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RESUMEN

CADHERINA E, CATENINA BETA, ANTIGENO Ki-67 Y PROTEINA P53 EN EL PRONOSTICO DE LA RECIDIVA
TUMORAL EN LOS TUMORES SUPERFICIALES DE VEJIGA T1

Introduccién: La historia natural del carcinoma superficial de vejiga (CSV) se caracteriza por su alta tasa de
recidivas y por la capacidad de progresar a estadios infiltrantes. Vamos a investigar la capacidad de prediccion
de recidiva tumoral de la proteina p53, el antigeno Ki-67 y las moléculas de adhesion celular Cadherina E y
Catenina Beta

Material y método: 88 tumores T1 con una mediana de tiempo libre de enfermedad de 36 meses. Han recibi-
do tratamiento profilactico con BCG 81 mg. semanal durante seis semanas el 58% de la serie. Para p53 y Ki-67
se establecio el nivel de 10% de células tenidas para considerar positivo el tumor. Para Cadherina E y Catenina
se han establecido dos grupos: uno con los valores 0-4 (negativo), y otro con los valores 5-8 (positivo).

Resultados: Han recidivado el 31% de los tumores y progresado a estadio infiltrante el 3% La expresion de
Ki-67 se correlaciona con grado (p ,002) y permeacion linfatica (p ,028). La multiplicidad tumoral con la falta de
expresion de Cadherina E y Catenina Beta. Solo la expresion de Ki-67 (p .049) y la de Catenina Beta (p .039)
alcanzan significacion estadistica. En el estudio multivariante sélo la falta de expresion de Catenina Beta mues-
tra tener valor pronostico independiente para recidiva (p .049; O.R : 2,4-6,9)

Conclusiones: Los marcadores mas tutiles son Ki-67 y Catenina Beta. Solo la Catenina Beta muestra un valor
independiente para recidiva tumoral.

Los tumores que no expresan Catenina Beta o Cadherina E tienen un menor tiempo libre de recidiva.

Palabras clave: Factores prondsticos. Carcinoma superficial de vejiga. Inmunohistoquimica.

ABSTRACT

PROGNOSTIC VALUE OF E-CADHERINA, BETA CATENIN, KI, Ki-67 ANTIGEN AND P53 PROTEIN
IN THE SUPERFICIAL BLADDER TUMORS

Introduction: The natural history of the superficial carcinoma of bladder is characterized by his high rate of
recurrence and by the aptitude to progress to higher stages. We are going to investigate the capacity of predic-
tion for tumor recurrence of protein p53, antigen Ki-67, E Cadherin and Beta Catenin

Material and method: 88 T1 tumors with a median of free time of disease of 36 months. 58% of the serie has
received prophylactic treatment with BCG 81 mg. weekly for six weeks. Cut-oof level for For P53 and Ki-67 is 10
% of stained cells. For E Cadherin and Beta Catenin we have established two groups: one with the values 0-4
(negative), and other one with the values 5-8 (positive).

Results: Recurrence rate 31 %, stage progression 3 %. Ki-67 expression is correlated with grade (p .002) and
lymphatic permeation (p .028). Multiplicity is correlated with lack( of Cadherin and Catenin’s expression. Only
Ki-67 expression (p .049) and lack of Beta Catenin expression (p .039) reach statistical significance. In multiva-
riant study only lack of Beta Catenin’s expression shows independent recurrence value (p .049; O.R: 2,4-6,9)

Conclusions: The most useful prognmostic markers are Ki-67 and Catenina Beta

Only Beta Catenin Beta shows independent value for tumour recurrence.

Tumors wich lack expression for Catenin B or Cadherin E have lower recurrence free time.

