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Resumen

Objetivo: evaluar el valor prondstico de la expresion de la HER2 en carcinoma vesical de células
transicionales (CCT) no musculo invasivo, poniendo especial énfasis en la poblacion con alto
grado.

Materiales y métodos (pacientes): se realizaron micromatrices de tejidos (TMA) con especime-
nes TUR-B representativos de 84 pacientes con CCT vesical no musculo invasivo (40 pT1Gll y
44 pT1Glll) a los que se trataba en nuestra institucion. El mismo patologo que habia llevado a
cabo la prueba ciega de analisis inmunohistoquimico con Hercep realizd el proceso de asigna-
cion de profundidades de invasion y grados de manera uniforme: se considero el valor 3+ como
signo altamente positivo de sobreexpresion de la HER2. También se evaluaron otras variables
clinico-patologicas.

Resultados: se detectod sobreexpresion de proteina HER2 en 30/ 44 (68,2%) lesiones pT1Glll,
prediciendo recaidas en este subgrupo de CCT vesical (p<0,01). Se detect6 expresion negativa
de laHER2 en 26/ 40 (65%) casos con CCT pT1Gll, dandose esta situacion con mayor frecuencia en
tumores unifocales y sin angiogénesis, con baja tasa de recaida y sin evolucion. La supervivencia
libre de recidiva puede también preverse mediante la expresion de la HER 2 en los tumores
pT1Gll (p<0,01).

Conclusion: la expresion de la HER2 mediante test Hercep puede ser de utilidad en la prediccion
de recaidas en CCT vesical no musculo invasivo. El potencial de aplicacion de este estudio,
sobre todo en lo que se refiere a la prediccion de la respuesta a BCG, debe confirmarse de
forma prospectiva en ensayos multicéntricos.
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Evaluation of HER2 protein overexpression in non-muscle invasive bladder cancer
with emphasis on tumour grade and recurrence

Abstract

Objective: to evaluate the prognostic value of HER2 expression in non-muscle invasive bladder
transitional cell carcinoma (TCC) with special emphasis in the high grade population.
Materials and methods (patients): Tissue microarrays (TMA) were performed with representa-
tive TUR-B specimens from 84 patients with non-muscle invasive bladder TCC (40 pT1GlIl and
44 pT1Glll) treated in our institution. Depth of invasion and grade were uniformly assigned by
the same pathologist who performed blind immunohistochemical analysis with Hercep test: 3+
was considered strong positive HER2 overexpression. Other clinico-pathological variables were
also assessed.

Results: HER2 protein overexpression was detected in 30/44 (68.2%) pT1Glll lesions and pre-
dicted recurrence in this subgroup of bladder TCC (p<0.01). Negative HER2 expression was
detected in 26/40 (65%) cases with pT1Gll TCC, and this condition was more frequent in
unifocal tumours, without angiogenesis, with low recurrence rate and without progression.
Recurrence-free survival can also be anticipated by HER 2 expression within pT1GIlI tumours
(p<0.01).

Conclusion: HER2 expression using Hercep test may be useful to predict recurrence in
non-muscle invasive bladder TCC. The potential application of this study, especially regar-
ding prediction of response to BCG, should be prospectively confirmed in multi-institutional

trials.

© 2010 AEU. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

La sobreexpresion de la proteina HER2 se asocia con un
mal pronostico en carcinomas vesicales de células de transi-
cion (CCT)"2. Debido a la aplicacion de diversas técnicas
de laboratorio, sigue sin conocerse la incidencia precisa
que pueden tener las anomalias de HER2 en este tipo de
neoplasia®. Por consiguiente, son necesarias técnicas de
laboratorio normalizadas para establecer el estado de la
HER2 y evaluar la reproducibilidad de la prueba para que
sea posible evaluar de forma correcta el valor potencial que
los tratamientos anti HER2 pudieran tener en el control del
CCT.

En cuanto al cancer vesical urotelial, la mayoria de
los pacientes suelen presentar tumores no invasivos (pTa)
o minimamente invasivos (pT1). Es mas probable que
los primeros presenten recidivas (70%), mientras que
los segundos tienen mayores probabilidades de evolucio-
nar clinicamente (30-50%)*°. Aparte del estadio y grado
del tumor, se carece de otras variables que permitan
predecir un mayor riesgo de evolucion y recaidas. Por
consiguiente, sera de gran utilidad la identificacion de
marcadores histologicos para que sea posible prever el
comportamiento tumoral y clasificar y tomar decisiones
respecto a la forma de tratar este grupo de pacien-
tes.

