica en sangre
de estos marcadores tras la cirugia no incrementaban en el seguimiento de los

pacientes que desarrollaron metastasis a distancia.

Conclusiones: El analisis de la expresion génica de seis marcadores especificos de
tejido vesical en muestras de sangre periférica permite distinguir entre pacientes
afectos de CU y controles sanos. Sin embargo, pese a su elevada sensibilidad, esta
metodologia basada en preamplificaciéon y qRT-PCR no es adecuada para seleccionar
a aquellos pacientes que desarrollaran metastasis detectables clinicamente, con lo

que deberia ser descartada para el estudio de la diseminacion sanguinea del CU.
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Discusion

El carcinoma urothelial (CU) supone la cuarta neoplasia mas frecuente en los
paises industrializados. Sin embargo, la deteccion temprana de su aparicion, recidivas
y/o diseminacion de manera altamente sensible y especifica todavia constituye uno de

los principales retos en la urologia clinica.

En el presente trabajo se han utilizado técnicas citogenéticas y moleculares que
han sido capaces de mejorar la sensibilidad de las técnicas actuales de diagndtico
(tanto de la enfermedad localizada como de sus recidivas y/o diseminacion),

manteniendo una especificidad similar.

La utilizacion en la practica clinica de estas metodologias, sin embargo, requiere

de mas estudios que confirmen los resultados obtenidos.

5.1 UTILIDAD DE LA HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE
EN EL DIAGNOSTICO TEMPRANO Y EN EL PRONOSTICO
DEL CARCINOMA UROTELIAL

El método estandar para la deteccion y seguimiento del CU consiste en la
combinacion de la citologia urinaria y la cistoscopia (Halling, 2003). Estas técnicas
también se utilizan cuando ademas existen sospechas de CU en el TUS, aunque en
estos casos como primera opcion se utilizan técnicas de radiodiagnédstico. Ante la
duda diagnostica con las técnicas anteriormente mencionadas se utiliza la
ureterorenoscopia. La elevada frecuencia de recurrencia de los tumores uroteliales
implica la utilizacion regular de estas metodologias diagnésticas en el seguimiento
clinico de los pacientes durante los primeros afios después del diagnéstico. No
obstante, aunque estos métodos se utilizan ampliamente en la practica clinica,

presentan ciertos inconvenientes.

Por un lado, la citologia urinaria es una técnica no invasiva y de excelente
especificidad, pero con limitada sensibilidad sobre todo en la deteccion del CU de bajo
estadio y grado (Varella-Garcia y cols., 2004; Pycha y cols., 2004). Aunque su
sensibilidad mejora en la deteccion de tumores de alto grado, pudiendo llegar a
valores del 95% (Oosterlinck y cols., 2004), la media global para la deteccién del CU
en la ultima década ronda el 60% (Halling y cols., 2000). Cuando ademas el CU se
encuentra localizado en el TUS, los valores de sensibilidad pueden disminuir hasta
llegar al 25% (Chow y cols., 1994). En este ultimo caso el valor de sensibilidad puede
mejorar hasta un 35-88% cuando la orina no es obtenida por miccién espontanea sino

recogida mediante cateterizacion ureteral (Lodde y cols., 2001). Este sistema de

173



Discusion

obtencion de la muestra, sin embargo, es invasivo ya que causa estrés e incomoda

significativamente al paciente.

Independientemente del método utilizado para la obtencion de la muestra, uno de
los motivos en esta disminucién de la sensibilidad puede ser a la dificultosa
interpretacion de las células del epitelio procedentes del TUS, ya que la células
benignas del TUS suelen tener una morfologia atipica (Potts y cols., 1997). Otra de las
posibles razones, mas focalizada al caso de tumores vesicales, es que pueden
encontrarse células del urotelio que presenten una morfologia sospechosa debido a
cambios reactivos ocasionados por los tratamientos aplicados (p.ej. BCG), induciendo

confusién con tumores de bajo grado (Bastacky y cols., 1999).

Las técnicas endoscopicas (cistoscopia y ureteroscopia), en cambio, son mas
sensibles que la citologia urinaria en la detecciéon del CU, excepto cuando se trata de
un carcinoma in situ, el cual puede ser confundido facilmente con cambios del urotelio
debidos a procesos inflamatorios. Por otro lado, el gran inconveniente de estas
técnicas es que son invasivas, especialmente cuando se trata de examinar las

regiones mas proximales del tracto urinario.

El elevado indice de recurrencias que caracteriza el CU vesical no musculo-
infiltrante, las limitaciones de la citologia urinaria y de las técnicas endoscopicas
comentadas anteriormente y el mal prondstico del CU en el TUS debido al alto grado y
estadio que suelen presentar en el momento del diagnéstico (Stewart y cols., 2005)
refuerza la necesidad de un diagndstico temprano, preciso y, si es posible,

minimamente invasivo para poder tratar la enfermedad en sus estadios mas iniciales.

Diferentes ensayos basados en orina se han disefiado con el objetivo de mejorar
la sensibilidad de la citologia urinaria, y de ahorrar, en aquellos casos en que sea
posible, la utilizacion de técnicas endoscopicas (Mian y cols., 1999; Sokolova y cols.,
2000; van Rhijn y cols., 2005). Uno de los que presentaron mejores resultados de
sensibilidad y especificidad en la deteccion del CU fue el kit llamado Urovysion
(Laboratorios Abbott), el cual esta basado en la técnica FISH sobre los cromosomas 3,
7, 9 y 17, y fue aprobado por la FDA en 2001 para su uso en la practica clinica.
Aunque se ha demostrado que esta prueba presenta mayor sensibilidad que la
citologia en la detecciéon de CU, su utilizacion en la practica clinica no esta extendida
todavia. Esto es debido a que su mayor sensibilidad estd demostrada especialmente
en la deteccion de tumores Tis y de alto grado y estadio, no siendo tan evidente en los

tumores de bajo grado.
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Los cromosomas seleccionados en este ensayo tienen un papel basico en la
carcinogénesis urotelial. Por ejemplo, en el cromosoma 3 se ha visto frecuentemente
alterado en tumores de alto grado y musculo-infiltrantes (Presti y cols., 1991; Simon y
cols., 2001; Gallucci y cols., 2005). También a nivel génico, en el brazo p del
cromosoma 7 se encuentra localizado el oncogen EGFR, en el cromosma 9 se
encuentran localizados genes supresores de tumores como CDKN2A y CDKN2B y
finalmente en el cromosoma 17 se encuentran localizados oncogenes como ERBB2,
genes supresores de tumores como TP53 o0 genes reguladores de la apoptosis como
BIRCS.

