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Resumen

Introduccién

El cdncer es una patologia que afecta gravemente al ser humano, eso ha hecho que sea
una de las mas estudiadas en la actualidad. Se sabe que hay muchas causas que inducen
la carcinogénesis entre ellas, la via de inestabilidad de microsatélites. La inestabilidad de
microsatélites se produce debido a una serie de mutaciones en los genes de reparacion
de errores de emparejamiento del ADN (genes Mismatch repair), que pueden afectar a
las células germinales pudiendo padecer diferentes sindromes, cuyos pacientes se
caracterizan por presentar un mayor riesgo de desarrollar multiples canceres y a edades
mas tempranas que la poblacidn general. Para el estudio de los genes Mismatch repair,
se puede realizar un estudio indirecto de las proteinas codificadas por los genes
Mismatch repair mediante técnicas inmunohistoquimicas. Aunque la relacién entre la
inestabilidad de microsatélites y los carcinomas uroteliales ha sido ampliamente
estudiada, su evaluacién no se realiza actualmente en el andlisis de los carcinomas

uroteliales.

Métodos
En este estudio se analizaron 139 tumores uroteliales, incluyendo tanto las
caracteristicas clinicas de los pacientes como las caracteristicas histoldgicas de los

tumores.

Se estudid la expresion de proteinas Mismatch repair mediante un estudio

inmunohistoquimico de 139 carcinomas uroteliales y se evaluaron sus caracteristicas

XX



Eduardo Sobrino Reig

clinico-patolégicas. Identificamos que el 10,3% (13 pacientes) de los carcinomas
uroteliales presentaban pérdida de expresidn de la proteina Mismatch repair (9 MLH1,;

5 MSH2; 2 MSH6 2; PMS2; n = 139).

Posteriormente, se clasificaron los 139 tumores uroteliales siguiendo la clasificacion

molecular TCGA. Para ello se realizé un detallado estudio inmunohistoquimico.

Resultados
Tras el estudio de los resultados, se confirmd que la poblacién estudiada presentaba

unas caracteristicas similares a las presentadas por la poblacién general.

Al estudiar la relacion entre los tumores uroteliales y la perdida de expresion de las
proteinas Mismatch repair, los resultados sugieren que estos tumores ocurren con
mayor frecuencia en el sexo masculino, se localizan con mayor frecuencia en vejiga o
uréteres, y presentan un grado tumoral alto con un patrén histoldgico papilar que no
infiltra la lamina propia o, en el caso de tumores infiltrantes, que infiltre tejidos

perivesicales.

Conclusiones
Tras realizar el estudio, se puede considerar que nuestra serie es representativa de los

carcinomas uroteliales, ya que las variables estudiadas se ajustan, en lineas generales, a

XXIV
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las presentadas por la poblacién general y presentan tendencias habituales de los

tumores uroteliales.

En el estudio de los tumores uroteliales con pérdida de expresiéon de las proteinas
Mismatch repair, se observd, que los pacientes que cumplian una serie de caracteristicas
clinicas e histoldgicas, sexo masculino, tumores localizados con mayor frecuencia en
vejiga o uréteres, y que presentan un grado tumoral alto con un patrén histolégico
papilar limitados a la [dmina propia o, en el caso de tumores infiltrantes, que infiltran
tejidos perivesicales, tenian alta probabilidad de presentar pérdida de expresion de la
proteina Mismatch repair, y se ha considerado que estos pacientes deben ser sometidos
a técnicas inmunohistoquimicas y moleculares para un diagndéstico completo. Por tanto,
proponemos la evaluacién de las caracteristicas clinico-patoldgicas identificadas en el
presente estudio para ser aplicadas como guia de cribado, con el fin de ayudar a los

médicos a decidir qué casos deben someterse a pruebas adicionales.
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Introduction

Cancer is a disease that seriously affects humans, which has made it one of the most
pathology studied nowadays. It is known that there are many causes that induce
carcinogenesis including the microsatellite instability pathway. Microsatellite instability
occurs due to a series of mutations in DNA mismatch repair genes, which can affect germ
cells. This increases the risk of developing multiple cancers compared to the general
population. The loss of Mismatch repair protein is usually determined by
immunohistochemical studies. Although the relationship between microsatellite
instability and urothelial carcinomas has been extensively studied, its evaluation is not

currently performed in the analysis of urothelial carcinomas.

Methods
In this study, 139 urothelial tumors were analyzed, including the clinical characteristics

of the patient and the histological characteristics of the tumor.

In turn, the expression of Mismatch repair proteins was studied by means of an
immunohistochemical study of 139 urothelial carcinomas and their clinical-pathological
characteristics were evaluated. We identified that 10.3% (13 patients) of the urothelial
carcinomas had loss of Mismatch repair protein expression (9 MLH1; 5 MSH2; 2 MSH6;

2 PMS2; n = 139).

Subsequently, the 139 urothelial tumors were classified following the TCGA molecular

classification. For this, a detailed immunohistochemical study was carried out.
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Results
After studying the results, it was confirmed that the population studied presented

characteristics similar to those presented by the general population.

When studying the relationship between urothelial tumors and the loss of expression of
Mismatch repair proteins, the results suggest that these tumors occur more frequently
in males, are more frequently located in the bladder or ureters, and present a high tumor
grade with a Papillary histological pattern that does not infiltrate the lamina propria or,

in the case of infiltrating tumors, it infiltrates perivesical tissues.

Conclusions

After carrying out the study, it can be considered that our series is representative of
urothelial carcinomas, since the variables studied are adjusted, in general, to those
presented by the general population and present habitual tendencies of urothelial

tumors.

In the study of urothelial tumors with loss of Mismatch repair protein expression, it was
observed that patients who met a series of clinical and histological characteristics, male
sex, tumors located more frequently in the bladder or ureters, and who presented a high
tumor grade with a papillary histological pattern limited to the lamina propria or, in the
case of infiltrating tumors, infiltrating perivesical tissues, had a higher probability of
presenting loss of Mismatch repair protein expression, and it has been considered that

these patients should undergo immunohistochemical techniques and molecular for a
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correct diagnosis. Therefore, we propose the evaluation of the clinicopathological
characteristics identified in the present study to be applied as a screening guide, in order

to help physicians, decide which cases should undergo additional tests.
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Introduccion

1. CARCINOMA UROTELIAL

El cancer, es un grave problema de salud publica. En la actualidad una de cada tres
mujeres y uno de cada dos varones van a desarrollar un tumor a lo largo de su vida. Se
ha observado un aumento de la prevalencia debido al aumento de la edad de la

poblacion y de la esperanza de vida (Siegel et al., 2012).

El carcinoma urotelial presenta a nivel europeo una incidencia estimada, para el afio
2020 de 203.983 casos (Figura 1) y en Espafia de 18.512 casos (Figura 2), siendo tanto
en Europa como en Espafia, el quinto en frecuencia (Global cancer observatoy, 2022).
Por lo general, la prevalencia de carcinoma urotelial en paises desarrollados es
aproximadamente seis veces superiores que en paises en vias de desarrollo. (Steven C
Campbell et al., 2018). Estas diferencias podrian deberse al aumento de la edad, la
presencia de toxicos ambientales, junto la adopcion de estilos de vida asociados al
cancer como son el tabaco, la escasa actividad fisica y una la dieta inadecuada (Jemal et

al., 2011).
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Estimated number of new cases in 2020, Europe, both sexes, all ages (excl. NMSC)

Breast
531 086 (13.1%)

Other cancers

olorectum
1545 753 (38.2%) Colorect

519 820 (12.9%)

Lung
477534 (11.8%)
Pancreas
140 116 (3.5%)
Melanoma of skin
150 627 (3.7%) Prostate
Bladder 473 344 (11.7%)
203 983 (5%)
Total : 4 042 263
Data saurce: Globocan 2020 International Agency for Research on Cancer
Graph production; il C: X Z
osertatont (BRELSESdMTEL e

Figura 1. Incidencia estimada de los tumores mds frecuentes a nivel europeo en el afio 2020
(ambos sexos) (Global cancer observatoy, 2022).

Estimated number of new cases in 2020, Spain, both sexes, all ages (excl. NMSC)

Colorectum
40 441 (15.5%)

Other cancers
86 848 (33.3%)

Prostate
34 613 (13.3%)
Pancreas
8211 (3.2%) Breast
. 34088 (13.1%)
Kidney
8 554 (3.3%)
Bladder
18512 (7.1%) Lung
29 188 (11.2%)
Total : 260 455
Data sauree: Glabocan 2020 Indernatianal Agency for Ressarch on Cancer
Graph produtian; Glahal Cancer [

Observatory (hiip://geadarefr)

Figura 2. Incidencia estimada de los tumores mas frecuentes en Espafia en el afio 2020 (ambos
sexos) (Global cancer observatoy, 2022)
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La media de edad a la que se diagnostica el carcinoma urotelial es de 65-70 afios
(Inamura and Kentaro, 2018). Es muy excepcional en nifios y adolescentes, tan solo un

0.1 % de los tumores se diagnostica en menores de 20 afios (Surgeons, 2020).

Al estudiar la incidencia vemos que la raza blanca, presenta una mayor tendencia a
padecer carcinoma urotelial seguida de la negra, asiatica y por ultimo en los indios
americanos (Surgeons, 2020). Se ha evidenciado una incidencia muy superior en la raza
blanca en comparacidn con la raza negra (Greenlee RT1 et al., 2000) (aproximadamente
una incidencia 100% superior en varones y un 50% superior en mujeres). Puesto que
ambas razas comparten los mismos carcinégenos ambientales, se puede descartar una
hipdtesis racial. Hay estudios que establecen que dicha diferencia se debe a
polimorfismos genéticos en enzimas metabdlicas como la N-acetiltransferasa y la S-

transferasa 1.

En Espafia, la Sociedad Espafola de Oncologia Médica (Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica, 2021), estima que el carcinoma urotelial presentard una incidencia de 20.613
personas. De estas, 16.578 son varones y 4.035 son mujeres. Si valoramos su
prevalencia, vemos que también es alta, en 5 afios, se estima que en Espafia en 2.020

serd de 14.134 mujeres (Figura 3) y de 62.462 varones (Figura 4).
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Cavidad oral y faringe N s
Eséfago [ 665
Estémago N 54
Colon B 10.923
Recto M 18.945
Higado [ 2%
Vesicula biliar | 1.833
Pancreas ' 3.325
Laringe | 140

2 | Puimén s

i Melanoma de piel 1556

8 Mama 144,233

o Cérvix uterino M 7605

= Cuerpo uterino I 26.748

s | Ovario W 02

2 Rifn (sin pelvis) m
Vejiga urinaria | IRUAKD
Encéfalo y sistema nervioso N 3466
Tiroides . 16849
Linfoma de Hodgkin L w2
Linfomas no hodgkinianos . 14913
Mieloma I X
Leucemias . I
Otros B 19335
Todos excepto piel no melanoma e 381 080

Figura 3. Estimacién de la prevalencia de tumores en varones en Espafia para el afio 2020
(prevalencia a los 5 afios) (Sociedad Espariola de Oncologia Médica, 2021). Grafico: REDECAN,
2021.

Cavidad oral y faringe 18265
Eséfago [ 20w
Estémago N 887
Colon B G5 055
Recto . 20.775
Higado N oo
Vesicula biliar {2
Péncreas i 3su

8 Laringe N 105

o Pulmdn N 25517

8 Melanoma de piel N

§ Prostata B 122,025

5 Testiculo N 6.236

s Rifidn (sin pelvis) B 1725

S Vejiga urinaria I 6262
Encéfalo y sistema nervioso i 3431
Tiroides §oam
Linfoma de Hodgkin " 3481
Linfomas no hodgkinianos B 1613
Mieloma § s
Leucemias B 028
Otros B 27746

e
o
=2
o
@
@

Todos excepto piel no melanoma

Figura 4. Estimacién de la prevalencia de tumores en mujeres en Espafa para el afio 2020
(prevalencia a los 5 afios) (Sociedad Espariola de Oncologia Médica, 2021). Grafico: REDECAN,
2021.
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Al valorar la supervivencia, vemos que existe una gran horquilla, identificAndose una
tasa de supervivencia a los 5 afios de entre un 40% y un 80%. Esto se debe a que la tasa
de supervivencia esta altamente relacionada con la infiltracién tumoral (Moch et al.,

2016).

La supervivencia a 5 afios en el caso de los tumores no infiltrantes es del 90%, tumores
que infiltran la [ldmina propia presentan una tasa de supervivencia del 75%. Los tumores
que infiltran la capa muscular presentan una supervivencia a los 5 anos del 50%. Los
tumores que infiltran tejidos perivesicales o a la prdstata, Utero o vagina presentan una
supervivencia del 20%. Los tumores que infiltran a nivel de la pared pélvica, pared
abdominal o presentan metastasis a distancia presentan una tasa de supervivencia entre

un 5% y un 10% (Harper et al., 2017; Parakh R, 2019).

En Espafia, la tasa de supervivencia a 5 afios entre 2000 y 2007 fue del 68,60%, cifra que
es muy similar a la observada en 2014 (70,28%) y a su vez similar a la observada en ese

mismo periodo a nivel europeo (69,41%) (Figura 5) (Sant et al., 2009; Rossi et al., 2015).
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UL U] Colon Vejiga Cav. oral Linfomas

oais Prostata | Pulmon urharia | y Faringe Estémago T Higado | Laringe Rifién Todos
Dinamarca 69.23 942 92,73 72,53 38,70 15.62 62,53 3.69 56,08 45,74 47,29
Finlandia 90.05 9,65 58,73 75,94 46,87 23,68 56,88 8,37 59,80 57.26 59,72
Islandia 82,40 13,24 65,64 75,44 68,84 82,13 60,31 60,35
Noruega 83.41 11,95 58,69 75,71 45,19 21,78 61,79 66,08 56,50 56,71
Suecia 87,46 12,55 59,26 75,23 44,36 19,91 62,92 10,07 66,95 58,97 64,82
Irlanda 85.50 10,01 52,51 74,34 37,80 20.30 61.57 13.94 57,05 49,39 53.1

Inglaterra 80.26 7,98 51,30 74.21 42 61 16,38 594,82 8.91 63,24 47.08 4691
Irlanda del Norte 83.33 10,50 52,62 76,48 48,46 16,84 29463 103 75,47 47.94 4768
Escocia 78.83 7,98 53,08 52,82 38.71 14.77 598,34 8,07 62,10 46,23 42,98
Gales 78,03 7,86 49,97 73,46 41,50 16,52 53,93 947 59,43 48,99 47,28
Austria 90,19 14,88 60,76 77,56 37,13 30,23 59,67 11,90 57,78 71,87 59,43
Belgica 89,51 14,25 61,26 72,29 36,41 27.33 63,72 16,46 58,30 61,74 56,69
Francia 88,82 13,07 57,76 58,06 3097 24,44 63,85 12,69 52,78 63,55 54,51
Alemania 89.29 14,46 60,95 73,95 39,33 30,52 61.26 13.43 59,89 69.65 56,18
Suiza 86.62 1417 61,93 73,92 39.27 29.31 63.24 1210 60,73 52,28 56,34
Holanda 83,25 13,03 58,21 54,56 4424 18.35 97,28 10,00 69,32 52,63 49,79
Croacia 717 14,37 48,04 70,02 30,44 18.94 43,96 9,89 51,12 57.50 40,01
Italia 88,39 13,24 59,51 78,49 40,47 30.53 60,90 16,07 68,86 66,69 52,9

IMalta 84,95 8,36 58,91 78,77 40,83 19,46 41,20 4747 47,51
Portugal 89,23 9,60 56,55 72,55 30,38 29.26 52,84 11,46 48,45 54,14 52,11
Eslovenia 74.29 10,06 51,92 64,42 30,44 25.32 91.52 3.37 62,24 55.30 41,96
Espafia 84,59 10,06 56,42 70,29 34,62 24,19 58,19 14,45 59,46 57.48 48,88
Bulgaria 50.51 547 41,55 60,41 15,17 10.60 32,84 3.21 41.47 38.72 29,84
Repliblica Checa 78,06 10,46 50,22 70,68 36,38 21,04 95,87 5,65 49,93 59.62 454

Estonia 72,80 10,42 48,17 65,54 19,09 21,69 47,16 49,08 55,52 39,92
Letonia 65,60 10,45 40,24 55,39 15,33 19.21 43,69 40,22 55,09 35,39
Lituania 82,84 8,02 45,40 59,88 13,85 22,03 44,88 743 44,43 56,11 42,97
Polonia 66.56 12,93 44,91 60,76 29,09 13.62 39.83 6.17 53.01 52,66 34,66
Eslovaquia 65.30 9.40 4513 64,39 21,34 18.83 4469 65,04 43,64 56.92 38,19
EURCPA 83.36 11.97 55,79 69,41 36,37 23.74 97,16 11.46 58,99 59.78 50,34

Fuente: Proyectos EUROCARE-4 y EUROCARE-5, y Red Espafiola de Registros de Cancer

Figura 5. Tasa de supervivencia relativa a 5 aflos de cancer ajustada por edad para 10 tipos
tumorales, en los paises de la Unién Europea (2000-2007) ((Galceran et al., 2014)

Espafa ocupa un lugar muy elevado en el ranking europeo de mortalidad por los
carcinomas uroteliales, aunque como en el resto de los paises europeos, las tasas de
mortalidad han descendido en los ultimos afos (Ferlay et al., 2010). Segun Josep Maria
Borras et al. en su estudio (Borras MJ. et al., 2009), propone que dicha disminucién de
la mortalidad se debe, en parte, a la disminucién de la prevalencia del consumo de
tabaco en los hombres espanoles, asi como una caida de la exposicion laboral a ciertos

carcinégenos.
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2. ESTUDIO HISTOLOGICO

2.1. Histologia normal del tejido urotelial

El tejido urotelial (Chaux A., 2019) estd tapizado por unas 5-7 capas de células de
espesor. La capa superficial esta construida por células superficiales (llamadas también
células umbrella), que se caracterizan por ser grandes y elongadas con un citoplasma
eosindfilo y frecuentemente binucleadas. Las células intermedias son cubicas o
columnares bajas, con bordes bien definidos y citoplasma anfofilico, rico en glucégeno;
los nucleos estan dispuestos regularmente, la cromatina es finamente granular y es poco
frecuente encontrar mitosis. La capa basal estd constituida por células mds cilindricas,

algunas presentan surcos nucleares longitudinales y se encuentra sobre la [dmina basal

(Figura 6).
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Figura 6. Mucosa urotelial sin alteraciones histoldgicas significativas (a y b) Ampliacion ay b 20x
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2.2. Histologia del carcinoma urotelial

Cuando se producen una serie de mutaciones genéticas en las células, estas generan
una serie de cambios en su fenotipo, perdiendo su capacidad de diferenciacién o
especializaciéon y proliferan activamente, adquiriendo una serie de caracteristicas

atipicas.

Al producirse cambios en su fenotipo, se pueden observan diferentes patrones
histoldgicos. Los patrones histologicos permiten clasificar los tumores mediante el
estudio microscopico, estos se determinaran basandonos tanto en las caracteristicas
fenotipicas de las células como en las caracteristicas arquitecturales del tumor (Figura

7).

Figura 7. Carcinoma urotelial (a y b). Ampliacién a: 20X; b: 60X

Existen varios patrones histolégicos del carcinoma de vejiga dentro de la “WHO
Classification of Tumours of Urinary System” (Moch et al.,, 2016). Los patrones
histolégicos mas comunes del carcinoma del tracto urinario, son el carcinoma urotelial
papilar/sélido (Picazo et al.,2007) que afecta entre un 90-80% de los carcinomas en los
paises industrializados. (Moch et al., 2016).

10



Introduccion

El 10% de los carcinomas uroteliales presentan diferenciacién glandular o epidermoide,
siendo una caracteristica mas comun en los tumores de alto grado e invasivos, aunque

puede darse en tumores bien diferenciados (Blanco Jiménez E et al.,2003).

Los carcinomas uroteliales con diferenciacion epidermoide, estan directamente
relacionados por la infeccidon por S. Haematobium. Se ha comprobado que los paises
donde S. Haematobium es endémico, se puede identificar dicho patrén hasta en un 72%
de los carcinomas uroteliales. En contraposicion, en los paises donde S. Haematobium
no es endémico, los carcinomas uroteliales con diferenciacién epidermoide solo estan
presentes en aproximadamente un 10-5% de los carcinomas uroteliales (Lamm et al.,

1992; Antoni et al., 2017).

El estudio histolégico, permite gradar estos tumores, siendo mds agresivos cuanto
mayor sea el grado; es decir, cuanto menos diferenciadas estén las células. En el caso de
los carcinomas uroteliales, la mayoria de ellos presentan tumores de bajo grado en el
momento del diagndstico (60%) (Parakh R, 2019). Esta proporcidn varia segun en grado
de infiltracién, por ejemplo, si analizamos los tumores que infiltran la lamina propia, la
mayoria de autores concuerdan que los tumores de alto grado son mayoritarios (Torti

et al., 1987; Kaubisch et al., 1991).

Otra de las caracteristicas que se valora en el estudio histoldgico es el nivel de infiltracion
gue presenta el tumor. La presentacién mas frecuente de los carcinomas uroteliales en
el momento del diagndstico es en aproximadamente un 70-80% de los casos, de tumores

uroteliales no musculo invasivos (Parakh R, 2019).
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3. DIAGNOSTICO DE CARCINOMA UROTELIAL

3.1. Historia clinica del paciente
Una completa historia del paciente es util y obligatoria. En dicha anamnesis se le
pregunta al paciente sobre su historia clinica, con el objetivo de hacer un diagndstico

diferencial.

v' Edad

v' Género

v’ Alergias conocidas

v' Antecedentes médicos

v' Antecedentes quirtrgicos

v Antecedentes familiares de patologia urinaria u otra patologia tumoral

v’ Habitos todxicos (tabaco, alcohol...)

Al realizar la historia clinica se debe de examinar y evaluar los diferentes signos y
sintomas que puedan padecer dichos pacientes. La hematuria que generalmente suele
ser de cardacter intermitente, es el signo mas frecuente en los pacientes que padecen
carcinoma urotelial (Cummings et al., 1992). Se ha identificado que los pacientes que
presentan hematuria visible se asocian, con mayor frecuencia, con tumores de mayor
grado que los que presentan una hematuria no visible (Ramirez D et al., 2016). Otro de
los sintomas mas frecuentes, son los sintomas irritativos que suelen ser mas frecuentes
en tumores in situ de localizacidn cervical o de tumores infiltrantes (Hudson and Herr,

1995), asi como el dolor lumbar secundario a la obstruccion de los uréteres, edema de
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miembros inferiores, presencia de masa ocupante de espacio, anorexia y pérdida de

peso (Messing et al., 2004). (Figura 8).

SINTOMAS CLINICOS MAS FRECUENTES DEL CANCER DE VEJIGA (%)

Hematuria 77-87

Hematuria durante tratamiento anticoagulante 45

Dolor vesical 4-21

Disuria 7.5-10

Polaquiria 4-5

Pérdida de peso |

Metastasis |

Figura 8. Sintomas clinicos mas frecuentes del carcinoma urotelial (Pavone-Macaluso M et al.,
2020)

El examen fisico completo es esencial y nos servird para realizar un diagndstico
diferencial entre diferentes patologias uroldgicas, aunque muchas veces es de baja
utilidad para el diagndstico de carcinoma, pero de gran utilidad para descartar

patologias uroldgicas.

v' En la exploracidn fisica, se buscardn signos de infeccion urolédgica como fiebre,
edema u otros signos como puiio-percusion.

v' Examen del introito vaginal, valorando la presencia de prolapsos de érganos
pélvicos, tono y trofismo vaginal, escapes de orina al esfuerzo...

v" Examen del escroto, valorando masas, varicocele, hidrocele....

v/ Examen prostatico mediante un tacto rectal valorando tamafio, consistencia...

13
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3.2. Pruebas complementarias
Existen una serie de pruebas complementarias que nos ayudaran en el diagndstico de

los carcinomas uroteliales.

En el estudio de sedimento de la orina se valora la presencia o ausencia de
microhematuria, leucocituria o bacteriuria, asi como el pH de la orina. Segun el estudio
de Wakui y Shiigai (Wakui and Shiigai, 2000) se ha comprobado que el analisis del
sedimento de orina puede no aportar gran informacion; puesto que solo, resulta de
utilidad en los casos hematuria macrohematuria, ya que en los casos de microhematuria
(96% de las hematurias asintomaticas) no se asocia al riesgo de padecer carcinoma

vesical.

Las técnicas de estudio por imagen, suponen una gran herramienta de gran valor, tanto

para el diagndstico como para su estadiaje. De las que destacamos:

v Ecografia abdominal: Es una prueba de gran interés para la visualizacidn ecografica
de las estructuras uroldgicas. Esta técnica presenta una sensibilidad de hasta el 98%
siendo tamafo dependiente (PR, 1989). Se identificd que, en tumores menores de 5
mm presenta una sensibilidad del 38%, para tumores que miden entre 5a 10 mm
presenta una sensibilidad del 82% y aquellos tumores que miden mas de 10 mm
presenta una sensibilidad cercana al 100%. Esta técnica presenta dificultades, tanto
para valorar el nimero de lesiones, la localizacidn, aspecto morfoldgico o incluso su

estadiaje (Ferndndez Gonzalez | et al., 2000).
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A su vez, existen otras multiples técnicas ecograficas para el diagndstico de estos
tumores, como la ecografia transvaginal o ecografia transrectal pero dichas técnicas

son de baja aplicacion en la clinica diaria.

v' Urografia por Tomografia Computarizada: es un examen por imagenes para
examinar las vias urinarias, incluidos los rifiones, la vejiga y los uréteres, que
transportan la orina desde los rifiones hasta la vejiga. Es de gran utilidad para la
estadificacion de los tumores.

El estudio citoldgico es una técnica no invasiva, adecuada para el cribado, diagnéstico y

seguimiento de los carcinomas uroteliales. Esta técnica comenzé en la década de 1940,

Papanicolau y Marshal realizaron un examen citoldgico en el sedimento de orina con el

fin de buscar células cancerosas (Hoque et al., 2006).

