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RESUMEN

Antecedentes: El perfil molecular de tumores musculo invasivos de vejiga ha impulsado su
clasificacion en subtipos moleculares, los cuales exhiben distintas asociaciones con la respuesta al
tratamiento y la supervivencia del paciente. Objetivo: Caracterizar el carcinoma urotelial midsculo
invasivo de vejiga en subtipos moleculares mediante estudio inmunohistoquimico. Materiales y
métodos: Se utiliz6 un panel de marcadores inmunohistoquimicos compuestos por 5 anticuerpos:
CK 5/6, GATA 3, p53, Cerb2/neu, EGFR. Los casos se clasificaron en subtipo luminal (CK5/6
positivo y GATA3 negativo) o basal (CK5/6 negativo y GATA3 positivo), el subtipo p53, Cerb2/neu y
EGFR de los casos se asigné segun el patron de inmunotincion. Resultados: De los 14 pacientes
evaluados, el 79% (11) presentaron tumores subtipo luminal y el 21% (3) tumores subtipo basal,
carcinoma urotelial subtipo convencional en el 58%, expresion positiva (3+) de Cerb2/neu en el 21%,
EGFR positivo en el 50%, 57% con p53 mutado. En relacion a los tumores luminales, el 14% fueron
subtipo histologico glandular, el 18% Cerb2/neu positivo, 45% EGFR positivo y 55% p53 mutado;
en contraste, los tumores basales mostraron subtipo de células claras en el 66,66% de los casos,
33% Cerb2/neu positivo, 67% EGFR positivo y 67% p53 mutado. Conclusiones: La clasificacion
molecular mediante marcadores inmunohistoquimicos es viable y util, permitiendo una mejor
seleccion de pacientes candidatos a quimioterapia neoadyuvante, considerando las mayores tasas
de respuesta en tumores basales. Los tumores luminales y basales presentan expresion positiva
de Cerb-2-neu (HER2/NEU) y EGFR; siendo estos marcadores utiles para dirigir la terapéutica en
futuras investigaciones.

ABSTRACT

Background: The molecular profile of muscle-invasive bladder tumors has prompted their classification
into molecular subtypes, which exhibit different associations with treatment response and patient
survival. Objective: To characterize muscle-invasive urothelial carcinoma of the bladder into molecular
subtypes by immunohistochemical study. Materials and methods: A panel of immunohistochemical
markers composed of 5 antibodies was used: CK 5/6, GATA 3, p53, Cerb2/neu, EGFR. Cases were
classified into luminal (CK5/6 positive and GATA3 negative) or basal (CK5/6 negative and GATA3

carcinoma, muscle positive) subtype; the p53, Cerb2/neu and EGFR subtype of the cases was assigned according to
invasive, molecular the immunostaining pattern. Results: Of the 14 patients evaluated, 79% (11) had luminal subtype

subtypes,

immunohistochemical

cytokeratin 5/6,
GATA 3

tumors and 21% (3) basal subtype tumors, 58% conventional subtype urothelial carcinoma, positive
expression (3+) of Cerb2/neu in 21%, positive EGFR in 50%, 57% with mutated p53. Regarding the

’ luminal tumors, 14% were glandular histological subtype, 18% Cerb2/neu positive, 45% EGFR positive

and 55% p53 mutated; in contrast, basal tumors showed clear cell subtype in 66.66% of cases, 33%
Cerb2/neu positive, 67% EGFR positive and 67% p53 mutated. Conclusions: Molecular classification
using immunohistochemical markers is feasible and useful, allowing for a better selection of patients
who are candidates for neoadjuvant chemotherapy, considering the higher response rates in basal-
like tumors. Luminal and basal-like tumors present positive expression of Cerb-2-neu (HER2/NEU)
and EGFR; these markers are useful for directing therapeutics in future research.
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INTRODUCCION

Los tumores que surgen del urotelio se
denominan carcinomas uroteliales (CU).
La mayoria de los CU (90%) se localizan
en la vejiga, seguidas de la pelvis renal
(8%), el uréter y la uretra (2%)'. El Centro
Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer (CIIC) publicé recientemente la
actualizacion de GLOBOCAN 2022, la cual
refleja que el cancer de vejiga ha pasado
del 10° al 9° cancer mas diagnosticado en
todo el mundo, con aumento tanto de las
tasas de incidencia, asi como también, de
mortalidad. Los nuevos datos muestran que
en el afno 2022 se diagnosticaron 614298
casos de cancer de vejiga en el mundo, lo
que supone un aumento del 7,1 % respecto a
los datos comunicados en 2020. Las nuevas
estimaciones de prevalencia a 5 afios revelan
que 1.950.315 personas (de ambos géneros)
viven con cancer de vejiga en los cinco afos
posteriores al diagndstico. 2

Segun los ultimos datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publicados en
2020, las muertes causadas por cancer de
vejiga en Venezuela han llegado a 365 (0,23%
de todas las muertes). La tasa de mortalidad
por edad es de 1,35 por 100,000 habitantes.
Venezuela ocupa el lugar numero 138 en el
mundo.?

La relacion incidencia hombre-mujer es de
6:1.4. En general, el 90% de los CU vesicales
son tumores localizados en el momento del
diagnéstico, el 75% confinado a la mucosa o
submucosa como cancer vesical no infiltrante o
no musculo-invasivo (CVNMI), mientras que el
25% infiltra el musculo detrusor, clasificandose
como tumores musculo-invasivos (CVMI).

Los tumores papilares de bajo grado
contienen mutaciones activadoras de FGFRS3,
mientras que los de alto grado a menudo

contienen mutaciones inactivadoras en p53
y/o CDKNZ2A. Los datos del Proyecto Atlas
del Genoma del Cancer (TCGA) identificaron
a CVMI como uno de los tipos de tumores
con mayor nivel de aberraciones gendémicas
por muestra.’