En el presente trabajo se ha tratado de demostrar la utilidad de la técnica FISH
sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17 en la deteccién no invasiva del CU vesical no
musculo-infiltrante, en la deteccidon no invasiva del CU localizado en el TUS y
finalmente en el prondstico de aquellos pacientes con tumores de alto riesgo de

recurrencia y progresion, tratados mediante inmunoterapia BCG.

5.1.1 Deteccion del carcinoma urotelial vesical no musculo-infiltrante

En este apartado se discute la utilidad de la técnica FISH sobre los cromosomas
3, 7, 9 y 17 en la deteccion no invasiva del CU vesical no musculo-infiltrante en
comparacion la citologia urinaria, a partir de muestras de orina obtenidas por miccion

espontanea.

Tras comparar 112 muestras de orina analizadas por FISH y por citologia urinaria
(74 de pacientes con tumor no musculo-infiltrante, 19 de pacientes con tumor musculo-
infiltrante y 19 controles sanos), los resultados mostraron una especificidad similar
entre ambas técnicas (100% y 94,7% para citologia y FISH, respectivamente) la cual
es equiparable a la obtenida en otros estudios que incluyeron cohortes mas grandes
(Sokolova y cols., 2000; Halling y cols., 2000; Sarosdy y cols., 2002). En cambio, en
cuanto a sensibilidad, la FISH presenté un valor global significativamente mayor al de
la citologia (76,3% vs 47,3%) en la deteccion de CU no musculo-infiltrante, al igual que
ya habia sido descrito anteriormente (Bubendorf y cols., 2001; Halling, 2003; Skacel y
cols., 2003; Varella-Garcia y cols., 2004; Laudadio y cols., 2005). Concretamente la
técnica FISH presentd una mayor sensibilidad en la deteccion de casos con
clasificacion histolégica Ta. Por otro lado, se corroboré6 que en estadios musculo-
infiltrantes (T2 o mas) ambas técnicas presentaron una sensibilidad similar (Placer y
cols., 2002). Sin embargo, al clasificar las muestras segun el grado histologico, se
observé que la técnica FISH presenté una mayor sensibilidad en la deteccion tanto de

bajos como de altos grados. Particularmente en los casos pT1 y pTis (estos ultimos
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caracterizados por su mal pronéstico), la sensibilidad de la técnica FISH fue mayor que
la de la citologia aunque no de manera significativa. Esto pudo deberse al bajo numero

de muestras incluidas con esta categoria histologica (n=24).

Pese a la elevada sensibilidad de la técnica FISH en los 74 casos de tumor no
musculo-infiltrante, 22 de ellos (29,7%) no fueron detectados por esta técnica. Esta
falta de sensibilidad puede explicarse por la elevada proporcién de tumores pTa que
son diploides, es decir, que no presentan alteraciones en la ploidia de sus células
(Bittard y cols., 1996). Por la misma razon se podria justificar que la técnica FISH no
detectara algunos casos de bajo grado, ya que, al igual que los tumores pTa, no
presentan frecuentemente poliploidias (Degtyar y cols., 2004). Otra de las razones de
esta falta de sensibilidad podria deberse al hecho de que esta técnica se basa sélo en
la deteccion de alteraciones numéricas en 4 cromosomas (3, 7, 9y 17) que, aunque se
encuentran entre los mas frecuentemente alterados en el CU, no son los Unicos que

pueden presentar aneusomias (Steidl y cols., 2002).

De los criterios considerados por la prueba para la positividad de las muestras, el
que se asignoé mas frecuentemente fue el de encontrar 5 0 mas nucleos con 2 o mas
alteraciones en los cromosomas 3, 7 y 17. En cambio, el que tiene en cuenta la
presencia de 10 o mas células con ganancias so6lo en uno de estos cromosomas no
fue aplicado en ningun paciente, excepto en el Unico caso falso positivo que se obtuvo,
en el que se encontraron ganancias del cromosoma 7 en mas de 10 nucleos. Por otro
lado, sdlo el 7% de los casos fueron considerados positivos por el criterio que
considera la delecién en homocigosis de 9p21 en mas del 20% de los nucleos
valorados. Las muestras que fueron dadas como positivas por este criterio coinciden
en ser muestras procedentes de pacientes con tumores pTa, hecho que concuerda
con la teoria de que la pérdida del locus 9p21 sucede en la etapa mas inicial de la
enfermedad (Theodorescu, 2003). También en relacion con este criterio cabe destacar
que si se hubieran valorado al menos 100 nucleos en cada preparacion, en lugar de
dejar de evaluar la preparacién cuando algun criterio se cumplia, probablemente el

criterio de la pérdida de 9p21 se hubiera dado mas frecuentemente.

La principal aplicacién clinica de la técnica FISH en funcidn de estos resultados
estaria relacionada con la reduccién del numero de cistoscopias realizadas en el
programa de seguimiento de los pacientes con CU no musculo-infiltrante,
disminuyendo asi las molestias ocasionadas por esta técnica y mejorando la calidad

de vida de los pacientes.
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Otra posible aplicacién de este ensayo diagndstico estaria relacionada con la
obtencion de un resultado sospechoso por citologia urinaria. Estos resultados en la
practica clinica son interpretados como negativos, es decir, no implican la realizacion
de un procedimiento terapéutico inmediato. La utilidad de la técnica FISH para elucidar
resultados ambiguos de la citologia ya ha sido sugerido en estudios previos (Halling y
cols., 2000; Bubendorf y cols., 2001; Skacel y cols., 2003). En este trabajo, el 69% de
las muestras con un resultado incierto por citologia fueron dadas como positivas
mediante FISH. Asi, en estos casos la técnica FISH permitiria corroborar el
diagnostico del tumor y proceder con el tratamiento correspondiente de manera
inmediata, sin necesidad de retrasarlo hasta obtener un resultado confirmatorio por

citologia.

5.1.2 Deteccion del carcinoma urotelial en el tracto urinario superior

Son escasos los estudios que se han desarrollado hasta el momento respecto al
uso de ensayos no invasivos basados en orina para la deteccion del CU en el TUS.
Uno de ellos es el llamado ImmunoCyt (Laboratorios Bostwick), el cual esta basado en
la deteccibn de marcadores proteicos en orina mediante el uso anticuerpos
monoclonales. Esta prueba demostré una mayor sensibilidad que la citologia urinaria
en la deteccion de CU en el TUS, aunque la muestra utilizada correspondié a orina
obtenida mediante cateterizacion ureteral, lo cual también implica invasividad para el

paciente (Lodde y cols., 2001).

Asi, otro de los objetivos del presente trabajo fue el de determinar la utilidad de la
técnica FISH sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17, en la deteccion del CU localizado en

el TUS y en comparacién con la citologia urinaria.