El estudio citoldgico resulta de gran utilidad en tumores de alto grado, asi lo demuestran
Murphy et al. en su estudio (Murphy WM et al., 1986) determinan que la citologia
obtenida por miccidn resulta positiva en el 10% de los tumores de bajo grado y hasta en
un 90% en los tumores de alto grado. Al valorar los carcinomas in situ, al tratarse de

tumores de alto grado, es capaz de diagnosticar el 80-90% de los casos tumorales.

La cistoscopia es una exploracion endoscopica, que se realiza mediante el uso de un
cistoscopio (rigido o flexible) y permite la visualizacién del interior de la uretra y de la
vejiga y de esta forma valorar parametros de morfologia tumoral y localizacion. En el

mismo procedimiento, si se considera preciso, se realiza una biopsia superficial para su
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posterior estudio. Se puede realizar una cistoscopia de fluorescencia mediante una

instilacion de 5-ALA (5 aminolevulinico).

En la actualidad se considera la técnica “Gold estandar” para la deteccidn de carcinoma
urotelial. Esta técnica ofrece una sensibilidad del 98% en la deteccidn de lesiones
malignas de vejiga (Fernandez Gonzdlez | et al., 2000). Mediante esta prueba se puede
obtener una exhaustiva descripcion del tumor, tanto de la localizacién, morfologia,
tamafio y nimero. En la mayoria de los casos, el aspecto macroscépico se correlaciona
con el grado tumoral, los tumores de bajo grado suelen presentar papilar finas y una
mucosa circundante normal, mientras que los tumores de alto grado presentan una
papila mamelonada con una base de implantacion amplia. Los carcinomas in situ,

presentan una lesién aterciopelada, plana e hiperémica (Lee et al., 2008).

La reseccidon transuretral, es una técnica importante a nivel diagndstico y como
tratamiento puesto que permite evaluar tanto al patrén arquitectural, el grado
citolégico como el estadiaje tumoral y, por lo tanto, aporta una valiosa informacion

prondstica para el paciente. Consiste en realizar una reseccidn del tejido neoformado.

4. CARCINOGENESIS EN EL CARCINOMA DEL TRACTO URINARIO

Se han descrito multiples causas que inducen la carcinogénesis del tracto urinario, las
cuales llevan a mutaciones en genes esenciales para el mantenimiento de la fidelidad
genética y control del ciclo celular (Daneshmand, 2017). La mayor causa de mutaciones
de estos genes estd relacionada con el estilo de vida, condiciones alimentarias vy
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exposicion a téxicos (principalmente el tabaco), que influyen en la proliferacion de
algunos tipos de cdnceres (Daneshmand S, 2017; Steven C Campbell et al., 2018).
También se han encontrado involucrados factores genéticos primarios entre los que
destacan la via de inestabilidad cromosdmica vy la via de inestabilidad de microsatélites

(Morales et al., 2006).

El sustrato genético de la inestabilidad de microsatélites, se debe a un defecto en los
genes del sistema de reparacién del ADN, conocidos como Mismatch repair (MMR), que
se asocian a inestabilidad de microsatélites (Morales et al., 2006). La inestabilidad de
microsatélites es determinada por un fallo en los mecanismos de reparacion de errores
de la duplicacién del DNA vy, por lo tanto, una acumulacién acelerada e indiscriminada
de mutaciones en los nucleétidos mediante inserciones o deleciones (Roa S et al., 2003;

Joost P et al., 2015).

Los microsatélites son secuencias altamente repetitivas de nucledtidos (que van de dos
a seis bases de nucleétidos) que se repiten de forma consecutiva, en tdndem y existen
en el ADN en condiciones normales. Dichas secuencias se encuentran en regiones no
codificantes del ADN (Morales et al., 2006). Durante la replicacion del ADN, se pueden
producir una serie de mutaciones que habitualmente son reparadas por los genes MMR

(Jover and Pay3, 2003; Roa S et al., 2003).

Los genes MMR, codifican las proteinas MMR. Las proteinas MMR proporcionan a las
células un alto nivel de proteccion frente a las mutaciones en la replicacion de ADN. Estd

compuesto por una familia de proteinas, codificadas por los genes hMSH2, hMSH3,
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hMSH6, hMLH1, hPMS1 y hPMS2 (Garcia-Tello et al., 2014; Joost P et al., 2015). Entre
ellas, forman complejos heterodimeros. Los mas abundantes y primeros en actuar son
el hMutSa, que estd formado por hMSH2-hMSH6 y el hMutLa, formado por hMLH1-

hPMS2 (Jover and Paya, 2003; Mechoso et al., 2016).

Durante la replicacion, el ADN es muy propenso a desalinearse o aparearse
incorrectamente, por causa de un fenémeno conocido como deslizamiento de las hebras
(slippage) (Roa S et al., 2003). Como resultado de este deslizamiento, se producen
deleciones o inserciones en las secuencias de microsatélites, que son muy eficazmente
corregidas por el mecanismo de reparacion de errores por deslizamiento mediante las
proteinas codificadas por el conjunto de genes MMR. De esta forma, las proteinas MMR

identifiquen el error del DNA y lo repara (Joost P et al., 2015; Mechoso et al., 2016).

Si se inactivan por cualquier mecanismo (deleciéon, mutaciéon o metilacién) (Jover and
Pay4, 2003; Rouprét et al., 2008) en ambas copias de alguno de estos genes MMR, no se
podrian reparar los errores durante la replicacion, lo que permitiria la aparicidon de un
fendmeno mutador vy, por lo tanto, la acumulacién de mutaciones, lo que dara lugar a

un fendmeno llamado inestabilidad de microsatélites (Rouprét et al., 2008).

Se ha estudiado (Esparza et al., 2002) que la heredabilidad de uno o varios de estos
genes mutados en uno de los alelos conlleva una predisposicidon genética a padecer
diferentes patologias asociadas a la mutacion de los genes MMR. Eso significa que, si el
alelo correspondiente al ya mutado y heredado sufre también algun tipo de afectacién

molecular, determinard que la proteina codificada por dicho gen no sea normal. Si esta
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proteina mutada participa en la correccién de errores de replicacion de DNA en el

momento de la replicacion, esta se llevard a cabo con errores.

Existen una serie de sindrome asociados a la mutacién de los genes MMR. Dichos
sindromes estdn asociadas a mutaciones germinales en los genes de reparacién de bases
desapareadas del DNA en el conjunto de genes Mismatch repair (MMR) (Harper et al.,

2017; Pradere et al., 2017)

v Sindrome de Lynch: Es el sindrome que con més frecuencia se asocia a pacientes
con mutaciones de los genes MMR, presenta una herencia autosdmica dominante.
Los pacientes con este sindrome poseen una mutacidon hereditaria en la linea
germinal de uno o varios genes MMR. Alrededor del 78% de estos individuos
desarrollaran cancer a una edad media relativamente temprana, aproximadamente
antes de los 42 anos.

v Sindrome de Muir-Torre: Es un sindrome que presenta una herencia autosémica
dominante con alto grado de penetrancia y una expresibilidad variable. Los
pacientes que padecen este sindrome tienen una mayor probabilidad de padecer
tumores de glandulas sebaceas de la piel y tumores viscerales, actualmente se
asocian a carcinoma colorrectal no asociado a poliposis. Se han identificado
mutaciones en la linea germinal de los genes hMSH2 y hMLH1.

v Sindrome de Turcot: Sindrome hereditario que cursa con el desarrollo de neoplasia
malignas en el sistema nervioso central y carcinomas colorrectales asociados a

poliposis. En cuanto al patrén de herencia, se han identificado dos variantes: la
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primera se debe a una mutacién germinal en los genes MMR, presentando una
herencia autosdmica recesiva y la segunda se debe una serie de mutaciones en el

gen APC que presenta una herencia autosémica dominante.

5. SINDROME DE LYNCH

El sindrome de Lynch es un sindrome que presenta una herencia autosémica dominante
con penetrancia incompleta, multitumoral, que se asocia a familias con un aumento de
riesgo a padecer cierto tipo de cdnceres (carcinoma colorrectal, urinario, endometrial,
ovarios, estdmago, intestino delgado, cerebro y las gldndulas sebdaceas cutaneas) a
edades mas tempranas que el resto de la poblacidn general (Sjoédahl et al., 2013;
Peltomaki, 2014). Estos pacientes presentan un aumento de riego de padecer

carcinoma urotelial del 2,9% de la poblacidon normal al 28% (Moch et al., 2016).

La carcinogénesis en estos pacientes se debe a una acumulacién de mutaciones en
marco de lectura somatico (células diploides) en las regiones donde se situan los genes
que poseen la funcidn de controlar el crecimiento y la apoptosis (Roa S et al., 2003;

Morales et al., 2006; Joost P et al.,2015; Moch et al., 2016).

Multiples estudios de genética molecular han observado que, entre un 1,8 y un 28% del
total de carcinomas uroteliales se pueden identificar mutaciones en los genes MMR
(Morales et al., 2006; Joost P et al., 2015; Moch et al., 2016; Harper et al., 2017; Pradere

et al.,2017; Ju et al., 2018; Metcalfe et al., 2018; Urakami et al., 2018).
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5.1. Historia del sindrome de Lynch

En 1895, una mujer que trabajaba de costurera informé angustiada de que varios
miembros de su familia, durante varias generaciones, habian muerto por padecer cancer
y ella temia que pudiera padecer dicha enfermedad. Aldred Scott Warthin, MD, PhD,
presidente del Departamento de Patologia de la Universidad de Michigan en Ann Arbor
(Warthin, 1913), realizé un estudio estadistico completo a los 10 miembros de su
familia; 2 tenian cdnceres uterinos, 2 tenian canceres de estdmago y uno tenia un

"cancer abdominal".

Los descendientes de los 5 familiares estudiados que padecian cdncer, también
padecieron multiples cdnceres. Al analizar a los familiares que no padecian cancer se vio
gue ninguno de sus hijos habia desarrollado esta enfermedad. Warthin concluyé que
podria haber, al menos en este caso, una predisposicién familiar al cancer. La familia era
de origen germano y habia emigrado a América antes de la guerra civil
americana; Warthin los llamé "Familia G" (Figuras 9 y 10) (Boland and Lynch, 2013).
Finalmente, la costurera, padecio cancer de endometrio y murié de esta enfermedad tal

y como predijo.
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Figura 9. Fotografia del fundador inmigrante de la “Familia G”. Tuvo 10 hijos, 6 de los cuales
desarrollaron cancer. Murié en 1856 a los 60 afios, de cancer. En la tercera generacidn, habia 70
descendientes, 33 de los cuales habian desarrollado cancer (Warthin, 1913).
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Figura 10. Arbol genealdgico de la “Familia G” utilizado por Warthin, en su articulo seminal en
Arch Int Med, 1913 (Warthin, 1913).
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Posteriormente, se realizaron estudios esporadicos de esta enfermedad, de la Clinica
Mayo de 1941 (Bargen, et al., 1941), Inglaterra en 1956 (Savage, 1956), asi como
diversas localizaciones en la década de 1960 (KLUGE, 1964; AURE and NILSSON, 1965;

Glidzic and Petrovic, 1968).

Henry T. Lynch, MD, informd de la existencia de varias familias con patrones similares

en 1966-1967 (Lynch et al., 1966; Lynch and Krush, 1967; Lynch et al., 1967).

Mas tarde, en 1971, se publicd un manuscrito “Cancer Family 'G' Revisited” (Lynch and
Krush, 1971) tras estudiar a mas de 650 sujetos de la familia G de los cuales 95
padecieron o padecen cancer de inicio temprano. Reconocié la naturaleza autosémica

dominante de la herencia y lo llamé “Sindrome de cancer familiar”.

5.2. Tumores uroteliales con mutacidon de los genes MMR

Los carcinomas uroteliales que presentan los pacientes con mutacion de los genes MMR,
en la mayoria de casos, cumplen una serie de caracteristicas en comun tanto a nivel de
presentacion clinica como a nivel de estudio histoldgico. Y, por supuesto, a nivel

genético.

Los carcinomas uroteliales en pacientes con mutacién de los genes MMR se presentan
preferentemente en la vejiga, seguido de uréteres y por ultimo pelvis renal (Joost P et
al.,2015; Sjodahl, 2018). Aunque otros autores (Harper et al., 2017) identifican en su

estudio que la localizacién mas frecuente son los uréteres seguidos de la vejiga.
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Los pacientes con mutacién de los genes MMR presentaron tumores entre los 36 y los
90 afos (Joost P et al.,2015; Harper et al., 2017; Metcalfe et al., 2018; Sjodahl, 2018). Al
valorar el género vemos que, en la gran mayoria de estudios, la mayor parte de
pacientes con mutacion de los genes MMR son varones (Joost P et al., 2015; Ju et al.,

2018).

Al evaluar los patrones histolégicos, el patrén papilar es el predominante, siendo en la
mayoria de los casos, de alto grado tumoral, sin presencia de un marcado pleomorfismo
nuclear (Joost P et al., 2015; Harper et al., 2017). Se presentan mayoritariamente como
tumores que no infiltran la muscular propia, aunque se pueden encontrar en cualquier
estadiaje tumoral. Se evidencia la presencia de linfocitosis intratumoral observandose
mas de 20 linfocitos por 10 CGA (campo de gran aumento) (Catto et al., 2003; Skeldon

et al., 2013; Harper et al., 2017; Ju et al., 2018).

En el estudio publicado por Urakami et al. (Urakami et al., 2018) hay cierta discordancia
en relacion a algunos de los datos observados en los estudios anteriormente citados,
puesto que, segln este autor, dichos tumores son mas frecuentes en mujeres,
presentando un patrén de bajo grado citoldgico, aunque tal y como dicen el resto de
autores, los tumores en la mayoria de casos no infiltran la muscular propia. En el estudio
de Urakami et al. (Urakami et al., 2018), ninguno de los pacientes presentd un tumor

con patron arquitectural de tipo sélido, ni linfocitosis intratumoral.
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Las mutaciones en los genes MMR que mas frecuentemente se producen en estos
pacientes, ocurren principalmente en los genes MLH1 o MSH2 y con menor frecuencia

en los genes PMS2 y MSH6 (Skeldon et al., 2013; Ju et al., 2018; Urakami et al., 2018).

Por esta razdn, al valorar las caracteristicas histoldgicas de estos tumores, nos damos
cuenta del escaso nimero de estudios existentes y la discrepancia de datos que existe
en este momento por lo que se considera conveniente realizar un estudio mas

exhaustivo sobre este tema.

5.3. Identificacion precoz y diagnostico de pacientes con mutacion de los

genes MMR
Es importante la identificacidon precoz y diagnéstico de pacientes con mutacién de los
genes MMR, con el objetivo de disminuir la morbilidad y la mortalidad. Para ello se han

elaborado diferentes métodos de cribado.

Podemos encontrar tres niveles de evaluacidon para ayudarnos a diagnosticar a los
pacientes con mutacion de los genes MMR, evaluando los datos clinicos del paciente,
realizando técnicas inmunohistoquimicas para el estudio de las proteinas MMR, PCR

(reaccidén en cadena de la polimerasa) o realizando un estudio genético:

Criterios clinicos: en 1991 se crearon los criterios de Amsterdam (Vasen et al., 1991),
mediante los cuales, utilizando los datos personales y una breve historia de

antecedentes familiares, se podia determinar qué individuos presentaban un mayor
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riesgo de experimentar un cancer de colon por inestabilidad de microsatélites y, por lo
tanto, recomendandose realizar un estudio de ellos. Los criterios de Amsterdam solo
son validos para el carcinoma colorrectal, por lo que en 1999 se propusieron los criterios
de Amsterdam Il (Vasen et al., 1999) (Tabla 1) que son mas sensibles e incorporan
carcinomas de intestino delgado, carcinomas endometriales y carcinomas de tracto
urotelial. Este tipo de screening resulta muy simple de realizar, facilmente aplicable y no
invasivo. Presenta una baja sensibilidad y por lo tanto resulta insuficiente, observandose
gue casi uno de cada tres pacientes permanece sin diagnosticar. En contraposicién, solo
del 50 al 60 % de los pacientes que cumplan los criterios de Amsterdam presentaban

dicha mutacion (Chintalacheruvu et al., 2017).

A su vez en 1997 se realizaron las Pautas de Bethesda, revisadas en 2002 (Umar et al.,
2004), y son de gran ayuda para el diagndstico precoz de estos pacientes. Estas pautas

presentan una pobre especificidad, pero una alta sensibilidad (Tabla 1).

Existen otros criterios propuestos por la Sociedad Japonesa de Investigacidn para el
Cancer de Colon y Recto (Fujita et al., 1996; Bermejo, et al., 2004), aunque en Espafia

estos criterios no se usan en la practica clinica.
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Criterios de Amsterdam Il .
Criterios de Bethesda

(se debe de cumplir al menos un criterio)

(todos los criterios deben estar
presentes)

Al menos tres miembros de la familia con

)} Cancer colorrectal antes de los 50 afios.
canceres del espectro estrecho HNPCC

Segundo cancer colorrectal sincrénico o un
cancer colorrectal metacrénico
(independientemente de la edad)

Al menos uno de estos tres debe ser un
pariente de primer grado

Participacién de al menos dos Segundo céncer del amplio espectro de
generaciones. HNPCC (independientemente de la edad)

Hallazgos patoldgicos que muestran

Al menos un cancer antes de los 50 afios. | . . . .
inestabilidad de microsatélites a la edad <60

Cancer colorrectal con al menos un familiar

Sin antecedentes de adenomatosis de primer grado que presenta un cancer del
coldnica familiar amplio espectro de HNPCC antes de los 50
afnos

Cancer colorrectal con al menos dos
familiares de primer grado que presentan un
cancer del amplio espectro de HNPCC
(independientemente de la edad)

Tabla 1. Criterios de Amsterdam II: (buena especificidad, pero poca sensibilidad) y Criterios de
Bethesda (pobre especificidad, pero buena sensibilidad) (Tecklenburg J et al., 2019).

Estudio del tejido tumoral: Son las primeras pruebas que se realizaran. En caso de que
exista tejido y este sea viable, se puede realizar técnicas de inmunohistoquimica o PCR.
Mediante las técnicas de inmunohistoquimica, se estudia la presencia de mutacién en
las proteinas producidas por los genes MMR (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2) y mediante
la técnica de PCR se evalla los cambios en la longitud de los genes MMR. En el caso de
pérdida de la expresién de la proteina o alteracidn en la longitud de los genes MMR se

recomienda realizar un estudio genético.
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Molina Burgos et al. proponen en su articulo realizar un estudio de inestabilidad de
microsatélites en células exfoliadas del sedimento wurinario. Un estudio
inmunohistoquimico de las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 proporciona un
diagndstico precoz y no invasivo (Molina Burgos et al.,2003). El estudio IHQ de las
proteinas MMR en las células exfoliadas del sedimento urinario ofrece una sensibilidad

de hasta un 93% (Kohlmann and Gruber, 2004).

Estudio genético: Para dicho estudio se realiza un examen molecular, con el fin de
buscar mutaciones en los genes, utilizando para ello células no cancerosas. El
diagnéstico del Sindrome de Lynch se confirma mediante el estudio genético de la linea
germinal. En muchos casos, el estudio inmunohistoquimico es de utilidad para indicar

gué genes hay que estudiar.

Todos los pacientes que cumplan los criterios de Amsterdam o Bethesda y de los que
exista tumor disponible, se realizara en el departamento de Anatomia Patoldgica, un
estudio inmunohistoquimico de las proteinas codificadas por los genes MLH1, MSH2,
MSH6 y PMS2. De esta forma se podra identificar si dichas las proteinas presentan falta

de expresidn nuclear (Navarro et al., 2012).

Actualmente, los estudios genéticos de mutaciones en la linea germinal son laboriosos
y costosos y debido, a que los recursos son limitados, resulta importante realizar una

seleccion de los pacientes que vamos a estudiar.
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5.4. Vigilancia a los pacientes con mutacion de las proteinas MMR

Debido a la alta probabilidad que presentan los pacientes con mutaciones de los genes
MMR a padecer diversos canceres, asi como una alta tasa de recurrencia, se recomienda
iniciar el cribado de forma mas precoz que en la poblacién general y un estricto
seguimiento (Pradere et al., 2017). Dichas recomendaciones estan indicadas para
pacientes con mutacién de los genes MMR vy pacientes con alto riesgo de padecer

mutacion de los genes MMR.

v' Recomendaciones para prevenir el carcinoma colorrectal o realizar un diagnéstico
precoz (Pradere et al, 2017; Tecklenburg J et al., 2019); se recomienda una
colonoscopia anual o bianual comenzando entre los 20-25 afios o 2-5 afios antes de
la edad mas temprana de diagndstico de carcinoma colorrectal en la familia si,

hubiera un diagnéstico antes de los 25 afios.

v" Recomendaciones para prevenir el cdncer de endometrio y ovario o realizar un
diagndstico precoz; se recomienda un examen pélvico, una biopsia endometrial y
una ecografia transvaginal anual a partir de los 30-35 afios. La histerectomia y la
salpingoforectomia bilateral deben recomendarse a las mujeres con mutacion de los
genes MMR que hayan satisfecho su deseo gestacional o a la edad de 40 afios

(Giardiello et al., 2014).

v' Recomendaciones para prevenir los canceres del tracto urinario o realizar un

diagndstico precoz; se recomienda realizar anualmente un analisis urinario y una
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citologia combinada con imagenes (ecografia o cistoscopia) (Myrhgj et al., 2008) a

partir de los 30-35 aios (Tiwari et al., 2016).

v' Recomendaciones para prevenir el cincer gastrico o realizar un diagndstico precoz;
se recomienda una esofagogastroduodenoscopia (EGD) con una biopsia géstrica del
antro a los 30-35 afios con tratamiento para la infeccién por Helicobacter pylori
cuando se encuentre. Posteriormente, la vigilancia cada 2-3 afios en funcién de los
factores de riesgo individuales del paciente (Giardiello et al., 2014; Tecklenburg J et

al., 2019).

v' Recomendaciones para prevenir los tumores sebaceos o realizar un diagnéstico
precoz; no existen claras recomendaciones, aunque los pacientes con mutacién de
los genes MMR y sus familiares deben recibir examenes dermatolégicos regulares

(South et al., 2008).

v Para prevenir el resto de canceres (no relacionados con mutacién de los genes
MMR), no se recomienda una vigilancia de rutina mas alla de las recomendadas para

la poblacién general.

5.5. Tratamiento

En la actualidad, el tratamiento individualizado esta cada dia mds presente en la practica
clinica con el fin de ofrecer la mejor alternativa terapéutica seguln el tipo de mutacién
que presenta el tumor. Existen estudios y varias lineas de investigacion centradas en

pacientes con mutacién de los genes MMR. Dichos estudios proponen:
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v' El uso de derivados del cisplatino para el tratamiento quimioterapico en los
pacientes con mutacion de los genes MMR. Hollande et al. (C. et al., 2014) encontré
un beneficio de la quimioterapia adyuvante de cisplatino para pacientes con
carcinoma urotelial de alto riesgo localmente avanzado combinado con sindrome de
Lynch en comparacidn con pacientes con tumores esporadicos.

v/ Tratamientos mediante el uso de anticuerpos contra CTLA4 y PD-1 o sus ligandos
asociados. Esta dando buena respuesta clinica a pacientes con mutacidn de los genes

MMR (Overman et al., 2017).

Los puntos de control inmunitarios de muerte programada 1 (PD-1) y las vias de la
proteina 4 asociada a los linfocitos T citotdxicos (CTLA4) son sistemas de
retroalimentacion negativa que reprimen las respuestas inmunitarias citotoxicas de

las células T.

Estos tumores presentan altas tasas de mutaciones debido a la produccién de
proteinas inmunogénicas mutantes, asociadas con un infiltrado linfocitico (Overman
et al.,, 2018). La inmunogenicidad podria deberse a la generacién de una gran
cantidad de neoantigenos como resultado de la deficiencia en los genes MMR (mas
de 20 veces superior que en tumores sin deficiencia en los genes MMR), lo que

desencadena una respuesta inmune significativa (Jarvinen et al., 2000).

v En el caso de mujeres con mutacion de los genes MMR y carcinoma de endometrio,
se han visto posibles beneficios preventivos en el uso de hormonas exdgenas. En el

estudio (Dashti et al., 2015) se vio una asociacidén ente el uso de anticonceptivos
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hormonales durante 1 afo o mas con la reduccion significativa de carcinoma de

endometrio en mujeres con mutacion de los genes MMR.

v El uso de 600 mg/dia de aspirina junto con 30 g dia de almidén (Burn et al., 2008)
demostraron que a largo plazo disminuye de manera marcada la incidencia de
carcinoma colorrectal y de cualquier cdncer asociado a la mutacién de los genes
MMR. En la actualidad la dosis ideal y la duracidn del tratamiento aun no estan
definidas (Burn et al., 2011). Existe un estudio en curso, CaPP3 Spain
(Navarrabiomed) (Burn et al., 2013; MacRae, 2019) en el cual se estdn administrando
diferentes dosis de aspirina (100 mg/dia, 300 mg/dia o 600 mg/dia) en un ensayo
prospectivo, aleatorizado de pacientes con mutacién de los genes MMR.

En la actualidad, se estan valorando los beneficios, para la prevencion del cancer, del

ibuprofeno, suplementos de calcio y el uso de multivitaminas en personas con mutacién

de los genes MMR, aunque tales intervenciones no deben considerarse estandarizadas

puesto que aun se necesitan ensayos clinicos (Ait Ouakrim et al., 2015; Chau et al., 2016).

5.6. Consejo genético

Es recomendable realizar una consulta con el Servicio de Genética del Hospital con el fin
de realizar una valoracion de riesgo de los tumores asociados con el IMS asi como riesgos
familiares (Valenzuela et al.,, 2002). Se ha visto que solo una pequefia parte de los

pacientes derivados a consejo genético, acuden a la consulta. Se cree que es debido a
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que los pacientes infravaloran los riesgos o debido a la ansiedad que produce conocer

la realidad (Babjuk et al., 2011).