Segun la clasificacion USIP®, las neoplasias vesicales no
mUsculo invasivos de alto grado (los casos pT1G3 anteriores
y algunos casos pT1G2) presentan un mayor riesgo de evolu-
cion y muerte tumoral. Nuestro objetivo principal consistid
en la realizacion de un analisis sistémico de la expresion
de la HER2 y de su trascendencia clinica en este tipo de
lesiones.

Materiales y métodos
Poblacion de pacientes y tejidos

Se ha realizado un estudio prospectivo que ha ocupado un
periodo de 7 anos (de enero de 2000 a febrero de 2007).
En el analisis solo se incluyeron pacientes con diagnostico
inicial de cancer vesical, y el material patologico disponible
para el analisis histopatologico ciego procedia de reseccio-
nes vesicales transuretrales realizadas mediante endoscopia
(TUR-b). El mismo patdlogo examind portas tratados con
hematoxilina-eosina (HE) con el fin de evaluar de nuevo el
grado y estadio de los tumores. En cuanto al estadio se aplicd
la clasificacion TNM, empleandose el sistema de clasifica-
cion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la
calificacion de los tumores por grados.

El seguimiento de los pacientes se realiz6 en intervalos
de tres meses y mediante cistoscopia y citologia urinaria.
Concluido el primer afo se realizo el control de los pacien-
tes sin recaidas en periodos de 6 meses a lo largo de esos
5 anos. Las distintas modalidades de tratamiento consistie-
ron en resecciones transuretrales reiteradas, con instilacion
intravesical del bacilo de Calmette y Guerin (BCG) cuando
fue necesario, de acuerdo con criterios regulares’-8. Se defi-
nieron las recidivas como el diagnostico de un nuevo episodio
de carcinoma no invasivo (pTa) o no misculo invasivo (pT1).
La evolucion se definio en términos de desarrollo de lesiones
invasivas de musculo (pT2 o superior).

Micromatrices tisulares e inmunohistoquimica

Se utilizaron muestras de tejido en parafina de 84 pacien-
tes. Las micromatrices tisulares se elaboraron en la forma



Evaluacion de la sobreexpresion de proteina HER2 en cancer vesical no musculo invasivo 191

descrita por Dowsett et al®. Al poco de haber elegido deteni-
damente una region morfolégicamente representativa de la
seccion HE y seleccionado los bloques incluidos en parafina
de los pacientes (bloques donantes), se punzé una biopsia
tisular de 0,6 mm, transfiriéndose al bloque donante incluido
en parafina (bloque receptor). Se realizo tincion HE de una
seccion para valorar la presencia de tumor bajo microscopio
optico. Se procesaron por inmunohistoquimica (IHQ) seccio-
nes de 4 micras de grosor.

La expresion de la HER2 se calculd con el test Hercep
(Dako, Hamburgo, Alemania). Al poco se desparafinaron sec-
ciones de TMA con xileno, rehidratandose con alcohol en
concentracion decreciente y sometiéndose a recuperacion
de epitopos mediante calor (epitopo Dako, 40 minutos a
98°C). A continuacion se incubaron los portas con reactivo
de bloqueo de la peroxidasa, seguido del anticuerpo policlo-
nal HER2 (30 minutos a temperatura ambiente). La fijacion
del anticuerpo principal se localizd incubando los portas
con reactivo de visualizacion Dako. Como control positivo
se incluyd un porta con sedimento de tres lineas celulares
de cancer de mama en microesferas pellet e intensidades de
coloracion de 0, 1+y 3+ (se suministraba con el kit de prueba
Hercep). El control negativo se elaboro sustituyendo el anti-
cuerpo principal con disolvente de anticuerpo Chemmate de
Dako. Se consideré como positiva una clara coloracion de la
membrana (expresion de la HER2).