El paradigma actual del tratamiento del
CVMI incluye quimioterapia neoadyuvante
basada en cisplatino (NAC) seguida de
cistectomia radical (CR) para pacientes que
son elegibles para ambos tratamientos.5¢ Sin
embargo, la NAC ofrece un beneficio absoluto
en supervivencia general (SG) es <10%. "¢; en
tal sentido, su utilizacion global sigue siendo
baja. Aunque la NAC mejora la reduccion
del estadio patoldgico y la supervivencia del
paciente, solo aproximadamente el 40% de
los pacientes experimentan una respuesta,
definida como ausencia de enfermedad
musculo-invasiva y metastasis en los ganglios
linfaticos (<pT2 y pNO) °. Es poco probable
que los pacientes que no responden obtengan
un beneficio clinico, en contraste, estan
expuestos a una toxicidad sustancial y
experimentan retraso en la terapia local
definitiva. La identificacion de marcadores que
puedan predecir el porcentaje de respuesta a
la terapia es esencial para una mejor seleccién
de los pacientes y un plan terapéutico ideal
que implique mayor beneficio asociado a un
menor grado de toxicidad.

La estratificacion del riesgo del paciente
para determinar la indicacion de NAC se basa
actualmente en un examen histopatoldgico
limitado del tejido de la reseccion transuretral
del tumor de vejiga (TURBT) y la estadificacion
radioldgica. "°

La subtipificacion molecular ha surgido
como una herramienta potencial para refinar
la seleccion de pacientes para NAC. El
perfil molecular de muestras de grandes
cohortes de carcinoma de vejiga ha impulsado
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su clasificacién en subtipos moleculares
que muestran caracteristicas genomicas
y transcriptémicas especificas, como
las informadas en el cancer de mama.
Estos subtipos pueden exhibir distintas
asociaciones con la respuesta al tratamiento
y la supervivencia del paciente. '-13

Seiler y colaboradores desarrollaron un
clasificador de subtipificacion gendémica
(GSC) con 4 subtipos (luminal, basal, claudin
low y luminal infiltrado); los tumores GSC-
Basal parecian beneficiarse mas de la NAC,
mientras que los pacientes con tumores
GSC-Luminal no mostraron diferencias en
la supervivencia de aquellos pacientes que
recibian NAC versus los pacientes que no
recibian terapia neoadyuvante. 316

Hay un numero cada vez mayor de
sistemas de subtipos moleculares del CVMI,
incluido el sistema de dos subtipos de la
UNC (Universidad de Carolina del Norte)
descrito por Damrauer y colaboradores,
clasificandolos en subtipos luminal y basal, y
el subtipo basal también contiene un subtipo
“bajo en claudina”. Las tasas de supervivencia
general y especifica de la enfermedad del
subtipo luminal son significativamente mas
altas que las del subtipo basal (p= 0,019 y
0,008 respectivamente), también se describe
el genoma de este subtipo esta enriquecido
en mutaciones FGFR3 (receptor 3 del factor
de crecimiento de fibroblastos) y TSC1
(esclerosis tuberculosa 1), asi como cambios
en la via RB1, incluidas mutaciones por
deleccion de RB1 y la amplificacion de CCND1
(ciclina D1), E2F3 ( factor de transcripcion E2F
3) y CCNE1 (ciclina E1)."7

El sistema de tres subtipos de la MDA (MD
Anderson): subtipo luminal, similar a p53 y
basal. El subtipo luminal esta enriquecido
con marcadores epiteliales, PPAR-y activado,
receptor de estrégeno, mutaciones de FGFR3

y alta expresion de FGFRS3, lo que sugiere
una posible sensibilidad a los bloqueadores
de FGFR. El subtipo similar a p53 expresa
resistencia a los farmacos de quimioterapia
neoadyuvante, lo que sugiere que el gen p53
puede desempenar un papel importante en la
prediccion de la respuesta a la quimioterapia.
Los tumores basales presentan marcadores
de diferenciacién de células escamosas y
p63, lo cual les confiere mayor capacidad
invasiva y se asocian con peor pronostico en
comparacién con otros subtipos, asi como
también TP53 (61%) o RB1 (25%) representan
dos de los genes mas comunmente alterados
en el subtipo Ba/Sq."

El sistema de subtipos del Atlas del
Genoma del Cancer (TCGA). La base de
datos TCGA contiene una serie de datos
genomicos y transcriptdmicos, obteniéndose
5 subtipos segun su firma genética: luminal,
infiltrado luminal, basal-escamoso, neural y
luminal-papilar. Los pacientes con tumores
neuroendocrinos o neurales se asociaron con
el peor prondstico, mientras que los pacientes
con subtipo papilar luminal mostraron mejor
supervivencia general. Los subtipos luminal,
infiltrado luminal y luminal-papilar expresan
en gran medida genes marcadores luminales
(KTT20, GATA3, UPK1A, UPK2, FGFR3, etc.),
y el subtipo infiltrado luminal expresa en gran
medida genes de ECM (matriz extracelular) y
del musculo liso. El subtipo luminal-papilar es
principalmente un fenotipo patolégico papilar.
Los genes marcadores basales (KRTS5,
KRT6A, CD44, etc.), los genes similares al
epitelio escamoso (GSDMC, TGM1, etc.) y
los genes marcadores inmunes (CXCL11,
L1CAM, etc.) se expresan altamente en las
células escamosas basales, por su parte, el
subtipo neural expresa en gran medida genes
de diferenciacion neural.®

Enun estudio reciente realizado por Sjodahl
y colaboradores, los tumores asignados
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a los subtipos de Lund gendmicamente
inestable (GU) y de tipo urotelial (UroC)
tuvieron proporciones mas altas de respuesta
patologica completa (pCR) y se asociaron
con una mejor supervivencia especifica del
cancer."®

El clasificador de Consenso, descrito
por Kamoun y colaboradores, define 6
subtipos moleculares: luminal papilar, luminal
no especificado, luminal inestable, rico
en estroma, basal/escamoso y de tipo
neuroendocrino. Se observé que los tumores
luminales inestables sobreexpresan Cerb2/
neu en el 39%.%°

El 75% de los pacientes Cerb2/neu (3+)
fueron de tipo luminal. El 25% restante
fueron del subtipo basal. El 100% de los
tumores basales expresaron EGFR, 22%
en los luminales y 18,2% en subtipo p53 no
mutado. 2 Otros analisis recientes sugieren
que mutaciones especificas, especialmente
en ERCC2, ERBB2 y genes de reparacion
del ADN, pueden predecir la respuesta a la
NAC 22-25

El beneficio de determinar cuales son los
pacientes que responderan mejor a la terapia
neoadyuvante radica en la asociacion de la
respuesta patolégica con la supervivencia
general. Flaig y colaboradores, mostraron
los resultados del estudio SWOG S2324
(COXEN trial), se evaluaron 192 pacientes
con carcinoma urotelial invasor de vejiga,
sometidos a cistectomia radical tratados
previamente con quimioterapia neoadyuvante;
el 30,8% presentd respuesta patoldgica
completa con tasas de supervivencia general
a los 5 anos del 90%, 89% en pacientes con
<pT2, en comparacion con 52% para los
pacientes no respondedores.

