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RESUMEN

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EXPRESION DE p53, Ki67, bcl-2 y CK20 EN EL CARCINOMA
TRANSICIONAL SUPERFICIAL DE VEJIGA: CORRELACION CON LA RECURRENCIA, GRADO HISTOLOGICO
Y ESTADIO CLINICO

OBJETIVO: Analizar la correlacion entre la expresion de p53, Ki67, bcl-2 y CK20, detectadas por técnicas de
inmunohistoquimica, con las variables prondsticas clasicas: grado histolégico, estadio clinico y recurrencia del
tumor.

MATERIAL Y METODOS: Estudiamos 57 biopsias de carcinomas transicionales superficiales de vejiga. Las
biopsias valoradas correspondian a 36 y 21 carcinomas transicionales de vejiga no recidivantes y recidivantes,
respectivamente. Determinados la correlacion entre la expresion de p53, Ki-67, bcl-2 y CK20 con el estadio cli-
nico, grado histoldgico y la recurrencia del tumor.

RESULTADOS: Demostramos una correlacion estadisticamente significativa entre la expresion de Ki-67 y p53
con el grado histoldgico y la recidiva del tumor. No demostramos asociacion estadisticamente significativa entre
la expresion de bcl-2 y CK20 con el grado histolégico, estadio clinico y recurrencia del tumor.

CONCLUSIONES: La expresion de p53 y Ki-67 aumenta conforme aumenta el grado histolégico del tumor y
permite predecir la recurrencia de los carcinomas transicionales superficiales de vejiga.

PALABRAS CLAVE: Carcinoma transicional superficial. Vejiga. Proteina p53. Ki-67. bcl-2. CK20.

ABSTRACT

COMPARATIVE ANALYSIS OF p53, Ki-67, bcl-2 AND CK20 EXPRESSION IN SUPERFICIAL TRANSITIONAL
CELL CARCINOMA OF URINARY BLADDER: CORRELATION WITH RECURRENCE, HISTOLOGICAL GRADE
AND CLINICAL STAGE

OBJETIVE: We examined the presence of p53, Ki-67, bcl-2 and CK20, as detected by immunohistochemistry,
and correlated with the classic variables (grade, stage and recurrence).

MATERIAL AND METHOD: The authors evaluated 57 superficial transitional cell carcinomas. Biopsy speci-
mens examined included non recurrent transitional cell carcinomas (n=36) and recurrent transitional cell carci-
nomas (n=21). Association of bcl-2, p53, Ki-67 y CK20 index immunoreactivity with tumor grade, clinical stage
and tumor recurrence was examined.

RESULTS: Ki-67 and p53 expression were related to the degree of differentiation and recurrence of the di-
sease. bcl-2 and CK20 were not correlated with grade, stage and recurrence of the disease.

CONCLUSIONS: Positivity for Ki-67 and p53 increase with grade of the disease. P53 and Ki-67 are predictors
of tumor recurrence for patients with superficial transitional cell carcinoma.

KEY WORKS: Transitional cell carcinoma. Bladder. p53 protein. Ki-67. bcl-2. CK20.
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Esté ampliamente aceptado que la mayor
parte de las enfermedades neoplasicas se
caracterizan por una proliferacién incontrolada y
por su pérdida de diferenciacién celularl.
Ademas de estas alteraciones las células cance-
rosas adquieren durante el proceso de transfor-
macién maligna, capacidad para infiltrar, metas-
tatizar, asi como resistencia a multiples farma-
cos. Estas caracteristicas son reflejo de las alte-
raciones genéticas que puede ser debidas basica-
mente a activacién de proto-oncogenes o inacti-
vacién de genes supresores.

Tradicionalmente, se considerd que los facto-
res prondsticos méas importantes en el carcinoma
transicional de vejiga eran el grado histolégico y
el estadio clinico?. Sin embargo, actualmente se
sabe que dos tumores morfolégicamente simila-
res pueden tener una agresividad biol6gica com-
pletamente diferente3+. Por este motivo, se estan
incorporando nuevos marcadores inmunohisto-
quimicos capaces de detectar alteraciones genéti-
cas que nos permitan predecir la agresividad y/o
recurrencia de estos tumores y asi poder disefiar
nuevas estrategias terapéuticas.