La inmunorreactividad se evaluo teniendo en cuenta la
media de valores positivos en especimenes TUR-B. En con-
sonancia con lo definido en la guia del Kit Hercep y en cuanto
a sobreexpresion de la HER2 se consideraron negativos los
valores 0 o 1+ (HER-), los 2+ se valoraron como positivos
bajos, y los 3+ como positivos altos (HER+++). Para que se
asignase la puntuacion 2+ debia observarse una coloracion
total de la membrana de moderada intensidad en mas del
10% de las células tumorales.

Analisis estadistico

Se compararon subgrupos de CCT pT1 segln la clasifica-
cion del tumor (Il o lll) con el fin de analizar la posible
presencia de diferencias en estado de la HER2 mediante la
prueba exacta de Fisher. Asimismo, se investigo su relacion
con recaidas tumorales. Los intervalos de supervivencia sin
recaidas ni evolucion clinica se calcularon con el método
Kaplan-Meier, teniéndose también en cuenta otras variables
con posible valor pronoéstico, como edad en el momento de la
aparicion, sexo, clasificacion del tumor, existencia de varios
focos, angiogénesis y presencia de carcinoma in situ (CIS).

Resultados

La tabla 1 ofrece la informacion clinica e histologica
de forma resumida. El promedio de seguimiento fue de
38+16,2 meses. En 12 casos se practico cistoprostatecto-
mia radical tras producirse evolucion clinica, casos en que
el paciente falleci6 por enfermedad metastatica.

Se consignaron y analizaron tanto las caracteristicas
de los tumores (existencia de varios focos, angiogéne-
sis, CIS concomitante) como la informacion relativa al
comportamiento y resultado clinico (recaidas, evolucion y
muerte) con el fin de valorar las posibles diferencias entre

Figura1 Sobreexpresion intensa de la HER (HER+++) revelada
por tincion IHC de membrana en mas del 10% de las células.

poblaciones de grados intermedios y altos con CCT sin inva-
sion muscular.

Subgrupo pT1Gll

Se detect6 una intensa sobreexpresion de la HER2 (HER+++)
en 14/ 40 pacientes (el 35%) en este grupo poblacional de
nuestra serie (fig. 1). De ellos, 8 pacientes pT1Gll (HER+++)
(el 57,1%) desarrollaron recaidas tumorales. Este tipo de
suceso siempre se observd en los dos primeros afos de
seguimiento. En cuanto al patron de recaidas 4 (el 28,6%)
desarrollaron recaidas en varios focos. Estos 4 casos con PT1
Gll (HER +++) en varios focos han evolucionado hacia tumo-
res pT2 Glll al cabo de dos anos. Se valoro invasion muscular
en unos 28, el 4% del subgrupo PT1GIl (HER+++): 4 casos de
un total de 14.

Las restantes 26 lesiones pT1Gll (el 65%) dieron un resul-
tado negativo al test Hercep (HER-) (fig. 2). Es de destacar
que el indice de recaida en esta poblacion fue sumamente
reducido, con solo 4 casos de 26 (15,4%) que aparecian
como recaidas en los controles regulares, y siempre antes
del cuarto ano de seguimiento. Asimismo, estos casos siem-

Figura 2 Expresion negativa de la HER (HER-), revelada por
ausencia de tincion IHC de membrana.
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Tabla 1 Datos clinicos e histopatologicos de la serie

pT1GII pT1GIII Total
NUmero de casos 40 44 84
Edad media (anos) 53,2 56,1 54,8
Proporcion de sexos 9:1 6,3:1 7,4:1

Diversidad de focos
CIS

24/40 (60%)
8/40 (20%)

20/44 (45,4%)
8/44 (18,2%)

44/84 (52,4%)
16/84 (19%)

Presencia de angiogénesis
Sobreexpresion intensa de la HER

14/40 (35%)
14/40 (35%)

24/44 (54,5%)
30/44 (68,2%)

38/84 (45,2%)
44/84 (52,4%)

pre recaian en forma de lesiones pTa gastrointestinales. Por
tanto, se observd una estrecha asociacion entre los tumo-
res pT1Gll (HER-) y una menor tasa de recaida, asi como
un intervalo libre de recaidas mas prolongado en cuanto a
tumores pT1GII (HER +++) (fig. 3).