Los hallazgos anteriormente descritos
resultan de estudios de secuenciacion

gendmica, sin embargo, utilizar marcadores
inmunohistoquimicos se considera una
alternativa para su uso en entornos clinicos.
A pesar de la superposicion significativa
entre los subtipos encontrada en varios
estudios, un pequefo panel de marcadores
inmunohistoquimicos, incluidos: CK5/6, CK14,
GATA3 y la citoqueratina 20 (CK20) para
los tumores luminales, revel6 patrones de
expresion diferenciales significativos. %

PROBLEMA A ESTUDIAR

Los tumores de vejiga musculo invasivos
(MIBC) son tumores muy heterogéneos,
con diferencias intratumorales intrinsecas,
las cuales determinan que cada tumor
exprese biologias y comportamientos clinicos
distintos, exhibiendo tasas de supervivencia 'y
respuestas al tratamiento diversas.

El perfil molecular de un gran numero de
muestras de carcinomas uroteliales de vejiga
ha impulsado su clasificacion en subtipos
moleculares que muestran caracteristicas
gendmicas y transcriptomicas especificas.
La quimioterapia neoadyuvante confiere un
beneficio absoluto del 5-10% en supervivencia
general con un HR: 0,43, p=0,02, lo cual se
traduce en una reduccion del riesgo de muerte
del 67% para pacientes con enfermedad
musculo invasiva que reciben quimioterapia
neoadyuvante vs cirugia sola, sin embargo,
los esquemas terapéuticos utilizados implican
un grado de toxicidad significativo, sumado
a que mas de un tercio de los pacientes no
son elegibles para recibir terapias basadas
en cisplatino.?’

Con el rapido desarrollo de la secuenciacion,
la espectrometria de masas y otras técnicas,
los estudios basados en la gendmica y el
transcriptoma, la epigenética, la protedmica,

30



CAVANIEL ETAL.
I ——

entre otras, proporcionan una nueva direccion
para el diagndstico preciso y tratamiento del
cancer de vejiga.

Identificar a los pacientes que expresan
mayor sensibilidad y tasas de respuesta a
la quimioterapia neoadyuvante mediante la
clasificacion de subtipos moleculares parece
ser una estrategia prometedora para mejorar
la supervivencia y prevenir la toxicidad
indeseable. Sin embargo, en la practica clinica
rutinaria el acceso a una firma genética con
un perfil de transcriptoma completo implica
costos elevados, lo cual limita en gran medida
la tipificacion molecular de estos pacientes,
asi como también, mayor tiempo de espera
para el procesamiento de resultados.

Actualmente no existe en el pais un sistema
de clasificaciéon molecular del carcinoma
urotelial musculo invasivo de vejiga, que se
realice de manera habitual y estandarizado,
que sea de facil acceso y bajo costo, lo cual
permita predecir el prondstico y guiar el
tratamiento.

IMPORTANCIA

La subtipificacion molecular es beneficiosa
para seleccionar pacientes con subtipos
especificos sensibles a la quimioterapia
neoadyuvante, lo que podria ayudar a evitar
la toxicidad de la quimioterapia innecesaria
y optimizar la estrategia terapéutica. En
vista de los altos costos y limitaciones
para el acceso a firmas genéticas, resulta
necesario tipificar el cancer urotelial musculo
invasivo de vejiga a través de marcadores
inmunohistoquimicos, lo cual se considera una
alternativa para su uso en entornos clinicos,
ya que la inmunohistoquimica (IHC) es una
técnica econdmica en comparacion con el
estudio gendmico, facilmente accesible y

confiable, aportando informacién que podria
ayudar al clinico a orientar el plan de trabajo,
seleccionar la terapia ideal y generar mayor
beneficio con menor perfil de toxicidad.

En tal sentido, considerando que la
respuesta patolégica completa se asocia con
supervivencias mas prolongadas determina
la necesidad de predecir los pacientes que
presentarian mayor respuesta al tratamiento
neoadyuvante y de esta manera la seleccién
adecuada de las terapias con un impacto
positivo en términos de supervivencia y
pronaostico.

La tipificacion de estos pacientes a través
de marcadores inmunohistoquimicos podria
establecer ademas un sistema de clasificacion
molecular de rutina para los pacientes con
carcinoma urotelial musculo invasivo de
vejiga, integrando la importancia del reporte
del anatomopatélogo como parte del manejo
multi e interdisciplinario de estos pacientes,
reconociendo sus implicaciones prondsticas
y predictivas, lo que podria generar nuevas
lineas de investigacion.

ANTECEDENTES

Helal y colaboradores, realizaron estudios
de inmunohistoquimica en muestras de
reseccion transuretral del tumor de vejiga con
GATA3, CK5/6, p53 y Cerb2/neu ademas de
PCR de transcripcién inversa cuantitativa para
la deteccion del gen EGFR. Del total de casos,
el 45% fueron luminales, 36,7% basales y
18,3% p53 subtipo no mutado. EI analisis
univariante mostré que la supervivencia
general (SG) y la supervivencia libre de
progresion de la enfermedad (SLE) fueron
significativamente mas prolongadas para
los pacientes con tumores luminales. En el
analisis multivariado, el subtipo molecular
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y el estado de Cerb2/neu fueron factores
prondsticos independientes para la SLE y la
SG. El subtipo basal mostré una respuesta
significativamente mejor a la NAC.?