Tras el analisis de 30 muestras de orina, la técnica FISH presenté una
sensibilidad global en la deteccién del CU localizado en el TUS del 76,7%, mientras
que la de la citologia urinaria fue del 36%, valor equiparable a otras sensibilidades
obtenidas mediante esta técnica en la deteccion del CU vesical (Halling, 2003; Varella-
Garcia y cols., 2004). Aunque el numero de casos que fueron evaluados mediante
FISH (n=30) difiri6 ligeramente de los que fueron evaluados por citologia (n=25),
cuando sélo se consideraron aquellos casos valorados por ambas técnicas, la FISH
siguié superando en sensibilidad a la citologia urinaria (p=0,0106). Por otro lado, al
desglosar los pacientes segun el estadio y el grado del tumor, se observd que esta
superior sensibilidad de la técnica FISH respecto a la citologia se mantenia en la

deteccién de tumores no musculo-infiltrantes y de bajo grado, aunque no de manera
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significativa, probablemente debido al bajo nimero de casos pertenecientes a estos

subgrupos de pacientes.

La técnica FISH presenté un valor predictivo positivo del 95,8%, con el que
practicamente se aseguraba la presencia de tumor en el caso de obtener un resultado
positivo. En cambio, un resultado negativo por esta técnica implicaba una frecuencia
de acierto en el 72% de los casos (valor predictivo negativo). Cabe destacar que en
este estudio todos los casos que no fueron detectados por FISH correspondian a
tumores con estadios no musculo-infiltrantes y casi todos de bajo grado, lo que nos
hace suponer que probablemente los casos en que la técnica FISH dictamine un
resultado falso negativo correspondran a tumores de bajo riesgo de progresion en los
que las consecuencias clinicas adversas de no haber sido detectados serian muy
limitadas (Lee y Droller, 2000).

Los resultados de especificidad obtenidos por ambas técnicas fueron

equiparables a los ya obtenidos en la literatura en cohortes mas grandes.

Respecto al tipo y a la frecuencia de las alteraciones cromosémicas encontradas
en el CU localizado en el TUS, cabe destacar que nuevamente la mayoria de casos
fueron dados por positivos al cumplirse el criterio de encontrar 5 o0 mas nucleos con
ganancias en al menos 2 de los cromosomas 3, 7 y 17. En este caso, sin embargo,
ninguna muestra fue dada por positiva por el criterio de encontrar un 20% o mas de
nucleos que presentaran la delecion en homocigosis de 9p21. Este resultado también
concuerda con que la delecidon de 9p21 se da en estados iniciales del desarrollo del
tumor, y en este trabajo la poblacion de pacientes incluida estaba formada
mayoritariamente por casos con un estado avanzado de la enfermedad, es decir,

tumores de alto grado y estadio.

Los resultados obtenidos en este trabajo, junto con los datos que existen
publicados sobre la similaridad de las alteraciones genéticas entre el CU a lo largo de
todo el tracto urinario (Fadl-Elmula y cols., 1999), refuerzan la utilidad de la orina por
miccidn espontanea para la deteccion de CU en el TUS. Sin embargo, una limitacion
tanto de la citologia urinara como de la FISH a la hora de utilizar esta muestra para el
diagnéstico es la imposibilidad de conocer la localizacién del CU, en el caso de
haberse detectado células tumorales en la muestra. Esta limitacién implica la
necesidad de complementar el diagndstico con técnicas de radiodiagndstico, si no se

han realizado ya incialmente, que permitan la localizacion del tumor.

La aplicacion diagndstica que se sugiere de esta técnica en funcion de los

resultados obtenidos se basa en lo siguiente. En la practica clinica actual, una imagen
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sospechosa de tumor en el TUS, obtenida mediante alguna técnica de
radiodiagnéstico, debe ser confirmada mediante citologia urinaria. En el caso de
obtener un resultado negativo por citologia, es necesario utilizar las técnicas
endoscopicas para descartar/confirmar la presencia de tumor. Dado que en este
trabajo todas las muestras positivas por citologia urinaria también lo fueron por FISH, e
incluso se observd que la técnica FISH mejoraba la sensibilidad de la citologia, se
puede suponer que la combinacién de ambas técnicas (citologia urinaria y FISH) en la
deteccién del CU podria implicar una mejora en el diagndstico. Asi, en caso de obtener
un resultado positivo o sospechoso mediante técnicas de radiodiagnostico y
posteriormente un resultado sospechoso o negativo mediante citologia, la técnica
FISH se muestra como candidata para confirmar el diagndstico del tumor evitando asi
el uso de la ureteroscopia. Sin embargo, en aquellos casos con un resultado positivo
mediante técnicas de radiodiagndstico pero con un resultado negativo tanto por
citologia como por FISH, la confirmacién mediante ureteroscopia continuaria siendo
imprescindible. Una tercera aplicacién que sugerimos de esta técnica en el diagndstico
del CU localizado en el TUS esta relacionada con el hecho de que el CU en esta zona
es frecuentemente multifocal, lo que hace necesaria la realizacion de un seguimiento
exhaustivo de los pacientes, especialmente de aquellos que fueron tratados con un
tratamiento conservador. Asi, dado que actualmente este seguimiento esta basado en
las mismas técnicas utilizadas en el diagnéstico, y por lo tanto existen las mismas
limitaciones, en este trabajo se apoya la realizacion de estudios mas amplios con el fin
de incorporar el ensayo Urovysion en la practica clinica, pudiendo reducir asi el
numero de procedimientos invasivos realizados durante el seguimiento de la

enfermedad.

5.1.3 Utilidad de la hibridacién in situ fluorescente en el seguimiento de los

pacientes con carcinoma urotelial tratados mediante inmunoterapia BCG

Aunque la terapia BCG esta ampliamente aceptada para el tratamiento del CU
como complemento de la RTU, en aquellos casos de tumor no musculo-infiltrantes de
mal prondstico, el indice de recurrencias y/o progresion post-terapia sigue siendo
elevado (Sengupta y Blute, 2006). De hecho, se sabe que esta terapia puede llegar a
fracasar en mas del 50% de los casos a largo plazo (Kipp y cols., 2005; Sengupta y
Blute, 2006).

Actualmente, para valorar si la terapia BCG ha funcionado, se realiza un control
post-terapia mediante la combinacién de la citologia urinaria y la cistoscopia,

pudiéndose obtener resultados confusos debido a los cambios reactivos del urotelio
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como consecuencia de la terapia. Desde un punto de vista genético, Pycha y
colaboradores observaron que tras la terapia con BCG, en la mayoria de casos,
persisten células con anomalias cromosdmicas numéricas que son probablemente las
responsables de que se produzca la recurrencia tumoral (Pycha y cols., 1998). En este
caso se ha comprobado que ni la terapia BCG ni otros procesos como la infeccion del
tracto urinario, la hematuria o procesos instrumentales alteran la integridad genética de

las células uroteliales (Pycha y cols., 1998; Friedrich y cols., 2003).

