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RESUMEN

EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTEROIDES Y XENOBIOTICOS (SXR) Y DEL GEN DE MULTIRRESISTENCIA DROGAS (MDR1) Y DE LOS POLIMORFISMOS
DE LAS ENZIMAS GSTS, SULTS Y CYP EN TUMORES VESICALES PROFUNDOS, ANALISIS DE SU EXPRESION Y CORRELACION CON OTROS FACTORES
PRONOSTICOS

Introduccion: El receptor de esteroides y xenobioticos SXR se ha demostrado su activacion por parte de numerosos medicamentos, incluidos potentes induc-
tores del citocromo P450, como la rifampicina y el cotrimazol. La funcion del SXR es bien conocida, y consiste en regular de manera positiva la trascripcion del
citocromo P450 3A4 (CYP3A4) y el gen de multirresistencia a drogas (multidrug resistance gene) MDRI1, se considera una llave clave en el mecanismo regulador
del metabolismo de los xenobiéticos encontrandose involucrado en todas las fases de detoxificacion

Multiples enzimas involucradas en el metabolismo y la degradacion de hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH) son polimérficas en humanos, incluyen-
do la glutation S-transferasa (GSTs), N-acetiltransferasa (NATs), sulfotransferas (SULTs)1Al y el citocromo p450 (CYP)1B1.

Objetivos: Los objetivos que nos hemos planteado son los siguientes: 1. Analizar la expresion del factor de trascripcion SXR y del MDR1 en vejiga mediante
RT-PCR en tiempo real, tanto en vejiga tumoral como vejiga normal. 2. Analizar la relacion de los factores clinicos y patologicos con la expresion del SXR y del
MDRI1. 3. Analizar la expresion de los polimorfismos de CYP1B1, GSTM1 GSTT1 y SULT1AI, y su correlacion con distintos factores clinico patolégicos y mole-
culares.

Material y Métodos: De manera prospectiva se calculé un tamano muestral necesario para este estudio. Se incluyeron 67 pacientes de dos instituciones dis-
tintas (Hospital Universitario Miguel Servet (49 HUMS) y Clinica Universitaria de Navarra (18 CUN)), diagnosticados de cancer vesical infiltrante y tratados
mediante cistectomia radical, se le realiz6 la determinacion de la expresiéon de SXR y MDR1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real, asi como de los polimor-
fismos CYP1B1, GSTM1 GSTT1 y SULT1A1 mediante RFLP (restriccién de la longitud del fragmento del polimorfismo). Se correlaciona mediante tablas de con-
tingencia la correlacién con el resto de los factores prondsticos.

Resultados: La media de seguimiento de los pacientes fue de 23,7 meses, con una mediana de 28,26 meses. De los 67 pacientes estudiados, 31 pacientes
(46,3%) presentaron progresion de la enfermedad, bien en forma de recidiva local, metastasis a distancia o ambos, con un tiempo medio a recidiva de 12,4 meses,
mediana de 10 meses, con un rango de 1,1 mes a 31,9 meses. 36 pacientes (53,7%) no presentaron evidencia de progresion de la enfermedad.

El receptor de esteroides y xenobi6ticos SXR asi como el gen de multirresistenia a drogas (Multidrug resistance gene (MDR1)), se expresan en vejiga normal
(0,94ACt y 0,94ACt) y en vejiga tumoral de la pieza de cistectomia (1,09 ACt y 0,45 ACt). Hemos analizado su expresion de manera cuantitativa y de manera cua-
litativa. La expresion de SXR se correlaciona con la presencia de carcinoma in situ (p=0,024), infiltracion vasculo-linfatica (p=0,05) mientras que MDR1 se corre-
laciona con la presencia de infiltracion vasculo linfatica (p=0,05) A su vez ambos la presencia de ambos factores se correlaciona entre ellos (p=0,011)

Los polimorfismos: CYP1B1, GSTM1, GSTT1 y SULT1A1l, se expresan en vejiga pero su expresion no guarda correlacion con ningun factor pronéstico

Conclusiones: El SXRy el MDR1 se expresan tanto en vejiga normal y tumoral. Y que dicha expresion guarda una correlacion con factores pronodsticos con
influencia en la supervivencia descritas en la literatura.

Palabras clave: Tumores vesical profundos. Biologia molecular. Factores pronosticos.

ABSTRACT

STEROID AND XENOBIOTIC RECEPTOR (SXR), MULTIDRUG RESISTANCE GENE (MDR1) AND GSTs, SULTs AND CYP POLYMORPHISM EXPRESSION IN
INVASIVE BLADDER CANCER, ANALYSIS OF THEIR EXPRESSION AND CORRELATION WITH OTHER PROGNOSTIC FACTORS

Introduction: Steroid and Xenobiotic Receptor (SXR) has demonstrated its activation by numerous drugs, including cytochrome P450 potent inducers like
rifampicina or cotrimazol. The role of SXR is well known, and lies regulating in a positive manner cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) transcription and the multi-
drug resistance gene (MDR1), it's considered a key in the xenobiotic detoxification mechanism, being involved in all phases of the detoxification process.