6. CLASIFICACION MOLECULAR DEL CARCINOMA UROTELIAL

El carcinoma urotelial es un subtipo de cancer muy heterogéneo tanto a nivel clinico-
patolégico como molecular. Debido a esta heterogeneidad, se ha estudiado la expresién
del genoma y se han realizado estudios de perfil molecular, con el fin de establecer
subgrupos intrinsecos que estén asociados a caracteristicas moleculares especificas,

prondsticas y de esta forma poder ofrecer mejores terapias y tratamientos.

En los ultimos afios el estudio molecular estd en auge vy, por ello estd en constante
avance, gracias a las mejoras técnicas y la implicacién de los cientificos (Bernardo et al.,

2019).

Inicialmente se definieron 3 subtipos moleculares (Sjodahl et al., 2012): tipo urotelial,
tipo genéticamente inestable y tipo carcinoma de células escamosas. Las investigaciones
fueron avanzando (Choi et al., 2014; Damrauer et al., 2014; Weinstein et al., 2014) y la
caracterizacidn molecular integral, permitié una categorizacién en subtipos que estaban
asociados a caracteristicas clinicopatoldgicas. Y en 2015 se establecié un consenso en el
que se definié un subgrupo basal-escamosos (Lerner et al., 2016). En 2017, Robertson
et al. publicaron un estudio (Robertson et al., 2017) en el cual actualizan la clasificacién
de la TCGA basandose en los nuevos estudios moleculares y proponen la subdivisién en

los grupos: luminal, luminal papilar, luminal infiltrante, neural y basal-escamosos.
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Al valorar todos los subtipos y diversas clasificaciones, vemos que no existen grandes
discrepancias en lo referente al grupo neural o neuroendocrino y el basal-escamoso. Sin
embargo, al valorar el grupo luminal vemos que no existe un consenso. Para la
realizacion de nuestra investigacidon utilizaremos la clasificacion propuesta por
Robertson et al. (Robertson et al., 2017) puesto que consideramos aporta mas

informacién para un correcto tratamiento individualizado de los grupos.

La clasificacion de la TCGA consiste en un agrupamiento imparcial en 5 grupos valorando
los datos del ARN secuencial (Figura 11) (Robertson et al., 2017; Inamura and Kentaro,

2018).

v Subtipo luminal (60%): este subgrupo mostraba una expresion para la uroplakina y
marcadores de diferenciacidn urotelial, aunque existen diferencias en la pureza que

sugieren la subcategorizacidn en tres subgrupos:

e El subtipo luminal-papilar (35%) se caracteriza por una morfologia papilar.
Con altas tasas de supervivencia global. Presenta baja carga de mutaciones,
bajos niveles de hipermetilacién. Estos tumores expresan altos niveles de
ERBB2 (HER2).

e El subtipo luminal infiltrado (19%) tiene la pureza tumoral mds baja y
estad asociado a mayores tasas de quimio-resistencia. Se caracteriza por la
presencia de infiltrados linfocitarios. Estos tumores expresan altamente los
marcadores EMT (TWIST1) y moderadamente expresan marcadores

inmunes.
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e El subtipo Iluminal (6%) expresa altos niveles de uropla-
quinas (UPK1Ay UPK2) y muestra un fenotipo de célula paraguas. Esto

sugiere que dichos tumores derivan de células intermedias.

v’ Subtipo basal-escamoso (35%): corresponde al subtipo basal previamente definido,
que se asocia con la diferenciacion de células escamosas y la expresidon de queratina
basal. Este subtipo se encuentra predominantemente en mujeres y expresa altos
niveles de marcadores basales (CK 5/6). Este subtipo frecuentemente tiene una

puntuacion CIS alta, pérdida de sefalizacién SHH y presencia de mutaciones TP53.

v Subtipo neuronal (5%). En la mayoria de los casos, no presenta morfologia
neuroendocrina. Este subtipo expresa altos niveles de genes neuroendocrinos y
neuronales (SOX2). Posee una alta tasa de proliferacién. Se considera el subgrupo

con peores resultados clinicos.
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Figura 11. Los subtipos basados en mRNA de cancer de vejiga musculo-invasivo por TCGA (The
Cancer Genome Atlas) (Inamura and Kentaro, 2018).

6.1. Tratamiento del carcinoma urotelial segun la clasificacion molecular

de la TCGA

En la actualidad, el tratamiento con cisplatino es el tratamiento de primera eleccién para
los carcinomas uroteliales avanzados o metastasicos. Con estos nuevos estudios se esta
evidenciado la heterogenia molecular de los carcinomas uroteliales y con ello se ha
comprobado que resulta esencial poseer diversas respuestas terapéuticas (Figura 12)

(Shah et al., 2011; Robertson et al., 2017; Inamura and Kentaro, 2018; Sjodahl, 2018).

v' El subtipo papilar luminal presenta escasa respuesta NAC (Quimioterapia
neoadyuvante estdndar). Por lo que se recomienda el tratamiento con inhibidores

de FGFR o cisplatino sin NAC.
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v’ El subtipo luminal infiltrativo resulta muy sensible al tratamiento con atezolizumab,
por lo tanto, se aconseja el tratamiento con inhibidores inmunoldgicos.

v' El subtipo luminal, en la actualidad no existe ninguna recomendacion respecto al
tratamiento.

v Basal escamoso presenta una buena respuesta al tratamiento con NAC.

v Neural los estudios sugieren un tratamiento con etopdsido mas cisplatino.

Luminal Basal/Squamous
KRT20+, GATA3+, FOXA1+ KRT5,6,14+, GATA3-, FOXA1-
Luminal-papillary Luminal-infiltrated Luminal

: v : v v

FGFR3 mut, fusion, amp | [ Low purity UPKs | Female SOX2
Papillary histology EMT markers (TWIST1, ZEB1) KRT20 Squamous differentiation DLX6

SHH+ miR-200 family SNX31 Basal keratin markers MSI1

Low CIS Medium CD274 (PD-L1), CTLA-4 High CD274 (PD-L1), CTLA4 PLEKHG4B
" | Myofibroblast markers Immune infiltrates E2F3/SOX4 amp

Wild type p53 High cell cycle
v v

Low risk | Anti-PD-L1, PD-1, CTLA-4 | (Targeted therapy? | | Anti-PD-L1, PD-1, CTLA-4 Etoposide/Cisplatin NAC
NAC* ‘ Cisplatin-based NAC** S | Cisplatin-based NAC
FGFR3 inhibitors

Ne— ** Low response rate

* Low predicted

likelihood of response,

based on preliminary

data

Figura 12. Esquema de propuesta terapéutica segun la nueva clasificacién de la TCGA para el
manejo de los pacientes. (Inamura and Kentaro, 2018)

6.2. Relacion entre la clasificacion molecular y la presencia de tumores con

mutaciones en las proteinas MMR

En el estudio de Therkildsen Eriksson et al. (Eriksson et al., 2018) se identifica una
relacion entre las alteraciones moleculares basandose en la clasificacion de la TCGA y
pacientes con mutacidn de los genes MMR. En su estudio, se incluyeron 41 pacientes

con mutacion de los genes MMR y presencia de carcinoma urotelial, 34 de los cuales
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presentaban mutaciones moleculares propias del grupo luminal y 6 del grupo basal-

€sCamaoso.

En la actualidad, existen escasos estudios que evalluen la relacién entre la clasificacion
molecular de la TCGA y la presencia de carcinomas uroteliales con presencia de
mutaciones en las proteinas MMR. Debido a la falta de estudios, se considera esencial
abordar este tema con el fin de poder ofrecer un tratamiento individualizado a los

pacientes.
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Obijetivos

HIPOTESIS
En la actualidad, para realizar el estudio de las proteinas MMR, se debe obtener y
estudiar, al menos un corte de hematoxilina eosina y 4 cortes histoldgicos tefiidos con

las tinciones inmunohistoquimicas (MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2).

Si se pudiera realizar un sistema de cribado basandonos en los cortes tefiidos con
hematoxilina-eosina, Unicamente se tendrian que realizar técnicas IHQ a aquellos
pacientes con alta sospecha de mutacién de las proteinas MMR. De esta manera, no
seria necesario la realizacion de pruebas IHQ complementarias a los pacientes con baja

sospecha de mutacién de las proteinas MMR.

La realizacion de un sistema de cribado supondria un ahorro econémico y un ahorro en
el tiempo de trabajo empleado, tanto del patélogo como del equipo de técnicos de
Anatomia Patoldgica. Actualmente, para realizar un cribado de mutacién de las
proteinas MMR, es necesario un tiempo minimo de cuatro o cinco dias v,
posteriormente, un estudio detallado de todos los cortes histoldgicos que como minimo
ascenderian a 5 preparaciones. Este estudio supone un gasto material de 105,56 euros
por caso, teniendo en cuenta que el precio de hematoxilina-eosina es de 3,72 euros y el
precio de una tincidén mediante inmunohistoquimica asciende a 25,46 euros por cristal
y tincién. Al que hay que afadir el gasto de personal. Precios oficiales del Centro

Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) en el afio 2020.
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Por lo tanto, un sistema de cribado de las proteinas MMR en los tumores uroteliales,
supondria obtener un diagndstico en un menor tiempo y con un menor coste

econdmico.

El objetivo principal de este estudio es identificar pacientes con carcinomas uroteliales
qgue presenten pérdida de la expresion de una o varias proteinas MMR. Se propone
utilizar las caracteristicas histoldgicas del tumor y los datos clinicos del paciente como
guia para clasificar a los pacientes en “alto” o “bajo riesgo de presentar pérdida de
expresion de la proteina MMR” como primera aproximacién, para acotar el nimero de
pacientes que se someten a pruebas adicionales. En este sentido, solo los pacientes
clasificados como “alto riesgo de presentar pérdida de expresion de la proteina MMR”
continuarian con el estudio inmunohistoquimico de las proteinas MMR. Este sistema
permitiria a todos los pacientes recibir un correcto cribado con un unico corte

histoldgico tefiido con Hematoxilina - eosina (H&E).

Al realizar una correlacién clinico-histoldgica con técnicas de rutina de un laboratorio de
Anatomia Patolégica, se podria clasificar a estos pacientes de una forma mas practica 'y
eficiente con el fin de intentar disminuir la morbimortalidad de los mismos, ofreciendo

un tratamiento mas adecuado en cada situacion.

Ademas, a través del estudio en el cadncer del carcinoma urotelial, se otorgara al servicio
de Anatomia Patoldgica una mayor eficiencia en el diagndstico de estos pacientes. Se

evaluara si presenta alto o bajo riesgo de presentar mutacién en una o varias proteinas
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MMR a nivel tumoral, sin necesidad de aumentar el volumen ni carga laboral, ofreciendo

un estudio mas detallado del paciente ofreciendo un informe mas integral.

Objetivos especificos:

1.

Realizar un sistema de cribado que permita clasificar a los pacientes en “alto” o
“bajo riesgo de presentar pérdida de expresién de la proteina MMR”, mediante el
estudio de una serie de caracteristicas histolégicas del tumor y los datos clinicos del
paciente, mediante el uso de técnicas de rutina de un laboratorio de Anatomia

Patoldgica (H&E).

Identificar, si existe, una relacién entre la clasificacién molecular de la TCGA y las
caracteristicas histolégicas de los tumores uroteliales y los datos clinicos de los
pacientes. La clasificacién tumoral mediante el estudio de los datos clinicos e
histolégicos de los tumores supondria una forma rapida y eficaz de cribado y
posteriormente podria permitir ofrecer a los pacientes, un tratamiento

personalizado basandonos en la clasificacion molecular.

Identificar, si existe, una relacién entre los pacientes que se han clasificado como
alto riego de presentar pérdida de expresién de la proteina MMR vy la clasificaciéon
molecular de la TCGA basandonos en el estudio de Robertson et al. en el que
clasifican los tumores uroteliales en: basal, luminal papilar, luminal, luminal
infiltrativo y neuronal.

En el caso de que se pudiese identificar una relacion, supondria una gran ventaja en

el momento de ofrecer al paciente un tratamiento individualizado, puesto que no
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todos los carcinomas uroteliales tienen la misma respuesta a los tratamientos,
supervivencia ni morbilidad y, por lo tanto, nos podriamos anticipar al
comportamiento bioldgico y ofrecer un tratamiento mas especifico con mejores
resultados.

4. Determinar sila pérdida de expresidn de las proteinas MMR esta relacionada con la
supervivencia de los pacientes a 5 afios. A su vez, se evaluard si estos pacientes
identificados como pacientes con alto riego de presentar pérdida de expresion de
las proteinas MMR, presentan una supervivencia mayor o menor respecto al resto
de pacientes diagnosticados de carcinoma urotelial.

5. Evaluar si, los datos obtenidos tras el estudio de las caracteristicas histoldgicas del
tumor y los datos clinicos del paciente en la poblacién de Mdstoles (Comunidad de
Madrid) se pueden extrapolar a los obtenidos tanto en Espafia como en otras
regiones industrializadas a nivel global.

6. Una vez se dispongan de los datos obtenidos y analizados, se contactard con el
Servicio de Oncologia con el fin de darles a conocer sus nombres y niumero de
historia clinica los pacientes que presenten altas probabilidades de presentar
pérdida de expresién de las proteinas MMR y se realizard una reunién
multidisciplinar con el fin de evaluar la realizacidn de pruebas complementarias y si

fuera preciso incluirlos en los protocolos de screening.
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Material y métodos

1. OBTENCION DE LA MUESTRA

Se realiza un estudio mediante la revision de casos de carcinoma urotelial del tracto
genitourinario. Se han estudiado 200 casos obtenidos mediante reseccion transuretral
y codificados como “Carcinoma urotelial” cddigo M81203, diagnosticados por el Servicio
de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de Mdstoles desde enero de 2013

hasta junio de 2014.

De los 200 casos estudiados, se han seleccionado 139, valorando que se cumplieran los
criterios de inclusion establecidos: cualquier seccion tumoral codificada como
“Carcinoma urotelial” cédigo M81203, aceptando cualquier localizacién, estadio y con
disponibilidad de material. De la misma forma se han excluido 61 casos teniendo en
cuenta los criterios de exclusion; seccidon tumoral codificado como “Carcinoma urotelial”
cuyas muestras midan menos de 0,3 cm de tamafo maximo, puesto que se considerd
adecuado que en ningun caso se pudiera agotar el tejido tumoral almacenado, pensando
gue pueda serle de utilidad en un futuro a los pacientes. De la misma manera, también
se van a excluir aquellos tumores con grandes areas de necrosis (tumor necrético).

Todas las muestras han sido estudiadas de forma individual, se valoré una serie de
parametros clinicos de los pacientes e histolégicos y IHQ de los tumores y, mediante un
estudio estadistico, se determind si dichos pardmetros sirven para identificar si existen

alteraciones en las proteinas codificadas por los genes MMR de reparacién del ADN.

Todas las muestras utilizadas para la elaboracion de esta investigacion han sido
estudiadas por el doctorando (E. Sobrino-Reig) tanto los cortes por hematoxilina-eosina

como las técnicas IHQ utilizadas. Se confirma el diagnostico histoldgico mediante un
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doble ciego por un patdlogo del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital

Universitario de Modstoles (Madrid, Espaia).

Todos los datos utilizados y obtenidos han sido codificados y tratados de forma anénima

durante el estudio.

El estudio cuenta con la aprobacidon del comité de investigacion del Hospital

Universitario de Modstoles (Anexo Il).

Todos los gastos generados en el procedimiento de realizacidn de esta investigacion han

sido cubiertos por el doctorando.

2. INFORMACION RECOGIDA
Se recogié informacién clinica de cada uno de los pacientes incluidos en el estudio.
Todos los datos se codificaron, otorgandole un ndmero a cada uno de los pacientes

incluidos en el estudio con el fin de garantizar el anonimato de todos ellos.

2.1. Informacion clinica
Una vez seleccionados los pacientes que forman parte del estudio, se ha valorado una

serie de datos clinicos claves para la investigacién:

v' Género de paciente: se clasificd en dos grupos, masculino y femenino.
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v Edad del paciente en el momento del diagndstico: se clasificaron en 5 grupos:

Grupo 1: 0-49 afios.

Grupo 2: 50-59 afios.

Grupo 3: 60-69 afios.

Grupo 4: 70-79 afios
e Grupo 5: 80-99 afos

v Recaida a 5 afios: se evalud si el paciente ha sufrido una recaida de su tumor durante
los 5 primeros afios después de su diagndstico. Se valoré el tiempo libre sin tumor y
el grado tumoral que presenta en el momento de la recaida.

v/ Supervivencia a 5 afios: se estudio si durante los 5 primeros afios después del
diagndstico y tratamiento realizado en cada caso, el paciente ha fallecido y se dejo
constancia del ano en el que fallecié.

v' Localizacién del tumor: clasificindolos en tres grupos segun sea la localizacién inicial
del tumor:

e Grupo 1: tumores localizados en vejiga.
e Grupo 2: tumores localizados en uretra.
e Grupo 3: tumores localizados en uréteres.

Se ha asumido que todos los pacientes incluidos en el estudio han recibido el

tratamiento adecuado para su tumor y estadio tumoral, segun el protocolo establecido,

y a su vez, se asumié que todos los pacientes han cumplido todos los controles y se les

ha realizado todas las pruebas necesarias, segin su tumor y su estadiaje tumoral, que

marca el protocolo.
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2.2. Caracteristicas histoldgicas

Para el estudio histoldgico, se recogid tejido tumoral de los pacientes incluidos en el

estudio. El tejido tumoral esta conservado en parafina y almacenado en el archivo del

Hospital Universitario de Mdstoles. El tejido tumoral fue fijado en formol al 30 %,

durante al menos, un total de 24 horas y posteriormente embebido en parafina.

2.3. Procesamiento de la muestra para el estudio histoldgico

Protocolo para la inclusidn en parafina (este proceso se realizard en un procesador

automatico, LOGOone de Amerine (Figura 13), a una temperatura entre los 62 y 632C):

1.

Incluir los bloques en formol al 30% durante 50 min.

Incluir los bloques en alcohol a 702 durante 1 hora, repetir procedimiento 2

veces.

Incluir los bloques en alcohol a 972 durante 1 hora, repetir procedimiento 2

veces.

Incluir los blogues en alcohol absoluto durante 1 hora, repetir procedimiento 2

veces.

Incluir los bloques en xilol durante 1 hora, repetir procedimiento 3 veces.

Incluir los bloques en parafina durante 1 hora, repetir procedimiento 3 veces.
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Tras la inclusidon en parafina de los bloques, se realizaron los bloques usando el

dispensador “Tissue-Tek TEC6” del laboratorio SAKURA (Figura 14).

A partir de las muestras de tejido incluidas en parafina se realizé las tinciones de

hematoxilina eosina y las técnicas de inmunohistoquimica.

Figura 13. LOGOone del laboratorio Amerine

Figura 14. “Tissue-Tek TEC6” del laboratorio SAKURAHematoxilina eosina:
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La tincion de hematoxilina-eosina se realizé mediante el siguiente protocolo:
1. Realizar secciones de entre 2 y 6 micrometros.
2. Incubar los cortes histolégicos a 702 durante 1 hora.
3. Sumergir la muestra en Xilol (con el objetivo de desparafinar) durante 2 minutos.
Repetir el procedimiento dos veces.
4. Hidratar la muestra con etanol en dos fases.
a. Primera fase con etanol absoluto durante 2 minutos.
b. Segunda fase con etanol al 95% durante 2 minutos.
5. Lavar la muestra con agua destilada durante 2 minutos.
6. Sumergir la muestra en hematoxilina de Mayer durante 15 minutos.
7. Lavar la muestra con agua destilada durante 2 minutos.
8. Sumergir la muestra en eosina durante 2 minutos.
9. Lavar la muestra con etanol al 70% durante 2 minutos.
10. Deshidratar la muestra siguiendo el siguiente protocolo:
a. Sumergir la muestra en etanol al 709, repetir procedimiento 3 veces.
b. Sumergir la muestra en etanol al 979, repetir procedimiento 3 veces.
c. Sumergir la muestra en etanol absoluto, repetir procedimiento 3 veces.

d. Sumergir la muestra en xilol, repetir procedimiento 3 veces.
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2.4. Estudio histolagico
Los cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina eosina, fueron examinados por el
doctorando (E. Sobrino-Reig), sin acceso a los datos del informe original y basdandonos

en los siguientes criterios histoldgicos para evaluar los tumores:

Patron histoldgico: El patrén histolégico es de gran utilidad para pronosticar una posible
progresién y el prondstico tumoral. Se ha visto que los tumores uroteliales con
diferenciaciéon glandular o epidermoide, presentan mayoritariamente tumores de alto
grado y con mayor grado de infiltracién tumoral (Blanco Jiménez E, Bocardo Fajardo G,
2003). Los tumores vesicales de tipo adenocarcinoma o sarcomatoide presentan un

prondstico mas desfavorable que los carcinomas uroteliales (Messing et al.,2004).

Los tumores se clasificaron segun el patrén histoldgico que presentaban, clasificando el

carcinoma urotelial segun los siguientes subtipos (Figura 15):

v/ Carcinoma urotelial papilar: presenta finos ejes fibrovasculares revestidos por
tejido urotelial neopldsico de espesor variable, pueden presentar extensas
ramificaciones. Las células neopldsicas presentan anomalias en tamafio, forma y

cromatina nuclear y anomalias en la orientacion celular (Moch et al., 2016).

v' Carcinoma urotelial con nidos sélidos: presenta una arquitectura en nidos
pequeiios e irregulares o formando tubulos abortivos. A veces, los nidos se

anastomosan, dando imagenes de cordones o trabéculas (Moch et al., 2016).
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v Carcinoma urotelial mixto: carcinoma urotelial en el que se encuentra mas de un
patrén puro. El carcinoma urotelial con diferenciacién epidermoide no serd valorado
dentro de esta clasificacion, considerdndolo como una entidad propia (Wasco et al.,

2007; Moch et al., 2016).

v/ Carcinoma urotelial con diferenciacion epidermoide: Carcinoma urotelial con
presencia de nidos de epitelio escamoso maligno, caracterizado por células
poligonales y evidencia de queratinizacion o puenteo intercelular. Se puede

identificar la presencia de disqueratosis y perlas corneales (Moch et al., 2016).

(9
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Figura 15. Carcinoma urotelial de patdn histolégico papilar (a y b). Carcinoma urotelial de paton
histolégico en nidos sdlidos (c). Carcinoma urotelial con diferenciacion epidermoide (d).
Ampliacion a-b: 10x, cy d: 20 x.
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v Presencia de nucléolo: Se examind la presencia o ausencia de nucléolo en los
nucleos y, en los casos positivos se clasificd segun su intensidad. Para ello se
codificaron en tres grupos (Figura 16).

® GO: no se identifica nucléolo o poco evidente.
e G+: se identifica nucléolo evidente con un aumento de 400x.

e G++: se identifica nucléolo evidente con un aumento de 200x.

Figura 16. Carcinoma urotelial con nucleolo poco visible (GO) (a). Carcinoma urotelial con
presencia de nucleolo visible a un aumento de 400x (G+) (b). Carcinoma urotelial con presencia
de nucleolo visible a un aumento de 200x (G++) (c). Ampliacién a-c: 40x.

v" Necrosis tumoral o apoptosis evidente: Los tumores se evaluaron para detectar
presencia o ausencia de necrosis. Si la necrosis estaba presente en un foco de menos

del 10%, se valoré como negativo. Las areas geograficas grandes de necrosis (como
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tumor necrético) no se incluyeron. Se clasificé en dos grupos, con presencia de

necrosis tumoral y/o apoptosis o sin presencia.

v Grado histolégico: Los tumores recibieron un solo grado de diferenciacién (alto o
bajo) segun los criterios incluidos en la “Organizacion Mundial de la Salud / Sociedad
Internacional de Patologia Uroldgica” (Moch et al., 2016). Este criterio ha sido
respaldado por el "Manual de estadificacién del AJCC" (AJCC Cancer Staging Manual,
2017) (Figura 17).

® Bajo grado: células cohesivas caracterizadas por leves cambios nucleares que
focalmente incluye un apifiamiento nuclear irregular y ligera hipercromasia.
Los nucléolos pueden ser prominentes y las figuras mitdticas ocasionales.

e Alto grado: atipia citoldgica severa, prominente desorden celular, con
pérdida de la polaridad y la cohesividad. Las células tumorales tienden a ser
grandes y pleomérficas, con un citoplasma abundante, aunque algunas son
pequefias con un alto ratio nucleo-citoplasma. Los nucléolos son grandes y

prominentes en algunas células y pueden ser multiples.
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Figura 17. Carcinoma urotelial de bajo grado (a). Carcinoma urotelial de alto grado (b).
Ampliacién a: 20x; b: 40x

v’ Patrén de crecimiento: en el estudio histoldgico se evalué el patrén de crecimiento
que esta presente en cada uno de los tumores y para ello se establecieron dos grupos
(Figura 18). El primero formado por tumores que presentan un patrén de
crecimiento de caracteristicas exofiticas, los cuales presentan un creciente hacia el
exterior, es decir, hacia la vejiga o hacia las luces tubulares en el caso de localizarse
a nivel del uréter o la uretra. El segundo grupo, configurado por los tumores de un
patron de crecimiento de caracteristicas endofiticas, incluyendo en este grupo,

aquellos tumores que presentan un crecimiento hacia el corién.
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Figura 18. Carcinoma urotelial con patron de creciente exofitico (a). Carcinoma urotelial con
patrén de crecimiento endofitico (b). Ampliacién ay b: 20x

v" Infiltracién de la ldmina basal: La invasion de la ldmina propia se caracteriza por la
presencia de células uroteliales neopldsicas dentro de la [dmina propia (tejido
conectivo que se encuentra entre el urotelial y el musculo detrusor) en forma de
nidos, racimos o como células sueltas, a menudo asociada con una marcada
retraccidén por artefacto. Otra caracteristica de la invasién tumoral, aunque no
siempre estd presente, es una respuesta del estroma de tipo inflamatorio o
desmoplasico asociada a la neoplasia. En los carcinomas papilares de bajo grado, se
puede observar dentro de la lamina propia grandes nidos redondeados de urotelial
con empalizada y rodeados por estroma de apariencia normal. Esto representa un
patrén de crecimiento invertido de los carcinomas no invasivos (Kaubisch et al.,

1991; Cummings et al.,1992; Hudson and Herr, 1995).

v Invasion perineural: Se estudid los nervios y perineuro con el fin de evaluar la
presencia de carcinoma urotelial dentro del perineuro, dentro del nervio, rodeando

al nervio o invadiendo tejido ganglidnico. Se establecieron dos grupos, el primer
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grupo configurado por los tumores que no presentan dicha invasién y el segundo
grupo formado por los tumores que si presentan dicha invasién. (Figura 19). Se ha
visto que la presencia de invasion perineural esta relacionada con la presencia de

metastasis a distancia (Mari A & et al., 2018).

