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Gen supresor de tumor p53 como factor
de recurrencia y progresion en cancer de vejiga
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RESUMEN

Antecedentes. El cancer vesical es la segunda neoplasia de la via urinaria y la 5ta. causa de muerte en los
varones. En México se presenté un incremento de 11 a 14 x 100,000 habitantes de 1985 a 1994. Numerosos
investigadores han estudiado el efecto y el rol de las proteinas reguladoras del ciclo celular, el p53 gen
supresor implicado con frecuencia en este tipo de tumores juega un papel aun discutido. Objetivo.
Determinar la utilidad de p53 como factor pronéstico en el cancer urotelial de vejiga. Material y métodos.
Estudio retrospectivo, abierto, transversal, comparativo y observacional, de casos y controles, se incluyen
pacientes de los 11 Ultimos afios con diagnéstico y tratamiento por cancer de vejiga. Se analiza edad, sexo,
tamafio de tumor, estadio patol6gico, grado nuclear, inmunohistoquimica p53, recurrencia y progresion.
El andlisis estadistico se realizo con estadistica descriptiva, razén de momiosy x°. Resultados. Sesentay tres
pacientes fueron estudiados, 44 hombres y 19 mujeres, 58% superficiales y 42% invasores, la inmunohis-
toquimica para p53 fue positiva en 45 pacientes del total de la muestra analizada (71%), la recurrencia 'y
progresion fue mayor en los pacientes con tumores positivos para p53. Conclusiones. El p53 puede utilizarse
como predictor de recurrencia y progresion en cancer urotelial de vejiga.
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ABSTRACT

Background. Bladder cancer is the second most frequent neoplasm of the urinary system, and the fifth cause
of death in males. In Mexico there was an increase from 11 to 14 x 100,000 inhabitants from 1985 to 1994.
Several researchers have studied the effect and role of the cellular cycle regulating proteins. The p53
suppressor gene, frequently implicated in several tumors plays a still debated role in bladder cancer.
Objective. The purpose of this study is to determine of p53 can be used as a prognostic factor in transitional
cell carcinoma of the bladder. Material and methods. Open, retrospective, transversal, comparative and
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observational study. Patients from the last 11 years with diagnosis of bladder cancer, who received treatment,
were included. The variables analyzed were: age, gender, tumor size, pathologic stage, nuclear stage,
positivity to p53 immunohystochemistry, recurrence and progression. Statistic analysis was realized using
descriptive statistics, Odds ratio and Chi square. Results. 63 patients were studied (44 male and 19 female),
58% had superficial tumors and 42% were invasive. Immunohystochemistry of p53 was positive in 45
patients out of 63 (71%). Recurrence and progression were more frequent in p53 positive patients.
Conclusions. P53 positivity can be used as a predictor factor of recurrence and progression in transitional

bladder cancer.

Key words: P53, bladder cancer, recurrence, progression.

INTRODUCCION

El cancer vesical es la segunda lesion maligna
mas frecuente de la via urinaria y la quinta causa
de muerte en los varones en los Estados Unidos,
la incidencia anual es de 18 casos por 100,000
habitantes; méas de 50,000 nuevos casos al afio,
predomina en el hombre con relacion 3:1.! En
Meéxico hubo un incremento de 11 a 14 por
100,000 de 1985 a 1994, respectivamente.?

La estirpe histolégica mas frecuente es el carci-
noma de células transicionales, con 95%; 80%
son superficiales y bien diferenciados; el resto
invade la muscular y hasta 50% presentan metéas-
tasis no detectadas o las desarrollan en los si-
guientes dos afios. Cincuenta y cinco por ciento
de los tumores superficiales recurren en los pri-
mero tres afios, generalmente de bajo gradoy sélo
30% progresa a la invasién.2?

Los factores de progresién conocidos son el
grado histolégico, el estadio (invasion de pared
vesical), permeacion vascular, invasion linfatica
y asociacién con carcinoma in situ. El uso de
marcadores histolégicos no es suficientemente
sensible para determinar el potencial bioldgico
de un cancer en particular.