Enzymes involved in Policyclic Aromatic hidrocarbures (PAH) metabolism and degradation are polymorphic in humans, including glutation S-transferases
(GSTs), N-acetiltransferases (NATs), sulfotransferases (SULTs)1A1 and cytochrome p450 (CYP)1B1.

Objectives: The objectives we've planned are: 1. Analyze the expression of the transcription factor SXR and MDRI1 in bladder by means of RT-PCR real time,
both in normal bladder and in tumoral bladder. 2. Analyze the relation between clinical and pathological factors with the expression of SXR and MDRI1. 3. Analyze
the expression of the polymorphims CYP1B1, GSTM1 GSTT1 and SULT1A1 and their correlation with different clinic-pathological and molecular factors.

Material and Methods: In a prospective way the size of the sample was estimated. In 67 patients from two institutions (Hospital Universitario Miguel Servet
(49 HUMS) and Clinica Universitaria de Navarra (18 CUN)), diagnosed of invasive bladder cancer and treated by means of radical cystectomy, were determined
the expression of both SXR and MDRI1 by means of real time PCR, as well as the polymorphisms CYP1B1, GSTM1 GSTT1 y SULT1Al by means of RFLP
(Restriction fragment length polymorphism). Correlations with other prognostic factors by contingency tables were performed.

Results: Average follow up was 23,7 months with a median of 28,26 months. Of the 67 patients studied, 31 patients (46,3) presented disease progression,
in form of local recurrence or in distant metastasis or both. With a average time to progression of 12,4 months and a median of 10 months, with a range of 1,1
month to 31,9 month. 36 patients (53,7%) did not have any evidence of disease progression during follow up.

The Steroid and Xenobiotic Receptor as well as the Multidrug Resistance Gene (MDR1) are expressed in both normal bladder (0,94ACt y 0,94ACt) and tumo-
ral bladder in the cystectomy specimen(1,09 ACt y 0,45 ACt). We've analyzed their expression in a quantitative manner and in a qualitative manner. The expres-
sion of SXR correlates with the presence of ca. in situ (p=0,024), vasculo-lymphatic invasion (p=0,05) mean while MDRI1 correlates with presence of vasculo-lymp-
hatic invasion (p=0,05) Both factors are correlate between each others (p=0,011).

Polymorphisms: CYP1B1, GSTM1, GSTT1 and SULT1A1l, are expressed in these patients but their expression doesn’t correlates with any prognostic factor

Conclusions: Both SXR and MDRI1 are expressed in normal bladder as well as in tumoral bladder. And their expression correlates with different prognostic
factors with influence in the survival described in the literature

Keywords: Invasive bladder cancer. Molecular biology. Prognostic factors.
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Lle-lﬂneoplasia vesical es una de las entidades
as frecuentemente tratadas por el urélogo!.
La mayoria, casi el 90%, de los tumores de uro-
telio se originan en la vejiga?. El cancer de vejiga
supone el 2% de todos los tumores malignos, la
segunda neoplasia urolégica, el cuarto cancer
mas frecuente en el varon y la décima mas fre-
cuente en la mujer®. En el ano 2005 se han esti-
mado unos 63.210 nuevo casos diagnosticados
en Estados Unidos de Ameérica (47.010 varones y
16.200 mujeres). En el aflo 2005 supuso la causa
de muerte para 4429 personas en Espana, 3672
varones y 757 mujeres?.

La caracteristica fundamental del cancer infil-
trante de vejiga, es la invasion de la capa muscu-
lar, la cual es un marcador importante de pro-
gresion®. Se asocia a la presencia de ganglios lin-
faticos afectados en un 40-50%, fundamental-
mente a nivel pélvico, y con la existencia de
metastasis a distancia a lo largo de su evoluciéon
en un 50-70% de los casos.

En el campo de la biologia molecular, se han
realizado multiples investigaciones asociadas a
esta enfermedad, pero hoy en dia continta sin
esclarecerse, de una forma sélida y consistente,
ninguna variable o determinante que condicione la
practica clinica diaria de los urdlogos y oncologos.

La modificaciéon de las pautas terapéuticas,
asi como la combinacién de las mismas, y el
modo de combinarlas, sigue estando bajo el con-
dicionante de la biologia celular, mientras que la
biologia molecular y sus marcadores aportan
informacién adicional de cara a estudios pronos-
ticos. No habiéndose conseguido consolidar su
utilizacion en la practica clinica diaria. El objeti-
vo de identificar y de condicionar un tratamiento,
mas o menos agresivo, en funciéon de la identidad
tumoral a nivel molecular, contintia siendo una
quimera.

El receptor de esteroides y xenobioticos SXRS,
estd codificado por NRI1I2(Nuclear Receptor
Nomenclatura Homepage)’, se ha demostrado su
activacion por parte de numerosos medicamen-
tos, incluidos potentes inductores del citocromo
P450, como la rifampicina y el cotrimazol®8°. El
SXR, a su vez, se ha descrito su presencia a nivel
hepatico, intestinal, tanto delgado como grueso®:
89 y mas recientemente a nivel pulmonar y
renall®.
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La funcion del SXR es bien conocida, y con-
siste en regular de manera positiva la trascrip-
cion del citocromo P450 3A4 (CYP3A4) y el gen de
multirresistencia a drogas (multidrug resistance
gene) MDR17'11, y se considera una llave clave en
el mecanismo regulador del metabolismo de los
xenobiodticos!'?15, encontrandose involucrado en
todas las fases de detoxificacion.

