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RESUMEN
OBJETIVOS: Valorar la capacidad pronóstica de la sobre-expresión de p53, la expresión del factor de prolifera-

ción nuclear Ki67 y de la pérdida de expresión de la proteína del retinoblastoma (prot. Rb), valorados mediante inmu-
nohistoquímica, en los tumores vesicales infiltrantes.

MATERIAL Y MÉTODOS: 47 pacientes diagnosticados de tumor vesical profundo. 42 varones y 5 mujeres. Edad
media 63 años. Mediana de seguimiento 10 meses. Recidiva en 19 pacientes (40%). Tiempo medio hasta la recidiva
8,5 meses. Se valoró la expresión de p53 y Ki67 en 47 pacientes y la de la prot. Rb en 40 pacientes.

RESULTADOS: p53: La media de expresión fue del 41%. Existen diferencias significativas en la expresión de p53
entre los pacientes que no presentaron recidiva y los que si lo hicieron (p = 0,03). Los pacientes con p53 > 20% tie-
nen una supervivencia libre de progresión significativamente menor que los pacientes con p53 < 20% (p = 0,04). Ki67
y prot. Rb: No existen diferencias significativas en la aparición de recidivas ni en el tiempo libre de progresión con la
sobre-expresión de Ki67 ni con la pérdida de expresión de prot. Rb. Existe una correlación estadísticamente signifi-
cativa entre la expresión de p53 con la de Ki67 (p = 0,001) y la de prot. Rb (p = 0,03).

CONCLUSIONES: La oncoproteína p53 es un buen marcador para el pronóstico de recidivas y de supervivencia
libre de enfermedad en los tumores vesicales profundos.

ABSTRACT
OBJECTIVES: To determinate whether increased expression of the p53 and Ki67 and the of the tumour supres-

sor gene retinoblastoma (prot Rb), in an inmunohistochemistry study, were associated with relapse in invasive blad-
der cancer.

MATERIALS AND METHODS: 47 patients with invasive bladder cancer. 42 men and 5 women. Mean age 63 years
old. Relapse in 19 patients (40%). Mean time until recurrence 8.5 months. p53 and Ki67 were study in 47 patients
and prot Rb in 40 patients.

RESULTS: p53: Mean expression 41%.There were significant differences in the increased expression of p53 bet-
ween patients with and without relapse (p = 0.03). A statistically significant association was then observed between
patients with p53 > 20% (vs p53 < 20%) and adverse outcome of the disease (p = 0.04). Ki67 and prot Rb: There were
no significant differences in relapse and progression free survival between Ki67 > 40% (vs Ki67 < 40%) and prot Rb
< 10% (vs prot Rb > 10%). p53 expression showed a statistically significant correlation with Ki67 and prot Rb.

CONCLUSION: p53 is a good prognostic marker for the relapse and progression free survival in invasive bladder
cancer.
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El pronóstico de los tumores vesicales infil-
trantes depende fundamentalmente del

estadio patológico y del grado de diferenciación
tumoral. En los últimos años se está intentando
complementar estos factores pronósticos con
estudios en los que se incluyen distintos facto-
res moleculares. Las mutaciones de los genes
que codifican las proteínas relacionadas con el
ciclo celular así como los acúmulos patológicos
de estas proteínas son los marcadores más estu-
diados.

En el presente estudio se valora la capacidad
pronóstica de la expresión de la oncoproteína p53,
la expresión del factor de proliferación nuclear
Ki67, y la pérdida de expresión de la proteína del
retinoblastoma (prot. Rb).

Se estudiaron 47 pacientes diagnosticados de
tumor urotelial vesical con infiltración de la capa
muscular en los que, mediante inmunohistoquí-
mica, se valoró la alteración de cada uno de los
marcadores tumorales, relacionando estas altera-
ciones con la aparición de recidivas y el tiempo
libre de recidiva. También se estudió la posible
asociación de los marcadores entre sí.