Subgrupo pT1Glll

Se observo una sobreexpresion acusada de la HER2 (HER+++)
en 30/ 44 muestras (68,2%) en esta poblacion dentro de
nuestra serie. De ellas se presentaron recaidas en 16/ 30
(53,3%) en tumores pT1Glll (HER+++) en el transcurso del
seguimiento realizado para el estudio. El analisis histopato-
légico de las recaidas manifestd la existencia de pTaGll en
10 casos y de pTaGl en los 6 pacientes restantes.

En cuanto a la evolucion 12/ 30 (40%) pacientes pT1Gll
(HER +++) incluidos en el estudio evolucionaron hacia tumo-
res de alto grado con invasion muscular. Se les practico una
cistectomia seguida de quimioterapia adyuvante con cispla-
tino y gemcitabina. El analisis histologico mostro6 afectacion
extracapsular de ganglios linfaticos e invasion de vasos lin-
faticos en todos los casos. Ademas, en 4 casos de 12 (33,3%)
se constato invasion ureteral con sincronizacion a nivel pel-
viano. Todos los pacientes en los que se dio evolucion clinica
murieron por la enfermedad durante el seguimiento.

Por otra parte, el desenlace clinico fue positivo en los
pacientes con lesiones pT1Glll y HER2 negativa (HER-), ya
que respondieron adecuadamente a las instilaciones de BCG.
Solo en dos casos de un total de 14 (14,3%) se detectaron
recaidas en los tres primeros aios de seguimiento en forma

Supervivencia libre
de recurrencia

1

de pTaGl, no evolucionando ninguno de ellos hacia enfer-
medad con invasion muscular. Por consiguiente, los tumores
pT1GIIl (HER-) se asociaron de forma significativa a una
menor tasa de recaidas y a un mayor periodo libre de las
mismas en comparacion con los tumores pT1GIIl (HER +++)
(fig. 4).

Exposicion

En torno al 20-35% de los CCT sin invasion muscular (pT1)
evolucionan hacia la invasién muscular o mas alla"?. En
torno al 50% de estas lesiones suele desarrollar una diversi-
dad de alteraciones genéticas que pueden ser responsables
del desarrollo del fenotipo recurrente y maligno®“. Se ha
descrito que se da con frecuencia polisomia del cromosoma
17 en tumores de alto grado, con independencia de la poli-
ploidia tumoral®.

Simon et al han descrito la presencia de polisomia 17 en
el 0% de los tumores grado 1, en el 30-40% de los de grado 2 y
en el 70-85% de los de grado 3°. El protooncogen HER2, que
se encuentra en el cromosoma 1721, codifica un receptor
transmembranoso del factor de crecimiento de la tirosina-
quinasa para esta proteina (HER2)'°. La proteina acelera la
multiplicacion, proliferacion y evolucion del CCT vesical, y
su selectividad y especificidad puede cambiar dependiendo
del anticuerpo empleado. Asimismo, la fijacion y procesa-
miento de tejidos y la recuperacion de antigenos puede
influir en el nivel de antigenos HER2 y en la intensidad de la
inmunotincién'12,

PT1 GIl HER +++
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0.7 -
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Figura 3
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Supervivencia en ausencia de recaidas de acuerdo con expresion de la HER en tumores pT1GlI.
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Figura 4

La descripcion de la expresion de la HER en carcinoma
urotelial ha variado entre el 2% y el 79%'>'4. Las diferencias
en la incidencia de la expresion podrian muy bien explicarse
en términos de la diversidad de métodos empleados para
valorar el estado HER (deteccion de amplificacion frente
a deteccion de sobreexpresion), la técnica utilizada (PCR,
hibridacion por fluorescencia in situ e inmunohistoquimica),
y también por la definicion especifica que se dé a positividad
HER'>', En esta area la comparacion del material biblio-
grafico disponible se torna enormemente dificil, y apenas es
posible extraer conclusiones significativas de los datos gene-
rales. De hecho, no se ha puesto a prueba la reproducibilidad
de los diversos métodos de laboratorio™.

