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RESUMEN

ANALISIS DE MICROSATELITES EN CELULAS EXFOLIADAS DEL SEDIMENTO URINARIO. SU UTILIDAD PARA LA DETECCION DEL
CANCER VESICAL. ESTUDIO COMPARATIVO CON CITOLOGIA URINARIA

INTRODUCCION: Teniendo en cuenta la precocidad de las alteraciones genéticas en la carcinogénesis de los tumores de vejiga, la valora-
cién de estos cambios a nivel de 9p 21-22 por medio de marcadores microsatélites podrian ser utiles para el diagndstico y seguimiento.

OBJETIVO: Evaluar el uso de marcadores microsatélites y la utilidad de pérdida de heterocigosidad (LOH) e inestabilidad de microsatéli-
tes (MSI) en células exfoliadas del sedimento urinario para €l diagnostico de tumores vesicales.

MATERIAL Y METODO: Amplificamos con PCR el DNA de muestras de orina y sangre de 160 pacientes con tumor vesical. Con 4 marca-
dores microsatélites de 9p 21-22 (D9S747-D9S171-D9S162-IFNA) y 1 de cromosoma 4 (D4S243) se analiz6 LOH/MSI en células del sedi-
mento urinario. Utilizamos la citologia urinaria como método comparativo y el analisis histolégico del tejido obtenido por R.T.U, como diag-
néstico de referencia. Calculamos la sensibilidad y especificidad del método y si existia alguna correlacion con estadio y grado tumoral.

RESULTADOS: Se pudo utilizar correctamente 150 muestras. En 111 encontramos LOH/MSI (sensibilidad del 74%). La citologia pudo
descubrir solamente 60 pacientes (sensibilidad 40%). Encontramos mayor nimero de alteraciones microsatélites (AM) en tumores superfi-
ciales (sensibilidad 77,3% vs. 28,8% de la citologia) y valores estadisticamente significativos (MSI p<0,001 - LOH p<0,004) cuando compara-
mos tumores GI-II vs. GIII. El marcador con mayor sensibilidad fue D4S243 con un 40%. Un paciente con AD. Carcinoma de prostata y otro
con cistitis crénica dieron resultado falsos positivos.

CONCLUSIONES: El estudio de LOH/MSI en tumores vesicales con 5 marcadores microsatélites, segin nuestros datos presenta una sen-
sibilidad del 74%.

El mayor numeros de LOH/MSI la encontramos en tumores superficiales y tumores GI-GII. Aunque no permite descartar la realizacion
de cistoscopias en el diagndstico y seguimiento, mejora la sensibilidad de la citologia urinaria y seria una alternativa diagnostica como un
procedimiento no invasivo. (Beca F.I.U).

PALABRAS CLAVE: Microsatélites. Pérdida de hererocigosidad (LOH). Inestabilidad (MSI). Cancer de vejiga. Citologia.

ABSTRACT

MICROSATELLITE ANALYSIS IN EXFOLIATED CELLS FROM URINE SEDIMENT. UTILITY FOR BLADDER CANCER DETECTION. COMPA-
RATIVE STUDY WITH URINARY CYTOLOGY

INTRODUCTION: Taking into account the precocity of the genetic alterations in the carcinogénesis of the bladder tumors, the valuation of
these changes at a level of 9p 21-22 by means of microsatellite markers could be useful for the diagnostic and follow-up.

PURPOSE: To evaluate the use of microsatellite markers and the utility of loss of heterozigosity (LOH) and microsatellite instability (MSI)
in exfoliated cells from urine sediment. This observation offers the possibility of tumor detection by examining the DNA of urinary sediment.

MATERIALS AND METHODS: We amplified with PCR the DNA of urine and blood samples from 160 patients with bladder cancer. We analy-
sed LOH/MSI in cells from urinary sediment using four microsatellite markers of 9p 21-22 (D9S747-D9S171-D9S162-IFNA) and one from
chromosome 4 (D4S243). The urinary cytology was used as comparative method and histological examination of tissue obtained by transu-
rethral resection (TUR) as reference diagnostic. We calculated the sensibility and specificity of this method and if there was some correlation
between stage and grade tumoral.

RESULTS: We could use 150 samples correctly. In 111 samples we found LOH/MSI (sensibility 74%). The cytology was positive only in
60 patients (sensibility 40%). We found a bigger number of microsatellite alterations (AM) in superficial tumors (sensibility 77,3% vs. 28,8%
for the cytology) and these were significant when comparing tumors GI-II vs. GIII (MSI p <0,001 - LOH p <0,004). The marker with more sen-
sibility was D45243 with 40%. One patient with prostate carcinoma and another one with chronic cystitis gave false positive results.

CONCLUSIONS: The study of LOH/MSI in bladder tumors with 5 microsatellites markers, according to our results showed a sensibility
of 74%.

The biggest number in LOH/MSI was found in superficial tumors and GI-GII tumors. Although we cannot discard the cystoscopy study in the
diagnostic and follow-up, the sensibility of the urine cytology is better and could be one alternative diagnostic as a non-invasive procedure.