Keywords: Prognostic factors. Superficial bladder cancer. Inmunohistochemistry.
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a historia natural del carcinoma superficial

de vejiga (CSV) se caracteriza por su alta tasa
de recidiva y por la capacidad de progresar a
estadios infiltrantes. Las caracteristicas histopa-
tologicas “clasicas” del tumor (estadio, grado,
permeacion linfatica, nimero, tamano...) no tie-
nen en muchos casos la suficiente capacidad
para predecir la evolucion y el potencial agresivo
del tumor. La llegada de la biologia molecular al
campo de la oncologia vesical ha permitido la
aplicacion de la misma para intentar mejorar la
prediccion del pronéstico de los TSV.

En este trabajo, vamos a investigar de forma
retrospectiva la capacidad de predecir la recidiva
tumoral de la proteina p53, el antigeno Ki-67 y
las moléculas de adhesion celular Cadherina E y
Catenina Beta

La proteina p53 es un regulador de expresion
génica que actiia como factor de trascripcion
capaz de activar y reprimir determinadas protei-
nas que actuan en el ciclo celular en el paso de
Gl a S.

La forma nativa o “wild” tiene una vida media
corta, inferior a veinte minutos, por lo que es
muy dificil su deteccion por técnicas de inmu-
nohistoquimica. Sin embargo, la mutacion del
gen lleva a la expresion de formas mutadas de
proteina que en la mayoria de las ocasiones pro-
longa su vida media, facilitando su determina-
cion.

El valor pronostico de la proteina p53 en el
carcinoma superficial esta por definir. Asi, hay
autores que defienden su capacidad de predecir
la recidival? y progresion®® incluso en estadios
Ta?7, mientras que otros no encuentran tal capa-
cidad prondstica ni para recidiva’1°, ni para pro-
gresion® 11,12,

Esta discrepancia de resultados puede deber-
se a:

— Diversidad de anticuerpos (DO-7, pAb 1801.)
con distintos resultados en el mismo grupo
de enfermos!3.

— Distintos niveles de corte.

— Problemas metodologicos tales como ntimero
de enfermos, escaso seguimiento, procesa-
miento de la muestra.

— Algunas mutaciones del gen no prolongan la
vida media de la proteina y no son detecta-
bles por inmunohistoquimica.
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—Ausencia de relacion causal entre mutacion
y acumulacion de proteina'4.

Dentro de Espana, la situacion es similar, con
autores que consideran la determinacion de p53
util para predecir recidiva”!%16 o progresion!®17.18
mientras que otros no encuentran que aporte
nada en recidiva!7-2% ni en progresion!9-21,

La Cadherina E forma parte de un conjunto de
moléculas, llamadas de adherencia celular, que
participan activamente en las interacciones de
célula a célula y las interacciones entre células y
componentes de la matriz extracelular.

Las Cadherinas son una familia de glicoprotei-
nas transmembrana que participan en la adhe-
rencia celular calcio dependiente. Se fijan entre si
mediante interacciones homotipicas homofilicas
y son cruciales para establecer y mantener las
conexiones intercelulares y controlar la polaridad
y morfologia tisular.

Tienen una region extracelular, una region
transmembrana y una region carboxi-terminal
localizada en el citoplasma. Esta porcion se une
al citoesqueleto celular a través de otras protei-
nas llamadas Cateninas (alfa, beta y gamma).
Esta asociacion es esencial para que las
Cadherinas ejerzan correctamente su funcion.

Se dividen en mas de veinte subclases siendo la
Cadherina E la correspondiente al epitelio, aunque
no de manera exclusiva.

La Cadherina E es codificada en el brazo largo
del cromosoma 16, en la posicion 22.1. Se ha
pensado que el gen de la Cadherina E seria un
gen supresor ya que existe relacion entre muta-
ciones a ese nivel y pérdida de expresion de
Cadherina E en las tinciones tisulares.

La pérdida de cohesién de las células tumora-
les es uno de los procesos principales en la inva-
sion y metastasis tumoral. La Cadherina E juega
un papel importante en este proceso ya que la
Cadherina E juega un papel fundamental para
mantener la integridad y la polaridad del epitelio
y su pérdida o disminucién favorece la dispersion
de las células tumorales.