Nuestra intencion era medir la expresion de la pro-
teina HER en especimenes TUR-B procedentes de cancer
vesical no musculo invasivo. La intensidad de la sobreexpre-
sion no se limitd al grado alto definido por la OMS (grado
lll), sino que se mostré también en algunos carcinomas
diferenciados moderados (grado Il), una poblacion con un
potencial de recaida muy heterogéneo''>. Segin nuestra
experiencia, la valoracion de la sobreexpresion de la HER
en este grupo podria contribuir a predecir su comporta-
miento. Otros autores han indicado ya que podria permitir
decidir qué pacientes podrian beneficiarse mas de la terapia
BCG>'¢,

En los modelos contemporaneos de evolucion del CCT
vesical se comparan los tumores pTaGlll con los pT1GlIl en
cuanto a nimero de copias de HER y en una sobreexpre-
si6n de la proteina que apunta hacia la equivalencia'. Las
lesiones que evolucionan a enfermedad invasiva del musculo
adquieren anomalias HER2/new antes de la invasion muscu-
lar. Se cree que la activacion de oncogenes se produce de
manera tardia, y que la mayoria de los cambios genéticos se
producen antes de que la enfermedad evolucione'’.

Hemos centrado nuestro analisis en el carcinoma urote-
lial no invasivo del musculo y de alto riesgo. La evolucion
de estos pacientes hacia las variedades invasivas del mus-
culo se sitGa entre el 27 y el 49%%. En la mayoria de los
estudios, la variabilidad inter e intraobservador para clasifi-
car y estadificar las lesiones y, mas concretamente, en que
la TUR-B sea completa, son variables que inducen a confu-
sion. El error de clasificacion del estadiaje a la baja, que se

Supervivencia en ausencia de recaidas de acuerdo con expresion de la HER en tumores pT1GlIl.

da entre el 23 y el 41%, y que puede encontrarse en series
grandes de cistectomias, se debe en su mayor parte a la
ausencia de una segunda TUR-B antes de la cistectomia®®.
Esta Ultima identificaria invasion muscular en el 18-34% de
los casos diagnosticados inicialmente como tumores no inva-
sivos del musculo. A pesar del tratamiento con BCG, en
torno al 20% de los pacientes acaba por evolucionar en
el plazo de 5 afos'®'. No existen recomendaciones cla-
ras con las que se disfrute de un nivel de evidencia claro
en el caso de los pacientes que desarrollan recaidas tumo-
rales, a pesar de la terapia con BCG'”'8. Se ha apuntado
que la expresion de la HER, asistida por otros marcado-
res de proliferacién como la ploidia, seria de utilidad en
la seleccion temprana de pacientes refractarios a la quimio
o inmunoterapia intravesicales'. Asimismo, la amplifica-
cion y sobreexpresion de la HER han suscitado una enorme
atencion debido a que, una nueva terapia focalizada adyu-
vante (transtuzumab) podria probar su eficacia en este tipo
de situaciones de actividad proliferativa grave, a menudo
relacionada con la resistencia a la BCG en enfermedad no
invasiva del muasculo®'"%.

La sobreexpresion de la proteina en nuestro estudio tuvo
como consecuencia un mayor potencial de recaidas, que pro-
bablemente contribuyese a un fenotipo maligno de lesiones
no claramente diferenciadas'. Se plantea la necesidad de
abundar en la investigacion para valorar los posibles meca-
nismos que pudieran ser responsables de la sobreexpresion
de la HER2 en algunas lesiones no invasivas del mUsculo y
trabajar en sus consecuencias terapéuticas en este grupo
de CCT. Pruebas recabadas del cancer de mama apunta-
rian a que solo los tumores con sobreexpresion de la HER2
responderian a la terapia anti HER2. El papel que este far-
maco puede tener en tumores recurrentes o resistentes a
BCG no ha sido puesto a prueba en la actualidad'® ', Lebret
et al informaron de una respuesta objetiva del 83% en CCT
vesical localmente avanzado, sobre todo en pacientes con
una intensa sobreexpresion de la HER. Estos resultados se
explicaban por una interaccion muy amplia y positiva entre
los farmacos (cetuximab otTrastuzumab) y HER (ligandos y
receptores del HER)%.

No pueden extraerse resultados concluyentes del pre-
sente estudio, hecho que se debe en parte al numero
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limitado de pacientes. No obstante, hemos observado que la
expresion de HER esta presente en algunos tumores vesicales
no musculo invasivos con alto riesgo de recaida a pesar de la
terapia. El prondstico, trascendencia y utilidad terapéutica
de estos resultados precisa de un desarrollo posterior de la
investigacion.

Conflicto de intereses
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