Naves y colaboradores, utilizaron
dos combinaciones de marcadores
inmunohistoquimicos, es decir, CK5
con CK20 y CK5 con GATAS3. EI subtipo
inmunohistoquimico basal (CK5 positivo y CK20
negativo, o CK5 positivo y GATA3 negativo) se
asocio con la variante escamosa. El subtipo
inmunohistoquimico luminal (CK5 negativo
y CK20 positivo, o CK5 negativo y GATA3
positivo) se asocio con variantes micropapilares
y plasmocitoides. Este estudio demuestra que
estos tres marcadores inmunohistoquimicos
utilizados habitualmente podrian usarse
para estratificar los carcinomas uroteliales
de vejiga en subtipos basales y luminales,
que se asocian con varias diferencias en las
caracteristicas clinico-patoldgicas. 28

Hesswani y colaboradores, clasificaron
molecularmente los tumores uroteliales de
vejiga segun la expresion de KRT5, GATA3 y
p16, en tumores de subtipo basal o uno de dos
subtipos luminales: inestable o de tipo urotelial.
La clasificacion fue factible en el 89% de los
pacientes. El subtipo basal se determino el
23,6%, luminal inestable en 14,0% y luminal
de tipo urotelial en el 31,2%, el 31,2% restante
fueron tipificados como no clasificados, estos
resultados no mostraron diferencias en la
asociaciéon del subtipo con la respuesta o la
supervivencia. %

Bejrananda y colaboradores, evaluaron
subtipos moleculares basados en marcadores
inmunohistoquimicos tales como, GATA3,
CK20, CK5/6 y CK14, clasificandolos en tumores
basales (GATA3- CK5/6+), luminales (GATA3+
CK5/6-) y mixtos (GATA3+ CK5/6+). Sélo
GATA3 y CK5/6 se asociaron significativamente
con el resultado de supervivencia (p = 0,004

y 0,02). El subtipo mixto presentdé mejor
pronostico en cuanto a SG a 5 afos (42,8%),
mientras que el subtipo basal tuvo el peor
pronostico (SG a 5 afos: 7,14%). Los tumores
basales presentaron un indice de riesgo de
3,29 (IC del 95%: 1,71-6,32). Concluyeron que
la subtipificacion utilizando GATA3 y CK5/6 fue
aplicable y los pacientes con el subtipo basal
tenian el mayor riesgo y pueden requerir una
terapia mas intensa. *°

Kamoun y colaboradores, intentaron
asociar variantes histoldgicas del carcinoma
urotelial con cada una de las clases
moleculares anteriores. Concluyeron que los
tumores luminales exhibian una configuracion
predominantemente papilar en el 59% de
los casos. La variante neuroendocrina del
carcinoma urotelial se observo principalmente
en la clase de tumores tipo NE, y el 72% de los
casos exhibié diferenciacion neuroendocrina.
De manera similar, los tumores Ba/Sq revelaron
caracteristicas de diferenciacién escamosa en
una proporcion significativa de los casos (79%),
confirmando su fenotipo molecular. ¥

Recientemente, Groeneveld y colaboradores,
publicaron el estudio post hoc que analizd
300 pacientes tratados con quimioterapia
neoadyuvante incluidos en el ensayo GETUG/
AFU VESPER, con tejido parafinado fijado
con formalina para diagndstico transuretral
que se sometid a revision patolégica antes
de ser secuenciado. El subtipo “mixto” se
definio para tumores que mostraban al menos
dos subtipos moleculares de consenso
diferentes en regiones separadas. En este
estudio se observo que los pacientes con
tumores Basal/Escamoso (puros o mixtos)
tuvieron un mayor cociente de riesgo (HR)
de supervivencia libre de progresién [HR 2,0,
intervalo de confianza (IC) del 95% 1,36-3,0].
Los tumores mixtos se asociaron con una
actividad metabdlica reducida que podria
explicar la quimiorresistencia.
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DELIMITACION

La investigacion se realizo en el servicio
de anatomia patologica del Centro Médico
Docente La Trinidad, Caracas, Venezuela, en
el periodo comprendido desde el 1 de enero
de 2013 hasta el 31 de diciembre de 2022.

HIPOTESIS

La clasificacion del carcinoma urotelial
de vejiga musculo invasivo en subtipos
moleculares implica comportamientos
bioldégicos, prondsticos y respuestas a
tratamiento distintas, de modo que, podriamos
inferir que cada subtipo molecular se comporta
como una enfermedad diferente en cada caso.
La necesidad de poder predecir cuales son
los pacientes que se beneficiarian en gran
medida de la terapia neoadyuvante permitiria
adaptar de forma individualizada los planes
terapéuticos implicando la disminucion de
toxicidad indeseable e impactar de forma
positiva en el manejo de los pacientes,
adicionalmente, tomando en cuenta la
asociacion de respuesta patoldgica completa
con supervivencia general mas prolongada
denota la necesidad de dirigir el enfoque
terapéutico actual hacia la seleccion de
pacientes cuya biologia molecular del tumor
implique mayor sensibilidad a la terapia con
mayor probabilidad de respuesta.

OBJETIVOS

General: Caracterizar el carcinoma
urotelial musculo invasivo de vejiga en
subtipos moleculares mediante estudio
inmunohistoquimico.

Especificos:

* Evaluar la frecuencia de los
diferentes subtipos moleculares del

carcinoma urotelial musculo invasivo
de vejiga, mediante marcadores
inmunohistoquimicos.

» Describir los subtipos histolégicos
asociados a los diferentes grupos
moleculares.

» Determinar la asociacién de los grupos
moleculares con la expresion de
C-erb-B2 (HER2/NEU), EGFR y p53.

 Describir la respuesta clinica y
supervivencia de los subtipos
moleculares.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

Se planted larealizacion de un ensayo piloto:
estudio de corte transversal retrospectivo,
descriptivo, observacional y asociativo.

Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por 15
pacientes con diagndstico de carcinoma
urotelial musculo invasivo de vejiga que
contaban con bloques y laminas en el
servicio de anatomia patoldgica del Centro
Médico Docente La Trinidad, en Caracas,
Venezuela. El tamafio minimo de la muestra
que representa la poblacion se obtuvo
utilizando el programa netquest, considerando
una poblacion de 11.000 pacientes que
realizan cistoscopia en el servicio de urologia
durante 10 afos, para una prevalencia de
0,5% y un margen de error de 5%, nivel de
confianza de 95%, requiriendo una muestra
minima de 8 pacientes. Se realiz6 revision de
15 muestras, 1 de los pacientes no cumplia
con los criterios de inclusién excluyéndose
del estudio. La muestra estuvo constituida
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por 14 pacientes con diagndstico histologico
de carcinoma urotelial musculo invasivo de
vejiga en el periodo comprendido desde el 01
de enero de 2013 hasta el 31 de diciembre
de 2022 luego de haber aplicado criterios de
inclusién y exclusion.

Criterios de inclusion:

* Pacientes con diagndstico histoldgico
de carcinoma urotelial musculo invasivo
de vejiga.

* Muestras histologicas que cuenten con
bloques de parafina.

Criterios de exclusion:

e Carcinoma urotelial no musculo
invasivo.

+ Bloques de parafina con tejido
insuficiente o necrético.

* Pacientes con subtipo molecular mixto
(CK 5/6 positivo y GATA 3 positivo).

TRATAMIENTO ESTADISTICO PROPUESTO

Se construyé una base de datos en Excel
con la informacion recogida durante el periodo
de estudio. Se utilizaron tablas de distribucion
de frecuencias para estimar la frecuencia de
las variables. Se determindé la relacion entre
las variables de subtipo molecular y expresion
de C-erb-B2 (HER2/NEU), EGFR y p53;
utilizando tablas de contingencia de Pearson,
con correccion de Yates, obteniéndose la
distribucion chi cuadrado, registrando el valor
p de significancia estadistica.

Procedimiento Clinico

Todos los bloques de parafina de
muestras con confirmacion histoldgica

de carcinoma urotelial de vejiga musculo
invasivo del banco de muestras del servicio
de anatomia patologica del Centro Médico
Docente La Trinidad fueron evaluados por un
anatomopatdlogo especialista en uropatologia
del servicio de anatomia patologica del mismo
Centro. Se realiz6 evaluacion histopatoldgica
de laminas tefidas con hematoxilina y eosina
para confirmar el diagndstico de carcinoma
urotelial musculo invasivo de vejiga con
microscopio NIKON ECLIPSE E200. Los
tumores se clasificaron segun el sistema de
clasificacion de la OMS, 5% edicidon, volumen
8, afio 2022.

Se utilizé un panel de marcadores
inmunohistoquimicos compuestos por 5
anticuerpos: CK 5/6, GATA 3, p53, C-erb-B2
(HER2/NEU), EGFR, con los siguientes clones:
GATA 3 (Clon: L50-823 Bio SB), p53 (Clon:
DO0-7 Bio SB), C-erb-B2 (HER2/NEU) (Clon:
SP3 Diagnostic BioSystems), EGFR (Clon
EP22 Zeta), CK 5/6 (Clon: D5/16B4 DAKO-
Agilent). La positividad nuclear de GATA3 se
evalud con una puntuacién semicuantitativa,
segun lo definido por Remmele y Stegner,
multiplicando la puntuacién de intensidad de
tincion de las células positivas (0 = negativas,
1 = débil, 2 = moderada, 3 = fuerte) por el
porcentaje de células positivas (0: 0%, 1:<
10%, 2: 10-50%, 3: 51-80%, 4: >80%) El
tejido tumoral se considera positivo cuando la
puntuacién de Remmele es de 3 a 12.3® Para
CK5/6, se registro el porcentaje de células con
tincion de membrana citoplasmatica positiva
y las muestras se consideraron positivas si
>50% de las células mostraban tincion de
membrana citoplasmatica positiva.3*

El fenotipo mutado de p53 se baso en
una expresion difusa o ausencia completa
de tincion nuclear de p53 en las células
tumorales. El fenotipo no mutado de p53 se
determiné mediante expresidén nuclear en
células tumorales dispersas y estos casos
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se asignaron como subtipo p53 no mutado
independientemente de su resultado de
tincion con GATA3 y CK5/6.% La expresion de
C-erb-B2 (HER2/NEU) se califico (0, +1, +2,
+3) utilizando las pautas del Colegio Americano
de Patologos (CAP), donde las muestras
de tejido positivas muestran una expresion
de membrana citoplasmatica fuerte (3+) y
homogénea en >10% de las células tumorales;
de lo contrario, se consideraron negativos (0+,
1+, 2+).36

Los casos se clasificaron segun el
perfil de inmunotincidon en subtipo luminal
(Figura 1) o basal (Figura 2), siguiendo el
método de estratificacion descrito por Choi
y colaboradores.?” Los tumores positivos
para CK5/6 y negativos para GATAS3 se
consideraron basales; los tumores negativos
para CK5/6 y positivos para GATAS3 se
consideraron luminales.®® El subtipo p53,
C-erb-B2 (HER2/NEU) y EGFR se asigno
segun el patrén de inmunotincién (Figura 3).