A través de una combinacion de abordajes far-
macologicos y genéticos, se ha demostrado que el
SXR activa la expresion de MDR1 en hepatocitos
y ceélulas intestinales y que dicha activacion,
resulta en un mayor aflujo de droga, siendo la
primera evidencia de que el SXR regula la coordi-
nacion de multiples vias, tanto del metabolismo
como de la excrecion de xenobiotios, en distintos
tejidos.

La expresion del MDRI1 en vejiga se ha demos-
trado, asi como su induccién por agentes quimio-
terapicos, poniendo en evidencia que la sobre-
expresion del MDRI1 puede contribuir a la resis-
tencia a agentes antineoplasicos!S.

La exposicion a hidrocarburos policiclicos
aromaticos (PAH) y las aminas aromaticas, en su
mayoria por el tabaco o por exposiciones labora-
les, se ha asociado a la carcinogénesis del cancer
de vejigal”. Multiples enzimas involucradas en el
metabolismo y la degradacion de estas sustan-
cias procancerigenas son polimorficas en huma-
nos, incluyendo la glutation S-transferasa
(GSTs), N-acetiltransferasa (NATs), sulfotransfe-
ras (SULTs)1A1 y el citocromo p450 (CYP)1B1. Se
ha hipotetizado que las variaciones genéticas de
estas enzimas podrian contribuir a las variacio-
nes interindividuales de la susceptibilidad geneé-
tica al cancer de vejigal®.

GSTs comprenden una importante familia de
enzimas que metabolizan una amplia variedad de
xenobioticos, catalizando la conjugacion de glu-
tation (GSH) y promoviendo una defensa celular
contra los agentes citotoxicos y posibles agentes
quimicos cancerigenos!®. GSTM1 detoxifica elec-
trolitos hidrofébicos derivados del metabolismo
de los xenobidticos, incluyendo epoxidos deriva-
dos de los PAH'9. GSTT1 se ha considerado uno
de las enzimas mas suicidas de todas las GSTs y
exhibe una actividad catalitica distinta compara-
da con otras GSTs?°. Las delecciones de GSTM1
y GSTT1, que llevan a la pérdida de la actividad
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enzimatica, son relativamente prevalentes en dis-
tintas poblaciones. La prevalencia estimada del
fenotipo GSTM1 nulo es de alrededor del 50% y
del GSTT1 nulo es de alrededor del 15-25% en
poblacion caucasica y de un 60-80% en pobla-
cion asiatica?°.

Debido al papel de las enzimas GSTs en el
metabolismo de cancerigenos, se han desarrolla-
do multiples estudios analizando los efectos de
los polimorfismos de GTSs en la susceptibilidad a
cancer en general y a los canceres relacionados
con el tabaco en particular!®. El fenotipo GSTM1,
nulo ha centrado la atencion y se ha asociado con
el efecto marginal en la susceptibilidad genética
de los canceres relacionados con tabaco, inclu-
yendo cancer de vejiga?!. Sin embargo, existen
varios estudios informando acerca del papel del
genotipo GSTT1 nulo y su riesgo en cancer de
vejiga y aunque disponemos de resultados, estos
son contradictorios?223,

La sulfotransferasa 1A1 (SULT1Al) y el cito-
cromo P450 1B1 (CYP1B1) también estan involu-
crados en el metabolismo de las PAHs y de la
aminas aromaticas. SULT1A1l pertenece a la
superfamilia de genes que estan involucrados en
el metabolismo de xenobioticos via sulfonacion??.
La sulfonacién es un paso comun en la detoxifi-
cacién, sin embargo, los aniones sulfatados pue-
den ser descompuestos (limpiados) de manera
heterotipica y liberar sus electrofilicos que pue-
den unirse al ADN?%. El cambio de un nucleétido,
de guanosina (G) a adenina (A) que conlleva a un
cambio de aminoacidos, de arginina a histidina
en el codon 213, ha sido identificado y puede
conllevar una menor actividad enzimatica y ter-
moestabilidad?®. CYP1B1 activa carcinogenos re-
lacionados con el tabaco como dihidrodioles-
PAH??. Un polimorfismo identificado ha sido el
cambio de un nucleétido, de guanosina (G) a ade-
nina (A), que conlleva un cambio de aminoacidos,
de valina a leucina en el codon 43228, Con el alelo
leucina 432, que posee una menor eficiencia
catalitica para la 4-hidroxilacién que el fenotipo
salvaje??, sugiere una posible reduccion del ries-
go de cancer.