Figura 19. Carcinoma urotelial con invasién perineural Ampliaciéon: 20x

v Invasién linfo-vascular: Se estudié los vasos linfaticos y sanguineos y se valoré la
presencia de celularidad urotelial tumoral en su interior. Se clasificé en dos grupos,
el primer grupo en el que no se evidencia invasion en los vasos linfaticos ni en los
vasos sanguineos y otro grupo en el que si se pueden identificar. (Figura 20). Al igual
que la invasion perineural, la invasién linfo-vascular esta relacionada directamente

con la presencia de metastasis a distancia (Mari A & et al., 2018).
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Figura 20. Carcinoma urotelial de alto grado dentro de los vasos en la grasa perivesical.
Ampliaciéon: 10x

v’ Estadificacion del tumor: Se usaron los valores publicados en “Protocol for the
Examination of Specimens From Patients With Carcinoma of the Urinary Bladder”
the 8th Edition, AJCC Staging Manual, Junio 2017 (AJCC Cancer Staging Manual,
2017). Este protocolo divide los tumores, segun el nivel de infiltracién (Tabla 2 y

figura 21).
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ESTADIO DEFINICION
Ta Carcinoma papilar no invasivo
Tis Carcinoma urotelial in situ “tumor flat”
Tl Tumor que invade la ldmina propia

Tejido conectivo que hay entre el urotelial y el musculo detrusor

T2 Tumor que invade la muscular propia
Gruesos haces de musculo detrusor

T3 Tumor que invade tejido perivesical

Tejido adiposo profundo a la muscular propia
T3a: Invasion microscopica.

T3b: Invasién macroscépica.

T4 Tumor que invade directamente otros érganos

Tabla 2. Clasificacion de los tumores segun el grado de invasion.
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Figura 21. Estadiaje del carcinoma vesical. (Shah, Amishi & Lemke, 2018)

v Presencia de linfocitos intratumoral: Se estudid, a nivel tumoral, el porcentaje de
celularidad linfocitaria en diez campos de gran aumento, considerando
preferentemente las areas con mayor presencia de linfocitos (hot-spot) y se
clasificaron en tres bloques (Figura 22 a-c). Se tuvo especial cuidado en no contar
células apoptéticas.

e LO: No existe infiltrado linfocitario, menor del 5%.
e L1: Evidencia de infiltrado linfocitario minimo, entre el 5y el 15%.

e L2: Presencia de infiltrado linfocitario evidente mayor del 15%.

v Presencia de linfocitos peritumoral: Se estudid, en el estroma peritumoral, el
porcentaje de celularidad linfocitaria, en diez campos de gran aumento,

considerando preferentemente las dreas con mayor presencia de linfocitos (hot-
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spot) y se clasificaron en tres bloques (Figura 22 d-f). Se tuvo especial cuidado en no
contar células apoptéticas.

e PO: No existe infiltrado linfocitario, menor del 5%.

e P1: Evidencia de infiltrado linfocitario minimo, entre el 5y el 15%.

e P2: Presencia de infiltrado linfocitario evidente mayor del 15%.
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Figura 22. Carcinoma urotelial con presencia de un infiltrado linfocitario peritumoral inferior al
5% (LO) (a). Carcinoma urotelial con presencia de un infiltrado linfocitario peritumoral entre 5-
15% (L1) (b). Carcinoma urotelial con presencia de un infiltrado linfocitario peritumoral mayor
del 15% (L2) (c). Carcinoma urotelial con presencia de un infiltrado linfocitario intratumoral
inferior al 5% (PO) (d). Carcinoma urotelial con presencia de un infiltrado linfocitario
intratumoral entre 5-15% (P1) (e). Carcinoma urotelial con presencia de un infiltrado linfocitario
intratumoral mayor del 15% (P2) (f). Ampliacidn a-f: 40x
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3. TISSUE MICROARRAY
Para la realizacion del Tissue microarray del tejido, que se hizo posteriormente al estudio

histoldgico, se emplearon las mismas muestras de tejido previamente estudiadas.

El Tissue microarray (TMA) de tejido es una técnica desarrollada en los 80 por la
investigadora H. Battifora (Battifora, 1986) y mejorada en 1998 por J. Kononen et al.
(Kononen et al.,, 1998). Mediante esta técnica se permite el estudio y el analisis
simultaneo de un numero de proteinas, ADN o ARN mediante hibridacién in situ e
inmunohistoquimica. Esta técnica nos proporciona un método eficaz y eficiente para el
estudio de alteraciones genéticas, de expresion del ADN y /o perdida de proteinas en

estudio donde el numero de pacientes sea alto.

Para la realizacion de esta técnica, primero se realizé un estudio de las preparaciones
tefiidas con hematoxilina eosina, en las cuales se marcaron con boligrafos indelebles
(azul y verde) las partes mas representativas de cada caso. Una vez realizada dicha
seleccion en la preparacion, se marcaron en los bloques de parafina dichas areas.
Posteriormente se llevaron dichos bloques de parafina al departamento de
Histopathology Core Unit del CNIO. De cada una de las marcas seleccionadas se trasfirié
un cilindro de tumor de un 1 mm de didmetro maximo a un bloque llamado recepto. De
esta forma, se realizaron dos Tissue microarray: uno con las regiones marcadas con tinta
azul y otro con las regiones marcadas con tinta verde. A su vez, se incorporaron cilindros
de tejido adenoideo sin alteraciones patoldgicas con el fin de que sirva de control para

las técnicas utilizadas.
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Por lo tanto, al realizar esta técnica, podemos asegurar que podemos analizar todos los

tumores tantas veces como secciones del Tissue microarray de tejido se realicen.

En cada Tissue microarray de tejido se incluyeron un total de 139 muestras de tejido
tumoral, cada tumor estd representado con dos nucleos tumorales de 1 mm, a su vez,
se incluyeron 2 muestras de tejido de control (tejido de amigdalas) (con el fin de afiadir

un control externo a técnica de IHQ utilizadas).

Se practicaron secciones entre 2 y 5 um de los bloques Tissue microarray, se
desparafinaron y se tifneron con hematoxilina eosina (siguiendo el mismo protocolo
desarrollado antes) para verificar una correcta construccién de los bloques y la
representatividad de todos los casos. Una vez verificado, se realizaron secciones entre
2 y 5 um para realizar las técnicas IHQ.

TA 485+ TA 487-H
(=) CNIC 4
30/10/2018 30/10/2018

Figura 23. Tissue microarray. Bloques y cristales

Para que la técnica de TMA sea considerada correcta, deberd presentar los siguientes

criterios de calidad:
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v Todos los tumores muestreados deben estar presentes en las secciones o al menos
en un porcentaje mayor del 90%.

v Los cilindros, una vez seccionados, deben estar intactos. En caso de no poder ser asi,
se recomienda que al menos presenten un 50% del caso.

v Cuando el nimero de casos perdidos fuese superior a 10 se recomienda repetir el

“Tissue microarray”.

4. INMUNOHISTOQUIMICA
Las técnicas IHQ, con los anticuerpos seleccionados se realizaron en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital de Mdstoles y en el CNIO (Centro Nacional de

Investigaciones Oncolégicas).

Las técnicas IHQ se realizaron mediante el método estreptavidina-biotina-peroxidasa
modificada con diaminobencidina como cromdgeno y se contrasta con hematoxilina. En
las técnicas IHQ se pone en contacto un anticuerpo seleccionado (anticuerpo a estudio),
el cual se une a un antigeno especifico del tumor. Una vez que se ha realizado la unién
antigeno-anticuerpo, se ainade un cromoégeno que se une al anticuerpo haciendo visible
esta unién, ofreciendo un sistema altamente sensible y especifico para la deteccién de

anomalias moleculares.
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Para realizar las técnicas inmunohistoquimicas se realiza el siguiente protocolo:

1. Se realizaran cortes con el micrétomo de un grosor de 2-5 i de los bloques de TMA.

2. Se dejard en la estufa durante una hora a 602C.

3. Recuperacién antigénica:

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Preparar una solucion de recuperacion con ENVISION (mr) y agua destilada a
una concentracion 1:50.

Llenar los tanques Fill Pt Link con 1,5 I.

Calentar la solucion en los tanques Fill PT Link a 602C.

Sumergir las secciones de los tejidos montadas en parafina, fijadas en parafina,
en el precalentado de la solucidn recuperacién de Envision en los tanques Fill
PT link e incubar durante 20-40 minutos a 972C. El tiempo de incubacién variara
segun el anticuerpo que se use.

Dejar que los portaobjetos se enfrien en el PT link a 652C.

Extraiga el portaobjetos del Autostainer del tanque PT link e inmediatamente
sumergirlo en la estacidon de enjuague de PT link a temperatura ambiental,
dicha estacién de enjuague la habremos llenado antes con EnvisionTM FLEX
wash Buffer diluida en agua destilada en una a concentracion 1:20.

Dejar los portaobjetos a temperatura ambiente con EnvisionTM wash buffer

diluido durante 1-5 minutos.

4. Incluir los portaobjetos en la maquina AutostainerLINK 48 donde se procedera con la

tincidn. Las secciones no se deben secar durante el procedimiento de la tincion

inmunohistoquimica.
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4.1. Cubrir la muestra con “Flex perdxido Block” durante 5 minutos.
4.2. Cubrir la muestra con el anticuerpo deseado. El tiempo variard segun el
anticuerpo usado, entre los 15 y 40 min.
4.3. Cubrir la muestra con FLEX/HRP durante 20 minutos.
4.4. Cubrir la muestra con FLKEX DAE + sub-cromo para tefiir el anticuerpo.
4.5. Cubrir la muestra con FLEX Hematoxylin para ofrecer contraste.
5. Después de la tincidn se recomienda realizar el proceso de deshidratacion, limpieza
y montaje permanente.
5.1. Sumergir la muestra en etanol al 709, repetir procedimiento 3 veces.
5.2. Sumergir la muestra en etanol al 979, repetir procedimiento 3 veces.
5.3. Sumergir la muestra en etanol absoluto, repetir procedimiento 3 veces.
5.4. Sumergir la muestra en xilol, repetir procedimiento 3 veces.

5.5. Colocar el cubreobjetos y para ello se usara DPX.

La eleccion de los marcadores para el estudio de inmunohistoquimica se llevé a cabo

mediante dos criterios:

v Tomando como referencia los datos descritos en la literatura

v En relacién con la implicacion de las proteinas MMR en el carcinoma urotelial.

Los anticuerpos que se han utilizado para el estudio IHQ son:
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C.erbB2 Anticuerpo LSAB2 Nuclear DAKO,
monoclonal de Glostrup,
ratén y conejo. Dinamarca.

Uroplakina C3 Anticuerpo UPK1A Citoplasmatica DAKO,
monoclonal de Glostrup,
ratén. Dinamarca.
SOX2 Anticuerpo SOX2 Nuclear DAKO,
monoclonal de Glostrup,
raton. Dinamarca.
P53 Anticuerpo DAK-p53 Nuclear DAKO,
monoclonal de Glostrup,
raton. Dinamarca.
P63 Anticuerpo DAK-p63 Nuclear DAKO,
monoclonal de Glostrup,
ratén. Dinamarca.
Cytokeratina Anticuerpo Ks20.8 Citoplasmatica DAKO,
20 monoclonal de Glostrup,
(CK20) ratén. Dinamarca.
MutL Proytein Anticuerpo ESO5 Nuclear DAKO,
Homolog 1 monoclonal de Glostrup,
(MLH1) raton. Dinamarca.
MutS Proytein Anticuerpo FE11 Nuclear DAKO,
Homolog 2 monoclonal de Glostrup,
(MSH2) ratén. Dinamarca.
MutS Proytein Anticuerpo EP49 Nuclear DAKO,
Homolog 6 monoclonal de Glostrup,
(MSH®6) ratén. Dinamarca.
Postmeiotic Anticuerpo EP51 Nuclear DAKO,
Segragation monoclonal de Glostrup,
Increased 2 conejo. Dinamarca.
(PMS2)

Tabla 3. Anticuerpos IHQ utilizadas en el estudio.
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4.1. Estudio IHQ de las proteinas MMR

La pérdida de expresion de proteinas MMR esta directamente relacionada con la

posibilidad de presentar mutacion de las proteinas MMR.

Para el estudio de la pérdida de expresion de proteinas MMR se evalud la presencia de

las proteinas que codifican los genes MHL1, MSH2, MSH6 y PMS2, mediante las técnicas

de inmunohistoquimica. Se consideran no mutados aquellos tumores que conserven

tincién nuclear débil o intensa ya sea difuso o focal y mutados aquellos tumores que

pierdan dicha tincidn nuclear y, por consiguiente, se considerard como mutados

aquellos tumores que no expresen tincion nuclear para este anticuerpo (Figura 24).
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Figura 24. Carcinoma urotelial tefiido con H&E (a). Carcinoma urotelial con ausencia de

inmunotincién nuclear para MLH1 (b). Carcinoma urotelial con expresién nuclear no mutada

para PMS2 (c). Carcinoma urotelial con expresidén nuclear no mutada para MSH6 (d). Carcinoma

urotelial con ausencia de inmunotincién nuclear para MSH2 (e). Ampliacién: (a) 20x; (b-e) 40x.
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4.2. Estudio IHQ de los grupos moleculares

4.2.1. Grupo basal

Para identificar a los tumores del grupo basal se realizaron tinciones
inmunohistoquimicas para el anticuerpo P63. Se evalud el porcentaje de células que
presentaban tinciéon nuclear moderada o intensa de la siguiente manera: 0 = sin
reactividad; 1 = menos del 10% de nucleos de células cancerosas positivas; 2 = 10-25%
positivo; 3 = 25-50% positivo, 4 = 50-75% positivo; 5 = 75-90% positivo; y 6 => 90% de
nucleos de células tumorales positivas. Se considerd negativo a los grupos 0, 1y 2 y se

considerd positivo a los grupos 3, 4, 5y 6 (Ud Din, Qureshi and Mansoor, 2011).

4.2.2. Grupo luminal

Para identificar los tumores del grupo molecular luminal, realizamos dos técnicas de
inmunohistoquimica, el anticuerpo Uroplakina C3 y el anticuerpo Cytokeratina 20.
Ambas tinciones expresan una tincion intensa de membrana y citoplasmatica de las
células paraguas, en condiciones habituales y tincidn intensa de membrana vy
citoplasmatica, en tumores uroteliales de tipo molecular luminal. Consideramos
positivas aquellas tinciones en las que el tumor presente ambas tinciones intensas de

membrana y citoplasmatica en mas de un 50% de las células tumorales (Figura 25).
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Figura 25. Carcinoma urotelial uroplakina negativo (a). Carcinoma urotelial uroplakina positivo
(b). Carcinoma urotelial cytokeratina 20 negativo (c). Carcinoma urotelial cytokeratina 20
positivo (d). Ampliacion: (a) 20x; (b-d) 40x

4.2.3. Grupo luminal papilar

Para poder identificar a los pacientes del grupo luminal papilar se realizdé una tincién
inmunohistoquimica, para el anticuerpo c.erbB2. Para evaluar su positividad a este
anticuerpo, se utilizé el Score del “Colleja of American Pathologist guideline” (Wolff et
al., 2007) el cual clasifico como 0 (sin tincién), 1+ (tincidn de membrana incompleta), 2+
(tincién de membrana completa pero débil en > 10% de células) y 3+ (tincidn intensa de
la membrana en > 30% de las células). Se consideraron positivas para el estudio aquellas

que presentaron una positividad 2+ o 3+ (Ching et al., 2011) (Figura 26).
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Figura 26. Carcinoma urotelial sin tincidn para c.erbB2 (a). Carcinoma urotelial con tincidn débil
e incompleta para c.erbB2 (b). Carcinoma urotelial con tincién completa pero débil para c.erbB2
(c). Carcinoma urotelial con tincion completa e intensa para c.erbB2 (d). Ampliacidn: (a) 20x; (b-
d) 40x

4.2.4. Grupo luminal infiltrante

Para poder identificar los tumores del grupo molecular luminal infiltrante, vamos a
realizar una tincidon inmunohistoquimica para el anticuerpo p53. Consideramos positivos
aquellos tumores que presentan una tincion wild type (wild type: aquellos que
presenten tincidon nuclear intensa entre un 1% y un 10%) para la p53. Consideramos
mutados aquellos que no presenten tincién en ninguna de sus células o tengan una

sobreexpresién de la tincién (>10%) (Figura 27).
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Material y métodos

Figura 27. Carcinoma urotelial con tincion “wild type” (aquellos que presenten tincion nuclear

intensa entre un 1% y un 10%) para p53 (a). Carcinoma urotelial con tincidn aberrante para p53

(b). Carcinoma urotelial con sobreexpresion para la tincién p53 (c). Ampliacidn: (a) 20x; (b-d) 40x

4.2.5. Grupo neural

Para poder reconocer los tumores que cumplan las caracteristicas moleculares con el fin

de poder identificarse dentro del grupo molecular neural, realizamos una tincién

inmunohistoquimica para el anticuerpo SOX2. Consideraremos positivas aquellas que

28).
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Figura 28. Carcinoma urotelial sin tincidon para SOX2 (a). Carcinoma urotelial con tincién nuclear
intensa para SOX2 (b). Ampliacion: (a-b) 40x

5. ESTUDIO ESTADISTICO

Se realizé andlisis estadistico mediante el paquete SPSS 21.0° para Windows ((IBM Corp.
Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp).
Se expresaron las variables categéricas mediante frecuencias y tantos por ciento. Se
realizé inferencia estadistica mediante la prueba Chi-cuadrado para andlisis de variables
cualitativas. Para determinar qué cardcter estaba asociado a una distribucién
inesperada se calcularon los residuos estandarizados a partir de la diferencia entre los
valores observados y los esperados. En resumen, dentro de cada variable de estudio, se
considerd que una caracteristica presentaba una distribucidon estadisticamente
diferente del valor esperado cuando su distribucidn era > o < el valor critico de la
puntuacion Z (es decir, 1.96). Se estudié mediante curva de supervivencia de Kaplan-
Meier para comprobar la incidencia de mortalidad de los pacientes que portaron

diferentes mutaciones en los genes de pérdida de expresion de proteinas MMR.

Se tomaron resultados estadisticamente significativos aquellos con valor de p<0.05.
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1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1.1. Caracteristicas de la poblacion

En este estudio, se han incluido un total de 139 pacientes, los cuales han sido
diagnosticados como “Carcinoma de células transicionales” cédigo M81203, entre el 1
de enero de 2013 y 1 del junio de 2014. Todos los pacientes fueron diagnosticados en el

Hospital Universitario de Mostoles.

Si valoramos la distribucién de los pacientes en relacidn a su género, vemos que, del
total de casos, 45 eran varones y 94 eran mujeres. El nimero de casos fue mayor en

mujeres que en hombres (67,6% versus 32,4%) (Figura 29).

Hombres; 45

Mujeres; 94

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 29. Distribucidn por sexos en frecuencia. La barra verde representa a las mujeres, siendo
un total de 94. La barra azul representa el total de varones, siendo 45.

Los pacientes del estudio presentan una edad comprendida entre los 28 y los 92 afios.
Se ha recodificado la edad realizando grupos de edad. De esta forma se ha podido

observar que, la mayoria de pacientes se situan en la franja de entre los 60 y 69 afios y
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también se ha observado, que la prevalencia en pacientes jévenes es menor en

comparacion con los grupos de mayor edad (Figura 30).
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30%
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33
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20% 18
15%
10% 8
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<49 afios 50-59 afios  60-69 afios ~ 70-79 afios >80 afios

Figura 30. Frecuencia de edades en los pacientes a estudio. Hay 8 pacientes con edades
inferiores o iguales a 49 afios, 18 pacientes con una edad entre los 50 y 59 afos, 55 pacientes
con una edad entre los 60 y 69 afios, 33 pacientes con una edad entre los 70 y 79 afios y 25
pacientes mayores de 80 afios.

La localizacién mas frecuente, en el momento del diagndstico, fue la vejiga. Se han
identificado que un 93,5% de los tumores (n=103) se localizaban en la vejiga en el
momento del diagndstico, un 4,3% se localizaban en la uretra (n=6) y un 2,3% se

localizaban en uno de los uréteres (n=3) (Figura 31).

150 103
100
50 6 3
. Ay > 4
Vejiga Uretra Ureter

M Localizacion

Figura 31. Frecuencia de localizacion del tumor. 103 pacientes presentaban el tumor en la vejiga,
6 pacientes presentaban el tumor la uretray 3 de ellos en el uréter.
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1.2. Caracteristicas del tumor

Tanto la progresién tumoral como la recidiva, estdn muy relacionados con multiples
factores histopatoldgicos. Entre estos factores cabe destacar el patrén histolégico, el
estadiaje tumoral, el grado tumoral, la morfologia del tumor, presencia o ausencia de
invasién linfovascular o perineural, caracteristicas moleculares y la presencia de

linfocitosis tumoral.

Por esta razdén, es necesario que el patélogo haga un exhaustivo examen de la biopsia

con el fin de evaluar todos los parametros.

1.2.1. Patrdn histoldgico

El tipo histolégico mas frecuente fue el de carcinoma de células uroteliales con patrén
histoldgico papilar localizado en 79 pacientes (56.83%). El segundo tipo histolégico en
frecuencia es el carcinoma urotelial de patrén histolégico mixto (patrén sélido y patron
papilar), 39 pacientes (28.05%). El tercero en frecuencia fue el carcinoma urotelial de
patron histoldgico sdélido, 18 pacientes (12.94%). Y, por ultimo, el carcinoma urotelial
con diferenciacién epidermoide, 3 pacientes (2.15%). No se identificaron otro tipo de

patrones histoldgicos ni diferenciaciones en los tumores estudiados (Figura 32).
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W Papilar
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Epidermoide

Figura 32. Frecuencia de resultados histolégicos de los tumores. Se identificaron 79 paciente
que presentaron un tumor urotelial con patrdén histoldgico papilar, 39 pacientes que presentan
tumor con el patrén histolégico mixto, 18 pacientes que presentaban tumor de histoldgico
sélido y 3 pacientes con tumor de patrén histolégico con diferenciacion epidermoide (3
pacientes).

1.2.2. Grado tumoral

El grado tumoral estd directamente relacionado con la pérdida de la diferenciacién
celular y, por tanto, con la agresividad tumoral. Se puede afirmar que, a mayor grado
tumoral, mayor sera la agresividad tumoral (Parakh R, 2019). Los tumores uroteliales de
alto grado presentan un riesgo de recaida tumoral del 60% (Millan-Rodriguez et al.,

2000).

Segun el grado de diferenciacidn celular, se clasificaron los tumores en bajo y alto grado;
basandonos en los criterios de clasificacion incluidos en la “Organizacion Mundial de la
Salud / Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica” (Moch et al., 2016) y respaldados

por el "Manual de estadificacidon del AJCC" (AJCC Cancer Staging Manual, 2017).
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La mayoria de tumores presentaban tumores de alto grado identificandose 80 casos
(59,6%). Solo 59 de los pacientes del estudio presentaron tumores de bajo grado (42,2%)

(Figura 33).

M Bajo MAlto

Figura 33. Frecuencia de los resultados de grado tumoral. El color azul oscuro representa a los
pacientes con tumores de alto grado. El color azul claro a los tumores de bajo grado.

1.2.3. Patron de crecimiento

Se evaluo el patrén arquitectural de crecimiento que presentaba el tumor. Se dividié en
tumores de crecimiento de caracteristicas exofiticas (incluyendo en este grupo aquellos
tumores que presentan un crecimiento hacia el exterior, es decir a la vejiga o la luz del
uréter o la uretra) o de crecimiento de caracteristicas endofiticas (incluyendo en este

grupo aquellos tumores que presentan un crecimiento hacia el coridn).

En nuestro estudio, el patrén de crecimiento exofitico es mas predominante (119 de los

pacientes, 85,6%), que el patron de crecimiento endofitico (20 pacientes, 14,4%).
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1.2.4. Infiltra la lamina propia
Consideraremos ldmina propia al tejido conectivo que se encuentra entre el urotelial y

el musculo depresor.

Se estudié si los tumores presentaban o no infiltracién de la [dmina propia. 49 pacientes
presentaban un tumor que no infiltraba la ldmina propia y 90 pacientes presentaban un

tumor que si infiltraba la lamina propia.

1.2.5. Grado de infiltracion
El grado de infiltracién es, junto con la afectacidn ganglionar y la presencia o no de

metastasis, uno de los pardmetros utilizados para establecer el estadiaje tumoral.

El grado de infiltracion tumoral se valord siguiendo los criterios de clasificacidn incluidos
en la “Organizacién Mundial de la Salud / Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica”
(Moch et al., 2016) y respaldados por el "Manual de estadificacion del AJCC" (AJCC

Cancer Staging Manual, 2017) y se estadificaron los pacientes.

La mayoria de los tumores examinados presentaban estadios tumorales no infiltrantes
o infiltrantes limitados a la Iamina propia. En muy pocos casos se identificaron pacientes

con tumores que infiltraran estructuras mas profundas (Figura 34).
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Figura 34. Frecuencia de grado de infiltracién ocurridos en los tumores del estudio. 49 pacientes
presentaron tumores no infiltrantes en el momento del diagndstico, 69 pacientes presentaron
tumores infiltrantes limitados a la [dmina propia, 15 pacientes tumores infiltrantes limitados a
la muscular, 5 pacientes con tumores que infiltran tejido perivesicales y 1 paciente con
metastasis a distancia.

1.2.6. Linfocitosis

A nivel tumoral, se identific, que en la mayoria de tumores no se identifican o se
identifican muy pocos linfocitos (119 pacientes, 85.61%). Solo en un pequefio nimero
de tumores se encontré un porcentaje de linfocitos moderado (14 pacientes, 10.07%) o

alto (6 pacientes, 4.31%) a nivel tumoral.