En los ultimos afos se ha desvelado que la fun-
cion de algunos protoncogenes como el bcl-22:5-10,
genes supresores como el p5326.11-16  factores de
proliferacion celular como el Ki6724510.17-23 y |g
expresion de ciertas queratinas como CK2024-26
podrian estar relacionados con el grado histol4gi-
co, estadio clinico y la recurrencia del carcinoma
transicional de vejiga. Numerosos estudios han
evaluado el grado de expresion de algunos de estos
marcadores inmunohistoquimicos en el carcinoma
transicional de vejiga con resultados controverti-
dOSZ’ 4—19‘

El objetivo de este estudio es valorar la expre-
sién de p53, Ki-67, bcl-2 y CK20 en resecciones
transuretrales con carcinomas transicionales
superficiales de vejiga (estadio pTay pT1l) y estu-
diar la correlacion de estos parametros inmu-
nohistoquimicos con la recurrencia, grado histo-
l6gico y estadio clinico.

MATERIAL Y METODOS
Hemos estudiado retrospectivamente 57 biop-
sias de vejiga tomadas al azar del archivo de
nuestro servicio y que fueron diagnosticadas en
nuestro Servicio de carcinoma transicional de
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vejiga entre los afios 1987-1996. Treinta y seis
biopsias corresponden a carcinomas transiciona-
les superficiales de vejiga no recurrentes y 21
biopsias a carcinomas transicionales de vejiga
recurrentes. En los tumores recurrentes el estu-
dio inmunohistoquimico se realizé en la primera
biopsia. El periodo de seguimiento minimo en los
carcinomas transicionales fue de 6 afios. En
todos los casos se revisaron las biopsias para
confirmacion del diagnostico histoldgico.

Para la inmunohistoquimica se utilizaron los
anticuerpos monoclonales p53, Ki-67, bcl-2 y
CK20, cuyo fabricante, dilucion de trabajo y
designacion del clon viene especificado en la
Tabla I. En la p53, Ki-67 y bcl-2 la valoracion se
hizo cuantitativamente, expresando el resultado
en porcentajes. Para la CK20 la valoracion fue
cualitativa: positiva o negativa.

La técnica de inmunohistoquimica se realizo
sobre secciones tratadas previamente a la inmu-
notincion para facilitar el acceso de los anticuer-
pos a los antigenos tisulares. Se utilizo la olla a
presion durante 5 minutos en tampdn citrato a
pHG28. Posteriormente se realizé una inhibicién
de la peroxidasa endégena con peroéxido de hidroé-
geno al 3% durante 10 minutos y se incubaron
con el anticuerpo primario diluido adecuadamen-
te en tampon tris-salino durante un tiempo varia-
ble segun el anticuerpo empleado. EI método uti-
lizado para la deteccion fue el de estreptoavidina-
biotina marcada con peroxidasa y el cromégeno
del revelado fue diaminobencidina (DAB).

Antes de proceder a la cuantificacién de los
resultados de inmunohistoquimica, se valoré en
todos los casos la calidad de la técnica de inmu-
nohistoquimica y se seleccionaron las areas con
mas positividad, evitando mediciones en areas
periféricas, zonas desvitalizadas, con necrosis o
artefacto.

TABLA |

CARACTERISTICAS DE LA TECNICA
DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA LOS DISTINTOS
ANTICUERPOS

Anticuerpo Clon | Dilucién | Procedencia | Tiempo de
incubacion
P53 DO-7 1:100 Dako® 30 minutos
Ki67 Ki S5 1:50 Dako® 1 hora
Bcl-2 124 1:80 Dako® 30 minutos
CK20 Ks 20,8| 1:25 Dako® 30 minutos
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En el estudio estadistico se incluyen las
siguientes variables: grado histolégico (G1, G2 o
G3), estadio clinico (pTa o pT1) y recurrencia (si
0 no) con la expresién de los distintos marcado-
res inmunohistoquimicos: p53, Ki 67, bcl-2 y
CK20. El estudio estadistico se analizé mediante
el test de X2 o la prueba exacta de Fisher. Se con-
sider6 que un valor era estadisticamente signifi-
cativo, cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicopatolégicas se mues-
tran en la Tabla Il. La edad de los enfermos oscilo
entre los 46 y 86 afios (media 70 afios). El segui-
miento clinico estd comprendido entre los 180 y 72
meses (media de 156 y 108 meses para los tumores
No recurrentes y recurrentes, respectivamente).