La supervivencia global (SG) comprende
el tiempo transcurrido desde la fecha del
diagndstico hasta la muerte del paciente.
Supervivencia libre de progresion (SLP)
se refiere al tiempo desde el inicio del
tratamiento hasta la aparicion de progresion
de enfermedad. Supervivencia libre de
enfermedad (SLE) es el periodo de tiempo sin
evidencia de enfermedad detectable después
de culminado el tratamiento definitivo. 3°

La estadificaciéon clinica se baso6 en
los criterios imagenolégicos mediante
tomografia computarizada de térax, abdomen
y pelvis, asi como también en los reportes
anatomopatolégicos y cistoscépicos al
momento del diagndstico. La respuesta
clinica (respuesta completa o respuesta
parcial, segun RE

CIST, version 1.1) *° se determiné mediante
estudios tomograficos, cistoscopia y biopsia
vesical posterior al tratamiento recibido.
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Figura 1. Carcinoma urotelial musculo invasor de vejiga de subtipo basal, tipo histologico
convencional, EGFR positivo, Cerb-2-neu (HER2/NEU) negativo (1883-15). A: tipo
histoloégico convencional tefiido con hematoxilina y eosina (40X) B: inmunotincién positiva de
CK'5/6 (100X) C: inmunotincién positiva (fuerte y difusa) de EGFR (40X). D: Inmunotincién
negativa (0+) de Cerb-2-neu (HER2/NEU) (100X). Fuente: propiedad del autor
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Figura 2. Carcinoma urotelial musculo invasor de vejigarde subtipo IleinaI tipo histolégico
convencional (472-15) A: tipo histologico convencional tefiido con hematoxilina y eosina (40X)
B: inmunotincion positiva de GATA 3 (Remmele 12) (40X). Fuente: propiedad del autor
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Figura 3. Carcinoma urotelial musculo invasor de vejiga de subtipo luminal con
diferenciacion escamosa, EGFR positivo, Cerb-2-neu (HER2/NEU) positivo,
p53 mutado (4467-14) A: diferenciacion escamosa tefido con hematoxilina y
eosina (40X) B: inmunotincion positiva de EGFR (intenso y difuso) (40X) C:
Cerb-2-neu (HER2/NEU) positivo (3+) D: p53 mutado (citoplasmatico aberrante)
Fuente: propiedad del autor

Los resultados se registraron en una hoja sede en Centro Medico Docente La Trinidad.
de recoleccion de datos en conjunto con otras Para el procesamiento de las muestras
caracteristicas clinicas-patoldgicas obtenidas contamos con el financiamiento por parte de
de la revision de las historias clinicas de laboratorios extrainstitucionales, AMBIOS y
aquellos pacientes que contaban con historial ROCHE, cada IHQ estuvo valorizada en un
en el servicio de oncologia médica, ARSUVE, costo de 100 USD$ por cada paciente.
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RESULTADOS

En Grafica 1, se presentan las frecuencias
de subtipos moleculares de los pacientes que
acudieron al servicio de anatomia patoldgica
del Centro Médico Docente La Trinidad,
Caracas, Venezuela, desde enero de 2013
hasta diciembre de 2022. De acuerdo a lo
observado, de los 14 pacientes evaluados, el
79% (11) presentaron tumores subtipo luminal
y el 21% (3) tumores subtipo basal.

Subtipos moleculares
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Grafica 1. Frecuencia de subtipos moleculares
de pacientes del servicio de anatomia patoldgica
del Centro Médico Docente La Trinidad, Caracas,
Venezuela, desde enero de 2013 hasta de diciembre
de 2022

Las frecuencias de subtipos histologicos de
pacientes del servicio de anatomia patologica del
Centro Médico Docente La Trinidad, Caracas,
Venezuela, desde enero de 2013 hasta diciembre
de 2022, se muestran en la Grafica 2. De las 14
muestras analizadas, el 58% (8) presentaron
carcinoma urotelial subtipo convencional,
14% (2) subtipo de células claras, 14% (2)
glandular, 7% (1) micropapilar y 7% (1) subtipo
convencional con diferenciacion escamosa. De
los 11 pacientes con subtipo luminal, 2 (14%)
presentaron subtipo histolégico glandular, 1
(7%) present6 diferenciacion escamosa, 1
(7%) subtipo micropapilar. En contraste, de
los 3 pacientes con tumores basales, 2 (67%)
mostraron subtipo de células claras.
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Grafica 2. Frecuencia de subtipos histoldgicos
de pacientes del servicio de anatomia patoldgica
del Centro Médico Docente La Trinidad, Caracas,
Venezuela, desde enero de 2013 hasta de diciembre
de 2022

La frecuencia de expresion de C-erb-B2
(HER2/NEU) de pacientes del servicio de
anatomia patolégica del Centro Médico Docente
La Trinidad, Caracas, Venezuela, desde enero
de 2013 hasta diciembre de 2022, se presenta
en Grafica 3. Del total de muestras estudiadas,
el 71% (10) presentaron expresion negativa de
Cerb2/neu, el 21% (3) expresion positiva y el
7% (1) equivoco. Mientras que en Gréfica 4,
se presentan la Frecuencia de expresion de

C-erb-B2 (HER2/NEU)
71%
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50%

30%
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Grafica 3. dFrecuencia de expresion de C-erb-B2
(HER2/NEU) de pacientes del servicio de anatomia
patolégica del Centro Médico Docente La Trinidad,
Caracas, Venezuela, desde enero de 2013 hasta
diciembre de 2022
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Grafica 4. Frecuencia de expresion de EGFR de
pacientes del servicio de anatomia patoldgica del
Centro Médico Docente La Trinidad, Caracas,
Venezuela, desde enero de 2013 hasta de diciembre
de 2022

EGFR de pacientes del servicio de anatomia
patolégica del Centro Médico Docente La
Trinidad, Caracas, Venezuela, desde enero de
2013 hasta diciembre de 2022. Estos resultados
evidenciaron que, de los 14 pacientes evaluados,
el 50% (7) mostraron expresion positiva de
EGFRy el 50% (7) negativa.

En Gréfica 5 se presentan la distribucion de
frecuencia de mutacién de p53 de pacientes
del servicio de anatomia patoldgica del Centro
Médico Docente La Trinidad, Caracas, Venezuela,
desde enero de 2013 hasta diciembre de 2022.
En relacién a la mutacion del p53, observamos
que, de las 14 muestras evaluadas, el 57% (8)
presentaron mutacion del p53 'y el 43% (6) fueron
no mutados.