En el urotelio normal su expresion es homo-
génea en los bordes celulares excepto en el que se
encuentra en contacto con la membrana basal

En los tumores de vejiga se ha observado una
disminucion de su expresion con aumento del
grado y del estadio??24,
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Se ha asociado a recidiva tumoral®>26. Sin
embargo, donde la mayoria de los autores han
observado que su falta de expresiéon se relaciona
con progresion tumoral??26 y un tiempo de
supervivencia corto?2232627  Incluso dentro de
los tumores infiltrantes permite establecer distin-
tos nivele de pronoéstico segun el grado de tin-
cion?2,

Las Cateninas son proteinas intracistoplas-
maticas que unen el extremo carboxi-terminal de
las Cadherinas al citoesqueleto celular de actina.
Se distinguen tres tipos: alfa, beta y gamma.

En el urotelio sano se localizan en los bordes
celulares pero no el lado que se apoya en la mem-
brana basal.

Es escasa la literatura que investiga el papel
de las Cateninas en el cancer de vejiga. De ellas
la mas estudiada has sido la Catenina Beta. La
pérdida de su expresién se relaciona con mal pro-
nostico y corta supervivencia pero siempre aso-
ciada a la pérdida de expresion de Cadherina E.
Por si sola no tiene valor pronéstico independien-
te para predecir supervivencia del enfermo2227,
Asi mismo su expresion disminuye con el grado y
el estadio?428,

La proteina Ki-67 se encuentra presente en el
nucleo de las células en proliferacién celular
(aumentando su concentracion desde la fase G1
a la fase M, en la cual su nivel es el mas alto),
pero no en las que se encuentran en fase quies-
cente o en reposo (GO).

Las alteraciones en la proliferacion celular,
que surgen de la pérdida de control del ciclo celu-
lar, pueden ser estudiadas y cuantificadas deter-
minando la expresion nuclear de proteina Ki-67
mediante técnicas de inmunohistoquimica.

La expresion de Ki-67 se correlaciona bien con
el grado y estadio tumoral29-39,

Cada vez existen mas estudios mostrando en
el analisis multivariado que la expresion de Ki-67
es un marcador pronéstico independiente de reci-
diva®9-10.22.28.49-54 como de progresion®!-33, si
bien algunos autores no encuentran que su
determinacion aporte nada ni en la recidiva
tumoral*#33 ni en la progresion*°8,

En los tumores de grado bajo e intermedio
(G1-G2) considerados de bajo riesgo, la determi-
naciéon de Ki-67 permite diferenciar grupos de
mayor agresividad, que justificaria en ellos una
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terapia mas agresiva que la que le corresponderia
por sus caracteristicas de estadio y grado®3l.
Incluso en aquellos tumores tnicos y bien diferen-
ciados, la expresion de Ki-67 nos indica aquellos
con mayor probabilidad de recurrir antes del ano®*.
En Espana son pocos los autores que han
estudiado la relacion existente entre Ki-67 y la
recidiva y progresion tumoral en los tumores de
vejiga. Rodriguez Alonso!8, San Miguel Fraile!S,
Moyano Calvo!” y Lopez Beltran3® observan que
la expresion de Ki-67 tiene valor prondstico para
recidiva tumoral, mientras que para progresion
tumoral so6lo la encuentra Rodriguez Alonso
cuando establece el nivel de corte al 27%.

MATERIAL Y METODO

Hemos determinado, ademas de las variables
clasicas, la expresion de Cadherina E, Catenina
Beta, antigeno Ki-67 y proteina p53 en 88 carci-
nomas superficiales de vejiga que reunian los
siguientes requisitos:

— RTU completa

— Localizacion exclusivamente vesical

— Ausencia de Tis asociado

— Seguimiento minimo de dos afios.

Los estudios inmunohistoquimicos para la
determinacion de la expresion de antigeno Ki-67,
proteina p53 , Cadherina E y Catenina Beta se han
realizado aplicando la técnica inmunoperoxidasi-
ca, método ABC (complejo streptavidina-biotina-
peroxidasa) para material incluido en parafina.