KEY WORDS: Microsatellite. Loss of heterozigosity (LOH). Inestability (MSI). Bladder cancer. Cytology.
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1 carcinoma de vejiga representa unos de los
tumores mas frecuentes de la economia.

Es la cuarta neoplasia mas frecuente en el
hombre y octavo en la mujer en el mundo occi-
dental, con una relacion de 4:1 a favor del hombre
y cerca de 54.000 nuevos casos diagnosticados
durante 2001 en los EE.UU'. En Espana las cifras
actuales muestran un incremento en las ultimas
décadas. En 1986 se diagnosticaban 19,5 casos
cada 100.000 h, cifra que actualmente se eleva a
27 casos nuevos cada 100.000 h.2.

Una caracteristica importante de estos tumo-
res es el alto porcentaje de recidivas que presen-
ta, entre un 70 a 75%, mientras que un 10-15%
progresan a estadios mas avanzados34.

Esto requiere que los pacientes con tumores
vesicales, estén en permanente seguimiento para
descubrir nuevas recidivas después del trata-
miento inicial.

A pesar de que en los ultimos afos se han eva-
luado diferentes métodos para la deteccion y
seguimiento de estos tumores, la citologia y la
cistoscopia sigue siendo lo mas adecuado para é1
diagnostico de la recidiva tumoral.

La citologia urinaria fue la primera técnica
utilizada para detectar la presencia de células
tumorales en el sedimento urinario®. Su especifi-
cidad elevada favorece su uso en la practica dia-
ria pero su baja sensibilidad, sobre todo en tumo-
res de bajo grado, no le permite ser el método
ideal®. Mientras que la cistoscopia, utilizada cada
3-4 meses durante los 2 primeros anos después
de la reseccion inicial, presenta el inconveniente
de ser una técnica invasiva, y no exenta de mor-
bilidad, a pesar de que hoy en dia disponemos de
instrumental mejor tolerado por los pacientes.

Existen otros métodos como la citometria de
flujo, P53 en orina, telomerasa, producto de
degradacion del fibrinégeno, utilizados experi-
mentalmente con resultados dispares”.

La FDA ha aprobado el uso de pruebas como
el BTA y la determinacién de la proteina de la
matriz nuclear (NMP22) en orina pero no recono-
cen los carcinomas con tanta exactitud que per-
mitan cambiar los regimenes cistoscopicos
actuales. Todavia no se ha podido desarrollar un
método sencillo, fiable y con elevado porcentaje
de sensibilidad que pueda reemplazar a la cistos-
copia y citologia®.
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Los avances ocurridos en el campo de la bio-
logia molecular han permitido descubrir regiones
denominadas microsatélites, que son secuencias
de DNA formadas por repeticiones en tandem de
di, tri, o tetranucle6tidos que se localizan a lo
largo de todo el genoma humano y son altamen-
te polimorficas® !0, Hay diferentes trabajos que
han confirmado que secuencias microsatélites de
determinadas regiones presentan pérdida de
heterocigosidad (LOH) y/o inestabilidad (MSI) en
diversos tumores!!.

La inactivaciéon de genes supresores de tumor
es la principal causa de la tumorogénesis y la
perdida de los segmentos cromos6micos que con-
tienen estos genes es uno de los mecanismos de
esta inactivacion. Por lo tanto, el estudio de la
LOH de secuencias microsatélites localizadas en
las regiones cercanas a estos genes supresores €s
una herramienta util, rapida y de bajo coste para
el diagnostico de tumores. Otro mecanismo
implicado en la evolucién tumoral son mutacio-
nes como consecuencia de un defecto en el siste-
ma de reparaciéon del DNA. Estas mutaciones
pueden descubrirse por analisis de inestabilidad
de microsatélites (MSI)!2-13.

En varios trabajos se han utilizado las altera-
ciones de microsatélites (LOH e MSI) para descu-
brir la presencia de células neoplasicas en dife-
rentes fluidos organicos como plasma, suero,
esputo y orinal417,

Mao et al. y Steiner et al., en los estudios de
referencia sobre el tema, identificaron cancer
vesical con marcadores microsatélites analizando
DNA extraido de células tumorales presentes en
el sedimento urinario!3-18,

La existencia de MSI en células tumorales del
sedimento urinario es controvertida desde que se
observo en algunos estudios y en otros no!°21,

Se sabe actualmente que el cromosoma 9p se
encuentra involucrado en los primeros pasos de
la tumorogénesis del cancer vesical y que el
mayor numero LOH en 9p estaria mas relaciona-
da con tumores superficiales que con tumores
infiltrantes!9-22.

La LOH en cromosoma 11p, 3p, 13p, y 17p
aparece asociado a tumores infiltrantes, mientras
que existiria una asociacién estadisticamente sig-
nificativa entre grado tumoral /estadio para cro-
mosoma 8 y cromosoma 42328,
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Teniendo en cuenta la precocidad de las alte-
raciones genéticas en la carcinogénesis de los
tumores vesicales, sobre todo LOH de la region
9p21-22p en donde probablemente se localizaria
un gen supresor de tumor implicado en el cancer
vesical, la valoracion de estos cambios podrian
ser util para él diagnostico y seguimiento?°.