Se ha hipotetizado sobre el efecto que las
variaciones genéticas de estos genes metabélicos
tienen en la susceptibilidad individual al cancer
de vejiga, demostrandose un mayor riesgo de pa-

decer cancer de vejiga en los genotipos GSTT1 nulo
y GSTM1 nulo, con una odds ratio de 1,69
(IC95%= 1,1-2,56) y de 1,69 (IC95%= 1,02-2,95)
respectivamente. El efecto de GSTM1 nulo se ha
visto particularmente en grandes fumadores, exis-
tiendo un efecto combinado con la exposiciéon a
aminas aromaticas (OR=2,77 1C95%=1,08-7,10).
Asimismo se observo una tendencia aumentada
de riego de cancer comparando sujetos con geno-
tipo GSTT1 y GSTM1 normal comparandolos con
aquellos que presentasen uno o dos genotipos
nulos. El polimorfismo de SULT1A1 (Arg 213 His)
ha demostrado u efecto protector en la génesis
del cancer de vejiga'®. Resultados que sugieren
que la susceptibilidad individual al cancer de
vejiga esta modulada por los polimorfismos de
GSTT1, GSTM1 y SULT1A1l.

De esta manera, los objetivos que nos hemos
planteado son los siguientes:

1. Analizar la expresion del factor de trascrip-
cion SXR y del MDR1 en vejiga mediante RT-PCR
en tiempo real, tanto en vejiga tumoral como veji-
ga normal.

2. Analizar la relacion de los factores clinicos y
patolégicos con la expresion del SXR y del MDRI.

3. Analizar la expresion de los polimorfismos de
CYP1B1, GSTM1 GSTT1 y SULTI1AI, y su corre-
lacién con distintos factores clinico patologicos y
moleculares.

MATERIAL Y METODOS

En 67 pacientes de dos instituciones distintas
(Hospital Universitario Miguel Servet (49 HUMS)
y Clinica Universitaria de Navarra (18 CUN)),
diagnosticados de cancer vesical infiltrante y tra-
tados mediante cistectomia radical, se le realizo
la determinacion de la expresion de SXR y MDR1
asi como de los polimorfismos CYP1B1, GSTM1
GSTT1 y SULT1Al. El tamano de la muestra se
habia calculado previamente, en el momento del
planteamiento de la hipotesis, considerando para
el calculo de la muestra, que la tasa de respues-
ta en cancer de vejiga avanzado se cifra en un
30% (¢=0,30). De acuerdo con las tablas de
Machin et al®° con a=0,05 unilateral y una poten-
cia de contraste del 80% (b=0,20) unilateral, el
numero necesario de pacientes evaluables es de
72 pacientes (IC 95%: 61-79). Considerando un
porcentaje de pacientes no evaluables del 5%, el
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total de pacientes a reclutar era de 75 (IC 95%:
64-81). Este tamano muestral esta incluido den-
tro del intervalo de confianza al 95% del calculo
muestral.

La edad media de los pacientes al diagnostico
era de 64,4 anos (rango 47 — 88 anos). 57 pacien-
tes (85,1%) eran hombres y 10 (14,9%) eran mu-
jeres.

La edad media de los pacientes al diagnostico
era de 64,4 anos (rango 47 — 88 anos). 57 pacien-
tes (85,1%) eran hombres y 10 (14,9%) eran
mujeres.

Con el diagnéstico anatomopatologico (RTU de
vejiga) de tumor vesical infiltrante. Todos ellos
fueron sometidos a cistectomia radical con deri-
vacion urinaria, bien ortotépica (Hautmann,
Camey II) o heterotopica (Briker Wallace II, Mainz
1), con linfadenectomia ilio-obturatriz ampliada.

En el momento de la cirugia se extrajeron
muestras de vejiga tumoral y no tumoral deter-
minado por un especialista en anatomia patologi-
ca, determinando la presencia de mas de un 75%
de células tumorales en la muestra. Las mues-
tras se congelaron a -80°C hasta la extraccion de
acidos nucleicos.

Asimismo, previo consentimiento informado
del paciente y antes de la cirugia se extrajeron de
20 ml de sangre para la determinacion de los
polimorfismos.

Las variables patologicas obtenidas tras el
analisis histopatolégico de la pieza quirurgica
quedan reflejadas en la Tabla 1.

Andalisis de la expresiéon génica mediante PCR
cuantitativa en tiempo real

La expresion génica de SXRy MDRI fue deter-
minada en tejido tumoral y normal de las mues-
tras de 67 pacientes.

La extraccion de ARN total se llevd a cabo
mediante el reactivo Trizol, total RNA isolation rea-
gent (Gibco BRL, Life Technologies, Gaitherburg,
MD, USA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Todo el ARN utilizado en este estudio
fue lavado utilizando el kit RNeasy Mini Kit
(Quiagen, Valencia, CA) y fue tratado con exhaus-
tivamente RNase-free DNAse I (Quiagen) para re-
mover el AND residual.