La expresion en porcentajes de los distintos
marcadores inmunohistoquimicos segun grado
histolégico, estadio clinico y recurrencia del
tumor esta reflejada en las Tablas Ill, IV y V.

El estudio estadistico entre las tres variables
analizadas (grado histoldgico, estadio clinico y
recurrencia) con los distintos parametros inmu-
nohistoquimicos se refleja en la Tabla VI. Los
parametros inmunohistoquimicos relacionados
con el grado histoldgico fueron el indice de proli-
feracion celular: Ki-67 (p=0,003) y p53 (p=0,043),
apreciandose un incremento de la actividad pro-
liferativa y de la expresiéon de p53, conforme
aumenta el grado histolégico del tumor.

TABLA 1l
DATOS CLINICO-PATOLOGICOS DE LOS CARCINOMAS

TRANSICIONALES SUPERFICIALES DE VEJIGA

N° de casos
Recurrente No recurrente
(n=21) (n=36)

Edad: 70 69
Sexo:

* Hombres 16 (76%) 32 (89%)

* Mujeres 5 (24%) 4 (11%)
Grado histoldgico:

e G1 8 (38%) 11 (31%)

e G2 10 (48%) 16 (44%)

* G3 3 (14%) 9 (25%)
Estado clinico:

e PTa 13 (62%) 21 (58%)

e PT1 8 (38%) 15 (42%)
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TABLA 11l

PORCENTAJE DE LOS DISTINTOS MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS SEGUN EL GRADO

HISTOLOGICO

Grado | Grado Il Grado Il

(n=19) (n=26) (n=12)
P53 27% 40% 41%
Ki67 9% 20% 30%
Bcl-2 6% 2% 1%
CK20 10+/9- 7+/19- 6+/6-

TABLA IV

PORCENTAJE DE LOS DISTINTOS MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS SEGUN EL ESTADIO CLINICO

PTa pT1l
(n=34) (n=23)
P53 30,6% 43,4%
Ki67 13,7% 29,6%
Bcl-2 3,8% 2,1%
CK20 15+/19- 8+/15-
TABLA V

PORCENTAJE DE LOS DISTINTOS MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS SEGUN LA RECURRENCIA

Recurrentes No recurrentes
(n=21) (n=36)
p53 52% 29,4%
Ki67 18,19% 20,4%
Bcl-2 3,3% 3,5%
CK20 9+/12- 14+/22-

Ninguno de los factores estudiados demostra-
ron asociacion estadistica con el estadio clinico
del tumor. Por dltimo cuando se estudi6 la aso-
ciacion estadistica entre los distintos parametros
inmunohistoquimicos y la recurrencia del tumor,
se demostré una mayor expresion de p53 en los
tumores recurrentes (Tabla VI).

DISCUSION
El 80% de los carcinomas transicionales de
vejiga son superficiales® y aproximadamente el
70% recidivan después de la extirpacion?.
Tradicionalmente se ha considerado que el grado
histolégico y el estadio clinico eran los factores
pronésticos mas importantes en el carcinoma
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TABLA VI

CARCINOMA TRANSICIONAL SUPERFICIAL DE VEJIGA
RECURRENTE Y NO RECURRENTE. RESULTADOS DE
ANALISIS ESTADISTICO DEL GRADO HISTOLOGICO
Y ESTADIO CLINICO CON LOS PARAMETROS
INMUNOHISTOQUIMICOS

Grado histolégico | Estadio clinico | Recurrencia
P53 p=0,04 p=0,23 p=0,03
Ki-67 p=0,003 p=0,30 p=0,65
Bcl-2 p=0,49 p=0,89 p=0,09
CK20 p=0,66 p=0,49 p=0,56
transicional superficial de vejiga? pero en

muchas ocasiones no es posible predecir la re-
currencia de los mismos basados en estos crite-
rios, como se demuestra en nuestro trabajo y
otros similares34.