MATERIAL Y MÉTODOS
Se realizó el estudio inmunohistoquímico en 53

pacientes diagnosticados de tumor vesical infil-
trante. De ellos se excluyeron del estudio 6 pacien-
tes por presentar un adenocarcinoma vesical, 4
carcinomas escamosos y un carcinoma “in situ”.

De los 47 pacientes incluidos en el estudio, 42
fueron varones y 5 mujeres. La edad media fue de
63 años (41-82 años).

El tratamiento consistió en cistectomía radical
en 23 pacientes (49%), cistectomía más quimiote-
rapia en otros 13 pacientes (27%) y quimioterapia
más radioterapia en 11 pacientes (23%).

Se asoció quimioterapia en los pacientes que
presentaron enfermedad localmente avanzada
tras la cistectomía (pT4) y/o en pacientes que pre-
sentaron afectación ganglionar en el momento de
la cistectomía.

En 11 pacientes se realizó un tratamiento de
conservación vesical asociando quimio y radiote-
rapia. Siguiendo la clasificación TNM 1997, tras la
cistectomía 13 pacientes presentaron estadio pT2
(27%), 13 estadio pT3 (27%), 9 estadio pT4 (19%).
En un paciente (2%) no se observó tumor en la

pieza de cistectomía (pT0). Todos los pacientes que
siguieron  la pauta de conservación vesical pre-
sentaban un estadio clínico T2 N0 M0.

Once pacientes (23%) presentaron afectación
ganglionar en el momento de la cistectomía.

El tumor estaba bien diferenciado (G1) en tres
pacientes (6,4%), moderadamente diferenciado
(G2) en 13 pacientes (27,7%) y pobremente dife-
renciado (G3) en 31 pacientes (66%).

La media de seguimiento fue de 14 meses (1-
51). Mediana 10 meses. Dos pacientes se perdie-
ron a lo largo del seguimiento.

A lo largo del seguimiento, 19 pacientes (40,4%)
presentaron recidiva local o metástasis a distan-
cia. 16 pacientes (34%) fallecieron, 11 con progre-
sión de la enfermedad y 5 por otras causas. El
tiempo medio hasta la recidiva fue de 8,5 meses
(mediana 6 meses). El tiempo medio hasta la
muerte fue de 11,3 meses (mediana 10 meses).

Estudio inmunohistoquímico

Se realizó el estudio inmunohistoquímico sobre
las piezas de cistectomía en los casos en los que
el tratamiento definitivo fue la cirugía y sobre la
resección transuretral diagnóstica en los casos en
los que se realizó conservación vesical. En los 47
pacientes se valoró la expresión de p53 y Ki67,
mientras que la prot Rb sólo pudo valorarse en 40
pacientes.

Todos los análisis inmunohistoquímicos se han
realizado sobre secciones de 4 micrómetros, fija-
das en formalina y obtenidas del tumor primario
incluido en parafina. La inmunohistoquímica se
ha llevado a la práctica con un inmunoteñidor
automático (Techmate 500; Dako, Copenhague,
Dinamarca) con el EnVisión + System (Dako), en
el cual el anticuerpo secundario se acopla a un
polímero de dextrano ligado a las moléculas de
peroxidasa. La actividad de peroxidasa endógena
se neutraliza con peróxido de hidrógeno al 5% en
solución de metanol durante 30 minutos a tem-
peratura ambiente. La recuperación de antígeno
se realiza con un tratamiento de microondas
durante 20 minutos en un aparato de microondas
de 800 wats. Se ha usado suero de conejo para la
fase de bloqueo. El anticuerpo primario se aplica
durante 120 minutos a temperatura ambiente.
Las secciones son entonces lavadas con buffer de
lavado a temperatura ambiente. El siguiente paso
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es la adición de reactivos con EnVisión + System
e incubación durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las placas son lavadas con buffer de
lavado y tratadas con una solución de 0,05% de
hidrocloruro de diaminobencina y 0,1% de peró-
xido de hidrógeno 0,05 mL/I de TRIS-tampón sali-
no a pH 7,4 a temperatura ambiente, durante 5
minutos. Después del lavado en agua destilada
durante 3 minutos las preparaciones son teñidas
con una solución modificada de hematoxilina de
Harris, deshidratada y montada. Para los contro-
les negativos se usa suero normal de cordero en
vez de anticuerpo primario.