En el presente estudio investigamos la viabili-
dad del analisis de microsatélites (LOH e MSI)
para detectar la presencia de células neoplasicas
en el sedimento urinario, utilizando un tablero de
5 marcadores microsatélites que permitan anali-
zar estos cambios a nivel de 9p21-22 y cromoso-
ma 4, ademas realizar analisis genético en tejido
tumoral y comparar con los hallazgos en orina.
Por otra parte buscar si existe una correlacion
entre LOH e MSI con estadio y grado tumoral.

Utilizamos la citologia urinaria como método
comparativo y el analisis histologico del tejido obte-
nido por R.T.U, como diagnostico de referencia.

MATERIAL Y METODO

PACIENTES: Se estudiaron muestras de san-
gre y orina de 160 pacientes ingresados en el
Servicio de Urologia del Hospital Universitario "La
Fe" de Valencia, Espana, para tratamiento qui-
rurgico endoscopico por tumor vesical. Las mues-
tras se recolectaron entre noviembre de 2000 y
enero de 2002. El grupo estaba representado por
131 hombres y 29 mujeres con edades compren-
didas entre 47-87 anos, con 91 pacientes con
tumores primarios, 60 con tumores recidivado y
9 pacientes con sospecha de persistencia tumoral
luego de tratamiento con radio-quimioterapia.

El grupo control lo constituian 40 pacientes
(30 hombres y 10 mujeres) sin antecedentes de
cancer de vejiga con edades muy similares al
grupo de estudio. A todos los pacientes que cons-
tituian el grupo control se le realizo cistoscopia
ya que eran pacientes ingresados para RTU de
Préstata y mujeres con Incontinencia urinaria de
esfuerzo para cirugia.

MUESTRAS DE ORINA, SANGRE Y TUMOR:
Obtuvimos previo a la RTU de vejiga dos mues-
tras de orina de 50 ml a primera hora de la mana-
na por miccién espontanea para estudio genético
y citologico (PAP). Ademas se obtuvo una mues-
tra de sangre de 20 ml que era colocada en un
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tubo con EDTAkK3 como anticoagulante. Una de
las muestras de orina se enviaba al servicio de
patologia para realizar citologia urinaria (PAP)
segin técnica habitual, sin hacer referencia
sobre el motivo del pedido para evitar los sesgos
en la interpretacion de los resultados. Tanto la
muestra de orina y sangre para estudio genético
se conservaban a 4°C hasta su procesamiento 6
hs después aproximadamente.

Durante la intervencién quirurgica se realizo
biopsia tumoral para analisis molecular. Se hizo
hincapié en tomar muestra sin la contaminacion
del tejido normal. Inmediatamente eran congela-
das a -70° hasta la extraccion del DNA.

EXTRACCION DE DNA: Orina: La muestra se
centrifugaba durante 10’ a 2000 rpm, se decan-
taba el sobrenadante para posteriormente reali-
zar dos lavados con solucion tampén. Se anade
400 ul de Tris, 10 nM PH 10,5, EDTA 1 nM, clNa
0,15 m., agregando luego SDS al 10% y 10 ul de
proteinasa K. Se encubaba a 56°C durante 24 hs
y posterior purificacién con fenol/cloroformo.

Tumor: Se realizaba minimos cortes de tejido
congelado en medio de cultivo y lavado posterior
con soluciéon tampén y se continuaba con la
misma técnica de extracciéon que para la orina.

Sangre: La extraccion del DNA genomico cons-
titucional se realizo segin el método clasico de
digestiéon enzimatico con proteinasa K y precipi-
tacion con fenol/cloroformo.

Luego de la extraccion todas, las muestras
eran congeladas a -20° hasta su amplificacién
con PCR. (Reaccion de la cadena de la polimera-
sa).

MICROSATELITES 'Y AMPLIFICACION: Utiliza-
mos 4 marcadores microsatélites localizados en el
interior o vecindad de regiones con frecuentes dilec-
ciones o perdidas en el cromosoma 9p21-22,
(DI9S747 (5 gccattattigactctgaaaagac-3™- 5'caggctctc-
taaaatatgaacaaaat-3) D9S171 (5 accctagcact-
gatggtatagtct-3’-5'gggcaaggagagactct-3) D9S162
(5" atgtggttagggtteticagag-3-5’ cccacaacaaateteet-
cac-3) IFNA (5’ gtaaggtggaaacccccact-3’-5'tgcgcegt-
taagttaagttaattggtt-3) y 1 marcador que nos per-
mitiera estudiar inestabilidad en cromosoma 4,
D4S243 (5’ gagcctgtgatcctgtiggtg-3’-5°gtctctetttete-
ettgcag-3’).
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La reaccion de la cadena de la polimerasa
(PCR) se utilizé para la amplificacion del DNA con
cada uno de los marcadores. El programa consis-
tia en una desnaturalizaciéon inicial a 95°C
durante 5 minutos, 35 ciclos de [95°C 30 seg -
55°C 30 seg - 72°C durante 10 minutos] y un
paso de elongacion final a 72°C durante 10 minu-
tos. Posteriormente se modifico con los marcado-
res D9S747 y D9S171 a la temperatura de uniéon
con los cebadores de 55 a 60°C.