Son numerosos los trabajos que tratan de establecer factores prondsticos
significativos para la prediccion de la respuesta al tratamiento BCG (Pfister y cols.,
1999; Lopez-Beltran y cols., 2004; Saint y cols., 2004; Orsola y cols., 2005). Sin
embargo, por el momento no se ha encontrado ningun factor lo suficientemente
preciso como para pronosticar qué pacientes presentaran recurrencia/progresion de la
enfermedad tras la terapia. El objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad de la
técnica FISH sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17, para determinar la respuesta de los
pacientes con CU sometidos a la terapia BCG y por lo tanto predecir la recurrencia y/o
progresion de la enfermedad en estos casos a partir de las alteraciones genéticas

encontradas.

Un primer resultado de este trabajo fue que el 85% (55/65) de los pacientes
incluidos en el estudio presentaron un resultado positivo por FISH después de haber
sido sometidos a la RTU. Este resultado concuerda con los datos ya descritos en la
literatura sobre la persistencia de células tumorales después de la RTU, la cual es
especialmente frecuente en pacientes con tumor pTis (Herr, 1999; Brauers y cols.,
2001). Se ha sugerido que estas células remanentes con alteraciones genéticas,
aunque morfolégicamente similares al epitelio adyacente normal, podran seguir
desdiferenciandose y dar lugar a una recidiva tumoral (Riedl y cols., 2001). Al
respecto, cabe destacar que la técnica FISH permite la deteccién de alteraciones
cromosomicas antes de que se den cambios fenotipicos en las células sugestivos de
malignidad (Jones, 2006). Debido a que los pacientes portadores de estas células
genéticamente alteradas post-RTU probablemente presentaran mayor riesgo de
recurrencia turmoral, el uso de terapias adyuvantes tras la reseccién se hace

estrictamente necesario.

En este estudio se observé que los pacientes con un resultado positivo de FISH
después de la terapia BCG tendian a recurrir mas y antes que los pacientes con un
resultado negativo. Ademas, los pacientes que presentaban un resultado positivo
antes y después de la BCG presentaban un riesgo mayor de presentar recurrencia del

tumor que los pacientes cuyo resultado de FISH cambié de positivo a negativo
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después de la terapia. De estos resultados se deduce que aunque la terapia BCG
reduzca la cantidad de células malignas en la vejiga, no siempre elimina totalmente el
tumor. Asi, algunas poblaciones de estas células que persisten tras la terapia son

capaces de originar la recurrencia del tumor.

Por otro lado, estos resultados confirman los ya descritos previamente por Kipp y
colaboradores en 2005 (Kipp y cols., 2005) en una serie menor de pacientes. Sin
embargo, a diferencia de este trabajo previo, en el presente estudio no se encontré
asociacion entre los resultados obtenidos por FISH y el riesgo de progresién a
enfermedad musculo-infiltrante. Ademas, tampoco se encontré asociaciéon entre los
resultados de FISH antes de la terapia y el riesgo de fallo de la terapia o de
recurrencia tumoral. Estas diferencias con respecto al trabajo de Kipp y colaboradores
pueden deberse al mayor numero de pacientes incluidos en el presente estudio y/o a

las diferencias en el criterio establecido para determinar las recurrencias tumorales.

En el presente trabajo, mediante la técnica FISH se obtuvieron 9 casos con
resultados falsos negativos después de la terapia, y mediante la combinacion de la
citologia urinaria y la cistoscopia se obtuvieron 11. Esta falta de sensibilidad por parte
de ambas técnicas podria deberse a que no existia una cantidad suficiente de células
malignas en la muestra debido quizas a la agresiva exfoliacién de la mucosa vesical
durante la terapia, con lo que se podria esperar que la carga de células tumorales en
la muestra no fuera suficiente para aplicar ninguno de los criterios (Skacel y cols.,
2003). Por otro lado, la falta de sensibilidad de la técnica FISH también podria
deberse, como se ha discutido en el trabajo sobre la detecciéon del CU no musculo-
infiltrante, al numero limitado de cromosomas que se estudian en este ensayo (Steidl y
cols., 2002).

Existen estudios que ya han demostrado que los pacientes con un resultado
categorizado como falso-positivo por FISH pueden presentar recidivas en un rango
variable (40-89%) a los pocos meses de dictaminar el resultado negativo mediante
cistoscopia (Jung y cols., 1999; Halling y cols., 2000; Bubendorf y cols., 2001; Ishiwata
y cols., 2001; Sarosdy y cols., 2002; Friedrich y cols., 2003; Skacel y cols., 2003).
Estos datos corroboran que un resultado positivo de FISH combinado con un resultado
negativo por cistoscopia no siempre es falso, sino que precisamente al tratarse
pacientes con antedecentes de CU, deberian ser monitorizados cautelosamente para
detectar recidivas tempranas por medio de cistoscopias periodicas. En este aspecto,
14 pacientes con un resultado positivo de FISH después de la terapia no desarrollaron
recurrencia tumoral en un periodo medio de seguimiento de 15,9 meses (rango: 8,9-

26,6 meses), con lo que pueden considerarse como resultados falsos positivos de la
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técnica. Sin embargo, este resultado podria estar relacionado con el tiempo que pasa
desde el inicio del proceso carcinogenético y su expresion fenotipica (Pycha y cols.,
1998) de manera que es posible que este periodo de seguimiento haya sido
insuficiente en algunos pacientes para el desarrollo de la recurrencia tumoral. En un
meta-analisis realizado con 1421 pacientes tratados con BCG, el 38,6% presentaron
recurrencia del tumor al cabo de una media de 26 meses tras la realizacion de la
inmunoterapia (Bohle y cols., 2003). Dado que en nuestro caso el periodo de
seguimiento medio fue de 15 meses, parece que el factor tiempo si que puede ser

motivo de esta proporcion de resultados, en principio, falsos positivos.

Numerosos grupos han realizado estudios sobre el patron de alteraciones
cromosomicas en los tumores vesicales. Parece ser que aquellos tumores con
alteraciones en los cromosomas 7 y 17 poseen una mayor probabilidad de recurrencia
y progresion, relacionandose asi con un comportamiento mas agresivo (Olumi y cols.,
1990; Waldman y cols., 1991; Ribal y cols., 2004). Dado que nuestra serie de
pacientes se componia de casos con tumores de alto riesgo de recurrencia y/o
progresion, ya concuerda con que las alteraciones mas frecuentemente encontradas
en este trabajo fueran polisomias en los cromosomas 3, 7 y 17. En cambio,
unicamente un caso fue dado como positivo al encontrar una delecion en homocigosis
del la region cromosdémica 9p21 en mas del 20% de los nucleos evaluados. Esta
alteracion suele ocurrir de manera temprana en el desarrollo del CU (Orlow y cols.,
1994; Simoneau y cols., 1996) con lo que es posible que en nuestra serie de
pacientes, en los que predominan los tumores de algo grado, quede oculta por la

abundancia de otras alteraciones presentes a esas alturas de desarrollo del tumor.