A nivel peritumoral se identificd que, la mayoria de tumores no presentan o presentaban
muy pocos linfocitos en los aledafios del tumor, siendo evidente en 65 pacientes
(46.76%). Se identifico que 47 pacientes (33.81%) presentaban leve-moderada o
moderada cantidad de linfocitos, y, por ultimo, en solo 27 pacientes (19.42%) se

encontrd un alto porcentaje de linfocitos en los aledanos del tumor.
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1.2.7. Necrosis tumoral

La presencia de necrosis a nivel tumoral suele estar presente en los tumores con alta
actividad mitética, vascularizacién y agresividad tumoral. Tras el estudio histoldgico, se

identifico que en 74 tumores se observaban areas con necrosis a nivel tumoral (53,2%).

1.2.8. Nucleolo

Al igual que como ocurre con la necrosis, se ha visto que la mayoria de tumores con
presencia de nucleolo marcado presentan alto grado tumoral. Al valorar los criterios
para gradar el tumor, vemos que la presencia de nucleolo evidente es uno de los criterios
para clasificarlo como tumor de alto grado (AJCC Cancer Staging Manual, 2017). En el
estudio histolégico, la mayoria de las células tumorales no presentaban nucléolo o el
nucléolo era poco evidente, siendo asi en un 53.95% tumores (75). El 22.30% de los
tumores (31) presentaban nucléolo evidente con un aumento de 400x y el 23.74% de

los tumores (33) presentaban nucléolo evidente con un aumento de 200x (Figura 35).
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50%
40%
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Figura 35. Frecuencia de presencia de nucléolo. 75 pacientes presentaban tumores sin presencia
de nucléolo o poco evidente, 31 presentan nucléolo evidente con un aumento de 40x y 33
presentaron nucléolo evidente con un aumento de 200x.
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1.2.9. Invasioén linfovascular y perineural

En el estudio de los cortes histoldgicos, la presencia de invasidn linfovascular es rara y
poco presente, identificdandose en tan solo 3 casos (2,2%). En dicho estudio, no se

identifico la presencia de invasidn neural o perineural en ninguno de los pacientes.

1.3. Grupo molecular

Tras el estudio de las técnicas IHQ, se ha observado que, el grupo mas frecuente es el
grupo basal con 47 pacientes (33.81%) seguido del grupo luminal con 44 pacientes
(31.65%). El tercero en frecuencia coincidid, el grupo luminal infiltrante, 20 pacientes
(14.38%), con el grupo luminal papilar, 20 pacientes (14.38%) y para terminar el grupo

neural con 8 pacientes (5.75%) (Figura 36).
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Figura 36. Frecuencia de los diferentes grupos tumorales presentados en los pacientes. 47
tumores presentan un subgrupo molecular basal. 44 tumores presentan un subgrupo molecular
luminal. 20 tumores presentan un subgrupo molecular luminal-infiltrante. 20 tumores presentan
un subgrupo molecular luminal-papilar. 8 tumores presentan un subgrupo molecular neural.
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1.4. Pérdida de expresion de proteinas MMR
Mediante el estudio de las técnicas IHQ, 13 de los pacientes (9,4%) presentaban pérdida

de expresidn de una o mas proteinas MMR (Tabla 4).

Paciente 1 + +

Paciente 2 +

Paciente 3 + +

Paciente 4 +

Paciente 5 +

Paciente 6 + +

Paciente 7 +

Paciente 8 +

Paciente 9 + + +
Paciente 10 + +
Paciente 11 + +
Paciente 12 + +
Paciente 13 +

Tabla 4. Pacientes con pérdida de expresion de las proteinas MMR (+ indica la presencia de
perdida de expresidn de las proteinas mediante IHQ)
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1.5. Recidiva tumoral
Se estudio a los pacientes de forma retrospectiva, los 5 afios posteriores al diagndstico
inicial del tumor. EI 40.3% (56) de los pacientes, presentaron recidivas a pesar de recibir

el tratamiento adecuado para el tumor y nivel de infiltracién.
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2. ESTUDIO COMPARATIVO

2.1. Estudio de tumores con pérdida de expresion de proteinas MMR en

comparacion con tumores con expresion completa de proteinas MMR

Para realizar esta comparativa se dividieron los pacientes en dos grupos. Uno de ellos
estd formado por pacientes con tumores que presentan pérdida de expresion de
proteinas MMR (en cualquiera de las proteinas implicados en el estudio) y el otro grupo,
estd formado por pacientes con tumores que presentan expresion integra de proteinas
MMR. Al realizar esta division, se identificaron 13 (10.31%) pacientes con tumores que
presentaban pérdida de expresidon de proteinas MMR y 126 (89.69%) con expresion

integra de proteinas MMR.

Comparamos los parametros estudiados en el apartado anterior en pacientes con
tumores que presentan pérdida de expresién de proteinas MMR y en pacientes cuyos

tumores no presentan dicha pérdida de expresidn de proteinas MMR.

La finalidad de este estudio comparativo es identificar diferencias estadisticamente

significativas que seran de utilidad para diferenciar ambos grupos.

En las tablas presentadas a partir de este punto, se va a expresar de la siguiente manera;
las dos primeras columnas van a expresar las caracteristicas estudiadas (la primera
indica el factor estudiado y la segunda la clasificacion de dicho factor), la tercera
columna hace referencia a los pacientes con pérdida de expresién de una o varias de las
proteinas MMR, la cuarta columna hace referencia a los pacientes que no presentan

falta de expresidn de las proteinas MMR y la quinta ofrece el “p valor”. Para este estudio,
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se ha realizado una inferencia estadistica mediante la prueba Chi-cuadrado, evaluando
cada factor estudiado. En los casos en los que la “p valor” fuera inferior 0.05, se indicara
mediante unas fechas la tendencia estadistica, comparando los pacientes que presentan
falta de expresion para las proteinas MMR vy los que no presentan falta de expresion
para las proteinas MMR (“* con tendencia estadistica hacia arriba. J, con tendencia
estadistica hacia abajo). En los casos en los que la tendencia estadistica sea entre
diferentes subclasificaciones de un mismo factor se indicard el “p valor” entre
paréntesis, realizando una inferencia estadistica mediante la prueba Chi-cuadrado,
entre los pacientes que si presentan pérdida de expresidn para las proteinas MMR vy los

pacientes que no presentan pérdida de expresion de las proteinas MMR.

Pérdida de expresion de

proteinas MMR

Si(n=13) No (n=126)

Edades <49 anos 0.00% 6.30%
50-59 afios 15.40% 12.70%
60-69 afios 46.20% 38.90% 0.795
70-79 afos 15.40% 24.60%
>80 afios 23.10% 17.50%
Sexo Hombre 76.90% 27.80% |
<0.001
Mujer 23.10% | 72.20%
Localizacion Vejiga 95.20% 76.90%
Uretra 2.40% 23.10% 1 0.001
Uréter 2.40% 0.00%
Histologia Papilar 69.20% 55.60%
Mixto 15.40% 29.40%
) 0.663
Solido 15.40% 12.70%
Epidermoide 0.00% 2.40%
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Pérdida de expresion de

proteinas MMR

Si (n=13)

No (n=126)

p valor

No infiltracion (pTa) 53.80% 33.30% |, 0.006 (pT1)
Infiltracion de lamina propia (pT1) 7.70% 54.00% 1 0.025 (pT2),
<0.001(pT3)
Estadiaje Infiltracion de musculo (pT2) 15.40% 10.30% 0.037 (pT3)
Infiltra. de tejidos perivesicales 23.10% 1.60% 0.064
(pT3)
Infiltracion de otros 6rganos (pT4) 0.00% 0.80% 0.832
Grado tumoral Bajo 46.20% 42.10%
0.776
Alto 53.80% 57.90%
Necrosis tumoral evidente  Si 30.80% 55.60%
No 69.20% snaon O
Crecimiento tumoral Endofitico 23.10% 13.50%
Exofitico 76.90% s650% o
Invasién linfo-vascular Si 7.70% 1.60%
0.149
No 92.30% 98.40%
Invasion neural Si 0.00% 0.00%
1.000
No 100.00% 100.00%
Nucleolo evidente No 76.90% 51.60%
Si + 15.40% 23.00% 0.195
Si ++ 7.70% 25.40%
Linfocitos peritumorales 0-5% 55.30% 44.40%
6-30% 39.10% 35.70% 0.211
>30% 12.80% 19.80%
Linfocitos intratumorales 0-5% 92.30% 84.90%
6-20% 0.00% 11.10% 0.387
>20% 7.70% 4.00%

Tabla 5. Correlacién entre presencia de mutacidon o no en microsatélites con parametros de

influencia en los diferentes tumores En los casos en los que la “p valor” fuera inferior 0.05, se

indicara mediante unas fechas la significacion estadistica. 1 con significacidn estadistica hacia

arriba. {, con significacion estadistica hacia abajo.
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En ambos grupos tumorales, el patrén histolégico predominante es el patrén papilar. El
grado tumoral mas frecuente en ambos grupos es el de alto grado. Presentando un
crecimiento de caracteristicas exofiticas. Ambos grupos presentaban los tumores mas

frecuentemente en la década de los 60-69 afios.

Al valorar la frecuencia por géneros, se vio que el grupo con pérdida de expresién de
proteinas MMR presentaba un mayor porcentaje de varones (76.90%) versus el otro

grupo (27.80%) (p<0.001).

La vejiga es la localizacion mas comun y casi exclusiva en el grupo de pacientes con

pérdida de expresidn de proteinas MMR (95%) frente al otro grupo (76.90%) (p<0.001).

Si analizamos la existencia de infiltracion tumoral en la lamina propia, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas; aunque se objetivd que, en los pacientes
estudiados con pérdida de expresién de proteinas MMR, es mas frecuente que el tumor
no infiltre la lamina propia (56.8%) versus los tumores sin pérdida de expresion de

proteinas MMR, donde este grupo es el menos significativo (33,3%) (N.S.)

Al estudiar el estadiaje tumoral, nos basamos en los criterios de clasificacién incluidos
en la “Organizacién Mundial de la Salud / Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica”
(Moch et al., 2016) y respaldados por el "Manual de estadificacién del AJCC" (AJCC
Cancer Staging Manual, 2017) y se identificé que un alto porcentaje de tumores con
pérdida de expresidon de proteinas MMR presentaban el tumor en estadio T3 (tumor que

infiltra los tejidos perivesicales) (23.10%) en cambio los tumores sin pérdida de
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expresion de proteinas MMR presentan mayoritariamente tumores infiltrantes

limitados a la lamina propia (54.00%) (p<0.001).

En el resto de pardmetros comparados entre los carcinomas uroteliales con pérdida de
expresion de las proteinas MMR y los que no presentan dicha perdida no se objetivaron

diferencias estadisticamente significativas.

2.2. Estudio de tumores segun su tipo molecular

Segun la clasificacién molecular que presenté Robertson en su articulo (Robertson et al.,
2017), se han dividido los tumores en 5 grupos basandonos en el patréon de tincién
inmunohistoquimico. Una vez subclasificados estos tumores, comparamos los
parametros histolégicos estudiados con la finalidad de encontrar similitudes y

diferencias.

2.2.1. Grupo basal

Para este estudio comparativo, se realizaron dos grupos. Uno formado por tumores del
grupo molecular basal y otro por el resto de tumores que no corresponden a este grupo
(grupos luminal, luminal-infiltrante, luminal- papilar y neural). Se identificaron 37

tumores del grupo basal (26,6%) y 102 (73.6%) tumores que no pertenecen a este grupo.
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Grupo tumoral basal

Si(n=37) No (n=102) pvalor

Edades <49 afios 5.40% 5.90%
50-59 afios 13.50% 12.70%
60-69 afios 32.40% 42.20% 0.771
70-79 afios 24.30% 23.50%
>80 afios 24.30% 15.70%
Sexo Hombre 29.70% 33.30%
0.688
Mujer 70.30% 66.70%
Localizacion Vejiga 94.60% 93.10%
Uretra 2.70% 4.90% 0.827
Uréter 2.70% 2.00%
Histologia Papilar 5.40% 75.50% T <0.001 (M),
<0.001 (S)
Mixto 73.00% ™ 11.80% {, 0.016 (E)
Solido 21.6% 9.80% 0.126
Epidermoide 0.00% 2.90% 0.736
Infiltracién No infiltracion (pTa) 24.30% 39.20% 0.243
Infiltracion de ldmina propia (pT1) 54.10% 48.00% 0.025 (pT2),
<0.001(pT3)
Infiltracion de musculo (pT2) 18.90% 7.80% 0.037 (pT3)
Infiltra. de tejidos perivesicales 2.70% 3.90% N.S.
(pT3)
Infiltracion de otros 6rganos (pT4) 0.00% 1.00% N.S.
Grado tumoral Bajo 16.20% J,  52.00% T
<0.001
Alto 83.80% 1  48.00%
Necrosis tumoral evidente  Si 70.30% 1~ 47.10% |
No 29.70% & 52.90% 1 0.0
Crecimiento tumoral Endofitico 16.20% 13.70%
Exofitico 83.80% s630%
Invasioén linfo-vascular Si 0.00% 2.90%
0.292
No 100.00% 97.10%
Invasién neural Si 0.00% 0.00%
1.000
No 100.00% 100.00%
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Grupo tumoral basal

Si (n=37) No (n=102) p valor

Nucleolo evidente No 45.90% 56.90% 0.007 (S++)
Si + 10.80% 26.50% 0.002
Si ++ 43.20% 1T 16.70%

Linfocitos peritumorales 0-5% 37.80% 50.00%
6-30% 40.50% 31.40% 0.436
>30% 21.70% 18.60%

Linfocitos intratumorales 0-5% 81.10% 87.30%
6-20% 8.10% 10.80% 0.073
>20% 10.80% 1 2.00%

Tabla 6. Correlacién entre presencia de grupo tumoral basal con parametros relevantes. En los
casos en los que la “p valor” fuera inferior 0.05, se indicara mediante unas fechas la significacion
estadistica. 1 con significacion estadistica hacia arriba. { con significacion estadistica hacia
abajo.

Los tumores del grupo basal presentaron carcinoma urotelial con patrén mixto (73%) y
sélido (21.6%) en mayor proporcién que el grupo no basal, el cual presentaba en su

mayoria de casos un patrén papilar (75,50%) (p<0.001).

Al analizar el grado tumoral, los tumores del grupo basal, presentaban frecuentemente
tumores de alto grado (83,80%) versus los tumores que son del grupo no basal (48,00%)

(p<0.001).

Al estudiar la necrosis tumoral, se ha identificado que los tumores del grupo basal no
presentan necrosis en la mayoria de los casos (70.30%) al contrario de lo que ocurre en
con los tumores del grupo no basal, en el cual los tumores sin necrosis son

porcentualmente menos predominantes (47.10%) (p<0.015)
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El grupo basal presentaba en una mayor proporcién de tumores con nucléolo evidente
con poco aumento 43.20%, en comparacion con el grupo no basal que solo se identificé

en un 16.70% de los tumores (p<0.002).

En el resto de variables estudiadas no se identifican diferencias estadisticamente

significativas.

2.2.2. Grupo luminal
En este apartado vamos a realizar un estudio comparativo entre los tumores del grupo
molecular luminal y los tumores que no configuran dicho grupo (grupos basal, luminal-

infiltrante, luminal- papilar y neural).

Tras el estudio IHQ se ha observado que 13 (9,3%) de los 139 tumores pertenecen al

grupo tumoral luminal.

Grupo tumoral luminal

Si(n=13) No (n=126) pvalor

Edades <49 anos 7.70% 5.60%
50-59 afios 15.40% 12.70%
60-69 afios 46.20% 38.90% 0.526
70-79 afios 30.80% 23.00%
>80 afos 0.00% 18.80%
Sexo Hombre 7.70% | 34.90% ™
0.046
Mujer 92.30% 65.10%
Localizacion Vejiga 100.00% 92.90%
0.609
Uretra 0.00% 4.80%
Uréter 0.00% 2.30%
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Grupo tumoral luminal

Factor Si(n=13) No (n=126) p valor
Histologia Papilar 84.60% 54.00% 0.197
Mixto 7.70% | 30.20% T
Solido 7.70% 13.50%
Epidermoide 0.00% 2.40%
Infiltracién No infiltracion (pTa) 46.20% 34.10%
Infiltracion de ldamina propia (pT1) 53.80% 49.20%
Infiltracion de musculo (pT2) 0.00% 11.90% 0.609
Infiltra. de tejidos perivesicales 0.00% 4.00%
(pT3)
Infiltracion de otros drganos (pT4) 0.00% 0.80%
Grado tumoral Bajo 53.80% 41.30%
0.382
Alto 46.20% 58.70%
Necrosis tumoral evidente  Si 53.80% 53.20%
No 46.20% neow
Crecimiento tumoral Endofitico 7.70% 15.10%
Exofitico 92.30% sacow
Invasion linfo-vascular Si 0.00% 2.40%
0.574
No 100.00% 97.60%
Invasién neural Si 0.00% 0.00%
1.000
No 100.00% 100.00%
Nucleolo evidente No 53.80% 54.00%
Si+ 30.80% 21.40% 0.643
Si++ 15.40% 24.60%
Linfocitos peritumorales 0-5% 30.80% 48.40%
6-30% 53.80% 31.70% 0.272
>30% 15.40% 19.80%
Linfocitos intratumorales 0-5% 92.30% 84.90%
6-20% 7.70% 10.30% 0.679
>20% 0.00% 4.80%

Tabla 7. Correlacién entre presencia de grupo tumoral luminal con parametros de influencia. En
los casos en los que la “p valor” fuera inferior 0.05, se indicara mediante unas fechas la
significacién estadistica. I con significacion estadistica hacia arriba. |/ con significacién
estadistica hacia abajo.
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Se han podido ver diferencias estadisticamente significativas en el estudio del género de
los pacientes, observandose que casi la totalidad de pacientes con tumores del grupo
luminal corresponden a mujeres (92.30%) presentandose solo un 7.7% en varones, en
comparacion con los tumores del grupo no luminal donde la proporcién de pacientes

varones es del 34.90% (p=0.046)

El resto de parametros son similares, sin evidenciarse diferencias estadisticamente

significativas.

2.2.3. Grupo luminal papilar

En este apartado vamos a realizar un estudio comparativo entre los tumores del grupo
molecular luminal papilar y el resto de tumores que no forman parte de este grupo, al
igual que hicimos con los otros grupos tumorales (grupos basal, luminal, luminal-
infiltrante y neural). Se identificaron 45 tumores del grupo tumoral luminal papilar

(32.3%) y 94 (67.7%) tumores que no correspondieron al grupo tumoral luminal.

Grupo tumoral

luminal papilar

Si (n=45) No (n=94) p valor

Edades <49 afos 2.20% 7.40%
50-59 afios 13.30% 12.80%
60-69 afios 31.10% 43.60% 0.304
70-79 afios 31.10% 20.20%
>80 afios 22.20% 16.00%
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Grupo tumoral

luminal papilar

Si (n=45) No (n=94)

Hombre 40.00% 28.70%
Mujer 60.00% 71.30%
Localizacion Vejiga 100.0% 90.40%
Uretra 0.00% 6.40% 0.100
Uréter 0.00% 3.20%
Histologia Papilar 91.10% 40.40%
Mixto 2.20% 40.40%
0.362
Solido 6.70% 16.0%
Epidermoide 0.00% 3.20%
Infiltracién No infiltracion (pTa) 60.00% 23.40%
Infiltracion de ldamina propia (pT1) 37.80% 55.30%
Infiltracion de musculo (pT2) 2.20% 14.90% 0.734
Infiltra. de tejidos perivesicales
0.00% 5.30%
(pT3)
Infiltracion de otros drganos (pT4) 0.00% 1.10%
Grado tumoral Bajo 71.10% 28.70%
<0.001
Alto 28.90% 71.30%
Necrosis tumoral evidente  Si 42.20% 58.20%
0.072
No 57.80% 41.80%
Crecimiento tumoral Endofitico 6.70% 18.10%
0.073
Exofitico 93.30% 81.90%
Invasion linfo-vascular Si 0.00% 3.20%
0.226
No 100.00% 96.80%
Invasion neural Si 0.00% 0.00%
1.000
No 100.00% 100.00%
Nucleolo evidente No 68.90% 46.80%
Si+ 22.20% 22.30% 0.252
Si++ 8.90% 30.90%
Linfocitos peritumorales 0-5% 46.70% 46.80%
6-30% 33.30% 34.00% 0.992
>30% 20.00% 19.10%
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Grupo tumoral

luminal papilar

Si (n=45) No (n=94) p valor

Linfocitos intratumorales 0-5% 86.70% 85.10%
6-20% 11.10% 9.60%
>20% 2.20% 5.30%

Tabla 8. Correlacién entre presencia de grupo tumoral luminal con parametros relevantes. En
los casos en los que la “p valor” fuera inferior 0.05, se indicara mediante unas fechas la
significacidn estadistica. ™ con significacion estadistica hacia arriba. |/ con significacién
estadistica hacia abajo.

En el estudio de las variables histolégicas entre ambos grupos, los tumores del grupo

luminal papilar y tumores del grupo no luminal papilar, se han identificado diferencias

estadisticamente significativas.

Los tumores del grupo luminar papilar presentan en la mayoria de casos (91.10%) un
patron histoldgico papilar, en comparacidn con los tumores del grupo no luminal papilar

que solo lo presentaban en 40.40% (N.S.).

Los tumores del grupo luminar papilar no suelen presentar infiltracion de la lamina
propia (60%) en comparacion con los tumores del grupo tumoral no luminal papilar en

los que la mayoria de estos tumores si la presentan (76.60%) (p<0.001).

El grupo luminal papilar estd formado en su mayoria por tumores que presentan bajo

grado tumoral, en comparacion con el otro grupo (71.10% vs. 28.70%) (p<0.001).
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2.2.4. Grupo luminal infiltrante

Al igual que en los casos anteriores, realizamos una comparacién entre dos grupos
formados por tumores luminal infiltrantes y otro en el que engloba el resto de tumores

(grupos basal, luminal, luminal- papilar y neural).

Tras el estudio IHQ se han identificado 31 tumores pertenecen al grupo tumoral luminal

infiltrante (22.3%) y 108 (87.7%) tumores no pertenecen a dicho grupo.

Grupo tumoral

luminal infiltrante

Si(n=31) No (n=108) p valor

Edades <49 anos 9.70% 4.60%
50-59 afios 12.90% 13.00%
60-69 afios 54.80% 35.22% 0.140
70-79 afios 12.90% 26.90%
>80 afios 9.70% 20.40%
Sexo Hombre 32.30% 66.70%
0.988
Mujer 32.40% 66.6%
Localizacion Vejiga 80.60% 97.20% <0.001 (Ur)
Uretra 16.10% 0.90% 0.153
Uréter 3.20% 1.90% 0.621
Histologia Papilar 61.30% 55.60%
Mixto 25.80% 28.70%
0.784
Solido 12.90% 13.00%
Epidermoide 0.00% 2.80%
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Grupo tumoral

luminal infiltrante

Si (n=31) No (n=108) p valor

Infiltracién No infiltracion (pTa) 16.10% | 40.70% 1 0.016 (pT1),
0.003 (pT3)
Infiltracion de lamina propia (pT1) 64.50% 45.40% 0.632
Infiltracion de musculo (pT2) 9.70% 11.10% 0.364
Infiltra. de tejidos perivesicales
9.70% 1.90% 0.142
(pT3)
Infiltracion de otros drganos (pT4) 0.00% 0.90% 0.852
Grado tumoral Bajo 38.70% 43.50%
0.633
Alto 61.30% 56.50%
Necrosis tumoral evidente  Si 48.40% 51.60%
No 51.60% a0
Crecimiento tumoral Endofitico 16.10% 14.90%
Exofitico 83.90% se.10%
Invasion linfo-vascular Si 3.20% 1.90%
0.643
No 96.80% 98.10%
Invasién neural Si 0.00% 0.00%
No 1.000
100.00% 100.00%
Nucleolo evidente No 48.40% 55.60%
Si+ 29.00% 20.40% 0.588
Si++ 22.60% 24.00%
Linfocitos peritumorales 0-5% 64.50% 41.70%
6-30% 19.40% 38.00% 0.068
>30% 16.10% 20.40%
Linfocitos intratumorales 0-5% 90.30% 84.30%
6-20% 9.70% 10.20% 0.400
>20% 0.00% 5.60%

Tabla 9. Correlacidon entre presencia de grupo tumoral luminal infiltrante con parametros
relevantes. En los casos en los que la “p valor” fuera inferior 0.05, se indicara mediante unas
fechas la significacion estadistica. I con significacién estadistica hacia arriba. | con
significacidn estadistica hacia abajo.
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En el estudio de localizacién en el momento del diagndstico, se observé que, los tumores
del grupo luminal infiltrante, porcentualmente se localizan mas predominantes a nivel
de la uretra (16.1%) en comparacién con los tumores del grupo no luminal infiltrante

(0.9%) donde el porcentaje de casos es menor (p=0.011).

Los tumores del grupo luminal infiltrante presentaban en un 83.90%, infiltracién de la

[dmina propia frente al 59.30% de los tumores del grupo no luminal infiltrante (p<0.011).

En el estudio de la infiltracién tumoral, se observé que los tumores del grupo tumoral
luminal infiltrante presentaron en un 9.7% de los casos, infiltracion a tejido perivesicales
en comparacion con los tumores del grupo no luminal infiltrante en los que solo se
identificd en un 1.7% (p=0.035). En el resto de parametros estudiados no se identificaron

diferencias estadisticamente significativas.

2.2.5. Grupo neural

El dltimo grupo molecular estudiado es el grupo neural. Vamos a realizar una
comparativa entre los tumores que pertenecen a este grupo y el resto de tumores

(grupos basal, luminal, luminal-infiltrante y luminal- papilar).