El producto de PCR se someti6 a electroforesis
en un gel de agarosa al 1% para comprobar la efi-
cacia de la reaccion.

Por ultimo se realizaron geles de poliacrilami-
da al 12% de 40 x 50 cm. La electroforesis se lleva
a cabo a 1600 voltios durante 190 minutos y la
deteccion del producto de PCR se realiz6 por tin-
cion de plata.

VALORACION DE LOH e MSI: Tanto la LOH
como la MSI se detectaban al comparar el patréon
de alelos presente en el DNA constitucional y el
DNA detectado en orina y/o tumor. Cuando con
un determinado marcador desaparece por com-
pleto unos de los alelos en el DNA de orina y/o
tumor se considera LOH (Fig. 1la). También se
considero como LOH un descenso de hasta el
50% en la intensidad de las bandas alélicas tanto
de orina como de tumor (Fig. 1b). Mientras que si
visualizabamos una nueva banda en las mues-
tras de orina y/o tumor con respecto a DNA cons-
titucional considerabamos MSI (Fig. 1c).

Para evitar sesgos en la lectura de los resulta-
dos los geles una vez tenidos y secados, fueron
leidos por 2 dos observadores expertos del labo-
ratorio de Genética Molecular.

El analisis molecular de las muestras se llevo
a cabo sin el conocimiento de datos clinico y
patologico de los pacientes.

1L,ikH
U
LIEIMA SANMGRE ORIMA SANGHE
FIGURA la: LOH: Ausencia total de alelo en orina.

ESTUDIO NORMAL: 2 alelos en orina/sangre.
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THRIMA SANGRE

FIGURA 1b: LOH: < del 50% de intensidad en unos de los
alelos de orina.

MSI

> 3
- - -

(RINA SANGHE

FIGURA 1c: MSI: Nuevo alelo en orina.

ANALISIS ESTADISTICO: Utilizamos el progra-
ma estadistico SPSS 10.0 (Chicago, IL) para el
analisis de todos los datos. La sensibilidad (capa-
cidad de una prueba de detectar pacientes enfer-
mos) y especificidad (capacidad de una prueba
para detectar pacientes sanos) fue calculada tanto
para el analisis genético como para la citologia en
forma global, por estadio, grado de diferenciacion

LA H

-H

-H

- -

ORINA SANGRE DRIMA
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celular y por marcador microsatélite. Ademas
evaluamos asociaciones entre diferentes varia-
bles usando las pruebas de chi cuadrado, test de
tendencia y prueba de Man-Whitney.

RESULTADOS

Analizamos muestras de sangre y orina de 160
pacientes con diagnostico de tumor vesical. El
analisis genético lo realizamos con un tablero de
5 marcadores microsatélites que comparaban
DNA en orina, tejido tumoral y sangre periférica.
La extraccion de DNA en orina se logro realizar en
152 pacientes. En los 8 restantes no se pudo
obtener suficiente material para el estudio, lo
cual lo podriamos relacionar con el aprendizaje
de la técnica de extraccion de DNA en orina o
bien al escaso volumen de orina disponible. El
DNA tumoral se amplifico correctamente en 45
muestras. La presencia de tejido normal, "conta-
minando" la muestra sobre todo en tumores
pequenos y superficiales dificultaba su interpre-
tacion.

Utilizamos el TNM de la UICC de 1997 para la
clasificacién anatomopatolégica encontrando en
el grupo en estudio 25 tumores Ta, 46 Tlay 26
T1b, con un total de 97 tumores superficiales con
un porcentaje del 64,6%. Mientras que los tumo-
res infiltrantes fueron 53, con 30 en estadio T2a,
15 T2b y 8 T3-T4 y que representaban el 35,3%.

El grado de diferenciacién celular estaba dado
por 53 pacientes con tumores GI, 58 con GII y 39
pacientes con tumores GIII. El porcentaje fue del
35,3%, 38,6% y 26% respectivamente.

El total de muestras analizadas fueron 152.
Dos pacientes dieron como resultados falsos
positivos. Se trataba de un paciente con diagnos-
tico de cistitis cronica y el restante con adeno-
carcinoma de préstata con infiltraciéon vesical que
demostré LOH e MSI con los 5 marcadores.