2 pg de ARN total de cada muestral se utiliza-
ron para generar ADNc utilizando el kit de Trans-
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Tabla 1. Variables patologicas

Variable Namero Porcentaje
Grado
I 11 16,4
111 56 81,6
Infiltracién vasculo-linfatica
Si 19 28,3
No 48 71,7
Margen Quirirgico
No 65 97
Si 2 3
Ca in situ
No 34 50,7
Si 33 49,3
Estadio Patolégico
pTO 6 10
pT1 8 16
pT2a 6 8
pT2b 13 20
pT3a 15 26
pT3b 13 10
pT4 7 10
NO 51 75,5
N1 8 14,3
N2 8 10,2
Otra Neoplasia
No 50 77,6
Prostata Gleason 6 15 18,4
Prostata Gleason >6 1 2
Otra Neoplasia 1 2

criptasa inversa Tagman Reverse Transcription
Reagent kit (PE Applied Biosystems, Foster City,
CA). La mezcla de la reaccion se incub6 a 42°C
durante 30 minutos, seguido de una incubacion
a 72°C durante 10 minutos.

Cada ejemplar de ADNc fué analizado por tripli-
cado utilizando ABI PRISM 7700 Sequence De-
tector (PE Applied Biosystems) PCR- Tiempo real
con nucleasa 5 “Tagman” para la deteccion deSXR
y MDRI se llevo a cabo utilizando Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), que contiene
ROX para normalizar las emisiones. Los primers y
las sondas se adquirieron a Applied Biosystems
como “Assay on demand” (Hs00243666_m1 and
Hs001845000 m1). Para los ciclos térmicos, se
aplicaron las siguientes condiciones: 10 min. A
95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 min. a
59°C.

La Beta-actina se utilizé como control endé-
geno y los datos obtenidos se representaron
segun la formula 2-22CT, La cuantificacion relati-
va de la expresion de cada gen se calculo de
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acuerdo al método de comparacion de ciclo limi-
te (Ct) utilizando la B-actina como control endé-
geno (Hs999999903_m1l) y la mediana de todas
las muestras de normales como calibrador. El
resultado final se determino segun: 2-ACT sample -
ACT calibrator) donde el valor del ACT del calibrador y
de las muestras fueron calculados mediante la
resta del valor del Ct diana, del valor de la B-acti-
na3l. El valor del Ct se determina como el ciclo en
el cual la fluorescencia emitida es significativa-
mente mayor que los niveles de fondo. Se acepto,
en todos los experimentos, una desviacion estan-
dar del valor del Ct <0,35.

Realizacion de los polimorfismos

Hemos realizado el analisis de los siguientes
polimorfismos en pacientes diagnosticados de
tumor vesical infiltrante y tratados mediante cis-
tectomia. La técnica elegida para el analisis de los
polimorfismos del estudio ha sido la técnica RFLP
(Restriction fragment length polymorphisms).
Esta técnica conjuga la amplificacion mediante
PCR de la region genomica que incluye el poli-
morfismo de interés con la utilizacion de enzimas
de restriccion cuyo punto de corte en la secuen-
cia evidencia un patron de bandas distinto en los
sujetos portadores del polimorfismo analizado.

Con esta técnica, se estudiaron los polimorfis-
mos de los genes CYP1B1, GSTT1, GSTM1 y
SULT1A1, mediante amplificacion de las regiones
que tuvieran en su secuencia el polimorfismo
buscado, hasta alcanzar cantidades suficientes
de producto con el fin de que fueran detectadas
mediante electroforesis en gel.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
volumen total de 50 pl, preparando previamente
una mezcla de todos los reactivos y anadiendo pos-
teriormente 100 ngr de ADN. Los reactivos utiliza-
dos para la amplificaciéon génica se adquirieron en
la casa comercial Applied Biosystems (USA).

Tratamiento y seguimiento

El tratamiento fue cirugia exclusivamente en
50 pacientes (74,6 %); 13 pacientes (19,4%) fue-
ron sometidos a terapia adyuvante con quimiote-
rapia segun esquema del hospital donde se trate-
se el paciente, 4 pacientes (6%) fueron sometidos
a quimioterapia y radioterapia adyuvante con
una dosis de 45 Gy.
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Las indicaciones de adyuvancia fueron de
acuerdo a los criterios de las dos instituciones. En
el HUMS las indicaciones fueron en coincidencia
con la recomendacion de las guias de la EAU3?,
siempre que la toxicidad previsible fuera asumible
meédica y personalmente por el paciente.

El protocolo de seguimiento se realizo en base a
las guias clinicas de la Asociacion Europea de
Urologia (EAU)?? y a las guias clinicas de la NCCN33,

Anadalisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el softwa-
re SSPP 13.0®.

Para comparacion de variables cuantitativas
dentro del mismo paciente se ha realizado com-
paracion de medias mediante la prueba T para
muestras relacionadas.

Para comparacion de variables cuantitativas
se ha realizado comparacion de medias mediante
t-Student en caso de distribucién normal. Se ha
realizado un test de Mann Whitney en caso de
distribucion no normal.

Para variables cualitativas se han realizado
tablas de de contingencia 2x2 segun F exacta de
Fisher, o 2xb segan Chi cuadrado.

RESULTADOS

Estudio descriptivo

La media de seguimiento de los pacientes fue
de 23,7 meses, con una mediana de 28,26 meses,
con un rango de 2 meses a 80 meses.