Mediante el estudio IHQ se han identificado un total de 13 (9,3%) de tumores, que

pertenecen al grupo tumoral neural.
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Grupo tumoral neural

Factor Si(n=13) No (n=126) p valor
Edades <49 afios 7.70% 5.60%
50-59 afios 7.70% 13.50%
60-69 afios 46.20% 38.90% 0.881
70-79 afios 15.40% 24.60%
>80 afios 23.10% 17.50%
Sexo Hombre 38.50% 31.70%
0.622
Mujer 61.50% 68.30%
Localizacion Vejiga 92.30% 93.70%
Uretra 0.00% 4.80% 0.265
Uréter 7.70% 1.60%
Histologia Papilar 46.20% 57.90% <0.001 (E)
Mixto 15.40% 29.40% <0.001 (E)
Solido 15.40% 12.70% 0.001
Epidermoide 23.10% 0.00% 0.001
Infiltracion No infiltracion (pTa) 15.40% 37.30% 1 0.009 (pT3)
<0.001(pT4)

Infiltracion de ldmina propia (pT1) 38.50% 1  50.80% 1 0.028 (pT3),

0.001 (pT4)
Infiltracion de musculo (pT2) 30.80% 8.70% 0.153
Infiltra. de tejidos perivesicales
7.70% 3.20% 0.567
(pT3)
Infiltracion de otros 6rganos (pT4) 7.70% 0.00% 0.632
Grado tumoral Bajo 15.40% 45.20% ™
Alto 84.60% 1 54.80% 0:038
Necrosis tumoral evidente  Si 53.80% 53.20%
No 46.20% 46.80% 0:963
Crecimiento tumoral Endofitico 38.50% 1~  11.90% {
Exofitico 61.50% 88.10% 0:009
Invasion linfo-vascular Si 15.40% 1T 0.80%
No 84.60% 99.20% 0.001
Invasién neural Si 0.00% 0.00%
1.000
No 100.00% 100.00%
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Grupo tumoral neural

Factor Si(n=13) No (n=126) p valor
Nucleolo evidente No 38.50% 55.60% 0.497
Si+ 30.80% 21.40%
Si++ 30.80% 23.00%
Linfocitos peritumorales 0-5% 46.20% 46.80%
6-30% 30.80% 34.10% 0.933
>30% 23.10% 19.10%
Linfocitos intratumorales 0-5% 76.90% 86.50%
6-20% 15.40% 9.50% 0.635
>20% 7.70% 4.00%

Tabla 10. Correlacidn entre presencia de grupo tumoral neural con pardmetros de influencia. En
los casos en los que la “p valor” fuera inferior 0.05, se indicara mediante unas fechas la
significacién estadistica. I con significacion estadistica hacia arriba. |/ con significacién
estadistica hacia abajo.

El grupo tumoral neural presenta un alto porcentaje de carcinoma urotelial con
diferenciacién epidermoide (23.10%), diferenciacidon que no se observa en el resto de

tumores del grupo no neural 0% (p<0.001).

Los tumores del grupo neural presentan mayores grados de infiltracion que el resto de
tumores del grupo tumoral no neural, identificdandose un porcentaje del 7.7% de

tumores que infiltran a otros érganos frente al 0% del grupo no neural (p=0.001).

En el estudio histolégico, se observa que un alto porcentaje de los tumores del grupo
neural presentan un crecimiento endofitico (38.50%) en comparacion con el otro grupo

(11.90%) (p=0.009).

106



Resultados

A la hora de evaluar la invasion linfovascular, se evidencia que los tumores del grupo
neural presentan en mayor proporcion invasion linfovascular (15.50%) en comparacién

con los tumores del grupo no neural (0.80%) (p=0.001).

En el resto de parametros, no se identifican otras diferencias estadisticamente

significativas.

2.3. Comparacion entre la presencia de los diferentes grupos moleculares

con la histologia presentada
En la figura 40 se visualiza la distribucidn de los patrones histolégicos segun los grupos

moleculares. Si realizamos un andlisis de comparacién intragrupo concluimos que:

v El grupo basal estd compuesto mayoritariamente por tumores uroteliales de patrén
mixto (73%). Identificandose un pequefio porcentaje de tumores de patrén sélido
(21.6%) y papilar (5.40%). No se identifica ningin tumor con diferenciacion
epidermoide.

v El grupo luminal estd casi integramente constituido por tumores uroteliales de
patron papilar (84.60%), indicandose de manera aislada tumores de patrén sélido
(7.70%) y mixto (7.70%). No se identifican tumores con diferenciacion epidermoide.

v El grupo luminal infiltrante presenta mayor variedad, presentando
mayoritariamente tumores uroteliales con patrén papilar (61.30%) pero a su vez
también presenta tumores con patrén mixto (25.80%) y solido (12.90%). Ninguno de

los tumores del grupo luminal infiltrante presenta diferenciacidon epidermoide.
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v El grupo luminal papilar estd constituido mayoritariamente por tumores uroteliales
de patrén papilar (91.10%) con presencia focal del tumor con patrén mixto (2.2%) y
patrén sélido (6.70%). Al igual que el resto de grupo descritos, este tampoco
presenta tumores con diferenciacion epidermoide.

v' El grupo neural, es el Unico grupo que presenta tumores uroteliales con
diferenciacién epidermoide, constituyendo el 23,10% de los tumores de este grupo.
El resto de tumores de este grupo presentan patrén papilar (46.20%), solido
(15.40%) o mixto (15.40%).

Si realizamos un analisis intergrupos observamos que,

v’ Identificamos tumores con patrén papilar en todos los grupos moleculares, siendo
mas frecuentes en los tumores del grupo luminal (constituido por los subgrupos
luminal (84.60%), liminal infiltrantes (61.30%) y luminal papilar (91.10%)), y
relativamente poco frecuente en el grupo basal.

v' Los tumores de patréon mixto, los podemos encontrar en todos los grupos
tumorales, siendo mas frecuentes en el grupo basal (73%) y menos en el subgrupo
luminal (2.2%)

v Los tumores de patrén solido son tumores de distribucidon relativamente similar
entre los grupos tumorales. Siendo ligeramente mayor en el grupo basal (21.60%) y
ligeramente menor en el subgrupo luminal (7.70%).

v Los tumores uroteliales con diferenciacién epidermoide se agrupan Unicamente en

el grupo neural (23.20%), no estando presentes en el resto de grupos moleculares.
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Figura 40. Frecuencias entre la presencia de los diferentes grupos tumorales con la

histologia presentada.

2.4. Relacidn entre los grupos moleculares y el grado de infiltracion que

presentan

En la Figura 41 se visualiza la distribucidn de los patrones de infiltracion tumoral segin

los grupos moleculares.

Se realiza un analisis intragrupo en el que observamos que:

v El grupo basal estd compuesto mayoritariamente por tumores cuya infiltracién se

limita a la ldmina propia (54.10%) aunque también identificamos tumores no
infiltrantes (24.30%) y tumores con infiltracion muscular (18.90%). Se observa un

minimo porcentaje de tumores que infiltran tejido perivesicales (2.70%)

109



Eduardo Sobrino Reig

v El grupo luminal estdn compuesto Unicamente por tumores que no infiltran la
muscular propia. Este grupo esta constituido Unicamente por tumores no infiltrantes
(46,20%) y tumores con infiltracion limitada a la ldmina propia (53.80%).

v' El grupo luminal infiltrante estd compuesto mayoritariamente por tumores
infiltrantes (83.90%), de los cuales 64.50% se limita a la lamina propia, 9.70% infiltra
la muscular y 9.70% infiltra tejidos perivesicales.

v El grupo luminal papilar, estd compuesto mayoritariamente por tumores infiltrantes
(60%) o tumores infiltrantes limitados a la 1dmina propia (37.80%), identificandose
de manera esporadica tumores con infiltracidn a la muscular (2.20%)

v El grupo neural estd compuesto principalmente por tumores infiltrantes (84.60%)
siendo el Unico grupo con presencia de tumores con infiltracion a otros érganos

(7.7%).

Al realizar un andlisis intergrupo vemos que:

v' Los tumores no infiltrantes estdn presentes en todos los grupos, siendo mas
frecuente en los tumores del grupo luminal (46.20%) y luminal papilar (60%).

v Los tumores con infiltracion limitada a la ldmina propia presentan una distribucion
en todos los grupos, sin identificarse un claro predominio en ninguno de ellos.

v Los tumores con infiltracién limitada a la muscular se pueden encontrar en el grupo
basal (18.90%), grupo luminal infiltrante (9.70%) y en el grupo neural (30.80%) en el
gue son mas predominantes. De manera focal podemos encontrar algun tumor en

el grupo luminal papilar.
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v Los tumores con infiltracion a tejido perivesicales se identifican en los grupos basal
(2.70%), luminal infiltrante (9.70%) y neural (7.70%) pero no los encontramos en los
grupos luminal ni luminal papilar.

v Los tumores con infiltracién a otros 6rganos solo estan presentes en el grupo neural

(7.70%). El resto de grupos no presentan tumores con estas caracteristicas.

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Tumoral basal Tumoral Tumoral Tumoral Tumoral neural
luminal luminal laminar papilar
infiltrante
H No B Ldmina propia B Musculo Tejidos verivesicales Otros érganos

Figura 41. Frecuencias entre la presencia de los diferentes grupos tumorales con la infiltracién
que induce.
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2.5. Relacion entre los grupos moleculares y la presencia de tumores con

pérdida de expresion de proteinas MMR

Perdida de expresion de proteinas MMR

No mutado, n (%) Mutado, n (%) p valor

No, n (%) 86 (70.6) 13 (100.0)
Tumoral basal 0.023
Si, n (%) 37 (29.4) M 0(0.0) 4,
No, n (%) 86 (68.3) 8 (61.5)
Tumoral luminal 0.622
Si, n (%) 40 (31.7) 5 (38.5)
Tumoral luminal No, n (%) 102 (81.0) ™ 6 (46.2) |
0.004
infiltrante  Si, n (%) 24 (19.0) 7 (53.8) ™
Tumoral laminar No, n (%) 113 (89.3) 13 (100.0)
0.224
papilar  Si, n (%) 13 (10.3) 0 (0.0)
No, n (%) 114 (90.5) 12 (92.3)
Tumoral neural 0.829
Si, n (%) 12 (9.5) 1(7.7)

Tabla 11. Relacién en la presencia de tumores con pérdida de expresién de proteinas MMR en
los diferentes grupos moleculares de la TCGA. En los casos en los que la “p valor” fuera inferior
0.05, se indicara mediante unas fechas la significacion estadistica. I con significacion estadistica
hacia arriba. {, con significacion estadistica hacia abajo.

Se estudid si existe una correlacién entre la clasificacién molecular y la presencia de
tumores con pérdida de expresion de proteinas MMR (Tabla 11), identificAndose los

siguientes resultados:

v El grupo basal: estd constituido por 37 tumores, de los cuales ninguno presentd
pérdida de expresion de proteinas MMR, con resultados no estadisticamente

significativos.
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v El grupo luminal: el grupo luminal esta constituido por 40 tumores, de los cuales 5
presentaron pérdida de expresion de proteinas MMR, lo que significa que el 38.5%
de los tumores con pérdida de expresidon de proteinas MMR pertenece al grupo
luminal, con resultados no estadisticamente significativos.

v El grupo luminal infiltrante: al evaluar los porcentajes del estudio se vio, que un
46.2% de los tumores de este grupo no presentaron pérdida de expresién de
proteinas MMR, frente al 53.8 que si lo presentaban (p=0.004).

v El grupo luminal papilar: Se evidencid la ausencia de tumores de este grupo que
presentaban pérdida de expresion de proteinas MMR, con resultados no
estadisticamente significativos.

v El grupo neural: en el estudio de este grupo se identific, que solo uno de los
tumores presentaba pérdida de expresién de proteinas MMR, con resultados no
estadisticamente significativos.

Con estos datos, podemos determinar, que los grupos moleculares que presentan

tumores con pérdida de expresién de proteinas MMR son los grupos luminal, luminal

infiltrante y neural (siendo este ultimo de manera focal y por lo tanto de dificil
interpretacion). El resto de grupos moleculares (basal y luminal papilar) no presentan

tumores con pérdida de expresidn de las proteinas MMR.

2.6. Gravedad evolutiva
Evaluamos si existe alguna relacién entre la presencia de tumores con pérdida de

expresion de proteinas MMR con el pronéstico.
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Perdida de expresion de proteinas MMR

Si No p valor
Si 0.00% 8.70%
Muerte 0.267
No 100.00% 91.30%
Si 38.50% 40.50%
Recidivas a 5 afos 0.888
No 61.50% 59.50%

Tabla 12. Correlacidn entre presencia de tumores con pérdida de expresion de proteinas MMR
con parametros de gravedad evolutiva.

Para ello se realizaron dos grupos, el primero formado por los pacientes que
presentaban tumores con pérdida de expresion de proteinas MMR y el segundo

formado por el resto de pacientes.

Al evaluar la presencia de recidivas durante los 5 primeros afios, no se vieron diferencias
estadisticamente significativas. Lo mismo ocurre, al examinar los datos de pacientes

fallecidos durante los primeros 5 afios desde el diagndstico.
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1. PREVALENCIA DEL CARCINOMA UROTELIAL EN LA POBLACION DE
MOSTOLES

Los carcinomas uroteliales son la quinta neoplasia mas frecuente a nivel europeo vy
también la quinta si miramos los datos de Espaia (Global cancer observatoy, 2022). El
carcinoma urotelial es un carcinoma que presenta, tanto en Espafia como a nivel
mundial una alta incidencia y una alta prevalencia (Josep Maria Borras Andrés, 2009;

Bray et al., 2018)

Se ha realizado un estudio de las variables clinico-patolégicas en un nimero limitado de
pacientes, procedentes del Hospital Universitario de Méstoles (Area VIIl de Madrid), con
el fin de comprobar que las caracteristicas estudiadas en esta poblacién se ajustan a las

caracteristicas descritas en la poblacidn general.

Al valorar los datos clinicos, vemos multiples similitudes y diferencias entre la poblacién

general y la poblaciéon estudiada de Mdstoles.

La poblacion de Méstoles presenta multiples semejanzas a los resultados visto en la
poblacién general. La mayor parte de los pacientes diagnosticados de carcinoma
urotelial presentan una edad media de entre 60 y 70 afios (Inamura and Kentaro, 2018)
siendo la vejiga la localizacién mas frecuente, seguida de la uretra, y por ultimo uréter
como localizacién esporadica. En el estudio histoldgico presentan mas frecuentemente
un patron histolégico papilar, (Picazo et al.,, 2007) con un patrén de crecimiento
predominate exofitico (Picazo et al.,, 2007) y en la mayoria de los casos, los tumores

uroteliales son no musculo invasivos (Parakh R, 2019) con una baja presencia de
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linfocitos intratumorales y linfocitos peritumorales y la invasién linfovascular y/o
perineural es excepcional (Moch et al., 2016).

A su vez también se ven algunas diferencias al comparar la poblacién de Mdstoles con
la poblacién general. En la poblacidn de Mdstoles, la mayor parte de los pacientes
diagnosticados son mujeres. Si comparamos este dato con el de la poblacién general y
la poblacién espaiiola vemos que el tumor urotelial es mas frecuente en varones (Moch
et al., 2016; Médica, 2019; Jointly issued by the American Cancer Society (ACS), the
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), the North American Association of
Central Cancer Registries (NAACCR), 2021). Esta diferencia se podria atribuir a las
caracteristicas de la poblacién estudiada, puesto que nuestra poblacién de Mdstoles
mayor de 60 afios, esta constituida en su mayoria por mujeres (Mdstoles, 2021).

En el estudio del grado tumoral, la poblacidon de Méstoles presenta, en poco mas de la
mitad de casos, carcinomas uroteliales de alto grado. Al comparar este dato, vemos que
en el estudio de Parack R et al. (Parakh R, 2019) la mayor parte de los tumores
estudiados, son tumores de bajo grado, pero vemos a su vez que esta proporcién varia
segln el nivel de infiltracién. Por ejemplo, en tumores T1, la mayoria de autores
concuerdan que los tumores de alto grado son mayoritarios (Torti et al., 1987; Kaubisch
et al.,, 1991).

Se estudia la falta de expresion de las proteinas MMR mediante el uso de técnicas IHQ.
De los 142 pacientes estudiados, se identificaron 13 pacientes (9,4%) con falta de
expresion en las proteinas MMR. Si lo comparamos con la literatura, vemos que los
resultados oscilan entre el 1,8% y el 28%, lo cual supone un rango muy amplio (Morales

et al., 2006; Joost P et al.,2015; Moch et al., 2016; Harper et al., 2017; Pradere et al.,
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2017; Ju et al., 2018; Metcalfe et al., 2018; Urakami et al., 2018). Nuestros resultados se
asemejan a los publicados en el estudio realizado por Harper et al. (Harper et al., 2017).
Aunque resulta muy dificil realizar una correcta comparacion debido a la amplia
horquilla de datos, nuestros resultados son proporcionales a los de la poblacién

mundial.

Cuando analizamos la clasificacién molecular de la TCGA mediante el estudio por IHQ,
no se observan diferencias llamativas entre la poblacion de Méstoles y los datos
aportados por otros estudios respecto a la poblacion de América del norte y Japdn

(Robertson et al., 2017; Inamura and Kentaro, 2018).

v' El grupo molecular basal en la poblacion de Méstoles corresponde a un 33.81%, en
la poblacién general a un 35%.

v’ El grupo molecular luminal papilar en la poblacién de Mdstoles corresponde a un
31,65%, en la poblacién general a un 35%.

v’ El grupo molecular luminal infiltrante en la poblacion de Mdstoles corresponde a un
14.38%, en la poblacion general a un 19%.

v" El grupo molecular luminal en la poblacién de Mdstoles corresponde a un 14.38%,
en la poblacidn general a un 6%.

v" El grupo molecular neural en la poblacién de Mdéstoles corresponde a un 5.75%, en
la poblacién general a un 5%.

Como se puede ver al comparar los resultados, ambos presentan unos porcentajes

similares, y por lo tanto podemos objetivar que las pequefias variaciones en los

porcentajes se deben a caracteristicas propias de la poblacion.
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Por todo lo anteriormente expuesto, podemos considerar que nuestra serie es
representativa, ya que las variables estudiadas se ajustan, en lineas generales, a las
presentadas por la poblacién general y presentan tendencias habituales de los tumores

uroteliales.

2. ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE MUTACIONES DE LAS PROTEINAS MMR

Los genes MMR son una serie de nucledtidos polimérficos, repetidos en tdndem
repartidos por en el genoma (Morales et al.,2006). La misidn de estos genes (Castro-
Mujica et al., 2018) es ofrecer proteccion frente a mutaciones en la replicacion del ADN,
reparando los errores que se pueden producir durante la replicacidon del ADN vy, de esta
forma, evita que se acumulen. Una inactivacidon de uno o varios de estos genes haria que
no se corrigieran los errores producidos en la replicaciéon y se acumularia de forma

acelerada mutaciones en los nucleétidos (Garcia-Tello et al., 2014; Joost P et al., 2015).

Existen varios mecanismos que inactivan la expresion de los genes MMR. Esta
inactivacion se puede deber a una mutacién en dichos genes en todas las células del
organismo tanto germinales como somaticas o se puede producir una mutacién puntual
en un porcentaje de células, sin afectar a la totalidad de las células del organismo vy, por
ultimo, se puede producir a causa de una metilacion de uno de esos genes (Peltomaki,
2014). La mutacién puntual y la metilacion de uno de los genes, no supondrian un
aumento del riesgo de padecer tumores en otras localizaciones a edades mas tempranas

que la poblacién general.
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La epigenética esta cada dia mas presente en los articulos de investigacion (Andrés et
al., 2013; Peltomaki, 2014; Joost P et al.,2015; Castro-Mujica et al., 2018). La epigenética
estudia los diferentes mecanismos celulares que producen variaciones en la expresién
genética sin que esto afecte a la secuencia del ADN. Uno de estos métodos es la
modificacion de la transcripcion de la cromatida mediante la modificacién de histonas.
Para ello, se utilizan los miRNA (micro-RNAs) y la metilacién. Este proceso de metilacidn
es un proceso reversible que consiste en la introduccién o eliminacién de un grupo
metilo (-CH3) en las citosinas presentes en dinucleétidos CpG en el genoma (Andrés et

al., 2013).

La metilacién del DNA es un mecanismo destinado a la proteccion de la integridad del
genoma, el mantenimiento de patrones de expresion especificos de cada tejido o la
definicidn de la impronta genética (Bird, 2002; Esteller, 2005; Sanchez-Carbayo, 2012).
La distribucidn de los patrones de metilacidn es propia de cada tejido y es determinada
durante el desarrollo embrionario, un ejemplo muy conocido de este fendmeno, seria
la inactivacion del cromosoma X (Bird, 2002). Se ha visto que, en algunas ocasiones, este
mecanismo de metilacion puede relacionarse con la activacion de uno o varios

protooncogenes (Esteller, 2007).

Para el estudio de los genes MMR, es esencial diferenciar si existe mutacién o metilacién
de dichos genes. Actualmente, multiples autores (Kohlmann et al., 2004; Buza et al.,
2016; Castro-Mujica et al.,2018) establecen que el estudio de las proteinas MMR
mediante el uso de la IHQ es lo primero que se debe realizar a los pacientes ya que

ofrece una sensibilidad del 93% (Kohlmann et al., 2004). De esta forma, se clasifican los
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pacientes segun tengan altas o bajas probabilidades de presentar una mutacién en los
genes MMR. Una vez identificados a los pacientes con alto riesgo, es recomendable

realizar un estudio molecular con el fin de realizar un diagndstico de confirmacion.

Varios autores (Rouprét et al., 2008; Skeldon et al., 2013; Ju et al., 2018) recomiendan
el estudio de las proteinas MMR en pacientes con carcinoma urotelial, pero actualmente
en la mayoria de Servicios de Anatomia Patoldgica no se estdn realizando técnicas IHQ
a todos los pacientes debido al gasto de tiempo y recursos que supondria. En este
estudio, se propone clasificar e identificar a los pacientes con alto riesgo de presentar
falta de expresion de las proteinas MMR mediante el estudio IHQ de los tumores
uroteliales. Una vez clasificados los tumores como alto o bajo riesgo a presentar falta de
expresion de las proteinas MMR mediante el estudio de los datos clinicos y de las
caracteristicas histoldgicas, se realizaran las técnicas IHQ a los pacientes de alto grado.
De esta forma, se estudiara a todos los pacientes, y se optimizaran tanto los recursos

econémicos, como de personal.

Lo primero que hemos realizado en este estudio, son técnicas IHQ para las proteinas
MMR, con el fin de poder identificar la falta de expresion de las proteinas MMR. Para
ello se han seleccionado dos areas de cada tumor, realizando dos Tissue microarrays,
cada una con diferentes areas de cada uno de los tumores. Se realizaron técnicas de IHQ
para las proteinas MMR en cada una de los Tissue microarrays de tejido. Se consideraron
carcinomas uroteliales con pérdida de expresion de las proteinas MMR por IHQ, aquellos
tumores que presentaban la mencionada pérdida en los dos Tissue microarrays. El

numero y las areas de ubicacién de cada tumor para los estudios IHQ son apropiados.
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Christoph Fraune et al., 2020 (Fraune et al., 2020) han demostrado que los tumores
uroteliales muestran una completa homogeneidad de las alteraciones de la proteina
MMR y después de resecciones secuenciales no observaron cambios notables en el

estado de la 4 MMR proteinas.

El estudio IHQ para la expresion de las proteinas MMR mostré una pérdida de expresion
en 13 tumores. La mayor parte de los cuales presentaban una pérdida de expresién de
la proteina MLH1, seguido de MSH2 y PMS2 en la misma proporcién y por ultimo en
frecuencia se situan la pérdida de expresion de la proteina MSH6. En los estudios
(Skeldon et al., 2013; Peltomaki, 2014; Joost P et al., 2015; Harper et al., 2017; Urakami
et |., 2018) que existen en la actualidad vemos que los genes que presentan mutacién
mas frecuentemente son los genes MLH1 y MSH2 y los genes que presentan mutacién
con menor frecuencia son PMS2 y PMS6. Al comparar los estudios que existen y el
nuestro, se observamos un ligero aumento de los casos que presentan pérdida de
expresion de la proteina PMS2, consideremos esta diferencia propia de nuestra

poblacién.

Durante la investigacidn, todas las técnicas de IHQ utilizadas tenian un control externo
y un control interno. Se ha visto que alguno de los tumores presentaba patrones
inusuales de expresidn de las proteinas MMR, identificandose por ejemplo, pacientes
con pérdida aislada de PMS2. Se ha descrito con anterioridad la expresion de patrones
inusuales en el carcinoma colorrectal que pueden causar confusién (Chen, Swanson et
al., 2017). En un estudio de Dudley et al (Dudley et al., 2015), aproximadamente el 24%

de los pacientes con tumores con pérdida aislada de la expresién de PMS2 tienen una
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mutacion en el gen MLH1. En el estudio realizado por Jinru Shia et al (Shia et al., 2013),
evallan la pérdida de MSH6 junto con MLH1 y PMS2. Proponen que podria deberse a la
hipermetilacién del promotor MLH1 que causa la pérdida de expresién de las proteinas
MLH1 / PMS2. Los tumores con mutaciones en los genes MLH1 / PMS2 son propensos a
mutaciones somaticas en el gen MSHS6, lo que da como resultado una tincién IHQ para
la proteina MSH®6 significativamente reducida. La falta de expresién de IHC para PMS2 /
MHS2 y MHS6 es una de las expresiones inusuales de las proteinas MMR. Podria deberse
a una mutacion de la linea germinal de MSH2 (que causa la ausencia de MSH2 / MSH6)
junto con la hipermetilacién somatica de MLH1 (que causa la ausencia de PMS2). La baja

incidencia en la literatura nos invita a realizar un estudio retrospectivo.

Posteriormente, se han analizado las caracteristicas clinicas e histoldgicas estudiadas.
Hemos identificado diferencias entre aquellos pacientes que presentaban falta de
expresion de las proteinas codificadas por alguno de los genes (MLH1, MSH2, MSH6 y

PMS2) mediante el uso de IHQy los que si presentaban dicha expresion.

La mayor parte de los pacientes con pérdida de expresion de las proteinas MMR son
hombres, presentando 7 veces mas riesgo que las mujeres. Al comparar estos resultados
con los resultados publicados por otros autores (Joost P et al., 2015; Harper et al., 2017;

Ju et al.,, 2018), vemos que objetivan datos similares.