De los 150 pacientes con diagnostico anato-
mopatolégico de carcinoma de células transicio-
nales (CCT) en 111 muestras encontramos LOH o
MSI con algunos de los 5 marcadores utilizados,
mientras que con al citologia descubrimos tumor
solamente en 60 pacientes. La sensibilidad global
del analisis genético en el sedimento urinario en
pacientes portadores de cancer vesical fue del
74%, siendo para la citologia en este mismo
grupo de pacientes del 40%.
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Al analizar la sensibilidad por estadio en los
tumores superficiales observamos que en los Ta-
T1la-b la sensibilidad del test permitia diagnosti-
car la presencia de tumor en el 72%, 80,4%y 77%
de estos pacientes, siendo del 77,3% la sensibili-
dad global para todos los tumores superficiales.
En estos la citologia habria diagnosticado el 8%,
34% y el 38,4% de los pacientes con tumores
superficiales. El porcentaje global para el estudio
citolégico en este grupo de tumores fue del 28,8%
(Tabla I).

TABLA 1
TUMORES SUPERFICIALES (Ta - Tla - T1b)

Estadio | Muestras Pérdidas Citologia (+)
Ta 25 18 (S 72%) 2 (S 8%)
Tla 46 37 (S 80,4%) 16 (S 34%)
T1b 26 20 (S 77%) 10 (S 38,4%)
TOTAL 97 75 (S 77,3%) 28 (28,8%)

S: Sensibilidad.

En los tumores infiltrantes la prueba pudo
identificar 36 tumores de 53, lo que indica una
sensibilidad del 67,9%, no muy significativa con
respecto a la citologia que pudo encontrar 33
(sensibilidad del 62,2%).

La sensibilidad por grado de diferenciacion
celular estuvo dada por un 73,5% para los tumo-
res Gl y 74,1% para los GII. En los GIII la citolo-
gia tuvo mayor sensibilidad con un porcentaje
del 82% frente al 69,2% del analisis molecular
(Tabla II).

De la serie, 13 pacientes eran tumores Ta GI
de los cuales 7 presentaban LOH o MSI con algu-
nos de los marcadores. El estudio citolégico fue
negativo en 6 de ellos.

TABLA II
GRADO DE DIFERENCIACION CELULAR (GI-GII-GIII)
Grado Muestras Pérdidas Citologia (+)
G1 53 40 (S 75,4%) 5 (S 9,4%)
GII 58 44 (S 75,8%) 23 (S 39,6%)
GIII 39 27 (S 69,2%) 32 (S 82%)
TOTAL 150 111 (S 74%) 60 (S 40%)

S: Sensibilidad.
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Contrariamente 7 pacientes eran T2b GIII. En
4 de ellos encontramos alteraciones genéticas a
través del analisis de microsatélites, pero la cito-
logia pudo diagnosticar los 7 ya que todos pre-
sentaban PAP sospechoso o positivo.

En 11 pacientes del grupo estudiado, de los
cuales 6 eran tumores superficiales y 5 infiltran-
tes no se demostro alteraciones genéticas (LOH e
MSI) en orina, pero el PAP Urinario fue sospecho-
so. Mientras que en 4 muestras, todos infiltran-
tes, el PAP fue positivo pero no se hallaron alte-
raciones genéticas en el sedimento urinario
(Tabla III).

Al analizar la sensibilidad de cada marcador
microsatélite encontramos que el marcador
D4S5S243 presenta la mas alta sensibilidad, 40%.
Esto es debido que con este marcador microsaté-
lites detectamos el mayor numero de muestras
con MSI, que sumados a las LOH encontradas
con el mismo hacen un total de 60 (Tabla IV).

De estas 40 muestras con MSI en cromosoma
4, 30 pacientes tenian tumores superficiales, Ta
7; Tla 19; T1b 4; los restantes eran infiltrantes.
En 30 muestras presentaban ademas LOH con
otros marcadores.

Los pacientes con tumores superficiales e MSI
en cromosoma 4 presentaban citologia urinaria
negativa en 6 de 7 pacientes en estadio Ta, 14 de
19 en Tlay 2 de 4 en T1b. Existe por lo tanto una

TABLA III
LOH/MSI - FALSOS NEGATIVOS
Muestras Citologia | Marcadores Tumores
11 Sospechosa Negativos Tla 4; T1b 2;
T2a 3; T2b 1; T3 1
4 Positivo Negativo T2b 4
TABLA IV
SENSIBILIDAD POR MARCADORES
Marcadores Pérdidas Normal Sensibilidad
D9S747 43 107 28%
D9S171 39 111 26%
D9S162 40 110 26,6%
IFNA 46 104 30,6%
D4S243 60 90 40%

623

asociacion estadisticamente significativa (p=0,002)
entre tumores superficiales, por la presencia de
MSI en cromosoma 4, con relacién a tumores
infiltrantes.

La presencia de MSI y LOH en tumores GI-II
con relaciéon a GIII también es estadisticamente
significativa, p<0,001 para MSI y p<0,004 para
LOH respectivamente. Un solo paciente presenta
MSI con un marcador diferente al cromosoma 4,
el D9S162 para la muestra n® 95.