Existen alteracionesen el ADN de los mecanis-
mos normales de diferenciacion y proliferacién
celular gue llevan a la activacion de oncogenes o
a la inactivacién de genes tumor-supresores, re-
sultando en la transformacién maligna de la célu-
la. El cancer de urotelio se puede presentar en la
pelvis renal, uretero o vejiga, dada la exposicién
al carcinégeno en la orina, suele presentarse en
forma multicéntrica y migrar a otros sitios del
urotelio.*

Los pasos de la carcinogénesis son:

1. Iniciacion (cambio genético irreversible que
induce y mantiene el fenotipo maligno).

2. Promocion (induce directa o indirectamente
cambios genéticos adicionales paraexpresarel
fenotipo) y

3. Progresion (las células transformadas adquie-
ren las caracteristicas necesarias para conti-
nuar el crecimiento, permitir invasion tisulary
favorecer embolismo e implantacion).

Los oncogenes (genes normales “alterados”)
codifican parael genotipo maligno, permitenalas
células escapar al mecanismo habitual de creci-
miento. Los genes asociados, como el p21ras,
correlacionan con el grado histolégico hasta en
10%, el encogén ¢ myc aumenta la recurrenciay
progresién frecuentemente asociado.®

Dos mecanismos fundamentales en el proceso
de carcinogénesis son:

1. Laactivacion de protoncogenes, que predispo-
ne a la proliferacién celular, y

2. La mutacion del gen tumor-supresor, parece
ser que el dafio al ADN vy la apoptosis son los
factores relacionados en la transformacion ce-
lular.

Los dos puntos mas importantes del ciclo celu-
lar donde puede ocurrir la oncogénesis estan
entre la fase G1, la fase S, la G2 y la fase M. El
primer punto de regulacion ocurre entre la forma-
cion de los componentes celulares necesarios
para la sintesis del ADN y la replicacién del
genoma, el segundo esta situado justo al inicio de



Morales MG y cols. P53 recurrencia y progresioén en cancer de vejiga.

la mitosis. La desregulacion del ciclo celular
puede conllevar a una falta de restriccion del
crecimiento celular.5’

Los genes tumor-supresores implicados con
mayor frecuenciaen el carcinoma urotelial son el
p53, el rb (retinoblastoma), p15 y p16; son igual
de importantes que los oncogenes, ya que codifi-
can para proteinas que regulan el crecimiento
celular, la reparaciéon del ADN o la apoptosis; su
delecion o inactivacion favorece el crecimiento
sin control o falla para que las células con altera-
ciones genéticas sufran apoptosis.

Uno de los trastornos genéticos mas frecuentes
en todos los tipos de cancer en el hombre es una
alteracion en el gen p53 que habitualmente se
asocia a tumores agresivos. El defecto genético
mas comun en el cancer de vejiga en humanos es
la mutacién en el gen p53. Este gen tumor-supre-
sor se localiza en el cromosoma 17p31, esta
involucrado en la regulacion del ciclo celular,
cuando el genoma se dafia la proteina p53 salvaje
impide la propagacion del gen defectuoso, sin
embargo, las mutaciones del gen p53 permiten la
replicacién del ADN anormal y la expansion
clonal de las células mutadas.®*®

Los pacientes con tumores vesicales con inmu-
norreactividad positiva para la p53 estan expues-
tosaunriesgo de recurrenciatumoral mucho mas
alto y a una probabilidad menor de sobrevida; se
consideraanormal lapresenciade expresionde la
mutacion de p53 en méas de 10% de las células y
se han detectado mutaciones del p53 en més de
50% de los tumores invasores de la mucosa y
carcinoma in situ.®

El presente estudio se realizo con el objetivo de
determinar la utilidad clinica de la expresion del
p53 por inmunohistoquimica en los pacientes
con cancer de vejiga y correlacionar con la recu-
rrenciay progresion.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio de casos y controles,
retrospectivo, comparativo, observacional y trans-
versal.