Al valorar la localizacion en el momento del diagnéstico, vemos que los tumores se
encuentran mas frecuentemente localizados en vejiga y uréteres. Al revisar la literatura

vemos que la localizacion mas frecuente es la vejiga seguido de los uréteres (Joost P et
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al., 2015; Sjodahl, 2018). En contraposicion con los estudios de Harper et al. (Harper et
al., 2017) en el que identifica que la locacién mas frecuente son los uréteres seguido de
la vejigay el estudio de Ju et al. (Ju et al., 2018) en el cual la mayor parte de sus pacientes
presentan con mayor frecuencia tumores a nivel de la pelvis renal. Estas diferencias las
consideramos propias de la poblacion estudiada y directamente relacionadas con el bajo
numero de pacientes que presentan todos los estudios; el estudio realizado por Ju et al.
cuenta con 11 casos con falta de expresion de una o varias de las proteinas MMR, el
estudio de Harper et al. cuenta con 14 casos y el estudio de Jooster et al. cuenta con 52

Casos.

En el estudio del grado de infiltracion tumoral en el momento del diagndstico, los
tumores que no infiltran la [dmina propia presentan 9.8 veces mas riesgo de presentar
inestabilidad de microsatélites al compararlo con los pacientes que presentan
infiltracidn de la lamina propia. Lo mismo ocurre con los tumores que infiltran tejido
perivesicales que presentan 102 veces mas riesgo de presentar inestabilidad de
microsatélites. Harper et al. (Harper et al., 2017) identifica que la mayor proporcién de

pacientes con presentan tumores en estadio pT3, seguido de pTa.

En el analisis del patrdén histoldgico, se han identificado diferencias no estadisticamente
significativas, identificando que el patrén histolégico predominante es el papilar,
seguido del sélido y del mixto, pero en una proporciéon menor. Ninguno de los pacientes
con inestabilidad presentaba una diferenciacién epidermoide. Al comparar los datos con
los obtenidos por Joost et al. (Joost P et al., 2015) y Harper et al. (Harper et al., 2017)

observamos que la mayoria de los pacientes estudiados presentan un patrén papilar, y
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en el caso del estudio de Harper et al. (Harper et al., 2017), se identificé dos pacientes

con patrén papilar invertido.

Al valorar la distribucion por edades no encontramos diferencias, siendo nula la
presencia de tumores en pacientes menores de 49 afios. Por lo que podemos afirmar
gue los tumores uroteliales con falta de expresion de las proteinas MMR, se dan entre
los 50 y los 92 afios. Al analizar los estudios existentes (Joost P et al.,2015; Harper et al.,
2017; Ju et al., 2018), vemos que todos ellos comparten las mismas franjas de edades,
con ligeras variaciones, que son comprensibles debido al bajos nimero de pacientes

estudiados y de las diferentes poblaciones.

En el estudio de la presencia de linfocitos intratumorales, no se han encontrado
diferencias entre los dos grupos. Se ha podido comprobar que los tumores con pérdida
de expresién de las proteinas MMR y los pacientes sin pérdida de expresion presentan
en la mayoria de casos, una baja proporcién de linfocitos (0-5%, por CGA). Ju et al. (Ju et
al., 2018) en su estudio, identifica que un 50% presentan una baja proporcién de
linfocitos intratumorales (1-19 linfocitos por 10 CGA) y el otro 50% presentan
abundantes linfocitosis intratumorales (30 o mas linfocitos por 10 CGA). Esta diferencia
puede deberse al disefio del estudio, puesto que en el nuestro se valoré la presencia de
linfocitosis intratumoral en un campo (hot-spot), técnica de conteo de linfocitos
utilizada en la practica diaria (Arriola et al., 2019), y en el estudio de Ju et al. contabilizan
el niumero de linfocitos que hay en 10 CGA, por esta razén los resultados no son

comparables.
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Al valorar la necrosis tumoral, no hemos obtenido diferencias significativas, aunque se
ha visto que la mayor parte de tumores con pérdida de expresion de las proteinas MMR
presentan necrosis tumoral, al contrario de lo que ocurre en los tumores sin
inestabilidad de microsatélites en los que la mayor parte de los tumores no presentan
necrosis. No es posible realizar una comparativa puesto que no se han encontrado otras
series que realicen un estudio de necrosis tumoral en tumores uroteliales en pacientes

con falta de expresién de proteinas MMR mediante estudio IHQ.

En el estudio del grado tumoral, no se identifica diferencias estadisticamente
significativas, siendo ligeramente mayor los tumores de alto grado tumoral. Al comparar
los datos obtenidos con la literatura vemos que todos los grupos de tumores con pérdida
de expresién de las proteinas MMR, presentan tumores de alto grado en la mayoria de

los casos (Joost P et al., 2015; Harper et al.,, 2017; Ju et al., 2018).

A su vez se han encontrado diferencias con otros autores. Urakami et al. (Urakami et al.,
2018) analizan en su estudio que dichos tumores son mas frecuentes en mujeres,
localizados mas frecuentemente en los uréteres, que presentan un patrén papilar
invertido de bajo grado citoldgico, presentaban en la mayoria de los casos estadios pTa
o pT1. Las diferencias que encontramos a nivel del género, patrén y grado tumoral, se
podrian deber a una diferencia poblacional, puesto que este estudio se realizé en Tokio,
Japon. Estas diferencias entre la poblacidon europea con la asidtica se pueden ver en
otros tumores como el carcinoma epidermoide de pulmédn, el cual, en Europa se
presenta mas frecuentemente en varones y en Asia su incidencia es mas frecuente en

mujeres (Cheng et al., 2016).
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Al valorar los resultados, vemos que los pacientes con pérdida de expresion de las
proteinas MMR presentan una serie de caracteristicas propias y por lo tanto estas
caracteristicas nos serviran para poder identificarlos. Los pacientes que cumplan todos
los criterios de riesgo se les consideraran pacientes con alto riesgo de presentar pérdida
de expresién de las proteinas MMR. De esta forma, todos los pacientes varones con un
tumor localizado en vejiga o uréteres en el momento del diagndstico, de alto grado con
patron histologico papilar que no infiltra la [dmina propia o, en el caso de tumores
infiltrantes, que la infiltre hasta tejidos perivesicales, los vamos a considerar pacientes

con altas probabilidades de presentar inestabilidad de microsatélites.

La identificacién de los tumores con pérdida de expresidon de las proteinas MMR en
carcinomas uroteliales mediante el estudio histoldégico acompafiado de datos de la
historia clinica proporciona una herramienta de deteccion precoz para la clasificaciéon de
pacientes y, de esta forma, podemos realizar un cribado rapido y sin que ello suponga
un aumento significativo de la carga de trabajo. De este mismo modo, se evidencia que
tanto el estudio histopatoldgico como los datos clinicos de manera independiente, no
son suficientes para lograr discriminar de manera fiable. Por lo que podemos confirmar

gue es imprescindible una integracién adecuada de ambos datos.

Una vez clasificados los pacientes con mayor probabilidad de presentar pérdida de
expresion de las proteinas MMR, se les deben realizar técnicas inmunohistoquimicas
para confirmar la perdida de expresién de las proteinas MMR. Este sistema de
clasificacién favorece la disminucion de peticiones de técnicas inmunohistoquimicas, ya

gue, Unicamente se realizaran dichas técnicas a aquellos pacientes con sospecha clinica
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de inestabilidad de microsatélites basandose en los criterios de Amsterdam vy los de
Bethesda o a los que cumplan las caracteristicas histoldgicas y clinicas anteriormente
mencionadas. En el caso de que no expresen uno o varios de los marcadores

inmunohistoquimicos, se realizard un estudio molecular (Figura 42).

Después de determinar el estado de las proteinas MMR utilizando una de las técnicas
de IHC, los tumores que presenten ausencia de expresion de una o mas proteinas MMR
se clasificard como dMMR (Chen, Swanson and Frankel, 2017). El estudio molecular mas
utilizado es el panel Bethesda, el cual consta de cinco repeticiones de microsatélites,
incluidas 2 repeticiones de mononucledtidos (BAT25 y BAT26) y 3 repeticiones de
dinucledtidos (D25123, D55346 y D175250) (Boland et al., 1998). Los microsatélites que
demuestran al menos dos alelos alterados (desplazamiento) se definen como H-MSI (se
consideran como inestabilidad de microsatélites). El L-MSI se define como la deteccién
de un Unico microsatélite alterado (desplazado) (Boland et al., 1998; Chen, Swanson and

Frankel, 2017).

Este estudio abre un camino para futuras investigaciones. Se propone realizar un estudio
molecular de los genes MMR y un estudio de PD-L1. Una vez obtenido los resultados,
realizar una comparacién de las caracteristicas clinicas e histolégicas de los pacientes
con la finalidad de observar si el estudio de dichas caracteristicas proporciona
informacidn suficiente para clasificar a los pacientes. Debido al pequefio tamafio de la
mayoria de las muestras (en su mayoria obtenidas por reseccién transuretral), se

considera importante no agotar la muestra de pacientes que participaron en el estudio.
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Al realizar este sistema de cribado, podremos identificar un mayor nimero de pacientes
con pérdida de expresion de las proteinas MMR de forma precoz, sin que esto suponga
un aumento del coste econémico y personal, al reducir el nimero de pruebas
solicitadas, y a la larga, un diagndstico temprano de los pacientes con alteraciones

moleculares, lo que supondria una disminucién en la morbimortalidad.
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Figura 42. Protocolo para la identificacion de los pacientes que presentan carcinoma
urotelial con pérdida de expresidn de las proteinas MMR.
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3. RECIDIVAS Y MORTALIDAD EN LOS PACIENTES CON PERDIDA DE
EXPRESION DE LAS PROTEINAS MMR

Se valord, si existe alguna relacidn entre los tumores uroteliales con pérdida de
expresion de las proteinas MMR y la presencia de recidivas durante los 5 primeros anos
después del momento del diagndstico y no se identificé una relacidn estadisticamente
significativa. Lo mismo ocurrié al valorar la mortalidad durante 5 afios desde el
momento del diagndstico, no se vio una relacién estadistica. En ambos grupos, se
evidencid, que las mayores tasas de recidivas y de mortalidad se producian en los

primeros 20 meses desde el momento del diagndstico (n.e.s.).

4. SCREENING EN LOS PACIENTES CON PERDIDA DE EXPRESION DE LAS
PROTEINAS MMR

Los pacientes con falta de expresién de las proteinas MMR mediante IHQ presentan una
mayor probabilidad de presentar una mutaciéon en los genes MMR, por lo que es
recomendable identificarles para que se les realice un estricto seguimiento

multidisciplinar (Harper et al., 2017; Pradere at al., 2017).

Una vez hemos obtenido y, posteriormente analizado los datos, descodificamos los
datos personales de los pacientes que no presentaban inmunoreactividad de una o
varias de proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PLM2. Con el permiso que nos ha otorgado el
Hospital Universitario de Mostoles, se ha estudiado su historia médica y hemos visto

gue la mayor parte de estos pacientes estan en seguimiento por el servicio de digestivo
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y tienen varias biopsias mediante colonoscopia, las cuales han sido diagnosticadas como
“adenoma tubular con displasia de bajo grado” o “adenoma tubular con displasia de alto

grado” ambas lesiones son precursores de adenocarcinoma de colon (Moreira, 2012).

Es esencial realizar un seguimiento de los pacientes con falta de expresién de las
proteinas MMR, de forma que puedan recibir un diagndstico precoz y presenten una
menor morbimortalidad. Por esta razon, se mantuvo una reunion con el Servicio de
Oncologia del Hospital Universitario de Mdstoles, otorgando todos los nombres, nimero
de historia clinica, antecedentes y la pérdida de expresion de las proteinas MMR y se

valoré, de forma personalizada, la necesidad de una cita en el Servicio de Oncologia.

5. RELACION ENTRE LOS PACIENTES CON PERDIDA DE EXPRESION DE LAS
PROTEINAS MMR Y LA CLASIFICACION MOLECULAR DE LA TCGA

Se ha valorado la relaciéon que existe entre la clasificacion molecular de la TCGA y la
pérdida de expresién de las proteinas MMR de los carcinomas uroteliales. Se ha
identificado, que 12 de los 13 pacientes con pérdida de expresion de las proteinas MMR
pertenecen a los grupos moleculares luminares (grupo luminal y grupo luminal

infiltrante) y solo un paciente pertenece al grupo molecular neural.

Al comparar estos datos con la literatura, son muy pocos los estudios que valoran estos
datos. Eriksson et al. (Eriksson et al., 2018), en su publicacién evidencié que la mayor
parte de sus pacientes con mutacidon de las proteinas MMR pertenecian al grupo

molecular luminal y un pequefio porcentaje al grupo basal-escamoso.
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Al valorar la distribucién y, teniendo en cuenta el bajo nimero de tumores con pérdida
de expresion de las proteinas MMR, resulta dificil realizar una comparativa. Observamos
gue tanto en nuestro estudio como en el realizado por Eriksson et al. la gran totalidad

de los tumores estudiados pertenecen al grupo molecular luminal.

Este analisis proporciona una informacidn muy relevante a la hora de individualizar el
tratamiento, pero debe de utilizarse con cautela debido a los escasos articulos de
investigacidon que actualmente existen sobre esta relacidon y al bajo nimero de pacientes
estudiado. Por dichas razones y por la importancia que supone para los pacientes la
eleccién del mejor tratamiento dependiendo de las caracteristicas tumorales, considero

gue seria un tema de interés para futuras investigaciones.

6. CLASIFICACION MOLECULAR MEDIANTE EL USO DEL ESTUDIO
MORFOLOGICO

La clasificacion molecular de los tumores uroteliales es cada dia mas importante puesto
gue se permite ofrecer a los pacientes un tratamiento individualizado segun las
caracteristicas propias de cada tumor y, de esta forma, reducir la morbimortalidad

(Dashti et al., 2015; Robertson et al., 2017; Inamura and Kentaro, 2018; Sjodahl, 2018).

Para realizar esta clasificacidn, nos basamos en los criterios de la TCGA (Robertson et al.,
2017), para lo que se recomienda realizar un estudio molecular y con ello identificar las
mutaciones que presenta. Debido a la dificultad que presenta esta técnica, tanto a nivel

técnico como de interpretacién y el elevado coste que requiere, diversos investigadores
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utilizan las técnicas de IHQ para realizar dicha clasificacién (Pradere et al., 2017; Eriksson

et al., 2018; Inamura and Kentaro, 2018; Sjodahl, 2018).

Al realizar una comparativa con los estudios realizados por otros investigadores, nos
encontramos con una dificultad, el rapido avance de la investigacién molecular, en 2012
existian 3 grupos moleculares (Sjodahl et al., 2013), al realizar esta investigacion se los
estudios clasificaban los tumores en 5 grupos moleculares (Robertson et al., 2017) y en
la actualidad hay autores que hablan de 6 grupos moleculares (Tan et al., 2019). Debido

a esta razdn existen un bajo nimero de series y documentos de investigacién.

Durante la realizacidn de este estudio se ha tratado de identificar caracteristicas, clinicas
e histolégicas, entre los diferentes grupos moleculares con el fin de identificar un patrén,
y de esta forma poder clasificar los tumores sin necesitar de usar costosas técnicas
moleculares ni inmunohistoquimicas, usando Unicamente el estudio microscopico vy la

historia clinica.

6.1. Grupo basal

Los tumores clasificados como tumores del grupo basal se caracterizan por presentar
predominantemente un patrén histolégico mixto, siendo 3,17 veces mas frecuente que
el patrén papilar y 5,24 veces mas frecuente que el patdn histoldgico con diferenciacién
epidermoide. En el estudio de la infiltracién tumoral, se identifica que la mayoria de
tumores presentaban infiltracion de la lamina propia y gran parte de ellos estaba

limitada a la lamina propia. Al evaluar el grado, vemos que los tumores del grupo
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molecular basal presentan tumores de alto grado con una frecuencia 1,48 veces mayor.
Este grupo tumoral presenta una frecuencia 2,64 veces mayor de tener necrosis. Al
valorar la distribucién por géneros, vemos que este grupo estd constituido
predominantemente por mujeres, aunque no se identifican diferencias
estadisticamente significativas entre este grupo y el resto de grupos. En el estudio de la

linfocitosis intratumoral, identificamos una tendencia estadistica.

Al comparar estos datos con los obtenidos en otros estudios vemos similitudes y
diferencias. Tanto en nuestro estudio como en los estudios de Robertson et al.
(Robertson et al.,, 2017) y Inamura et al. (Inamura and Kentaro, 2018). Este grupo
molecular estd formado mayoritariamente por mujeres, con tendencia a la linfocitosis
intratumoral. Identificamos diferencias al valorar el patrén histolégico, llama la atencién
gue en su estudio estos tumores presentan una diferenciacidén epidermoide y en nuestro
estudio ninguno de los tumores con diferenciacién epidermoide pertenece a este grupo.

Esta diferencia podria deberse a las caracteristicas propias de la poblacion estudiada.

6.2. Grupo luminar

En el estudio histolégico de este grupo tumoral, podemos identificar que los tumores
que lo componen son poco agresivos. Estos tumores presentan en la mayoria de casos,
un patrén histolégico papilar. Presentan infiltracion en la lamina propia 0,20 veces
mayor respecto a los pacientes que no presentan infiltracion de la I1dmina propia, no se

observan tumores con infiltraciones a musculo, tejidos perivesicales ni otros érganos. La
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mayor parte de estos tumores presentan un bajo grado tumoral. Estos tumores

presentan ausencia de nucléolo.

Al comparalos con otros estudios (Robertson et al., 2017; Inamura and Kentaro, 2018),
vemos que ambos presentan una incidencia similar y caracteristicas propias de tumores

de baja agresividad.

6.3. Grupo luminar papilar

Al igual que ocurre con el grupo luminal, el grupo luminal papilar estad constituido por
tumores poco agresivos. Al estudiar el grupo molecular luminar papilar, es mas
frecuente en varones que en mujeres siendo 1,22 veces mayor. El patrén histolégico
predominante en este grupo es el patrén papilar, identificindose ocasionales tumores
con patréon mixto y sélido y la mayoria de tumores que configuran este grupo son de
bajo grado. Al valorar el grado de infiltracidon, la mayoria de tumores presentan tumores

gue no infiltran la ldamina propia o tumores infiltrantes limitados a la lamina propia.

Tal y como vemos al comparar los datos obtenido con los estudios publicados (Inamura
and Kentaro, 2018; Sjodahl, 2018), todas las poblaciones presentan caracteristicas en

comunes, como son, patrén histolégico papilar y bajo grado de malignidad.
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6.4. Grupo luminar infiltrante

El grupo tumoral molecular luminar infiltrante se presenta 4,85 mds frecuentemente en
uretra frente a vejiga. En el estudio del patrén histolégico, presenta mayoritariamente
tumores con un patrén papilar pero también se pueden identificar, en menor proporcién
tumores con patrén mixto y sélido. Al valorar la infiltracién tumoral, se ha comprobado
que presentaban 3,58 mas frecuentemente infiltracion de la lamina propia que los
tumores que no pertenecen a este grupo. Al valorar la presencia de linfocitos
peritumorales no se identificd una diferencia estadisticamente significativa, pero se
comprobé una tendencia estadistica entre la presencia de linfocitos peritumorales y los

tumores del grupo luminal infiltrante.

Al comparar con los estudios (Inamura and Kentaro, 2018; Sjodahl et al., 2019) vemos,
ciertas similitudes puesto que, ambos se dan en una porcién similar y se caracterizan

por la presencia de infiltrado linfocitario.

6.5. Grupo neural

El grupo neural, estd constituido por tumores con mayor grado de agresividad. Los
tumores uroteliales del grupo molecular neural se caracterizan porque es el Gnico grupo
tumoral que presenta un patron histolégico con diferenciacién epidermoide. Al valorar
la infiltracién tumoral este grupo tumoral presenta tumores no infiltrativos e infiltrativos
y dentro de los infiltrativos presenta tumores que infiltran limitdndose a la [dmina

propia, al musculo, a los tejidos perivesicales y a otros érganos. Es el Unico de los grupos
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que presenta tumores que infiltran a otros dérganos. La mayoria de estos tumores

presentan alto grado tumoral.

Al igual que ocurre en el estudio (Sjodahl et al., 2013; Robertson et al., 2017; Inamura
and Kentaro, 2018), identificamos que nuestro estudio presenta una incidencia similar
y tras estudio microscépico, los tumores de este grupo se caracterizan por presentar un

alto grado de malignidad.

Una vez valorados las similitudes intragrupo y las diferencias intergrupo se han podido
identificar una serie de patrones en alguno de los grupos moleculares como, por
ejemplo, se observa que el grupo basal presenta predominantemente un patrén
histoldgico mixto, el grupo molecular neural observamos tumores de alto grado tumoral

o los tumores del grupo luminal presentan caracteristicas histoldgicas de bajo grado.

139






CONCLUSIONES







Conclusiones

1. El estudio de los carcinomas uroteliales de la poblacién de Mdstoles, basado en las
caracteristicas clinicas e histoldgicas, confirma que la poblacién de Modstoles se
puede considerar representativa de los carcinomas uroteliales, ya que las variables
estudiadas se ajustan, en lineas generales, a las presentadas por la poblacion

mundial y presentan tendencias habituales de los tumores uroteliales.

2. Lacombinacion de datos clinicos y caracteristicas histopatolégicas puede permitir la
identificacidn precoz de pacientes con alto riesgo de presentar pérdida de expresién

de la proteina MMR.

3. Los pacientes de sexo masculino, con tumores localizados en vejiga o uréteres en el
momento del diagndéstico con patrén histoldgico papilar que no infiltra la 1dmina
propia o, en el caso de tumores infiltrantes, que infiltra tejidos perivesicales,
presentan alta probabilidad de exhibir pérdida de expresién de las proteinas MMR

mediante estudio IHQ.

4. Laevaluacidn de las caracteristicas clinico-patoldgicas de los carcinomas uroteliales,
puede ser aplicada como un protocolo valido de cribado. Este protocolo se propone
como una herramienta rentable que puede ayudar al diagnéstico precoz de
pacientes con pérdida de expresion de la proteina MMR, reduciendo Ia
morbimortalidad sin que implique un aumento de trabajo para el patdlogo y los

técnicos de laboratorio.
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5.

La recibida tumoral y de mortalidad durante los 5 primeros afios después del
diagnodstico en pacientes con pérdida de expresion de proteinas MMR mediante IHQ
no presentan una diferencia estadisticamente significativa con los pacientes que

presentan expresidn integra de las proteinas MMR.

La utilizacion de una combinacién de datos clinicos y caracteristicas histopatolégicas

no permite clasificar los tumores uroteliales segun la clasificaciéon de la TCGA.

Existe una relacién entre la clasificacién molecular de la TCGA y los tumores con
pérdida de expresién de las proteinas MMR. La mayoria de los tumores con pérdida
de expresién de las proteinas MMR pertenecian a los grupos moleculares luminales
(subgrupo luminal y luminal infiltrante) y solo uno de los tumores al grupo neural no

identificandose casos pertenecientes a los grupos basal y luminal papilar.

Los hallazgos de perdida de expresién de las proteinas MMR mediante el estudio
IHQ, nos permiten alertar a los pacientes de la posibilidad de padecer otros tumores
y, de esta forma, poder realizar un diagndstico precoz. Se valoré de forma individual,
junto con el Servicio de Oncologia del Hospital Universitario de Méstoles, la

necesidad de realizar un seguimiento de los pacientes.
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Abstract

expression (9 MLHT; 5 MSH2, 2 PMS2; 2 PSHE; n =139).

Introduction: Microsatellite instability occurs due to a series of mutations in the DNA pairing error repair (Mismatch
repair; MMR) genes, which can affect germ cells as occurs in Lynch syndrome, whose patients are at high risk of
developing multiple cancers. The loss of MMR protein is commonly determined by immunohistochemical studies.
Although the relation between microsatellite instability and urothelial carcinomas has been widely studied, its
evaluation is not currently performed in the analysis of urothelial carcinomas.

Methods: In this study, the microsatellite status of 139 urothelial cardnomas was analyzed and their clinicopathological
characteristics were evaluated. We identified that 103% (13 patients) of urothelial carcinomas had loss of MMR protein

Results: Results suggest that these tumors occur more frequently in males, are more frequently located in the bladder or
ureters, and present a high tumor grade with a papillary histological pattern that does not infiltrate the lamina propria or, in
the case of infiltrating tumors, that grows into perivesical tissues.

Conclusions: We identified patients with the aforementioned tumor characteristics as patients with a high
probability of presenting loss of MMR protein expression, and consider that only these patients should
undergo further immunohistochemical and molecular techniques for proper diagnosis. Therefore, we propose
that the clinicopathological characteristics found in the present study could become possible markers to
determine which cases should undergo additional tests.

Keywords: Cancer, Mismatch repair, Immunohistochemistry, Screening protocol, Tissue microarray
\

Introduction

Cancer stands as one of the leading public health issues
of our times. Currently, one in three women and one in
two men will develop a tumor during their lifetime. The
increase in cancer prevalence has been related to the
aging and growth of the population and improvements
in life expectancy [1].

Urothelial carcinoma is the twelfth most common can-
cer worldwide [2], and the fifth most common cancer in
Spain [3]. Estimates indicate a global incidence of
573,278 new cases per year, which cause approximately
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*Facultad de Medicina, Universidad Francisco de Vitoria, 28223, Pozuelo de
Alarcén, Madrid, Spain

Full list of author information is available at the end of the article

212,536 annual deaths [2]. The incidence of urothelial
carcinoma in Spain is estimated in 21,093 people per
year [3].