El desenmascaramiento del antigeno se reali-
z06 mediante calor en olla Duramatic (Kunhrikon)
con tampén citrato al 1:100 manteniendo duran-
te dos minutos a maxima temperatura.

— Para identificar el antigeno Ki 67 se utilizo el
anticuerpo monoclonal IgG1l anti-Ki-67 MIB-1
(Byosistems SA, Costa Brava 30, Barcelona) du-
rante 32 minutos.

— Para identificar la proteina p53 se utilizo el
anticuerpo monoclonal IgG2a kappa anti-p53
BP53-12 (Byosistems SA, Costa Brava 30,
Barcelona) durante el mismo periodo de tiempo.

— Para identificar la Cadherina E se utiliz6 el
anticuerpo monoclonal Novocastra NCL-E-Cad a
dilucion 1:200 durante 18-24 horas.

— Para identificar la Catenina Beta se utiliz6 el
anticuerpo monoclonal Novocastra NCL-B-Cat a
dilucion 1:25 durante 18-24 horas.
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Para determinar la proporcion de Ki-67 y p53
se ha procedido a contar el numero de células
positivas en 10 campos de gran aumento (x400) y
dividirla por el numero de células existentes en
ese campo. Para determinar el numero total de
células existente por campo se ha procedido a
contar las mismas mediante morfometro por el
mismo observador.

En ambos casos se establecio el nivel de 10%
de células tenidas para considerar positivo el
tumor (Figs. 1y 2).

La valoraciéon de la expresion de Cadherina E
y Catenina Beta se realiz6 midiendo la extension
y la intensidad de la tincion de O a 4 y de mane-
ra independiente, segiin siguiente esquema:

Extension
0 no se observa tincion
1 tincion menor del 25%
2 tincion entre el 25% y el 50%
3 tincion entre el 50% y el 75%
4 tincion superior al 75%
Intensidad
0 ausencia de tincion
1 tincién débil
2 tincién débil-moderada
3 tincion moderada-intensa
4 tincion intensa

En ambos casos se han establecido dos gru-
pos: uno con los valores 0-4 (negativo), y otro con
los valores 5-8 (positivo) (Figs. 3y 4).
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Catenina Beta. Curva de Kaplan-Meyer. Supervivencia libre de enfermedad.

Para garantizar la fiabilidad de la téc-
nica, en cada serie de tincion se reali-
z6 un control positivo previamente
contrastado asi como un control nega-
tivo en el que se sustituy6 el anticuer-
po primario especifico por suero nor-
mal.

Para la variable Tamafo se han esta-
blecido dos grupos, uno con tamano
menor que 3 ccy otro con mayor o igual
a 3 cc, y el namero se ha agrupado en
unico y multiple.

Los tumores T1G2 y T1G3 fueron trata-
dos mediante instilacion intravesical
con 81mg de BCG Connaught semanal-

FIGURA 1. Inmunotincion para Ki-67 (x400).

mente durante seis semanas, comenza-
do las instilaciones entre las tres y cua-
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Cadherina. Curva de Kaplan-Meyer. Supervivencia de enfermedad.

tro semanas posteriores a la reseccion.
El seguimiento se ha efectuado median-
te ecografia y citologia. Cuatrimestral-
mente durante los dos primeros anos,
semestralmente los tres siguientes y
anualmente desde entonces. Siempre
que se ha considerado necesario se ha
realizado cistoscopia.

En el analisis estadistico se ha utilizado
la prueba Chi cuadrado para las varia-
bles discretas. El analisis multivariante
se ha realizado siguiendo el método de
regresion logistica multivariante de
Cox. El estudio de supervivencia libre
de enfermedad se ha realizado median-

FIGURA 2. Inmunotincién para p53. (x400).

te el método de Kaplan-Meyer.
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En la Tabla 2 se muestra la correlacion
de las variables clasicas con las varia-
bles del estudio. La expresion de Ki-67
se correlaciona con grado (p ,002) y per-
meacion linfatica (p ,028). La multiplici-
dad tumoral con la falta de expresion de
Cadherina E y Catenina Beta.