Teniendo en cuenta que la técnica FISH permite detectar cambios cromosdmicos
incluso meses antes de que las técnicas convencionales de seguimiento detecten la
recidiva, y dada la elevada probabilidad de recurrencia tumoral de los pacientes
afectos de CU, la técnica FISH podria utilizarse como método complementario de
seguimiento de aquellos pacientes que no presentasen evidencias clinicas de
recurrencia por los métodos convencionales tras la terapia. Si se obtuviera un
resultado negativo en esta prueba, se podria esperar que el paciente recurriera con
poca probabilidad, con lo que podria ser monitorizado segun las guias establecidas
por la European Association of Urology (Babjuk y cols., 2008). Sin embargo, en caso
de un resultado positivo se tendria que confirmar la presencia o no de tumor. Algunos
autores sugieren que esta comprobacién podria consistir en la exploracién del tracto
urinario superior y en la realizacion nuevamente de una cistoscopia asi como de una

BMN en caso necesario (Placer y cols., 2002; Jones, 2006).
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Por otro lado, existen autores que han propuesto que el protocolo de seguimiento
de los pacientes podria variar en cuanto a intensidad o regularidad en funcién del
patrén de alteraciones citogenéticas encontradas en cada caso. Esto es debido a
observaciones que relacionan las diferentes alteraciones genéticas detectadas
mediante Urovysion con el riesgo de recidiva turmoral. Asi, se ha observado que el
riesgo de recidiva que presentan los pacientes con antecedentes de tumores vesicales
no musculo-infiltrantes es bajo cuando el resultado de FISH es negativo, cuando sélo
detecta pérdidas en el locus 9p21 o cuando sélo detecta ganancias en el cromosoma
3, pese a estar relacionado este ultimo con tumores musculo-infiltrantes y de alto
grado. En cambio, aquellos pacientes con antecedentes de tumor no musculo-
infiltrante, y que durante el seguimiento presentan polisomias en los cromosomas 7 y
17 al mismo tiempo, tienen un riesgo de recidiva que ronda el 60% (Pycha y cols.,
2004; Bollmann y cols., 2005).
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5.2 DETECCION MOLECULAR TEMPRANA DE LA
DISEMINACION DEL CARCINOMA UROTELIAL

La diseminacion del CU puede darse a través del sistema linfatico y/o a través del
sistema sanguineo. Esta diseminacidon de células tumorales en tejidos extravesicales
es un factor prondstico negativo de la evolucion de la enfermedad. Por ello, es
frecuente el uso de terapias adyuvantes que contribuyen a erradicar estas células
tumorales diseminadas antes de que originen una metastasis clinicamente evidente.
Se hipotetiza que la deteccidén temprana de esta diseminacidon podria identificar a
aquellos pacientes que serian mas susceptibles del beneficio de dichas terapias

adyuvantes.

Debido a que no existen marcadores bien establecidos que indiquen Ia
diseminacion tumoral del CU vesical, en este trabajo se utilizaron datos obtenidos
mediante microarrays de oligonucleotidos para seleccionar un grupo de genes
especificamente expresados en urotelio, cuya expresion se mantuviera, o incluso si
fuera posible incrementara, en las células tumorales, pero que a su vez no se
expresaran en tejidos extravesicales dianas de hospedaje de las células tumorales
diseminadas. Para ello y en base a dicha tecnologia, se cruzaron datos de expresion
de 16 muestras de sangre con los datos de expresion de 55 muestras de tejido vesical,
entre las que se incluian muestras tanto de tejido normal como tumoral. Los genes
seleccionados fueron probados inicialmente en tejido ganglionar linfatico, ya que es el

principal destino de la diseminacién del CU, y posteriormente en sangre.

Todos los genes seleccionados mostraron una elevada especificidad en tejido
linfatico excepto el gen C100rf116. La explicacion de este resultado es que, segun
datos bibliograficos, C100rf116 se expresa en tejido adiposo, el cual esta presente
inevitablemente en la mayoria de muestras de tejido ganglionar. Por consiguiente, este
marcador fue descartado para su uso como marcador de diseminacién tumoral en
tejido linfatico aunque no como marcador de diseminacién tumoral sanguinea.
Finalmente, los marcadores seleccionados para la deteccion de la diseminaciéon del
CU fueron los genes AGR2, KRT20, UPK2, FXYD3 y KRT19, y para la deteccion de la
diseminacion sanguinea ademas se evalud la expresion del gen C100rf116. Aunque
dos de estos marcadores, KRT20 y UPK2, no aparecen en la lista de los 49 genes
candidatos mas diferencialmente expresados en el CU respecto a sangre (segun los
datos de los microarrays), fueron seleccionados igualmente ya que han sido

ampliamente descritos en la bibliografia como marcadores de diseminacion del CU
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(Gudemann y cols., 2000; Seraj y cols., 2001; Wu y cols., 2005; Kurahashi y cols.,
2005; Ribal y cols., 2006).

Hasta el momento no existen trabajos donde se hayan relacionado los genes
AGR2 y FXYD3 con el CU. Estos genes, sin embargo, ya habian sido relacionados
con otras neoplasias. AGR2 codifica para una proteina secretora que parece ser un
buen marcador de cancer de prostata (Zhang y cols., 2005), y FXYDS3 codifica para
una proteina que actua como canal de cloro y que contribuye con la actividad
proliferativa del cancer de pancreas. Este gen también parece expresarse en el tumor
primario de mama y sobre-expresarse en cancer de prostata (Kayed y cols., 2006;
Morrison y cols., 1995; Vaarala y cols., 2000). Por otro lado, los genes KRT20, UPK2 y
KRT19 también han sido relacionados con otros tipos de cancer (Gazzaniga y cols.,
2001; Bosma y cols., 2002; Vlems y cols., 2003; Ismail y cols., 2004; Weigelt y cols.,
2004; Kurahashi y cols.,, 2005; Tao y cols.,, 2006; Cajulis y cols., 1995).
Concretamente, KRT20 y KRT19 codifican para proteinas que constituyen los
filamentos intermedios, los cuales son responsables de la integridad estructural de las
células epiteliales. UPK2, por otro lado, se expresa especificamente en el urotelio
preservando su expresion en el CU (Wu y cols., 2005). Por ultimo, el gen C100rf116,
de funcion desconocida hasta el momento, es un gen expresado en tejido adiposo y en
tejido urotelial (segun los resultados del presente estudio) que no ha sido relacionado

anteriormente con ningun otro tipo de neoplasia.

Es importante remarcar que estos cinco genes finalmente seleccionados no son
marcadores especificos de actividad tumoral sino de tejido urotelial. El funcionamiento
de estos genes como marcadores en la diseminacion linfatica y sanguinea del CU se

discute a continuacion.