El tamafio de la muestra se calculd consideran-
do 40% de p53 en pacientes con cancer urotelial
de vejiga, un valor alfa de 0.05y 1-3de 0.10 con
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razén de momios de 3.0. Se incluyeron todos los
pacientes diagnosticados en nuestro hospital en
los altimos 11 afios. Se analizaron las siguientes
variables: edad, sexo, estadio clinico, grado de
diferenciacion nuclear, multicentricidad del tu-
mor, recurrencia, progresion y presencia de p53
en la prueba de inmunohistoquimica, asi como
sobrevida y periodo libre de enfermedad.

Se utiliza la clasificacién de la TNM y la OMS
paraladiferenciacion nuclearde 1997, lainmuno-
histoquimica realizada por el mismo técnico e
interpretada siempre por el mismo patélogo. Se
revisaron las laminillas de cada paciente y se
selecciond la representativa y se desparafind en
xilol, se hidrataron los cortes en etanol absoluto,
agua corriente y destilada, la recuperacién antigé-
nica en tris buffer en bafio maria dentro de micro-
ondas por cinco minutos, se bloqued la peroxidasa
endégena con peréxido de hidrégeno al 3% du-
rante 10 minutos. Se enjuag6 con agua destilada y
seincubd por 10 minutos. Se secd el exceso de PBS
y se aplicé el anticuerpo primario 8 monoclonal
Mouse Anti-Human, p-53 protein clona DC 7
DAKQO concentrado, dilucién 1:50, se incubd por
24 horas en cadmara de humedad a 4 °C.

Se realiz6 la medicion de las areas focales de la
siguiente manera: 0-5 células una +, 5-25 células
por campo ++,y masde 25 células por campo +++.

La medicidn del analisis estadistico se realizd
utilizando el producto limite o estimador de Ka-
plan Meier, calculo de la razon de momios y x?.

RESULTADOS

Un total de 93 expedientes fueron revisados,
s6lo 63 se incluyeron en el estudio, 43 hombresy
20 muijeres, la edad fue similar en ambos sexos,
con un rango de 27-93 afios, con una media de
58.7,al momento del diagndstico 38 casos fueron
canceres superficiales (60%)y 25 invasores (40%),
la clasificacion patoldgica fue de la siguiente
forma: T1 el mésfrecuente, con 52.3% del total de
la muestra; el menos frecuente fue el T4 con solo
1.59%, el grado de diferenciacion nuclear fue
grado | 18 casos (28.5%), grado Il 17 casos
(26.98%), grado 111 28 casos 44.4%, la reseccion
transuretral de vejiga (RTUV) serealiz6en 82%de
los casos, la inmunoterapia con BCG fue la indi-
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cada en los tumores superficiales, los tumores
multicéntricos se presentaron en 52.38% de los
pacientes. Al revisar la recurrencia encontramos
que 34 pacientes la presentaron (53.97%) y la
progresién a un estadio mayor o grado de diferen-
ciacién mas agresivo se presentd en 31 casos
(42.2%); el p53 se expresd en 45 pacientes del total
de la muestra (71%), existié una relacion entre la
recurrencia y la progresién, con un valor de p >
0.005, el periodo libre de enfermedad fue de 24
meses en los superficialesy seis en los invasores; el
seguimiento promedio fue de 36 meses, la morta-
lidad a cinco afios en los superficiales fue de 4%y
para los invasores de 76%.

ANALISIS DE RESULTADOS

Al realizar el andlisis multivariado encontra-
mos que de los 45 pacientes positivos para p53 26

fueron canceres de presentacion superficial y 19
invasores, de los 45 recurrieron 34 que corres-
ponden a 77.7%, existié progresion en 31 casos
(90%) (Cuadro 1).