De los 67 pacientes estudiados, 31 pacientes
(46,3%) presentaron progresion de la enferme-
dad, bien en forma de recidiva local, metastasis a
distancia o ambos, con un tiempo medio a recidi-
va de 12,4 meses, mediana de 10 meses, con un
rango de 1,1 mes a 31,9 meses. 36 pacientes
(53,7%) no presentaron evidencia de progresion
de la enfermedad.

El estado actual de los pacientes es el siguiente:
35 pacientes (52,2%) se encuentran vivos y libres
de progresion; 8 pacientes (11,9%) se encuentran
en progresion; 21 pacientes (31,3%) han muerto
como consecuencia de la enfermedad; 3 pacientes
(4,5%) han muerto por otras causas.

Estudio de la expresion de SXR y MDRI1 en vejiga
Tanto el receptor de esteroides y xenobioticos
SXR como el Multidrug resistance gene (MDR1),
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se expresan en vejiga normal y en vejiga tumoral.
de la pieza de cistectomia. Hemos analizado su
expresion de manera cuantitativa y de manera
cualitativa. Realizando en cada par (tumor y nor-
mal) log2 (ratio) con el fin de determinar la sobre-
expresion o no del gen entre el tumor y su propio
tejido normal, con el objetivo de calificar la expre-
sion de una manera cualitativa. Para ello se han
clasificado en infra-regulados (down-regulated)
(<-0.8), no cambios (-0.8+0.8) y sobre-regulados
(up-regulated) (>+0.8). También se ha creado otra
variable en las que se distingue sobre-expresados
versus no sobre-expresados. (Tabla 2).

Su expresion, tanto en vejiga normal, de la
pieza de cistectomia, como vejiga tumoral, no
sigue una distribucion normal (Fig. 1).

Tabla 2. Resultados de la expresion de SXR y MDR1

Expresion SXR MDR1
Cuantitativa
Vejiga tumoral (mediana) 0,94 ACt 0,94 ACt
Cuantitativa
Vejiga tumoral (mediana) 1,09 ACt 0,45 ACt
Cualitativa
Infrarregulado 21 (31,3%) 27 (40,3%)
No Cambios 21 (31,3%) 31 (46,3%)
Sobre-regulados 25 (37,3%) 9 (13,4%)
Cualitativa
No Sobre expresion 21 (31,3%) 58 (86,6%)
Sobre expresion 46 (68,7%) 9 (13,4%)
30 5
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FIGURA 1. Expresion de SXR tanto en vejiga normal como
tumoral, se observa que su expresién en ambos casos, no
sigue una distribuciéon normal.
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Analizando si existe una correlacion entre la
expresion de SXR en vejiga normal y tumoral,
ambas de manera cuantitativa, esta no es esta-
disticamente significativa (p=0,718).

Sus expresiones, tanto en vejiga normal, de la
pieza de cistectomia, como tumoral, no siguen
una distribucion normal. Su expresion es signifi-
cativamente menor en el tumor que en el tejido
normal (p=0,001) (Fig. 2).

12

*

*

10 4

oo

=

MDR1 Norma MDR1 Tumor

FIGURA 2. Curvas de expresion de MDR1 en vejiga normal
y tumoral, se observa que la expresiéon en ambos casos,
no sigue una distribucién normal.

Analizando si existe una correlacion entre la
expresion de MDRI1 en vejiga normal y tumoral,
ambas de manera cuantitativa, esta es estadisti-
camente significativa (p<0,0001).

Estudio descriptivo de los polimorfismos

Se han analizado la expresion de los siguien-
tes polimorfismos: CYP1B1, GSTM1, GSTT1 y
SULT1A1, que han seguido la siguiente distribu-
cion (Tabla 3).

Correlato de los factores clinicos y patolégicos

con la expresion de SXR y MDR1

La expresion de SXR en vejiga normal, no guar-
da correlacion con ninguno de los factores pronos-
ticos clinicos estudiados (hidronefrosis, fumador)
ni con ninguno de los factores pronosticos patol6-
gicos estudiados, como la presencia de carcinoma
in situ, estadio patologico, infiltracion vasculo-lin-
fatica, grado histolégico de diferenciacion, marge-
nes quirargicos. Ni con el estado del paciente.
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Tabla 3. Estudio descriptivo

N Porcentaje

CYP1B1

GG 21 31,1

GC 27 41

CcC 19 27,9

Total 67 100
GSTM1

Presente 25 36,1

Nulo 42 63,9

Total 67 100
GSTT1

Presente 55 85,2

Nulo 12 14,8

Total 67 100
SULT1A1l

GG 35 54

GA 26 39,3

AA 6 6,6

Total 67 100

Analizando la expresion cuantitativa de SXR
en vejiga tumoral, observamos que existe una
correlacion positiva con la presencia de Car-
cinoma in situ (p=0,014) asi como con el estado
actual de los pacientes, agrupado en vivo libre de
enfermedad, o en progresion o muerte por enfer-
medad. (p=0,015) (Tabla 4). No existe correlacién
estadisticamente significativa con ninguna de las
restantes variables.