En la Tabla 3 se muestra la relacion de las
variables de estudio con la recidiva tumo-
ral. Solo la expresion de Ki-67 (p ,049) y la
de Catenina Beta (p ,039) alcanzan sig-
nificacién estadistica.

Han recidivado el 38% de los que no
han recibido tratamiento profilactico
frente al 28% de los que si lo recibieron
(p ,355).

FIGURA 3. Inmunotincién para Catenina Beta. (x400).

En el estudio multivariante so6lo la falta
de expresion de Catenina Beta muestra
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Catenina Beta. Curva de Kaplan-Meyer. Supervivencia libre de enfermedad.

tener valor pronoéstico independiente
para recidiva (p ,049; O.R:2,4-6,9).

La relacion entre la expresion del inmu-
nomarcador, la recidiva tumoral y el tra-
tamiento profilactico se muestra en la
Tabla 4. Los tumores que expresan Ca-
tenina Beta (p ,047) se benefician de
tratamiento profilactico.

El estudio de supervivencia libre de
enfermedad se muestra en las Figuras 1
a la 4. S6lo la expresion de Catenina
Beta y la Cadherina B alcanzan signifi-
cacion estadistica (p ,001 y p ,034 res-
pectivamente), siendo mayor la supervi-
vencia cuando son positivas.

FIGURA 4. Inmunotinciéon para Cadherina E. (x 400)

RESULTADOS

Se analizan 88 tumores T1 con una mediana
de tiempo libre de enfermedad de 36 meses.

E158% de la serie ha recibido tratamiento pro-
filactico con BCG 81 mg semanal durante seis
semanas.

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas
de los tumores, tanto en las variables “clasicas”
como las de estudio.

Han recidivado el 31% de los tumores y pro-
gresado a estadio infiltrante el 3%. Esta baja tasa
de progresion no nos permite realizar un analisis
pronostico para la progresion tumoral.
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DISCUSION

En nuestra serie soélo la expresion de Ki-67
(p .049) y la de Catenina Beta (p .039) se relacio-
nan con la recidiva tumoral, recidivando con mas
frecuencia aquellos tumores que expresan el
antigeno Ki-67 mas del 10% de sus células o
aquellos que no expresan Catenina Beta. Esta
ultima es la que muestra valor pronéstico inde-
pendiente de recidiva en el analisis multivarian-
te, aunque la expresion de Ki-67 se sittia muy
cercana a la significacién estadistica (p ,082).

Respecto a la expresion de Ki-67 estos resul-
tados se muestran acordes con los de la literatu-
ra consultada. La mayoria de los autores estan de
acuerdo en que la expresion de Ki-67 es un mar-
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Tabla 1
Caracteristicas de la serie.
Variable %
Grado Gl 34
G2 46
G3 20
Linfatico Lx 29
LO 67
L1 4
Numero Unico 66
Multiple 34
Tamano <3 cc 38
>3 cc 62
P53 negativo 84
positivo 16
Ki-67 negativo 63
positivo 37
Cadherina E positiva 44
negativa 56
Catenina Beta positiva 45
negativa 55

cador pronostico independiente de recidiva, tanto
a nivel internacional39-10-22.28.31-33 ¢omo nacio-
nall6-18.35

No hemos encontrado trabajos que relacionen
expresion de Catenina Beta con recidiva tumoral,
aunque sl con peor supervivencia y siempre aso-
ciada a la Cadherina E. En nuestra serie la falta de
expresion de Catenina Beta tiene valor pronéstico
independiente para recidiva tumoral. ;Podria ser-
vir para indicar tratamiento profilactico?.