Analizamos también, como variables indepen-
dientes, la posibilidad de que existan valores
estadisticamente significativos entre el hallazgo
de LOH en tumores Ta con relacion a Tla-b. Solo
encontramos resultados ligeramente significati-
vos (p<0,04). No encontramos valores estadistica-
mente significativos en tumores infiltrantes con
respecto a LOH e MSI (p>0,05), ni tampoco si
analizamos grado de diferenciacion celular con
respecto a LOH e MSI.

De las 45 muestras de tumor que se analizaron
encontramos en la mayoria de los casos idénticas
alteraciones genéticas que en el analisis molecular
del sedimento urinario (Fig. 2). En 6 muestras se
identifican LOH y en 1 MSI que no eran percepti-
bles en las muestras de tumor. (Fig. 3a y b).

La especificidad del método fue del 100%, ya
que fue estudiado con un grupo control de 40
pacientes a quienes se le realizo igual método de
extraccion de DNA en orina y sangre. E1 DNA se
amplificé con los mismos marcadores utilizados
en el grupo en estudio. En ninguna de las mues-
tras de estos pacientes encontramos alteraciones
genéticas. A todos se le realizo cistoscopia duran-
te la RT.U. de prostata o la cervicopexia por

FIGURA 2. LOH: Ausencia de alelo en orina y tumor.
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CVREIMN A SANGRE TUMOR

FIGURA 3a. MSI: Presencia de nuevo alelo en orina con
sangre y tumor normales.

incontinencia de orina sin encontrar lesiones que
hicieran sospechar la presencia de lesiones
tumorales.

DISCUSION

La citologia urinaria y la cistoscopia son
actualmente los métodos utilizados para el diag-
nostico y seguimiento de los tumores vesicales.
Sin embargo, la citologia presenta inconvenientes
a la hora de diagnosticar tumores de bajo grado y
estadio. A pesar del empenio puesto de manifies-
to por los citopatélogos en identificar caracteris-
ticas que faciliten la distincién entre células nor-
males y malignas en tumores de bajo grado, los
valores de sensibilidad no superan el 25%°3°.

Pese a que algunos autores describen ausen-
cias de algunas alteraciones de los microsatélites
en sus series de tumores de vejiga?! la mayoria
senalan alteraciones genomicas como la pérdida
de heterocigosidad (LOH)/inestabilidad (MSI) que
se ha documentado en varios tipos de tumores
incluyendo el cancer de vejiga3!-40,

En el cancer de vejiga se han descrito altera-
ciones genomicas, tanto LOH como MSI en varias
regiones cromosomicas concretas, 9p, 9q, 4, 8p,
11p’ 17p, 1813’18'23’26.

Estas alteraciones de los marcadores microsa-
télites de determinadas regiones cromosémicas
asociadas a tumores vesicales han permitido el
diagnoéstico de los mismos en porcentajes mas
elevados que la tradicional citologia urinaria uti-
lizando para el estudio molecular las células
tumorales presente en el sedimento urinario!3-18,

Dentro de las alteraciones descritas asociadas
al cancer de vejiga una de las mas importantes
por su frecuencia y precocidad es la LOH de la
region 9p21.
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FIGURA 3b: LOH: Ausencia de alelo en orina con sangre y
tumor normales.

En el presente trabajo utilizando 4 marcado-
res de 9p21 (IFNA, D9S162, D9S171 y D9S747) y
un marcador del cromosoma 4 (D4S243) en 150
muestras de orina y sangre de cada paciente,
obteniendo una sensibilidad total, con los 5 mar-
cadores de un 74% frente al 40% de la citologia.

Esta sensibilidad es menor a la obtenida por
Mao et al.!3 en un estudio comparativo con cito-
logia utilizando 13 marcadores microsatélites,
quienes detectaron LOH en el 95% de las mues-
tras (19/20) contra el 50% de la citologia. Steiner
et al.!® encontraron LOH en 10 de 11 pacientes
empleando 20 marcadores microsatélites. Sepira
et al.#! y Neves et al.4? también obtuvieron sensi-
bilidades superiores al 95% en sus series, mien-
tras que con la citologia urinaria lograron sensi-
bilidades del 30-70%.

Sourvinos et al.#3 demostraron resultados del
93% (26 de 28 casos) utilizando 15 microsatélites
de las regiones donde se localizan p53 (17p), p16
(9p) y RB1 (13q). También Mourah?® demostré un
83% de sensibilidad y 100% de especificidad en
un estudio con 31 pacientes con cancer de vejiga.

Berger et al.#* detecta alteraciones microsaté-
lites en 27 de 31 pacientes con panel de 17 mar-
cadores. Igual nimero de marcadores utiliza von
Knobloch R. et al.*® para identificar alteraciones
de microsatélites (AM) en suero, tumor y orina de
33, 27 y 28 pacientes respectivamente en una
serie de 39. Cuando este autor utiliza los 5 mar-
cadores mas representativos de su panel, que
involucran las regiones 8p y 9p, la sensibilidad
desciende al 61,5%.