Tabla 4. Correlacion de la expresion cuantitativa de SXR
con Ca. in situy estado actual

n SXR vejiga IC 95% Valor p
tumoral (ACt)
Ca in situ
No 34 2,18 1,19-3,18
Si 33 4,68 2,22-7,15 0,014
Estado
Vivo 35 1,88 1,02-2,79
Progresion
o Muerte 32 5,4 2,64-8,16 0,015

Analizando la expresion cualitativa del SXR en
vejiga tumoral y observando su correlacion con el
resto de factores pronoésticos (tablas 2x2), observa-
mos que existe una correlacion estadisticamente
significativa con la presencia de carcinoma in situ
(p=0,024), con el estado de los pacientes (p=0,01),
con la infiltracion vasculo linfatica (p=0,05) y con la
expresion del MDR1 (p=0,011). No observando nin-
guna relacion con el estadio patologico (p=0,115) ni
con el grado histologico (p=0,478) (Tabla 5).

Tabla 5. Correlacion expresion cualitativa SXR con Ca in
situ infiltraciéon vasculo-linfatica y MDR1

SXR No sobre- Si Sobre- Valor p
expresion expresion
N N
Ca in situ No 26 8
Ca in situ Si 16 17 0,024
Infiltracion
Vasc-Linf No 33 14
Infiltracion
Vasc-Linf Si 8 11 0,05
MDRI1 No sobre
expresado 40 18
MDRI1 Sobre
expresado 2 7 0,011

Analizando la expresion cuantitativa de MDRI1
en vejiga tumoral, observamos que existe una
correlacion positiva con la presencia de hidronefro-
sis (p=0,024) (Tabla 6). No existe correlaciéon esta-
disticamente significativa con ninguna de las res-
tantes variables, tanto clinicas como patologicas.

Tabla 6. Correlacion entre la expresion cuantitativa de
MDRI1 en tumor con hidronefrosis.

Hidronefrosis N MDR1 Vejiga Valor p
Tumoral (ACt)

No 51 37,01

Si 16 24,01 0,024

Analizando la expresion cuantitativa del
MDRI1 en vejiga tumoral (tablas 2x2) y obser-
vando su correlaciéon con el resto de factores
pronoésticos, observamos que existe una corre-
lacién estadisticamente significativa con la
presencia de infiltracién vasculo-linfatica
(p=0,05) y con la expresion de SXR de manera
cualitativa (p=0,001) (Tabla 7), la expresion de
MDRI1 en vejiga tumoral, de manera cualitativa
no tiene ninguna correlacion con el estadio
patologico (p=0,921), ni con el grado histologi-
co (p=0,875).

Correlacién con Factores Prondésticos, Clinicos y

Patolégicos

Los polimorfismos estudiados no se correla-
cionan de manera estadisticamente significativa
con ninguna variable clinico patolégica (Tabla 8).
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Tabla 7. Correlacion expresion cualitativa de MDR1

MDR1 Infra No Sobre Valor
Regulado Cambios Regulado P

N N N

Infiltracion

Vasc-Linf NO 17 26 4

Infiltracion

Vasc-Linf SI 9 5 5 0,05

SXR No

sobre-expresion 20 20 2

SXR Si

sobre-expresion 7 11 7 0,02

Tabla 8. Correlacién con factores pronésticos

CYP1B1 GSTM1 GSTT1 SULTI1Al
Ca. in situ 0,698 0,843 0,238 0,334
pTNM 0,811 0,395 1 0,114
¢TNM 0,508 0,732  0,0521 0,802
Estado 0,666 0,649 0,341 0,787
Ganglios cx 0,291 0,373 1 0,201

Ganglios Pat 0,608 0,815 0,325 0,377

Grado Histolo 0,276 0,802 1 0,635
GSTM 1 0,263 0,425 0,525
GSTT1 0,754 0,425 0,916

Hidronefrosis 0,317 0,513 0,771 0,354

Infiltracion VL 0,718 0,543 1 0,546

Margen 0,99 0,566 1 0,075

MDRI1 0,696 0,417 0,660 0,469
DISCUSION

Analizando los objetivos primarios, observa-
mos que el SXRy MDRI1 se expresan en los tumo-
res vesicales infiltrantes de vejiga, tanto en el
tumor como en la vejiga normal. Este estudio
supone el primer trabajo en el que se describe la
expresion de SXR en tumores de vejiga.
Habiéndose comunicado previamente34 la expre-
sion de la misma por nuestro grupo de trabajo.

La expresion del MDRI1 en vejiga se ha demos-
trado, asi como su induccién por agentes quimio-
terapicos, poniendo en evidencia que la sobre-
expresion del MDR1 puede contribuir a la resis-
tencia a agentes citotoxicos!®, pero no se ha
demostrado que su expresion se asocie a un peor
pronostico.