La Grafica 6 se muestra la distribuciéon de
frecuencia de la expresion de C-erb-B2 (HER2/
NEU) segun subtipo molecular de pacientes
del servicio de anatomia patoldgica del
Centro Médico Docente La Trinidad, Caracas,
Venezuela, en el periodo comprendido desde
enero de 2013 hasta diciembre de 2022. En tal
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Grafica 5. Frecuencia de mutacion de p53 de pacientes
del servicio de anatomia patolégica del Centro Médico
Docente La Trinidad, Caracas, Venezuela, desde enero
de 2013 hasta de diciembre de 2022
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Gréafica 6. Expresion de C-erb-B2 (HER2/NEU) segun
subtipo molecular de pacientes del servicio de anatomia
patolégica del Centro Médico Docente La Trinidad,
Caracas, Venezuela, desde enero de 2013 hasta
diciembre de 2022

sentido, se aparecio que, de los 11 pacientes
con tumores luminales, el 18% (2) tuvieron
expresion positiva de Cerb2/neu, 73% (8)
negativa y 9% equivoco. En relacion a los
tumores basales (3), el 67% (2) presentaron
expresion negativa y el 33% (1) positiva, con
un valor p= 0,22.
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Se presenta en la Grafica 7 la distribucion
de la expresion de EGFR segun subtipo
molecular de pacientes del servicio de
anatomia patoldgica del Centro Médico
Docente La Trinidad, Caracas, Venezuela,
en el periodo comprendido desde enero de
2013 hasta diciembre de 2022. En relacion
a la expresion de EGFR segun el subtipo
molecular se observa que del total de las
muestras evaluadas (14), 11 tumores de tipo
luminal (14) el 55% (6) eran EGFR negativos
y el 45% (5) EGFR positivo. De los 3 tumores
basales, el 67% (2) fueron EGFR positivos y
el 33% (1) EGFR negativo con un valor de
p= 0,36.
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Grafica 7. Expresion de EGFR segun subtipo molecular
de pacientes del servicio de anatomia patolégica
del Centro Médico Docente La Trinidad, Caracas,
Venezuela, desde enero de 2013 hasta de diciembre
de 2022

La Grafica 8 reporta las distribuciones de
la mutacion de p53 segun subtipo molecular
de pacientes del servicio de anatomia
patolégica del Centro Médico Docente La
Trinidad, Caracas, Venezuela, desde enero de
2013 hasta diciembre de 2022. De acuerdo
a lo observado, el 55% (6) de los tumores
luminales presentaron p53 mutado y el 45%
(5) no mutado. El 67% de los tumores basales
(2) mostraron mutacién del p53 y el 33% (1)
no mutado con un valor de p= 0,36.
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Grafica 8. Mutacion de p53 segun subtipo molecular
de pacientes del servicio de anatomia patolégica
del Centro Médico Docente La Trinidad, Caracas,
Venezuela, desde enero de 2013 hasta diciembre de
2022

De las 14 muestras evaluadas, 5 pacientes
contaban con historias clinicas en el servicio
de oncologia médica ARSUVE en su sede
Centro Medico Docente La Trinidad, de
las cuales se pudo observar que de los 3
pacientes con carcinoma urotelial de subtipo
basal 2 presentaban estadificacion clinica ST
Il (cT2NOMO) al momento del diagndstico, 1 de
ellos fue tratado con carboplatino concurrente
con radioterapia obteniendo respuesta clinica
completa con un intervalo libre de enfermedad
de 2 afos + 8 meses, segundo paciente recibio
quimioterapia basada en platino (Carboplatino
+ Docetaxel) con una respuesta parcial mayor
(>60%) post tratamiento.

En contraste, de los 11 pacientes con
subtipo luminal, 2 mostraron tumores con
estadificacion clinica ST Il (cT2NOMO) al
momento del diagndéstico 1 de ellos se
nego a recibir tratamiento y se mantuvo
en observacion con un intervalo libre de
progresion de 2 afnos; el segundo paciente
fue tratado con carboplatino concurrente
con radioterapia, sin evidencia de respuesta
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clinica post tratamiento con una supervivencia
global de 10 meses, este paciente mostro
mutacion del p53. Un tercer paciente con
tumor luminal ST Il (cT4N2MO) recibié 3
ciclos de gemcitabina mas carboplatino
obteniendo respuesta parcial (<50%) con una
supervivencia global de 4 meses.

DISCUSION

La caracterizacion molecular del carcinoma
urotelial de vejiga ha permitido su clasificacién
en subtipos que se asocian con caracteristicas
clinico-patolégicas distintas. Este se ha
clasificado en dos subtipos principales:
luminal y basal, de una forma similar a los
tipos intrinsecos del carcinoma de mama. 41
La utilidad de esta clasificacién en el cancer
de mama demostré un valor prondstico y
terapéutico para los pacientes.

En el presente estudio se observé que los
tumores luminales constituyeron la mayoria
de las muestras evaluadas con el 79% (11)
de los pacientes, éstos resultados fueron
consistentes con la cohorte MDA 11y el grupo
Lund 19, los cuales registraron frecuencias de
70 y 82,5% respectivamente, estos estudios
antes mencionados tuvieron un numero
mayor de casos que incluyeron tumores de
vejiga, tanto invasivos como no musculo
invasivo. Por su parte en el estudio de Helal
y colaboradores %5, que sélo incluyé tumores
musculo invasivos, se documentaron tumores
luminales en un 45%, por su parte Hesswani
y colaboradores 29, observaron en su estudio
tumores luminales en un 45%.

El subtipo basal constituyd el 21% de
nuestros casos, similar a los resultados
de la cohorte MDA 11, Lund, 19 Hesswani
y colaboradores 29 (26, 13,3 y 24%
respectivamente) y discretamente menor

que los datos publicados por Helal y
colaboradores? con el 36,7% de los pacientes
evaluados.

En relacion al subtipo histolégico
observamos que el 58% (8) presentaron
carcinoma urotelial subtipo convencional,
14% (2) subtipo de células claras, 14% (2)
glandular, 7% (1) micropapilary 7% (1) subtipo
convencional con diferenciacién escamosa.
De los 11 pacientes con subtipo luminal,
2 (14%) presentaron subtipo histolégico
glandular, 1 (7%) presentd diferenciacién
escamosa, 1 (7%) subtipo micropapilar y de
los 3 pacientes con tumores basales, 2 (67%)
mostraron subtipo de células claras. Estos
resultados coinciden con los publicados en el
estudio de Naves-Ravanini y colaboradores
28, en el cual el subtipo luminal se asoci6
con tumores con diferenciacion micropapilar
(p=0,001) y glandular (p=0,02), confiriendo
peor prondstico en los pacientes con lesiones
luminales y diferenciacion micropapilar; en
contraste en dicha investigacién los tumores
basales se asociaron con presencia de
diferenciacion escamosa a diferencia de
nuestros resultados en los cuales el 67% de
los tumores basales mostraron subtipo de
células claras.