5.2.1 Deteccién molecular de la diseminacion tumoral linfatica y significado

clinico

La presencia de diseminacion tumoral en ganglios linfaticos ha demostrado ser
uno de los principales factores pronésticos de muchas enfermedades neoplasicas
(Pantel y cols., 1999). En el CU vesical el estadio patolégico N por si solo, adn
considerandose un factor pronéstico importante, no es lo suficientemente preciso para
evaluar la diseminacion tumoral, ya que hasta un 37% de pacientes con categoria
patolégica NO acaba desarrollando metastasis a distancia (Madersbacher y cols.,
2003). Se hipotetiza que los depdsitos tumorales localizados en cortes del tejido
linfatico parafinado de 4-5um de ancho pueden pasar desapercibidos en el examen

microscopico realizado por el patélogo al evaluar la diseminacion linfatica tumoral. En
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este sentido, la técnica qRT-PCR implica la ventaja de poder detectar pequefos focos
tumorales en una poblacion celular heterogénea, debido a la previa homogenizacién
del tejido que se realiza y a la amplificacion de RNAm especifico de las células

diseminadas con respecto al tejido extravesical.

En este trabajo se analizé la expresion de cinco marcadores de RNAm en 210
muestras de tejido linfatico. De estos marcadores hubieron dos (KRT20 y FXYD3) que
presentaron, individualmente, un 100% de especificidad y de sensibilidad al diferenciar
entre muestras positivas por el analisis histolégico (N+) y muestras control. Asi,
tedricamente cada uno de estos marcadores podria haber sido utilizado
individualmente como marcador de diseminacion del CU. Sin embargo, al reclasificar
las muestras negativas segun las técnicas histolégicas (NO) mediante el valor de corte
de expresion de estos dos genes obtenido en las curvas ROC, el porcentaje de
muestras reclasificadas por cada gen diferia en gran medida. Probablemente el bajo
numero de muestras incluidas en esta comparacion (muestras N+ y controles) seria
responsable de estas diferencias. En cualquier caso, con el fin de obtener una
reclasificacion mas robusta, todos los genes fueron incluidos en un analisis
discriminante para combinar el poder discriminatorio de cada uno de ellos. Como
resultado de este analisis se obtuvo una funcién discriminante, la cual sélo considerd
dos de los marcadores, KRT20 y FXYD3. Como era de esperar, el punto de corte de la
funcién, obtenido también mediante curvas ROC, presentaba una sensibilidad y
especificidad del 100% en la discriminacién de las muestras N+ y de controles.
Utilizando este punto de corte se pudieron reclasificar un 20,5% de muestras NO como
positivas para diseminacion tumoral (equivalentes a 17 pacientes de un total de 83 que
presentaron un resultado negativo de diseminacion tumoral linfatica por técnicas

histopatoldgicas).

En el analisis de supervivencia se encontraron diferencias significativas en cuanto
a la mortalidad cancer-especifica de los pacientes que presentaban un resultado N+
respecto a los que presentaban un resultado NO por técnicas histolégicas (p= 0,027).
Sin embargo, aunque los marcadores utilizados en este trabajo fueron
meticulosamente seleccionados y permitian una precisa discriminacion entre las
muestras N+ y las muestras control, un resultado positivo por gqRT-PCR no implicaba
una disminuciéon en la supervivencia de los pacientes con respecto a aquellos
pacientes con un resultado negativo por gRT-PCR. Este hallazgo podria explicarse en
primer lugar, argumentando que un resultado positivo de diseminacion tumoral linfatica
por gRT-PCR no es relevante. Sin embargo, esta hipdtesis no tiene mucho

fundamento ya que todas las muestras positivas por histologia también lo fueron por
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gRT-PCR, lo cual indica que el resultado de esta técnica molecular no sélo no es
aleatorio, sino que ademas proporciona una mayor sensibilidad que las técnicas
histolégicas en la deteccién de células tumorales diseminadas. La segunda teoria
consistiria en que el efecto terapéutico de la linfadenectomia tendria un efecto positivo
en la supervivencia. Dado que el tratamiento con quimioterapia administrado en la
serie de pacientes de este estudio se puede considerar equilibrado dentro del grupo de
pacientes con ganglios NO (entre los gqRT-PCR+ y los qRT-PCR-), la linfadenectomia
seria el principal factor con efecto curativo significativo. Ademas, existen trabajos que
demuestran que la cistectomia radical con linfadenectomia pélvica por si solas
consiguen la curacién en un importante porcentaje de pacientes con un resultado N+
(Liedberg y Mansson, 2006). De hecho, como ya se ha comentado en la introduccion
de este trabajo, existen estudios que demuestran una correlacion entre la
supervivencia libre de enfermedad y el estadio N. Asi, se ha demostrado que existe
una supervivencia libre de recurrencia a los 3 afos en el 50,6%, 34,5% y 0% en
pacientes N1, N2 y N3, respectivamente (Vieweg y cols., 1994). De esta informacion
se puede asumir que los pacientes con ganglios NO todavia seran mas susceptibles
del efecto curativo de la linfadenectomia, ya que ésta puede eliminar aquellas
micrometastasis no detectadas mediante las técnicas histopatoldgicas convencionales

(Vieweg y cols., 1999a).

Por ultimo, algo a considerar en este trabajo es el hecho de que todavia existe
una lista de 45 genes candidatos para ser estudiados como posibles marcadores de
diseminacion tumoral en futuros estudios, tanto a nivel linfatico como a nivel

sanguineo.

5.2.2 Deteccién molecular de la diseminacién tumoral sanguinea y significado

clinico

La cistectomia radical complementada con la linfadenectomia parece ser el
tratamiento mas efectivo para eliminar la posible diseminacion linfatica. Sin embargo,
pese a este tratamiento radical, una parte substancial de los pacientes fallecen debido
a la recurrencia tumoral en organos extravesicales. La diseminaciéon tumoral
sanguinea podria ser responsable, en parte, de esta evolucién negativa de la

enfermedad.

La deteccién de células tumorales diseminadas en sangre periférica constituiria
un paso clave en la urologia clinica ya que permitiria monitorizar a los pacientes con
CU mientras son tratados con quimioterapia, asi como también podria predecir la

metastasis tumoral antes de que fuera detectable clinicamente. En base a esta
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hipétesis, en este trabajo se ha tratado de desarrollar un ensayo que permitiera
detectar células procedentes del CU en sangre periférica, mediante una tecnologia
altamente sensible como es la combinacion de un sistema de preamplificacion (PA) de
cDNA y la qRT-PCR. Ademas, este tipo de muestras permitiria evaluar el estado de la
enfermedad incluso antes de la cirugia radical, pudiendo correlacionar la deteccion de

células diseminadas con la evolucion clinica de los pacientes.