Analizamos la recurrencia en los tumores su-
perficiales, de los 38 casos 20 pacientes presenta-
ron recurrencia (52.6%) y 42.1% progreso; 10 a
una etapa invasora y siete a un grado mayor de
diferenciacion nuclear, el p53 fue positivo en 17
casos de las recurrencias: En esta asociacién
existié unarelacién estadisticamente significativa
con unap > 0.001 (Figura 1).

Al analizar los pacientes con progresion y
expresion del p53 encontramos una fuerte corre-
lacién estadisticamente significativa, conunap >
0.000 (Cuadros 2y 3).

En lostumores invasores encontramos expresa-
do el p53 en 19 casos de los 25 invasores (76%),
en este grupo hubo recurrencia en 14 pacientes

Cuadro 1. Relacién de pacientes por estadio, grado nuclear, con expresién de p53.

Estadio  No. de Grado nuclear Recurrencia  Progresion Expresion  Vivo
clinico casos I I de P53
Ta 5 4 0 0 0 2 4
T1 33 13 13 20 17 24* 23
T2 18 0 3 12 12 12* 6
T3 6 1 1 1 1 6 1
T4 1 0 0 1 1 1 0
Total 63 18 17 34 31 45 34
* p< 0.005.
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p = 0.0056 enfermedad y p53.
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Cuadro 2. Razén de momios para recurrencia y progresion.
Recurrencia Con Sin Total Razon de Intervalo de Valor
progresion progresion momios confianza dep
Si 28 6 34
No 3 26 29 40.44 (7.9-253.5) 0.000
Total 31 32 63
Cuadro 3. Razon de momios en relacion con progresion y p53 positivo.
Progresion P53 (+) P53(-) Total Razén de Intervalo de Valor de
momios confianza p
Si 27 4 31
No 18 14 32 5.25 1.32-24.82 0.067
Total 45 18 63
1 1 1 1
1.00 B
0.75 1 B
S
©
=
L 0.50 B
QO
e}
n
0.25 B
p53 negativo
0.00 - p53 positivo | B
0 100 200 300 Figura 2. Expresion de p53y
Analisis de tiempo (meses) p =0.1105 sobrevida.

(73%), de éstos 11 progresaron (78.5%) y todos
fueron positivos a p53.

Al analizar larelacion entre p53, recurrenciay
progresién en la logistica encontramos una p >
0.002, analizando el p53 como factor indepen-
diente en la sobrevida pudimos observar que no
hay una relacién estadisticamente significativa
segun las curvas de sobrevida de Kaplan Meier
(Figura 2). En el analisis multivariado para sobre-
vivencia encontramos que solo el estadio patol6-
gico y la progresién son predictivos para la mor-
talidad (Figura 3).

Los tumores multicéntricos que se presentaron
en 33 casos del total de la muestra estudiada, no

demostré ser un factor para recurrencia seguiin se
observa en la figura 4 con una p > 0.59; cuando
analizamos la recurrencia observamos que los
pacientes que la presentaron no se asocio en
forma estadisticamente significativa p > 0.16.

El grado de diferenciacion nuclear no mostré
ser un factor independiente en la sobrevida segn
las curvas de estimacion de sobrevida de Kaplan
Meier con un valor de p > 0.1485, sin embargo,
si lo es para la recurrencia con un valor de p >
0.0426 (Figura 5).

Existié una diferencia en la sobrevida en los
pacientessuperficialesy profundos como se mues-
tra en la figura 6.
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Existen factores que pueden determinar el pe-
riodo libre de enfermedad y es la adyuvancia,
encontrando unaasociacion importante en aque-
llos pacientes que recibieron algun tipo (inmuno-
terapia, RT-QT) en la sobreviday el periodo libre
de enfermedad.