En cuanto a la positividad de C-erb-B2
(HER2/NEU) en las muestras evaluadas se
pudo determinar 71% de expresion negativa
y 21% positivo. A su vez se evidencié que el
18% de tumores luminales tuvieron expresion
positiva (3+) de C-erb-B2 (HER2/NEU)y 73%
negativa, por otra parte, el 33% de los tumores
basales tuvieron expresion positiva (3+) p=
0,22. Helal y colaboradores 2 documentaron
que el 75% de los casos positivos fueron de
subtipo luminal. Estos resultados a su vez
son cénsonos con Yorozu y colaboradores??
quienes informaron que la sobreexpresion
de la proteina Cerb2/neu y la amplificacion
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genética se detectaron en el subtipo luminal de
carcinoma urotelial, lo que sugiere que estos
pacientes pueden beneficiarse de terapias
dirigidas anti HER2, tomando en cuenta que
el subtipo luminal se considera resistente a la
quimioterapia. También Kiss y colaboradores
43 estudiaron las alteraciones de C-erb-B2
(HER2/NEU) en CVMI y concluyeron que
eran mayores en el subtipo luminal en
comparacion con el basal. Por lo tanto, adaptar
la terapia dirigida anti HER2 en el contexto
de los subtipos moleculares podria ser una
estrategia prometedora principalmente en
el subtipo luminal. Es de hacer notar que en
nuestro estudio los tumores basales tuvieron
expresion positiva en el 33%.

La activacion de la via EGFR promueve
multiples vias de sefializacion posteriores
que conducen a una mayor proliferacion,
invasién y supervivencia celular.** En este
estudio el 50% de la muestra tenia expresion
positiva de EGFR y 50% negativa, segun el
subtipo molecular se determiné que el 45%
de los tumores de tipo luminal fueron EGFR
positivos y de los tumores basales, el 67%
fueron EGFR positivos p= 0,36. Al igual que
lo observado por Helal y colaboradores 26,
la positividad de EGFR fue significativamente
mayor en los tumores basales que en los
subtipos luminales y (p <0,001), a pesar
que en nuestra investigacion no se alcanzo6
significancia estadistica en la asociacién
entre las variables, probablemente debido al
tamano de la muestra. Cabe destacar que,
considerando estos hallazgos la via del EGFR
podria considerarse una diana terapéutica
a evaluar en tumores basales en futuras
investigaciones.

Dado que EGFR y C-erb-B2 (HER2/
NEU) se expresan predominantemente en
los subtipos basal y luminal de cancer de
vejiga, respectivamente, la combinacion de
ambos objetivos proporciona una forma unica

y altamente selectiva de atacar los canceres
de vejiga que tienen una expresion moderada
de ambos. #

De acuerdo a lo observado por Helal
y colaboradores?®, registraron 18,3% de
tumores p53 no mutado; con mayor numero de
pacientes no respondedores a la quimioterapia
neoadyuvante (90%), éstos a su vez mostraron
menor supervivencia libre de eventos,
resultados compatibles con otros estudios
en los que el subtipo p53 no mutado tuvo la
peor supervivencia después del tratamiento.
La quimiorresistencia intrinseca de p53 no
mutado hace que estos tumores no respondan
ala quimioterapia neoadyuvante convencional.
Ademas, una caracteristica importante
fue la mala respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante basada en cisplatino 46. En la
presente investigacion se obtuvo un mayor
numero de muestras con mutacion del p53 en
el 57% y una menor frecuencia de tumores p53
no mutado en el 43% de los casos evaluados.

Helal y colaboradores? también observaron
que los pacientes del-grupo-basal-tuvieron
una respuesta significativamente mejor a
tratamiento (45%) que los grupos p53 no
mutadoy luminal (p=0,045). Esto fue similiar con
los datos de Raz-zaghdoust y colaboradores?’,
que estudiaron la asociacion del subtipo
molecular mediante inmunohistoquimica y la
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante
y concluyeron que el subtipo basal estaba
asociado con mejores tasas de respuesta
completa. Los resultados confirman ademas
que los pacientes con tumores basales
identificados mediante IHQ tienen mayor
posibilidad de lograr respuestas completas
post neoadyuvancia. “ Tal como se menciona,
en nuestro estudio, pudimos observar que
de los 3 pacientes con carcinoma urotelial de
subtipo basal, 2 pacientes (66,6%) presentaron
respuesta clinica al tratamiento; 1 presento
respuesta completa al tratamiento con
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quimioterapia concurrente con radioterapia,
1 paciente con respuesta parcial >50% con
quimioterapia basada en platino; en contraste
1 paciente con subtipo luminal tratado con
quimioterapia neoadyuvante no presenté
respuesta al tratamiento.

CONCLUSIONES

» Laclasificacion molecular del carcinoma
musculo invasivo de vejiga mediante
marcadores inmunohistoquimicos tales
como CK 5/6 y GATA 3, es viable en el
entorno clinico de nuestro pais.

e El carcinoma urotelial musculo invasivo
de vejiga subtipo luminal, fue el mas
frecuente.

* Los tumores luminales presentaron
histologias micropapilares vy
glandulares, mientras que la variante
basal muestra subtipo histolégico de
células claras.

« Las variedades luminal y basal,
presentan expresion positiva de
Cerb-2-neu (HER2/NEU) y EGFR;
éstos hallazgos podrian ser utiles
para dirigir la terapéutica en futuras
investigaciones.

* En vista que la variedad basal esta
relacionada con mejores tasas de
respuesta a tratamiento, pudiese
permitir una mejor seleccion de la
muestra para pacientes candidatos a
quimioterapia neoadyuvante.

RECOMENDACIONES
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