Este trabajo se baso en la utilizacion de seis marcadores de RNAm seleccionados
a partir de datos de microarrays de expresion, los cuales estaban muy expresados en
tejido vesical (tanto normal como tumoral) pero que no se expresaban, o lo hacian en
niveles muy bajos, en las células sanguineas. Por otro lado, este trabajo también se
baso en la utilizacion de un novedoso sistema de PA de cDNA con el fin de aumentar
la sensibilidad de la qRT-PCR estandar, permitiendo una cuantificacion precisa de los

transcritos seleccionados.

Hasta el momento, en ningun trabajo se habian combinado las anteriormente
mencionadas técnicas (PA y qRT-PCR) para la detecciéon y monitorizacion de la
diseminacion tumoral sanguinea. Sin embargo, si que tanto la RT-PCR convencional,
la nested RT-PCR y la gqRT-PCR por si solas habian sido utilizadas para determinar la
presencia de diseminacién tumoral en sangre mediante algunos de los marcadores
utilizados en este trabajo como son KRT20, UPK2 y KRT19 (Fujii y cols., 1999;
Gudemann y cols., 2000; Retz y cols., 2001; Gazzaniga y cols., 2001; Okegawa y
cols., 2004; Ribal y cols., 2006). Desafortunadamente, la utilidad de estas técnicas en
la deteccion de la diseminacién tumoral sanguinea sigue siendo incierta dada la
heterogeneidad de resultados obtenidos en los diferentes trabajos. Estas
discrepancias podrian venir dadas por la utilizacion de poblaciones celulares
subdptimas (muestras celulares de la linea blanca que incluyen p. ej. granulocitos, los
cuales expresan KRT20) (Gazzaniga y cols., 2001) o también por la elevada
proporcion de resultados falsos-positivos, debidos en algunos casos a la utilizacién de
técnicas cualitativas (Calogero y cols., 2000). Ademas, en ninguno de estos estudios
se confirma el significado clinico de las células diseminadas detectadas en sangre asi
como tampoco se comprueba la utilidad de estos marcadores para monitorizar la

evolucion de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la utilizacion
combinada de PA y qRT-PCR para la deteccion de los seis marcadores seleccionados
permite diferenciar entre pacientes con CU y controles sanos. Este resultado
concuerda con el trabajo realizado por Osman y colaboradores en el que se concluye

que el perfil de expresién génica de las células sanguineas difiere significativamente
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entre los pacientes con cancer y aquellos pacientes con otro tipo de enfermedad
genitourinaria o controles sanos (Osman y cols., 2006). La explicacion sobre los
mecanismos que llevan a estas diferencias de expresién entre las células circulantes
de pacientes y de controles no esta clara. Se supone que el papel del sistema
inmunoldgico en respuesta a la presencia del tumor vesical podria ser responsable en

parte de estas diferencias.

A diferencia del anterior resultado, la expresién génica de los genes
seleccionados en sangre obtenidos en el momento de la cirugia no permitié diferenciar
entre aquellos pacientes a los que se les detectd clinicamente una metastasis de los
que no. Una posible explicaciéon para este resultado podria basarse en la ineficiencia
del proceso metastatico (Luzzi y cols., 1998). Asi, la presencia de células tumorales
diseminadas en la circulacion no indica que se vaya a dar con éxito una metastasis del
tumor, ya que estas células deberan superar tanto barreras producidas por la fuerza
hemodinamica como por el sistema inmunolégico (Gupta y Massague, 2006). Otra
explicacién podria ser que la expresién génica de las células metastasicas difiere lo
suficiente a la de las células localizadas en el tumor como para no ser detectadas
mediante marcadores que fueron seleccionados a partir de células uroteliales no
metastasicas (Liang y Pardee, 1992). Esta hipotesis, sin embargo, ha sido descartada
ya que estos marcadores mostraron ser Utiles para la deteccidén de células tumorales
diseminadas en ganglios linfaticos (Marin-Aguilera y cols., 2008). Una ultima hipétesis
que explicaria la falta de correlaciéon entre la expresion génica en sangre con la
evolucion clinica de los pacientes se basaria en la existencia de una limitacién técnica,
debido al multiple numero de pasos que se realizan desde la extraccion de la muestra
hasta obtener los datos de expresién (aislamiento de células mononucleares,
extracciéon del RNA, transcripcion reversa, PA y qgRT-PCR). Durante este
procesamiento, es inevitable que parte del contenido celular de la muestra se pierda.
Al respecto, recientemente Nagrath y colaboradores han publicado un trabajo en el
que desarrollan una nueva metodologia la cual es efectiva en la deteccion de células
tumorales diseminadas en pacientes con tumores epiteliales de pulmén, préstata,
pancreas, mama y colon (Nagrath y cols., 2007). Una de las ventajas de esta
metodologia que describen los autores es el hecho de que la muestra de sangre
extraida es analizada siguiendo un protocolo que no implica ninguna manipulacién de
la muestra, lo que reduce la posibilidad de perder parte del contenido celular durante el

procesado.

Con el fin de evaluar la utilidad de los marcadores seleccionados en la

monitorizacién de la diseminacion tumoral sanguinea y/o del efecto de la quimioterapia
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en el tiempo, se estudiaron 47 muestras de sangre, obtenidas a diferentes tiempos
(tras los 6, 12, 18 y 24 meses post-cistectomia), procedentes de 20 pacientes que
presentaron una metastasis clinica tras la cirugia. Este analisis de expresién génica
indicé que no existia ninguna correlacion entre la evolucion de los valores de
expresion geénica en el tiempo y el hecho que los pacientes desarrollaran metastasis.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que el tumor, que es la fuente primaria de
células tumorales diseminadas, ya ha sido extirpado en la cirugia. Por ello, era de
esperar que si la carga de células tumorales aumentaba en sangre durante los meses
posteriores a la cirugia fuera debido a un segundo foco de tumor del cual se pudieran

diseminar estas células.

Finalmente, tampoco se observo un efecto de la quimioterapia (ni de la adyuvante
ni de la neoadyuvante) en la expresion génica de los marcadores utilizados, en
aquellos pacientes a los que se les aplico este tratamiento. Dado que la quimioterapia
es un tratamiento cuya eficacia estd comprobada en los pacientes con CU musculo-
infiltrante (Grossman y cols., 2003), en este trabajo no se entiende la falta de efecto de
la quimioterapia como un defecto en la eficacia del tratamiento, sino como que la
muestra de sangre no es la mas apropiada para valorar la respuesta a esta terapia. La
evolucion clinica del paciente es sin duda, y por el momento, el parametro mas

apropiado para evaluar la efectividad de este tratamiento sistémico.
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5.3 DISCUSION GENERAL SOBRE LA UTILIDAD DE LAS
TECNICAS DE CITOGENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
EN EL DIAGNOSTICO TEMPRANO DEL CARCINOMA
UROTELIAL Y DE SU DISEMINACION

El impetu en la busqueda de nuevos marcadores moleculares para el diagnéstico
del CU proviene principalmente de la idea de poder disminuir el ndmero de
cistoscopias realizadas al afo, para reducir asi la frecuencia en que los pacientes son
sometidos a esta técnica invasiva. En el campo de la diseminacién tumoral, en cambio,
la busqueda de marcadores tiene como principal objetivo la seleccion de aquellos
pacientes a los que la aplicacién de quimioterapia neoadyuvante y/o adyuvante pueda

suponerles una mejora en la superviviencia.