Muchos estudios han valorado la asociacion
de distintos marcadores inmunohistoquimicos
como bC|—22‘5'lO, p532,6,ll-17’ Ki 675,10,18-24 y
CK202527 con los factores prondsticos clasicos y
con la recurrencia pero los resultados son con-
tradictorios y las series dificiles de comparar,
principalmente por la gran heterogeneidad en el
estadio clinicos de los diferentes trabajos.

Nosotros hemos analizado la utilidad de estos
marcadores inmunohistoquimicos en los carcino-
mas transicionales de vejiga, y lo hemos correla-
cionado con las variables pronésticas clasicas
(estadio clinico y grado histolégico) y la recurren-
cia del tumor.

La expresion media de bcl-2 en los carcinomas
transicionales superficiales de vejiga de nuestra
serie fue del 3,4%. Estos resultados son llamati-
vamente inferiores a los publicados en la litera-
tura, cuya variabilidad oscila entre el 10 y el
70%°>10. Su expresion, aunque variable, es casi
constante en las capas basales del epitelio tran-
sicional sano®, y suele estar disminuida en el car-
cinoma transicional de alto grado y estadio clini-
c0>10, Algunos autores consideran que la expre-
sion de bc-2 podria tener un efecto "protector” en
estas neoplasias®, como ya se ha demostrado en
tumores de otra localizacién?9-31,

Con respecto a la asociacion de la expresion
de bcl-2 con el grado histolégico y estadio clinico
se aprecian marcadas variaciones segun las dis-
tintas series* 6-10, Nuestros resultados se mues-
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tran acordes con los presentados por Nakopoulou
y cols.5, ya que apreciamos una relacién inversa
entre el grado histolégico y el estadio del tumor,
aunque sin demostrar una asociacion estadistica
significativa.

Por altimo, en nuestro estudio y coincidiendo
con Wu y cols.%, la expresion de bcl-2 no tuvo
capacidad predictiva en la recurrencia del tumor.
Los resultados en la literatura son variables y
contradictorios ya que mientras Atug® y Kirsh®
consideran que la expresion de bcl-2 tiene un
prondstico adverso, Vollmer?, Li® y Lipponen’
consideran que tienen un efecto protector. A
nuestro entender, estos resultados deben de ser
confirmados mediante estudios en series mas
amplias.

Las mutaciones de p53 son muy frecuentes en
los canceres humanos, reflejando una prolifera-
cion incontrolada y una pérdida de diferenciacion
celular. El urotelio benigno generalmente no
muestra tincion positiva para la p5332, mientras
que la expresién en el carcinoma transicional de
vejiga varia entre el 17-78%2561213.33-36  En
nuestra experiencia la expresiéon media de p53
fue de 36%. Esta gran variabilidad en los resul-
tados puede ser reflejo de la gran heterogeneidad
regional®?, los distintos puntos de corte emplea-
dos para determinar si la tincion es positiva o
negativa®® y por dltimo los diferentes métodos
para cuantificarlo.

Muchos estudios han verificado la relacion
existente entre la expresion de p53 con el grado
histologico, estadio clinico y recurrencia del
tumor®1517.37-39 Estos datos sugieren la posibili-
dad de que la expresién de p53 sea un marcador
de progresion y agresividad tumoral, apoyandose
precisamente en la escasa 0 nula expresion de
este marcador en el urotelio normal. Nuestro tra-
bajo, pone de manifiesto una relacién directa sig-
nificativa entre la expresién de p53 y el grado his-
toldgico (p=0,04) y con la recurrencia (p=0,03) del
tumor. Sin embargo, no hemos apreciado que la
expresion de p53 guarde relacion estadistica-
mente significativa con el estadio clinico del
tumor, aunque si se aprecia diferencia entre los
tumores estadio pTay pT1.