Valores similares a los obtenido por nuestro
grupo fueron publicados por Utting et al.%6 utili-
zando 6 marcadores microsatélites detectando
un 75% de pacientes con AM en un total de 44
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tumores de vejiga. Anteriormente Utting et al.%”
encuentra una sensibilidad 45-65% con 2 marca-
dores de 9p en 16 pacientes con tumores de veji-
ga. También utilizando 6 marcadores microsateé-
lites Selli et al.!? comunican valores de sensibili-
dad del 46% frente al 30% de la citologia.

Existe en nuestro trabajo una marcada dife-
rencia entre los valores de sensibilidad entre uno
y otro método claramente demostrado sobre todo
en tumores superficiales donde los valores dife-
renciales son significativos a favor del analisis de
microsatélites en orina (Tabla V).

TABLA V
SENSIBILIDAD AM vs. CITOLOGIA
Tumores LOH/MSI Citologia
Superficiales S 77,3% S 28,8%
Infiltrantes S 67,9% S 62,2%

S: Sensibilidad/AM: Analisis de Microsatélites

Estos resultados demuestran una vez mas la
escasa resolucion de la citologia frente a tumores
de bajo grado y estadio, y el aporte que pueden
realizar las técnicas de biologia molecular al estu-
dio, diagnostico y seguimiento de estos tumores.

El porcentaje de sensibilidad obtenida por
nosotros puede deberse a:

a) El mayor tamano de la muestra, no existen
muchos trabajos previos con una serie que invo-
lucre este numero de pacientes, sobre todo el
numero de tumores superficiales analizados.

b) El uso de 5 marcadores de solo dos regiones
distintas. Es muy posible que al utilizar otros
marcadores de estas regiones hubiese dado lugar
a un porcentaje mayor de LOH y/o MSI.

c) Una tercera razon puede estar dada por la
ausencia de células tumorales en orina debido al
modo de obtencion de las muestras, al analizar
orina de miccion espontanea matinal y no de
lavado vesical, y por otro, a la contaminacion por
leucocitos.

La presencia de leucocitos puede enmascarar
la LOH/MSI por predominio de células inflamato-
rias sobre las células tumorales. Van Rhif et al.*8
sugiere en su trabajo la imposibilidad de realizar
esta técnica ante la presencia de mas de 20 leu-
cocitos por campo microscopico en orina.
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Estos resultados demuestran que el estudio
de células tumorales presentes en el sedimento
urinario de pacientes portadores de T. Vesicales
con técnicas de biologia molecular y utilizando
un panel de marcadores que involucren preferen-
temente la region 9p21, permite elevar el porcen-
taje de sensibilidad con respecto a las técnicas
tradicionalmente utilizadas.

Globalmente nuestros resultados asi lo com-
prueban, sobre todo en tumores de estadio mas
bajo donde el porcentaje de sensibilidad obtenido
fue del 80,4 en tumores Tla. En la bibliografia
encontramos valores similares, 75% de sensibili-
dad en tumores superficiales utilizando igual
numeros de marcadores pero en series mas redu-
cidas?6.

Respecto a la sensibilidad por marcadores,
aunque D4S243 fue el mas sensible con un 40%
todos los marcadores utilizados tenian porcenta-
jes de alrededor del 30% de sensibilidad.
Analizando los resultados obtenidos con los mar-
cadores de 9p la sensibilidad estaria entre un 50-
55%, muy similar a las informadas por otros
autores®.

Por otro lado la presencia en esta serie de
mayor namero de AM en tumores superficiales
indica que aunque las alteraciones de distintas
regiones estan implicadas en el proceso de tumo-
rogénesis del cancer vesical, las regiones 9p y 4
son particularmente importantes en este proce-
S0, y que estan alteradas en un porcentaje mayor
en tumores superficiales.

Con respecto al estadio tumoral, hemos
encontrado una correlaciéon estadisticamente sig-
nificativa entre la presencia de alteraciones en
microsatélites (AM), dada sobre todo por el
hallazgo de MSI, y los tumores superficiales
(p=0,002). La presencia de AM en tumores de
grado bajo (GI-II) es estadisticamente significati-
va tanto por el hallazgo de MSI (p<0,001) como
por la presencia de LOH (p<0,004).

Asi pues, en conjunto se observa AM significa-
tivas con marcadores de 9p y 4 en tumores
superficiales sobre todo, en tumores GI-GII.

Mao et al.!® y Berger et al.#* no encontraron
AM en tumores GI con un panel de 17 microsaté-
lites. Estos autores sugieren que los tumores GI
no son sensibles a las alteraciones microsatélites,
sin embargo, nuestros resultados contradicen
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sus hallazgos. Asi mismo, Berger et al.#* obtienen
mayor numero de LOH en tumores infiltrantes
que en superficiales, y mayor porcentaje de LOH
en tumores de grado II-III que GI, es decir, al con-
trario que nosotros pero solamente describe un
2% de MSI en su serie.

Von Knobloch et al.#> no encuentran una rela-
cién significativa entre la presencia de AM, en
suero y orina, con el estadio y grado tumoral.