Una de las ventajas a tener en cuenta de las técnicas moleculares es la
objetividad en la valoracion de los resultados. Asi, tanto la citologia urinaria como la
valoracién microscopica del tejido linfatico se basan en la observacion de la morfologia
celular, lo cual implica una inevitable subjetividad relativa a la experiencia y
conocimiento del patélogo. En cambio, las técnicas moleculares eliminan tal

subjetividad mejorando la reproducibilidad de los resultados en diferentes laboratorios.

Pese a la evidencia de estas ventajas, hasta el momento ningin marcador
molecular 0 ensayo recientemente estudiados en la literatura ha dado lugar a un
cambio en el protocolo clinico. Esto puede ser debido en parte a que todavia no han
sido establecidas unas pautas estandarizadas de utilizacién de estos marcadores, lo
que lleva a la confusion de los clinicos sobre qué marcador usar y cuando. Por otro
lado, el beneficio econdmico que podria suponer el uso de estos marcadores no ha
sido claramente demostrado ni adecuadamente estudiado. Concretamente en el caso
del diagnéstico temprano del CU, varios andlisis coste-eficacia han mostrado que el
uso de marcadores moleculares implicaria un coste significativamente menor al que
implica el seguimiento exhaustivo mediante cistoscopias (Hong y Loughlin, 2008), pero
estos datos son dependientes del centro, con lo que no tienen una aplicacion
globalizada. Relacionado con estos estudios coste-eficacia, cabe destacar que el
factor “calidad de vida” del paciente deberia ser tenido en cuenta de manera que la
modificacion del régimen de seguimiento de los pacientes con CU implicara una

ventaja econdmica pero a la vez mejorara la calidad de vida de los mismos.

Los resultados globales obtenidos de este trabajo indican que mediante el uso de

técnicas citogenéticas y moleculares es posible mejorar la sensibilidad tanto en el
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diagnostico del CU como en la deteccion de su diseminacion. Si bien es cierto que los
ensayos desarrollados presentan cierto grado de dificultad técnica, también es cierto
que estos ensayos moleculares podrian aportar beneficios en cuanto a la calidad de
vida de los pacientes, pudiendo reducir el nimero de procedimientos invasivos en el
seguimiento de la enfermedad y asignar tratamientos adyuvantes a pacientes con alto
riesgo de recurrir o de presentar metastasis clinicas. Sin embargo, para acabar de
establecer una utilidad clinica de estos ensayos son necesarios estudios de validacion
multicéntricos y randomizados en cohortes mayores de pacientes. Asi, es probable
que un futuro préximo los métodos utilizados actualmente para el diagndstico del CU y
de su diseminacion sean combinados con ensayos moleculares proporcionando asi

una herramienta mucho mas individualizada y fiable en el manejo clinico de CU.
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La superior sensibilidad de la técnica FISH sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17
respecto a la citologia urinaria en la deteccion del CU no musculo-infiltrante, junto
con su similar especificidad, hacen de esta técnica una herramienta util en el
diagnostico y seguimiento no invasivo del CU. La incorporacion de esta
metodologia en la practica clinica podria reducir la frecuencia de cistoscopias
realizadas actualmente en el seguimiento de los pacientes afectos con CU no

musculo-infiltrante.

La técnica FISH sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17 es capaz de detectar la
presencia de tumor en aproximadamente un 70% de pacientes con citologias
sospechosas realizadas en el diagnostico del CU no musculo-infiltrante,
permitiendo clarificar asi muchos de los casos de tumor que presentan un

resultado incierto por citologia.

La técnica FISH sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17 mejora la sensibilidad de la
citologia urinaria en el diagndéstico del CU localizado en el TUS, manteniendo una
especificidad similar. Ademas, dada su naturaleza no invasiva, este método podria
contribuir a un diagnéstico mas preciso, y en algunos casos menos agresivo, del

CU en dicha localizacion.

La elevada frecuencia de resultados positivos obtenidos mediante la técnica FISH
sobre los cromosomas 3, 7, 9 y 17 tras la RTU, en muestras de lavado vesical
procedente de pacientes con un CU de alto riesgo de recurrencia y progresion,

confirma la necesidad de un tratamiento adyuvante tras la reseccién quirurgica.

Un resultado positivo mediante la técnica FISH sobre los cromosomas 3, 7, 9y 17
es factor prondstico de recurrencia en pacientes con un CU sometidos a
inmunoterapia con BCG. Por lo tanto, esta técnica podria ser de utilidad para
complementar las técnicas convencionales utilizadas actualmente en el

seguimiento de estos pacientes.

La cuantificacion de la expresion de los marcadores FXYD3 y KRT20 mediante
gRT-PCR en ganglios linfaticos de pacientes con CU sometidos a cistectomia
radical y linfadenectomia permite detectar un 20% de pacientes con diseminacién
tumoral linfatica que no son detectados mediante el analisis histopatolégico

estandar.

La linfadenectomia supone un importante complemento de la cistectomia radical
ya que aquellos pacientes en los que la microdiseminacion via linfatica sélo fue
detectable mediante gRT-PCR no presentaron una evolucién clinica

significativamente peor a la de los pacientes que presentaron un resultado
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negativo para diseminacion tanto por técnicas histopatolégicas como por gqRT-
PCR.

8. La expresion génica de FXYD3, C100rf116, AGR2 y KRT19 en sangre periférica
de pacientes sometidos a cistectomia radical y linfadenectomia permite distinguir
entre pacientes con CU y controles sanos. Sin embargo, la expresién génica en
sangre en el momento de la cistectomia de ninguno de los genes FXYD3,
C100rf116, AGR2, KRT19, KRT20 y UPK2 permite discriminar entre pacientes que

desarrollaran una metastasis a distancia y los que no lo haran.

9. Dada la elevada sensibilidad del método empleado para la deteccion de la
diseminacion tumoral sanguinea y los resultados obtenidos, podemos considerar
que las técnicas basadas en PCR no son lo suficientemente sensibles para la
deteccidn de células tumorales circulantes en sangre que tendran una significaciéon

clinica.
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