Previous molecular genetic studies have shown a rela-
tionship between urothelial carcinomas and microsatel-
lite instability (MSI). Namely, between 1.1 and 28% of
urothelial carcinomas present MSI [4—14]. MSI is caused
by mutations in the genes of the DNA repair system,
known as Mismatch repair (MMR) [11], which fail to re-
pair DNA duplication errors. This leads to an acceler-
ated and indiscriminate accumulation of mutations in
nucleotides through insertions or deletions [5, 15].
Moreover, germline mutations in DNA mismatch repair
genes predispose to several gastrointestinal, urologic, gy-
necologic, and skin tumors at younger ages, also known

® The Author(s). 2021 Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 Intemational Licerse,
which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link ta the Creative Commons licence, and indicate if
charges were made. The images or other third paty material in this article are included in the article's Creative Commaons
licence, unless indicated atherwise in a credit line ta the material. If material is not included in the article’s Creative Commons
licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
pemission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit httpy/creat rmmans.orgdicenses,/by/4.0/.
The Creative Commens Public Domain Dedication waiver (httpy//creativecommons org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the
data made available in this article, unless athemwise stated in a credit line to the data
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as Lynch syndrome [6]. Carcinogenesis in patients with
Lynch syndrome is due to an accumulation of somatic
reading frame mutations within microsatellite regions in
genes that control growth and apoptosis [4, 5, 11, 15].

The first test to examine the loss of MMR proteins is im-
munohistochemistry (IHC), which is currently only recom-
mended for colorectal [16—19] and endometrial carcinomas
[20-22]. This technique is not performed in urothelial car-
dnomas, although its relationship with MSI has been widely
studied [9]. In fact, urothelial carcinomas with MSI highly
benefit from adjuvant cisplatin-based chemotherapy (23], as
well as the use of antibodies against CTLA4 and PD-1 [24].
Patients with urothelial carcdinomas with identified MSI could
also benefit from prophylactic treatment based on the use of
Acetylsalicidal acid [25, 26], hormone replacement therapy
[27], ibuprofen or caldum supplements [28, 29]. The import-
ance of identifying patients with urothelial cardinomas with
MSI is becoming more and more evident, as the clinical dif-
ferences require specific treatments for better prognosis.
Therefore, pathologists have an increasingly relevant role in
the care of these patients [30].

Several authors, such as Ju [9], Joost [5] and Harper
[8] and collaborators, have shown a correlation between
the clinical and histological characteristics of urothelial
carcinomas and the presence of MSIL Urothelial carcin-
omas with MSI are usually high-grade papillary tumors
without the presence of marked nuclear pleomorphism,
in stages pTa or pT1, with the presence of intratumoral
lymphocytosis (20 lymphocytes per 10 HPF). They occur
more frequently in men between 36 and 90 years of age
and are mainly located in the bladder, although they can
be found in any location lined by urothelial mucosa.

The aim of this study is to identify patients with
urothelial carcinomas with presence loss of MMR pro-
tein expression. Although it is already known that carry-
ing out an IHC and molecular study would allow the
diagnosis of all patients, the economic cost is too high.
Therefore, we propose to use the histological character-
istics of the tumor and the clinical data of the patient as
a guide to classify patients as in “high” or “low risk of
presenting loss of MMR protein expression” as a first
approach to narrow down the number of patients that
are submitted to take additional tests. In this sense, only
patients classified as “high risk of presenting loss of
MMR protein expression” would continue with polymer-
ase chain reaction (PCR) analysis. This system would
allow all patients to receive a correct screening with a
single histological section stained with Hematoxylin -
eosin (H&E).

Materials and methods

Study design and case selection

An observational study was carried out by reviewing cases of
urothelial carcinoma. Clinical data, histological sections and
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IHC stains of urothelial tumors from the University Hospital
of Moéstoles, (Madrid, Spain) were used.

During January 2013 to 2014, 139 consecutive cases
with urothelial carcinoma, which had been diagnosed by
the Pathological Anatomy Service of the University Hos-
pital of Mdstoles, were selected (Fig. 1). Based on previ-
ously performed studies [5, 6, 11], a Type Il error of 20%
(80% power) with the sample size of 139 patients was
supposed to provide enough statistical power according
to previous studies [5, 6, 9, 11].

All the data used and obtained were coded and treated an-
onymously throughout the study. The study was approved
by the Research Committee of the University Hospital of
Méstoles, (Madrid, Spain) (No. org / int 005/2018).

Inclusion and exclusion criteria

To avoid bias in the selection of cases, samples from pa-
tients with a tumor coded as “urothelial carcinoma” were
included in the study, accepting any location or stage
with available material. Urothelial carcinoma samples
smaller than 0.3 cm in size were excluded from the study
to avoid consuming the entire sample. They may be rele-
vant for future studies. In the same way, tumors with
large geographic areas of necrosis (necrotic tumor) were
not included.

Clinical analysis

Patients were classified according to their gender (male
or female), age (in 5 groups: Group 1: 0-49 years; Group
2: 50-59 years; Group 3: 60-69 years; Group 4: 70-79
years Group 5: 80-99 years) and tumor location at the
time of diagnosis (bladder, urethra and ureters).

Pathologic analysis

Tumors were analyzed in blind conditions by a single
pathologist. A representative block of urothelial carcin-
oma was received from the Anatomic Pathology Service
of the University Hospital of Mdstoles, and sections
stained with hematoxylin and eosin-stained (H&E) were
prepared. The H&E sections were reviewed, and the fol-
lowing histological criteria were used to evaluate the
tumors:

Histology of the tumor

The tumors were classified according to the histological
pattern they presented, classifying the urothelial carcin-
oma according to the following subtypes:

— Urothelial carcinoma with solid nests: presents an
architecture in small and irregular nests or forming
abortive tubules. Sometimes the nests anastomose,
giving images of cords or trabeculae [4].

— Papillary urothelial carcinoma: presents fine
fibrovascular axes lined by neoplastic urothelial
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Fig. 1 Photomicrographs to illustrate the inmunohistochemistry for mismatch repair protein. Hematoxylin & eosin stain of the tumor (a). Absent
nuclear staning of MLH1 (b). Intact nuclear expression of PMS2 (c). Absent nuclear staning of MSH2 (d). Intact nuclear expression of MSHé6 (e).
Magnification: (a) 20x; (b-e) 40x

tissue of variable thickness, they can present
extensive ramifications. Neoplastic cells present
abnormalities in size, shape, and nuclear chromatin
and abnormalities in cell orientation [4].

— Mixed urothelial carcinoma: Urothelial carcinoma in
which more than one pure pattern is found.
Urothelial carcinoma with squamous differentiation
will not be assessed within this classification,
considering them as an own entity [4, 31].

— Urothelial carcinoma with squamous differentiation:
Urothelial carcinoma with the presence of nests of
malignant squamous epithelium, characterized by
polygonal cells and evidence of keratinization or
intercellular bridging. The presence of dyskeratosis
and corneal pearls can be identified [4].

Classification of tumor staging

The classification was conducted according to the
“Protocol for the Examination of Specimens From Pa-
tients With Carcinoma of the Urinary Bladder” the 8th
Edition, AJCC Staging Manual, June 2017 [32] (Table 1).

Histologic grade

The tumors received a single grade of differentiation
(high or low) according to the criteria included in the
“The World Health Organization/International Society
of Urological Pathology” [33] This criteria has been en-
dorsed by the “AJCC Staging Manual” [32] for standard-
ized cancer.

Tumor necrosis or evident apoptosis
Tumors were evaluated for the presence or absence of
necrosis. The tumor was classified as negative if the
focus of necrosis was less than 10%.

Samples were classified into two groups: with or with-
out tumor necrosis or apoptosis.

Presence of nucleolus

The presence or absence of nucleolus in the nuclei was
examined. When a nucleolus was identified, it was clas-
sified according to its intensity. Samples were classified
in three groups defined as follows: GO: nucleolus is not
identified or not evident; G+: evident nucleolus is

Table 1 Tumor cdlassification according to the grade of invasion
as defined in [37]

Stage Definition

Ta Papillary noninvasive carcinoma.

Tis Flat urothelial carcinoma in situ.

T Turnor invades lamina propia.

Connective tissue between the urothelium and the detrusor muscle.
T2 Turnor invades muscularis propria.

Thick bundles of detrusor muscle.
T3 Tumer invades perivesical tissue.

Adipose tissue beyond muscularis propia.
T3a: microscopic invasion.
T3b: macroscopic invasion.

T4 Tumor invades other argans
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identified at 400x magnification; G++: obvious nucleolus
is identified at 200x magnification.

Growth pattern

The growth pattern of the tumor was examined, and
two groups were established: “Growth pattern with exo-
phytic characteristics”, for tumors which show an out-
ward growth, that is, towards the bladder or towards the
tubular lumens in the case of tumors located at the level
of the ureter or urethra; and “growth pattern of endo-
phytic characteristics”, which included tumors that grow
towards the chorion.

Lymphovascular invasion

The presence of tumor urothelial cellularity inside
lymphatic and blood vessels was examined. They were
classified into two groups: a first group for tumors in
which there is no evidence of invasion in the lymphatic
vessels or blood vessels, and a second group in which
lymphovascular invasion can be identified.

Perineural invasion

When studying the nerves, the presence of urothelial
carcinoma was observed in different locations, such as
within the perineurium, within the nerve, surrounding
the nerve or invading ganglionic tissue. Tumors were
classified in two groups, according to whether perineural
invasion was present or absent.

Presence of peritumoral lymphocytes

The percentage of lymphocyte cellularity in five high-
power fields was analyzed in the peritumoral stroma,
preferably considering the areas with more lymphocytes
(hot-spot). Tumors were classified in three blocks: Block
P0: there is no lymphocytic infiltrate, less than 5%. Block
P1: evidence of minimal lymphocytic infiltrate, between
5 and 15%. Block P2: presence of evident lymphocytic
infiltrate, greater than 15%.

Presence of intratumoral lymphocytes

At the tumor level, the percentage of lymphocyte cellu-
larity in five high-magnification fields of each sample
was studied, preferably considering the areas that had
more lymphocytes (hot-spot). Apoptotic cells were not
counted. Classification was designed in three blocks:
Block LO: there is no lymphocytic infiltrate, less than 5%;
Block L1: evidence of minimal lymphocytic infiltrate, be-
tween 5 and 15%; Block L2: presence of evident lympho-
cytic infiltrate, greater than 15%.

Microsatellite analyses

Two tissue microarrays were performed on the studied
samples, including the most representative parts of the
tumor. The construction of the tissue microarrays was
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carried out in the Histopathology Unit of the Spanish
National Cancer Research Center (CNIQ), Madrid. A
total of 139 tumor tissue samples were included, each
tumor is represented with two 1mm tumor cores, in
turn, 2 control tissue samples (tonsil tissue) were in-
cluded in each tissue microarray. Sections between 2
and 5pm of the tissue microarray blocks were made.
Sections were deparaffinized and stained with H&E to
verify the correct construction of the blocks and the rep-
resentation of all cases, we consider representative, if it
includes more than 200 tumor cells. Once the blocks
were verified, sections between 2 and 5 pm were made
to perform the immunohistochemical (IHC) techniques.
The IHC techniques, were performed using antibodies
against MutL Proytein Homolog 1 (MLH1), MutL Proy-
tein Homolog 2 (MSH2), MutL Proytein Homolog 6
(MSH6), and Postmeiotic Segragation Increased 2
(PMS2). IHC hybridizations analyses were conducted at
the Department of Anatomic Pathology of the University
Hospital of Mdstoles and at CNIO (Fig. 1).

After determining the status of the MMR proteins
using one of the IHC techniques, the absence of expres-
sion of one or more MMR proteins will be classified as
dMMR. To classify patients as high-grade microsatellite
instability (MSI-H), it must be performed using a PCR-
based analysis in which two to five microsatellite tumor
foci are identified [19, 34].

Taking as a reference the studies carried out in colo-
rectal carcinoma, depending on the lack of expression of
each of the MMRs, the IHC study can predict the prob-
ability that the patient has Lynch syndrome or is a spor-
adic tumor and recommends a series of molecular
studies, which will be of great interest for future
research:

The loss of isolated nuclear expression of MLH1/
PMS2 or the loss of MLH1 and PMS2, may be due to
the methylation of the MLH1 promoter and / or the
BRAF mutation (for tumors with this lack of IHC stain-
ing, direct tests of hypermethylation of the MLH1 pro-
moter and / or BRAF V600E mutational analysis; both
the absence of MLH1 methylation and the BRAF V600E
mutation suggest the possibility of Lynch syndrome and
therefore sequencing and / or germline deletion / dupli-
cation tests may be indicated) [19, 35].

Loss of MSH2 and MSH6 nuclear expression or iso-
lated loss of MSH6 or PMS2 nuclear expression predicts
a high probability of Lynch syndrome (large germline
deletion / duplication and / or sequencing tests may be
indicated) [19, 36].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS 21.0°
package for Windows ((IBM Corp. Released 2012. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY:
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IBM Corp). Categorical variables were expressed by fre-
quencies and percentages. Statistical inference was made
using the Chi-square test for analysis of nominal vari-
ables, Mann-Whitney U test for comparison of ordinal
variables and binary logistic regression for predictor var-
iables, carrying out multivariate back-step analysis to de-
fine models. Results were considered statistically
significant at a P-value < 0.05.

Results

Tumor and patient characteristics from the population
sample of Mostoles

The demographic and clinicopathologic data of the 139
patients diagnosed with urothelial carcinoma are shown
in Table 2. The average age at diagnosis was between 60
and 70 years. Diagnosis was slightly more frequent in
women than men. The most common location of the
tumor was the bladder (93.5%), followed by the urethra
and ureter (4.3 and 2.3%, respectively).

The microscopic study identified that the patients
studied from the population of Méstoles presented in
most cases a papillary histological pattern (79 patients
out of 139), with a predominant exophytic growth of
high tumor grade with necrosis and the presence of nu-
cleolus in 46.1% of the cases. These tumors had a low
presence of intratumoral lymphocytes and peritumoral
lymphocytes. The study of the degree of tumor infiltra-
tion showed that in more than half of the cases the
urothelial tumors were non-muscle invasive. Vascular
invasion was identified in only 1 of the cases and peri-
neural invasion in none of the samples studied.

MMR protein expression study

After analyzing the characteristics of the tumors and
confirming that they present similar characteristics to
the general population, we divided tumor samples into
two groups. The first group included patients with loss
of MMR protein expression (no identified immunoreac-
tivity in any of the genes involved in the study) and the
other group included patients who did not present alter-
ations at this level. Tumor sample classification resulted
in the identification of 13 patients (10.3%) who pre-
sented loss of MMR protein expression and 126 (89.7%)
who did not present MSI (Table 3).

Results from the association analysis between patient/
tumor factors and the presence or absence of loss of
MMR protein expression are shown in Table 4. When
assessing the frequency of mutation between patient
genders, it was observed that loss of MMR protein ex-
pression was statistically more frequent in men (22.2%)
compared to women (3.2%), showing a risk of loss of
MMR protein expression in men with an Odd Ratio
(OR) of 6963 (95% CI: 2.014—24.069; p < 0.001).

Anexos
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Table 2 Patient and turmor characteristics of 139 patients
diagnosed with “urothelial carcinoma”

Characteristic % (M)
Age <49 years 5.7 (8)
50-59 years 129 (18)
60-69 years 396 (55)
70-79 years 23.(33)
> 80 years 180 (29)
Sex Male 676 (54)
Fermnale 324 (49)
Localization Bladder 935
(103)
Urethra 43 (6)
Ureter 233
Histology of the tumor Papillary 568 (79)
Mixed 28.(39)
Solid 129 (18)
Urothelial carcinoma with 2.2 (3)
squamous differentiation
Classification of turmor No infiltration 35. (49)
staging Infiltration of lamina propia 496 (69)
Infiltration of muscle 108 (15)
Infiltration of perivesical 36 (5)
tissue
Infiltration of other organs 0.7 (1)
Histologic grade Low 596 (80)
High 422 (59)
Turmor necrosis or evident Yes 533 (74)
apaptosis No 467 (65)
Growth pattem Endophytic 14.4 (20)
Exophytic 856
(119)
Presence of nucleolus No 540 (75)
Yes + 223 (31)
Yes ++ 237 (33)
Lymphovascular invasion Yes 2203
No 978
(136)
Neural invasion Yes 00
No 100
(139)
Presence of peritumoral 0-5% 468 (65)
limphocytes 6-30% 332 (47)
> 30% 200 (27)
Presence of intratumoral 0-5% 856
lymphocytes (119)
6-20% 10, (14)
> 20% 43 (6)
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Table 3 Patients with loss of MMR protein expression (+
indicates presence of loss of MMR protein expression by IHC)

MLH1 PMS2 MSH2 MSH6

Patient 1 t t

Patient 2 t

Patient 3 b b

Patient 4 t

Patient 5 b

Patient 6 | | i
Patient 7 t

Patient 8 b

Patient 9 | | i
Patient 10 t t

Patient 11 b

Patient 12 | | i

Patient 13 t

The age categories did not show statistical differences
regarding loss of MMR protein expression. No loss of
MMR protein expression was observed in patients under
49 years of age, whereas the rest of the age categories
showed instability percentages between 6.1 and 12.0%
(p =0.795).

The ureters were statistically significantly the most
common location in which loss of MMR protein expres-
sion was present, with 50% of the cases showing loss of
MMR protein expression in this location (95% CI: 2137-
67,380; p =0.001). The OR risk of presenting loss of
MMR protein expression in the ureters was 12,000 times
the risk of presenting loss of MMR protein expression in
the bladder or urethra.

Regarding tumor infiltration in the lamina propria, no
statistically significant differences (p =0.141) were ob-
served between loss of MMR protein expression and the
presence (6.9%) or absence (14.9%) of infiltration.

The study of the degree of tumor infiltration based on
the tumor staging guidelines from “AJCC Staging Man-
ual” [32] showed statistical differences between the risk
of presenting loss of MMR protein expression between
patients with tumors that do not infiltrate the lamina
propria (pTa) and those patients with tumors that infil-
trate the lamina propria (pT1), with an OR of 9.857
(95% CIL: 1.253-77.575; p =0.006). An OR of 102.00
(95% CI: 7.103-1464.69; p < 0.001) of presenting loss of
MMR protein expression was found in patients with tu-
mors that cause infiltration to perivesical tissues (pT3)
compared to patients with tumors whose infiltration is
limited to the lamina propria (pT1).

The most frequent tumor grade in both groups (pres-
ence and absence of loss of MMR protein expression) was
“high grade”. No statistical differences were observed
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between presenting a high (8.8%) or low grade (10.2%)
within the loss of MMR protein expression group (p =
0.776). Similarly, no statistical differences were observed
within the loss of MMR protein expression group between
tumor growth with endophytic characteristics (8.4%) and
growth with exophytic characteristics (15.0%) (p = 0.349).

The rest of the parameters evaluated did not present statis-
tically significant differences between carcinomas with and
without loss of MMR protein expression (Table 4).

Discussion

The histopathological identification of different pheno-
typic characteristics is correlated with a molecular classi-
fication, which is how classical surgical pathology can be
linked with newer molecular analysis techniques [37,
38]. In our study, we demonstrated that urothelial car-
cinomas with potential loss of MMR protein expression
can be identified by evaluating histopathological and
clinical data of the patients.

The analysis of the clinical and histological character-
istics of our tumors and their comparison with the gen-
eral population [4, 7, 39, 40], suggested that our series is
representative of urothelial carcinomas. This is because
the variables studied presented the usual trends of
urothelial tumors found in the general population.

Our research showed that 10.3% of urothelial carcin-
omas presented loss of MMR proteins expression, which
were identified using IHC. Results showed that the loss
of MMR protein expression most frequently occurs due
to mutations in MLH]1, followed by MSH2, PMS2 and
MSH6. These results are in accordance with previous
studies [5, 8-10, 41].

In our study sample, patients that presented urothelial
carcinoma with loss of MMR protein expression, identi-
fied by IHC, apparently sporadic, were more frequently
men and tumors were located in most cases at the level
of the ureters and bladder. The histological study
showed that these neoplastic proliferations presented a
papillary pattern of high tumor grade that in most cases
did not infiltrate the lamina propria or, in the case of in-
filtrating tumors, produced an infiltration into perivesi-
cal tissues.

Previous studies by Joost [5], Harper [8] and Ju [9] val-
idate and expand our findings. These authors observed
that patients with potential MSI have several characteris-
tics in common. They are usually high-grade papillary
tumors without the presence of marked nuclear pleo-
morphism in stages pTa or pT1, although they can be
found in any tumor stage [5, 8, 9]. They are tumors that
occur mainly in the ureters and bladder, although they
can be found in any location lined by urothelial mucosa
[5, 9]. Regarding the age of diagnosis, tumors with MSI
occur more frequently in patients between 36 and 90
years old. This is in line with the results from our study,
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Table 4 Correlation between the presence or absence of loss of MMR protein expression with parameters of influence in the

different tumors

Factor Loss of MMR protein expression P-value
Yes No

Age < 49 years 0.0% 100.0% NS
50-59 years 11.1% 88.9%
60-69 years 109% 89.1%
70-79 years 6.1% 93.9%
= 80 years 120% 88.0%

Sex Male 222% 77.8% <0001
Femnale 3% 96.8%

Localization Bladder 7.7% 92.3% 0001
Urethra 0.0% 100.0%
Ureter 50% 50%

Histology of the tumor Papillary 115% 88.5% N.S.
Mixted 53% 94.7%
Solid 118% 88.2%
Urothelial carcinoma with 0.0% 100.0%
squarnous differentiation

Classification of tumor staging No infiltration 143% 85.7% 0006 (LA
Infiltration of lamina propia 14% 98.6% <0001 (TP
Infiltration of muscle 133% BE.7% NS
Infiltration of perivesical tissue 400% 60.0% N.S.
Infiltration of other organs 0.0% 100.0% N.S.

Histologic grade Low 102% 89.8% N.S.
High 8.8% 91.2%

Tumor necrosis or evident apoptosis. Yes 54% 94.6% 0088
No 138% 86.2%

Growth pattern Endophytic 84% 91.6% N.S.
Exophytic 150% 85.0%

Presence of nucleolus No 133% B6.7% M5
Yes + 65% 93.5%
Yes ++ 30% 97.0%

Lymphovascular invasion Yes 333% 66.7% NS
No 8.8% 91.2%

Neural invasion Yes 9.4% 90.6% N5
No 9:4% 90.6%

Presence of peritumoral lymphocytes 0-5% 5530% 44.40% NS
6-30% 39.10% 35.70%
> 30% 1280% 19.80%

Presence of intratumoral lymphocytes 0-5% 9230% 84.90% N.S.
6-20% 0.00% 11.10%
> 20% 7.70% 400%

N.S. No statistical significance

in which more than 61.5% of our patients presented tu-
mors in stages pTa or pTl. The next most frequent
tumor stage was pT3, which could be due to a late
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et al. [9]. The authors observed 20 lymphocytes per 10
HPF, whereas in our study very few patients presented
intratumoral lymphocytes. This difference may be due to
the design of the study, since we assessed intratumoral
lymphocytosis in a hot-spot field, whereas Ju and collab-
orators counted the number of lymphocytes in 10 HPFE.
This difference in the design limits the comparison of
results from the different studies.

On the other hand, we found differences in our results
compared to previous studies. Urakami et al. [10] ob-
served that tumors with MSI were more frequent in
women, presented an inverted papillary pattern of low
cytological grade and were diagnosed more frequently at
pTaor pT1 stages. Our results differ at the gender, tumor
pattern and grade levels. These differences may be due to
the diversity of the population sample used, as Urakami
et al. conducted their research in Tokyo, Japan. Dissimilar-
ities between the European and Asian populations have

Page 8 of 10

been previously reported in other tumors, such as the
squamous cell carcinoma of the lung, whose incidence in
Europe is more frequent in men, whereas in Asia it occurs
more frequently in women [42].

Our study highlights that the identification of loss of
MMR protein expression in urothelial carcinomas using
a combination of histology data together with the clin-
ical data of patients may provide an early detection tool
for patient classification, and thus, a rapid tool for
screening. It is also evidenced that evaluating histo-
pathological and clinical data independently are not reli-
able enough to discriminate those patients with a higher
probability of presenting loss of MMR protein expres-
sion. In this sense, we propose a protocol which inte-
grates both data for patient classification (Fig. 2).

This study opens a way for future research, in which a
comparison of the clinical and histological characteris-
tics of patients who do not present IHC staining of one

-

* Male
 Tumor location in
bladder or ureters
Urothelial carcinoma « Papi ; i
! pillary histologic
evaluation - pattern
s High tumoral grade
e Stages pTaor pT3
Samples of IHC analysis:
patients with - MLH1
clinical - MLH2
suspicion of - - MSH6
MSI - PLM2 Patients
@ without loss
of MMR
protein
Patients with Molecular
loss of MMR - analysis
protein
expression @
Patients with
H=MSI
Fig. 2 Screening protocol for the identification of patients with urothelial carcinomas with loss of MMR protein expression
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or more MMR proteins and the result of their PCR tests
can be made together with the study for PD-L1. Due to
the small size of most of the samples (mostly obtained
by transurethral resection), it is considered important
not to exhaust the sample of patients who participated
in the study.

According to this protocol, once the patients with the
highest probability of presenting loss of MMR protein ex-
pression have been identified, they should undergo immu-
nohistochemical techniques for MMR protein expression
evaluation. This screening reduces the number of requests
for IHC techniques, since IHC will only be performed on
those patients with clinical suspicion or those who meet
the aforementioned histological and clinical characteris-
tics. If patients do not express any of the IHC markers, a
molecular study would be carried out The advantages of
using this screening system could include an early detec-
tion of patients with loss of MMR protein expression, a re-
duction of economic costs as fewer IHC tests would be
conducted, and, in the long term, a reduction of the mor-
bidity and mortality of patients.

Conclusion

There is wide evidence that urothelial carcinomas
present loss of MMR protein expression. In our study,
the prevalence of urothelial carcinomas with loss of
MMR protein expression was 10.3%. The combination
of clinical data and histopathological characteristics may
allow early identification of patients with high risk of
presenting loss of MMR protein expression. Our study
identified that these patients as male, with a tumor lo-
cated in the bladder or ureters at the time of diagnosis,
with a papillary histological pattern that does not infil-
trate the lamina propria or, in the case of infiltrating tu-
mors, that infiltrates perivesical tissues. We propose the
evaluation of the clinicopathological characteristics iden-
tified in the present study to be applied as a screening
guide, to help practitioners decide which cases should
undergo additional tests. This protocol is prosed as a
cost-effective tool that may help early diagnosis of pa-
tients with loss of MMR protein expression, reducing
morbidity and mortality without implying an increase in
work for the pathologist and laboratory technicians.
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