Anticuerpos utilizados: Para Ki67 usamos MIB
1 (Zymed) en una dilución de 1/800. Para p53 usa-
mos DO7 (Novocastra) en una dilución de 1/1600.
Para la prot Rb, anticuerpo Pharmin-Gen, en una
dilución 1/50. La recuperación del antígeno por
microondas se ha realizado para todos los anti-
cuerpos.

En cada caso se ha expresado el resultado en
porcentaje de núcleos teñidos.

El estudio de los resultados se ha realizado de
dos maneras:

a) Comparando entre los grupos la media del
porcentaje de células teñidas.

b) Agrupando a los pacientes de acuerdo con el
porcentaje de expresión. En el caso del Ki67 en dos
grupos, el que incluye los pacientes que expresan
entre 0 y 40% y el que recoge a los pacientes que
expresan más de 40% de las células. En el caso
p53 se dividen en aquellos que expresan p53 entre
el 0 y 20% y aquellos que tienen una expresión
mayor del 20%. Para la pérdida de expresión de la
prot Rb se utilizó como punto de corte el 10% de
las células teñidas. El criterio para la agrupación
se basa en lo publicado y en criterios propios.

Las preparaciones inmunohistoquímicas fue-
ron estudiadas de forma independiente por dos
anatomopatólogos. Cuando existía una discor-
dancia de células teñidas mayor del 5% se efectuó
una nueva evaluación de las preparaciones.

Estudio estadístico

Para el estudio de asociación de variables cuali-
tativas se han utilizado tablas de contingencia 2 x
2, determinándose el Test exacto de Fisher. Para la
comparación de medias se ha utilizado la prueba T
para la comparación de medias. El coeficiente de

correlación de Pearson para la relación de varia-
bles cuantitativas y el análisis de supervivencia de
Kaplan-Meier con comparación de curvas de
supervivencia (prueba Log-Rank).

El estudio estadístico se ha realizado con el
programa estadístico SPSS.

RESULTADOS
La p53 se expresó en 40 pacientes (85%). La

media de expresión fue del 41%. En los pacientes
que presentaron recidiva tras el tratamiento, la
media de p53 fue del 54% mientras en los pacien-
tes que no tuvieron recidivas esta media fue del
31%. Esta diferencia es estadísticamente signifi-
cativa (p = 0,044). 21 pacientes (44,6 %) presen-
taron p53 < 20% y 26 >20%.

En todos los pacientes existía algún tipo de
expresión de Ki67. La media de expresión en los
pacientes en los que no se produjo recidiva, fue del
22% mientras que la media en los pacientes en los
que si hubo recidiva fue del 28% (p = 0,2). 21 pacien-
tes (44,6%) presentaron Ki67 < 40% y 26 > 40%.

En todos los pacientes existía algún grado de
pérdida de expresión de la prot Rb. La media de
expresión en pacientes que no habían recidivado
fue del 54% mientras que en los pacientes con reci-
diva esta media fue del 31% (p = 0,1). 29 pacien-
tes (71%) presentaron prot Rb > 10% y 11 < 10%.

Existe una correlación estadísticamente signi-
ficativa entre la expresión de p53 con la expresión
de Ki67 (p = 0,001) y con la pérdida de expresión
de prot Rb (p = 0,03). Esta correlación no aparece
cuando se comparan Ki67 con prot Rb (p > 0,05).