En nuestro trabajo se aprecia como el porcen-
taje medio de expresion de p53 es mayor en los
tumores recurrentes (Tabla V). Cuando valora-
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mos cada caso de forma individual se observaba
gue algunos tumores no recurrentes tienen una
expresion de p53 similar a la de los recurrentes;
sin embargo, en los tumores recurrentes la
expresion de p53 fue siempre superior al 20%.
Estos datos sugieren que la expresion de p53
podria ser un marcador de recurrencia tumoral y
pensamos que aquellos tumores que tienen una
expresion baja de p53 no suelen recurrir, aunque
la expresion alta de p53 no sea sinénimo de recu-
rrencia.

La expresion de Ki-67 en el epitelio transicio-
nal sano es bajo y limitado a los estratos mas
basales'®. En los carcinomas transicionales
superficiales de vejiga la expresion de Ki-67 esta
aumentada y la distribucion es muy heterogénea
incluso dentro del mismo tumor. En nuestra
serie, el porcentaje medio de expresion de Ki-67
fue del 18%, estos resultados coinciden con la
literatura, cuya variabilidad oscila entre el 5y el
50%, segun las diferentes series®.

La mayor parte de los autores coinciden en
sefialar que la expresion de Ki-67 varia significa-
tivamente con el grado histoldgico y estadio clini-
co del tumor. En nuestro trabajo se aprecia como
la expresion de Ki-67 varia de manera significati-
va respecto al grado histolégico. Estos resultados
coinciden con gran parte de la literatura, y
encontramos diferente expresion de Ki-67 segun
cada uno de los grados histol6gicos. ElI mayor
grado de discordancia esta en los tumores con
grado histolégico 2. Posiblemente esto se deba a
que es el grupo mas heterogéneo y subjetivo para
su clasificaciéon y a la distinta proporcion segun
las diversas series.

También apreciamos como la expresion de Ki-
67 aumenta conforme lo hace el estadio clinico
tumoral, pero sin observarse asociacion estadis-
tica. La mayor parte de los autores coinciden en
sefalar diferencias entre los tumores superficia-
les e infiltrantes®2%23 y son menos los estudios
que encuentran diferencias dentro de los tumo-
res superficiales!®23, como es nuestro caso.

Por altimo, en nuestra serie no encontramos
asociacion entre la expresion de Ki-67 y la recu-
rrencia o no del tumor. Los resultados de los dife-
rentes trabajos que analizan la relacion entre la
expresion de Ki-67 y la recurrencia varian enor-
memente; esto posiblemente se deba a los dife-
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rentes sistemas de clasificacion, puntos de corte
empleados o0 a anticuerpos monoclonales. Nues-
tros resultados coinciden con los aportados por
Rodriguez et al.17, Zlotta et al.*0 y Pfister et al.*%,
en los cuales la expresion de Ki-67 no parece ser
un factor predictivo en la recurrencia.

La influencia de la expresion de CK20 en el car-
cinoma transicional de vejiga se ha estudiado rela-
tivamente poco, y siempre en relacién con el diag-
nostico®®, grado histologico?® y recurrencia®l-43,
Algunos autores han observado que la expresion
de CK20 puede ser usada como marcador de
recurrencia en el carcinoma transicional®?. Otro
estudio més reciente, demostré una mayor tasa
de recurrencia en los tumores transicionales con
expresion anormal de CK2043, pero sin demos-
trar asociacion estadistica, por lo que los resulta-
dos no son consistentes.

En nuestro estudio la Ck20 fue positiva en el
40% de los casos y no encontramos buena corre-
lacion de la expresion de CK20 con la recurrencia
tumoral, grado histolégico ni estadio clinico. Sin
embargo, consideramos muy util el estudio de la
expresion de CK20 junto a otras citokeratinas,
especialmente CK7, ya que frecuentemente
ayuda a determinar el origen de tumores, cuyo
primario no es conocido**. Su principal aplica-
cion en el aparato genitourinario, es que permite
diferenciar el origen vesical o prostatico, cuando
los carcinomas son pobremente diferenciados.

En resumen, nuestros resultados sugieren
que la expresion de p53 puede ser un marcador
de recurrencia tumoral en los carcinomas transi-
cionales superficiales de vejiga, por lo que acon-
sejamos su determinacion en los servicios de
anatomia patolégica, asi como un seguimiento
clinico mas estricto en pacientes con expresion
alta de p53.
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