Por el contrario, Habuchi et al.?? informan que
por lo menos el 50% de los tumores de bajo grado
y estadio han perdido segmentos en 9p.
Christensen et al.!® describen al igual que noso-
tros una relacion entre la AM en 9p y tumores de
bajo grado mientras que las AM en marcadores
de 2p, 17p, 9q, bq y 10p se asociaban a tumores
de alto grado y propone dos hipdtesis para el
desarrollo del cancer de vejiga.

La primera estaria basada en una seleccion
clonal®® en la que en la fase infiltrante, los clones
tumorales que presentan pérdida de 5q, 10p, 17p
etc tienen ventaja en cuanto al crecimiento res-
pecto a los clones que llevan la LOH de 9p de
manera que en los Ta se observara la LOH de 9p
mientras que en los infiltrantes las células con
LOH en 9p van muriendo mientras crecen las que
llevan el resto de alteraciones que son las que se
detectaran. Una segunda hipétesis es que existan
2 vias hacia el estado infiltrante del tumor. Una
via que parte de tumores Ta y otra de carcinomas
"in situ".

En cualquier caso, nuestros datos coinciden
con Christiansen et al.!® por lo que respecta a AM
de 9p y encontramos una relacion clara entre la
LOH de los marcadores de 9p y la presencia de
tumores superficiales.

En 7 de 45 muestras de tumor las alteraciones
genéticas encontradas fueron diferentes a las del
sedimento urinario. Esto podria ser debido a la
presencia de gran cantidad de células normales
contaminando la muestra tumoral, sobre todo en
tumores pequenos y superficiales, unas de las
razones por la cual discontinuamos el estudio, o
bien, por la presencia de células en orina de un
clon diferente al obtenido en el tejido tumoral
analizado.

Mao et al.!® describi6 en la orina de dos
pacientes AM que no estaban presentes en el teji-
do tumoral correspondiente.
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El hallazgo de citologia positiva o sospechosa
sin AM en la muestra de orina (falsos negativos),
estaria dado por la presencia de clones celulares
que este grupo de marcadores microsatélites uti-
lizados no serian capaces de detectar. Podriamos
atribuirle también al elevado porcentaje de falsos
positivos que presenta la citologia urinaria como
técnica independiente.

Destacar la especificidad del método ya que
ningun paciente del grupo control presento AM ni
imagenes cistoscopicas que sugirieran la presen-
cia de lesiones vesicales. Diferentes trabajos con-
sultados presentan valores similares!3:20.50,

Varios estudios previos describen la probable
presencia de 2 o mas genes supresores de tumo-
res (TSG) en 9p21-p22 ademas del gen CDKN2A
que esta implicado en melanoma. Dada la gran
cantidad de genes potencialmente implicados en
los complejos procesos de iniciacion tumoral,
escape de la apoptosis, y metastasis, es posible
que varios TSG involucrados en mas de un tipo
de tumor residan en una misma region genoémi-
ca. La region de LOH estudiada por nosotros
comprende ademas de un TSG ya descrito, el gen
CDKNZ2A, implicado en melanoma, dos posibles
TSG uno centromérico y otro telomérico respecto
de CDKN2A. Estas regiones estan implicadas en
cancer de vejiga, adenoma de pituitaria, cancer
de pulmoén de células no pequenas (NSCLC) can-
cer de pulmoén de células pequenas (SCLC) y car-
cinoma de células escamosas de cuello y cabeza
(HNSCC). Es muy probable que alguno de estos
genes esté envuelto en uno de los primeros pasos
que conducen al cancer de vejiga?9-51,

CONCLUSIONES

Con el analisis de microsatélites en células
tumorales del sedimento urinario demostramos
mayor eficacia en el diagnédstico de tumores vesi-
cales que la tradicional citologia. Nuestros resul-
tados demuestran el aporte que pueden realizar
las técnicas de biologia molecular al elevar los
porcentajes de sensibilidad sobre todo en €l diag-
nostico de tumores de bajo grado y estadio. La
presencia de alteraciones en 9p21-22 en tumores
superficiales quedo en evidencia al encontrar
mayor numeros de LOH en este grupo de pacien-
tes. El hallazgo de MSI en cromosoma 4, estadis-
ticamente significativo en tumores superficiales,
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podria deberse a la presencia en esta region de alte-
raciones moleculares que den inicio a los procesos
de tumorogénesis vesical. Estas alteraciones impli-
cadas en los procesos de generacion y desarrollo del
cancer vesical pueden ser observadas en células del
sedimento urinario utilizando un método no invasi-
vo como lo es el analisis de microsatélites en orina.

Con la bateria de marcadores utilizados en
este estudio, 4 marcadores microsatélites de cro-
mosoma 9p21 y uno de cromosoma 4, fuimos
capaces de detectar el 74% de todos los tumores
estudiados con solo dos casos de falsos positivos.
El conocimiento de las diferentes regiones y sus
marcadores microsatélites implicadas en la géne-
sis del cancer vesical permitira confeccionar un
grupo de marcadores que serian de gran utilidad
para €l diagnostico del cancer vesical aumentado
la sensibilidad del método.
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