Relación de p53 Ki67 y prot Rb con la progresión

(Tabla I)

Del grupo con una expresión de p53 < 20%, 16
pacientes no presentaron recidiva y 5 pacientes si
lo hicieron. Del grupo con una expresión de p53 >
20%, 10 no presentaron recidiva y 14 si lo hicieron
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TABLA I

RELACIÓN DE p53, Ki67 Y Rb CON LAS RECIDIVAS

p53* Ki67 Rb

< 20% > 20% < 40% > 40% > 10% > 10%

Progresión No 16 10 14 12 16 5

Si 5 14 7 12 10 6

*p = 0,034



(p = 0,034). En el estudio de regresión logística
multivariado, la expresión de p53 deja de ser un
factor influyente independiente en beneficio del
estadio (p = 0,05 ExpB = 5,14).

Los pacientes con una expresión de Ki67 < 40%
presentaron recidiva en 7 ocasiones y 14 se
encuentran libres de enfermedad. De los 24
pacientes seguidos con Ki67 > 40% la mitad reci-
divaron y la otra mitad no (p = 0,3) (Fig. 1).

16 pacientes con prot Rb >10% no recidivaron
mientras que 11 si lo hicieron. En el grupo con
expresión de prot Rb < 10%, 5 no progresaron y 6
si lo hicieron (p = 0,4).

Relación de p53, Ki67 y prot Rb con el tiempo

libre de recidiva.

Se compararon las curvas de supervivencia libre
de enfermedad mediante la prueba de Log-Rank,
los pacientes con p53 < 20% tienen un período libre
de recurrencia mayor que los pacientes con p53 >
20%. Esta diferencia es estadísticamente significa-
tiva (p = 0,03).

No existen diferencias en el tiempo hasta la
recidiva utilizando como marcadores el Ki67 ni la
prot Rb.

Relación de p53, Ki67 y prot Rb con la diferen-

ciación celular y la progresión tumoral

No existen diferencias significativas en el por-
centaje de expresión de estos marcadores cuando
se comparan lesiones G1/G2 con tumores G3.

Si dividimos a los pacientes con tumores bien
o moderadamente diferenciados(G1-G2) de los
pobremente diferenciados (G3), se observa que en
estos últimos, que la expresión de p53 por encima
del 20% es un factor pronóstico estadísticamente
significativo para la aparición de recidiva ( p =
0,033) y para el tiempo libre de recidiva (p = 0,040).

DISCUSIÓN
La utilización de marcadores celulares está

intentando complementar el pronóstico de distin-
tos tumores que hasta ahora se basaba en datos
clínicos y/o patológicos.

Los tumores vesicales no son una excepción.
Se han intentado buscar marcadores que nos
orienten en el pronóstico de recidivas y progresión
de los tumores uroteliales superficiales y profun-
dos.

En nuestro estudio utilizamos las oncoproteí-
nas p53 y proteína Rb y el índice de proliferación
nuclear Ki67. Existe una correlación entre el acú-
mulo de p53 con el aumento del índice de prolife-
ración nuclear Ki67 así como con la pérdida de
expresión de la proteína de la prot Rb, no encon-
trando relación de la pérdida de la prot Rb con el
índice Ki67.

La proteína p53 es la más frecuentemente alte-
rada en los tumores humanos1. Es una fosfopro-
teína de 53 Kd de peso molecular codificada en el
cromosoma 17p13.1 y sus funciones principales
son provocar apoptosis, inhibir el ciclo celular y
preservar la estabilidad genética. Además, está
involucrado en la regulación de gran parte del ciclo
celular. Las alteraciones morfológicas de la p53
provocan  su acúmulo en el núcleo celular  alte-
rándose de esta forma todos los mecanismos de
regulación del ciclo celular. Existe una concor-
dancia entre la expresión por inmunohistoquími-
ca y la presencia de mutaciones en el gen que codi-
fica la proteína p532, aunque ésta no  es comple-
ta. Existen mutaciones (tipo no missense) que dan
lugar a proteínas no detectables por inmunohis-
toquímica3. El uso del anticuerpo monoclonal
p1801 ha demostrado una sensibilidad del 90,3%
considerándola positivo cuando el 20% o más de
las células se tiñen positivamente4.