Analizando la expresion de SXR en vejiga, tan-
to normal como tumoral, y analizando la correla-
cion de la misma con los factores clinico-patolo-
gicos conocidos, observamos que la expresion del
SXR en vejiga normal no guarda ninguna corre-
lacién con los factores clinico-patolégicos descri-
tos en la literatura. Sin embargo, la expresion de
SXR en la vejiga tumoral, analizada de manera
cualitativa, guarda una correlacion estadistica-
mente significativa con los siguientes factores
patologicos conocidos, presencia de carcinoma in
situ (p=0,0024), infiltracién vasculo-linfatica
(p=0,05) y la expresion de MDR1 (p=0,011). Por
otra parte, si su expresion es analizada de mane-
ra cuantitativa, observamos que, continua guar-
dando relacion con la presencia de carcinoma in
situ (p=0,014), y se correlaciona con el estado
actual de los pacientes (p=0,015).

A su vez, analizando la expresion del MDRI1 en
vejiga normal y su correlacion con los mismos
factores clinico-patologicos, vemos que se corre-
laciona con el estado actual de los pacientes
(p=0,031), la presencia de hidronefrosis en el
momento del diagnéstico (p=0,018), asi como la
expresion de SXR en vejiga tumoral (p=0,021).
Sin embargo, si analizamos la expresion de
MDRI1 en vejiga tumoral de manera cuantitativa,
vemos que su expresion se correlaciona unica-
mente con la presencia de hidronefrosis
(p=0,029), y si su expresion se analiza de mane-
ra cualitativa esta se correlaciona con la infiltra-
ciéon vasculo-linfatica y la expresion de SXR en
vejiga tumoral (p=0,02).

Estos resultados suponen, al vez que la des-
cripcion del SXR por primera vez, la correlacion
del mismo con factores patolégicos de mal pro-
nosticos conocidos, como son el carcinoma in
situ, la infiltraciéon vasculo-linfatica y el estado
actual de los pacientes. Asimismo, un dato pre-
viamente conocido en la literatura®®, y que se
confirma con estos resultados, es la correlacion
de la expresion de SXR con la de MDRI, resulta-
do que confirma la interrelacién de ambos en el
metabolismo regulador de xenobi6ticos.

A continuacién, analizaremos los resultados
obtenidos del analisis de la expresion de los poli-
morfismos CYP1B1, GSTM1, GSTT1, y SULT1Al.

El cancer de vejiga se ha asociado al habito
tabaquico en multiples estudios epidemiologicos.
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Un importante ntmero de enzi-

Tabla 9. Polimorfismos GSTM1 y GSTT1

mas detoxificantes son las GSTs,

Polimorfismo Hung!®  Espaial® Kim?36 Katoh37 Serie
El subtipo mu de la GSTs ha sido
. . GSTM1 Nulo 52% 50,2% 49,3% 44,8% 59%(62)
descrito como detoxificador de los
cancen‘genos del tabaco, como las GSTM1 Presente 48% 49,8% 50,7% 55,2% 41%(43)
PAH y las aminas aromaticas. La GSTT1 Nulo 15% 19,4% 43,9% 47,6% 15,2%(16)
ausencia de las clases muy telad Ggrr) presente  85% 81.6%  56,1%  534%  84,8% (89)
de las GSTs se han asociado a
delecciones de los genes GSTT1y 1.y, 10, polimorfismos CYP1B1 y SULTIAL
GSTM1!8, la frecuencia de los
. 3 18 0
genotipos GSTM1 nulo y GSTM1 Enzima Polimorfismo Hung Serie
nulo varia con la raza étnica y CYP1B1 GG 22% 34,6%(36)
con la nacionalidad (Tablas 9 y GC 42% 35,6%(37)
10), nuestros resultados de fre- cc 36% 29,8%(31)
cuencias son similares a los obte- suLT1A1 GG 56% 61%(64)
nidos en otras serie con similares GA 38% 33%(35)
caracteristicas socio-geograficas. AA 6% 6%(6)

Respecto a la significacion que
pueden tener los polimorfismos y su influencia
en cuanto al riesgo de padecer cancer de vejiga,
asi como su influencia en el pronéstico, es un
tema de controversia en la literatura. En nuestro
caso ninguno de estos polimorfismos se asocia
con ninguna variable de influencia en la supervi-
vencia, ni con el habito tabaquico, no pudiéndo-
se asociar a un mayor riesgo de desarrollar can-
cer de vejiga por no disponer de un grupo control
con quien realizar la comparacion

CONCLUSIONES

Analizando los resultados del presente traba-
jo, podemos concluir que el Receptor de
Esteroides y Xenobioticos (SXR) y el gen de mul-
tirresistencia drogas (MDRI1) se expresan tanto
en vejiga normal y tumoral. Y que dicha expre-
sién guarda una correlacién con factores pronoés-
ticos de influencia en la supervivencia descritos
en la literatura. Asi como la existencia de una
correlacion entre las variables patologicas y los
dos factores estudiados.

El valor de los polimorfismo estudiados, se
expresan en vejiga con frecuencias similares a la
literatura pero su expresion no guarda relacion
con ninguna variable estudiada.

Este trabajo supone la apertura de una linea
de investigacion en la que continuaremos traba-
jando para analizar su influencia en la supervi-
vencia y en la relaciéon con la resistencia a trata-
mientos complementarios
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Anexo: Trabajo de investigacion financiado con una
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