Tabla 2

En nuestra serie ni la Cadherina E ni la expre-
sién de proteina p53 son factores pronoésticos de
recidiva, posiblemente por la baja tasa de progre-
siébn que presenta la misma. Como hemos visto
en la literatura, la expresion de Cadherina E se
asocia fundamentalmente a progresién tumo-
ral?226, Jgualmente muchos autores aceptan que
la utilidad mayor de la p53 es predecir la progre-
si6on tumoral*-6:15.17.18,

Coincidiendo con la literatura tanto la falta de
expresion de Cadherina E como de Catenina Beta
se asocia a un menor tiempo libre de enfermedad,
posiblemente porque la ausencia de expresion
indica una mayor capacidad de diseminacion y
posible siembra intravesical, facilitando la recidi-
va tumoral.

Ninguno de los inmunomarcadores es util para
predecir la respuesta a las instilaciones con BCG.
Estos resultados estan en consonancia con los de
la literatura, aunque ésta fundamentalmente se
ha centrado en la relacion entre p53 y BCG.

Solo hemos encontrado menor recidiva, esta-
disticamente significativa en los tumores que si
expresan Catenina Beta y son tratados con BCG.
Es decir aquellos tumores que a priori, segin
nuestro estudio, tienen menos probabilidades de
recidivar.

La mayoria de los autores estan de acuerdo en
que la expresion de p53 previo al tratamiento no
permite predecir la respuesta al mismo, aunque
si lo hace la expresion de p53 tras tratamiento
con BCGS*.

Relacion entre las variables clasicas y los inmunomarcadores. Se expresa en %.

Variables P53 positivo Ki-67 positivo Cadherina E negativo Catenina Beta negativa
Grado G1 7 17 55 50
G2 17 40 52 51
G3 30 70 65 70
Valor de p n.s. ,002 n.s. n.s.
Linfatico Lx 12 53 56 56
LO 17 31 53 51
L1 33 100 100 100
Valor de p n.s. ,028 n.s. n.s.
Namero  Unico 21 35 27 42
Multiple 7 45 72 69
Valor de p n.s. n.s. ,023 ,046
Volumen <3cc 12 36 43 60
> 3cc 18 43 51 61
Valor de p n.s. n.s. n.s. n.s.
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Tabla 3
Frecuencia de recidiva en relaciéon con las variables
Variables % Recidiva Valor de p
Grado G1 31 n.s.
G2 35
G3 46
Linfatico Lx 36 n.s
LO 29
L1 33
Numero Unico 31 n.s
Multiple 32
Tamano <3 cc 27 n.s
>3 cc 34
P53 negativo 29 n.s
positivo 43
Ki-67 negativo 22 ,049
positivo 43
Cadherina E positiva 26 n.s
negativa 35
Catenina Beta positiva 20 ,039
negativa 40

Tabla 4
Recidiva en relacion al tratamiento y al status del marcador

(%) No BCG Valor de
tratamiento P

p53 Negativo 37 26 n.s
Positivo 43 43

Ki-67 Negativo 28 23 n.s
Positivo 50 36

Cadherina E =~ Negativo 33 36 ,059
Positivo 45 18

Catenina Beta Negativo 44 39 ,047
Positivo 39 18

Existen pocas publicaciones que relacionen
Ki-67 con BCG, con resultados dispares y no
hemos encontrado ninguna que relacione las
moléculas de adhesion con la inmunoterapia con
BCG.

CONCLUSIONES

- Los marcadores mas utiles para predecir
recidiva tumoral son Ki-67 y Catenina Beta, reci-
divando mas cuando son Ki-67 positivos y/o
Catenina Beta negativos.

— Solo la Catenina Beta muestra un valor inde-
pendiente para recidiva tumoral en el estudio
multivariante, si bien la expresion de Ki-67 se
encuentra muy cercana (p ,082).
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— Tanto la falta de expresion de Catenina Beta
como de Cadherina E se asocian a un menor
tiempo libre de recidiva.

— Los tumores tratados con BCG que si expre-
san Catenina Beta tienen un numero de recidivas
menor. Dado que en nuestro estudio estos tumo-
res son los que menos recidivan, creemos que la
expresion o no de Catenina Beta no debe influir
en la decision de utilizar BCG.
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