DISCUSION

Aunque en nuestro estudio se observa una
asociacion importante entre el p53 y la recurren-
ciay ésta, a su vez, con la progresion, el analisis
estadistico demuestra que como factor indepen-
diente no se relaciona con la sobrevida, como se
comenta por el Dr. Wu en su articulo publicado
en 1996 donde encuentra que no existe relacion

entre la expresion de p53 y la respuesta al trata-
miento con radioterapia en los tumores invaso-
res.’® Es de llamar la atencién que la expresion de
p53 en nuestro estudio fue mayor comparado con
el Unico estudio nacional sobre este oncogén
realizado en 1998,% existen otros factores de
comorbilidad que se asociaron fuertemente con la
mortalidad y periodo libre de enfermedad como lo
es el estadio, grado nuclear; lamulticentricidad en
nuestro estudio no mostré ser un factor de recurren-
cia ni tampoco influir en la sobrevida; sin embargo,
el valor de p para esta variable fue de 0.059, por lo
gue pensamos que por el tamafio de la muestra no
hubo significancia estadistica.

Ya ha sido demostrada la importancia del p53
en el cancer de vejiga, y la acumulacién de esta
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proteina para ser fenotipicamente mas agresivo,
de ahi que haya sido utilizado como marcador
inmunohistoquimico en un intento por predecir
la progresidn y pronéstico,” al correlacionar la
anepleudia mas la mutacion en el p53 parece ser
gue existe unaasociacion importante en la sobre-
vida, otros estudios mencionan que cuando existe
acumulacion de esta proteinacomo factor de falla
para terapia intravesical con BCG, debe ser eva-
luada la posibilidad de cistectomia radical.*®
Desde las dos tltimas décadas en donde ya han
sido descritas la estructura, funcién y la interac-
cioén para ser “guardian del genoma” numerosos
estudios retrospectivos han sido realizados en un
intento por conocer el valor pronéstico de este
oncogén, desafortunadamente sélo existen dos
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estudios prospectivos al respecto, el primero del
MD Anderson-National-Cancer, un estudio fase |
usando vector adenoviral para el tipo salvaje de
p53 intravesical en pacientes con cancer avanza-
do de vejiga, y el segundo, por el University of
Southern California National Cancer Institute en
un estudio fase basado en la observacion vs.
guimioterapia sobre el estado del p53.1°

En nuestro estudio encontramos que la rela-
cion del p53 con tumores de alto grado e
invasores es bien demostrada, correlaciond con
larecurrenciay progresion, no asi con la sobre-
vida, como se comenta en el ultimo articulo de
revision sobre el p53.1°

Desafortunadamente parece ser que la utilidad
del p53 como se menciona en la literatura no
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correlaciona con la respuesta a la terapia en el
manejo inicial del cAncer de vejiga, pero como se
demostré en este estudio es un marcador para
predecir progresion.

Paraincrementar la sensibilidad de la prueba se
han utilizado otras como el retinoblastoma, el p21,
ki67,bcl 2, entre otros, seguin se hapublicado,?sin
embargo, ladepuracion de latécnicay los mejores
reactivos han hecho que el p53 por si solo pueda
ser sensible, a diferencia de lo comentado en el
Unico articulo nacional al respecto.®

Podemos destacar la importancia de este estu-
dio que demuestra que el p53 puede tener una
utilidad en aquellos pacientes con estadios super-
ficiales para predecir recurrenciay posiblemente
ante el riesgo de progresion al expresar p53 mu-
tado, tener una agresividad mayor en el manejo.

CONCLUSION

El comportamiento incierto del cancer vesi-
cal, recurrencia elevada en etapas tempranas y
progresion en un porcentaje de hasta 30% plan-
tea la necesidad de tener mayor vigilancia en el
seguimiento de los pacientes p53 positivos y
aunque no es estandarizado su uso creemos que
es una prueba util para el mejor seguimiento de
estos pacientes en un intento por predecir quié-
nes pudiesen recurriry proporcionar unaterapia
mas agresiva y seguimiento mas estrecho. Es
necesario realizar un estudio prospectivo en
pacientes con el mismo estadio patolégico para

300 Figura 6.

confirmar los resultados obtenidos en esta inves-
tigacion.
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