El gen del retinoblastoma fue el primer recono-
cido como gen de supresión tumoral. La proteína
que codifica (prot Rb) regula la progresión del ciclo
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FIGURA 1. Supervivencia libre de progresión. p53 < 20 vs

p53 > 20.



celular en G1 ante la falta de estímulos de creci-
miento. Su mecanismo regulador esta íntima-
mente relacionado con la actividad del p535,6.

El antígeno de proliferación nuclear Ki67 es un
anticuerpo que reconoce proteínas nucleares per-
tenecientes al complejo ADN-replicasa7. Se trata
de un marcador relacionado con la actividad celu-
lar y puede expresarse en todas las fases celula-
res excepto en G08,9.

La proteína p53 es la oncoproteína más estu-
diada en los tumores vesicales. Su utilidad pro-
nóstica ha sido estudiada tanto en tumores vesica-
les superficiales como en tumores profundos, aun-
que en estos últimos existen  resultados contradic-
torios. En la mayoría de los casos se ha encontra-
do una relación de la sobre-expresión de p53 con
la aparición de recidivas, progresión y con la dis-
minución del tiempo libre de progresión2,10-15.
Aunque existen pocos estudios en los que única-
mente se incluyan tumores infiltrantes. En nues-
tra serie se reproducen estos resultados. Si se cla-
sifican los pacientes según la diferenciación celu-
lar puede observarse una diferencia significativa
de expresión de p53 entre los tumores indiferen-
ciados y los bien/moderadamente diferenciados10,
en nuestro caso, no encontramos estas diferen-
cias, pero si seleccionamos únicamente los tumo-
res indiferenciados, el p53 sí es un factor pronós-
tico significativo en la aparición de recidivas y en
el tiempo libre de enfermedad. Cuando se compa-
ran los distintos estadios patológicos, existen dife-
rencias de expresión entre los tumores superfi-
ciales e infiltrantes, aunque muy pocos autores
encuentran diferencias significativas entre los dis-
tintos tumores infiltrantes11,13-15. Otros autores
sin embargo, no encuentran diferencias en el
número de recidivas  ni en el tiempo libre de enfer-
medad con los aumentos de expresión de p53 de
forma global ni cuando se estudian distintos gru-
pos de pacientes10,16-20.

El Ki67 tiene un comportamiento paralelo al
p53, con el que está estadísticamente relacionado
en casi todos los estudios11. Se expresa en la
mayoría de los tejidos tumorales como fue en
nuestro caso (100% de pacientes expresaban
Ki67) aunque se considera patológico cuando
supera el 40% de expresión. El aumento de acti-
vidad nuclear se relaciona directamente con una
peor diferenciación celular y con un estadio más

avanzado, aunque dentro de los tumores infil-
trantes no esta totalmente demostrada esta dife-
renciación7-9,11. En nuestro caso no aparece rela-
ción entre este marcador con la progresión tumo-
ral tras el tratamiento ni con el periodo libre de
enfermedad.

La prot Rb es un marcador menos estudiado en
tumores vesicales. Su pérdida de expresión suele
asociarse a un aumento de la expresión de p53 con
el que está funcionalmente relacionado. Cuando se
estudia la prot Rb distintos autores demuestran
una disminución de la supervivencia global de los
pacientes2,21,22 con la pérdida de expresión de esta
proteína, aunque existen resultados contradicto-
rios en este sentido14. Nosotros tampoco encontra-
mos esta relación con la progresión  de la enferme-
dad ni con la supervivencia libre de enfermedad.

CONCLUSIONES
Existe una correlación estadísticamente signi-

ficativa entre la expresión de p53 con el factor de
proliferación nuclear Ki67 y con la pérdida de
expresión de la proteína del retinoblastoma.

La oncoproteína p53 es un buen marcador para
el pronóstico de recidivas y de supervivencia libre
de enfermedad en los tumores vesicales infiltran-
tes, espacialmente en los indiferenciados.

No encontramos diferencias significativas en la
aparición de recidivas ni en el tiempo libre de
enfermedad en los pacientes con sobre-expresión
de Ki67 ni en los pacientes con pérdida de expre-
sión de la prot. Rb.
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