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RESUMEN (en espaiiol)

Existen factores tanto genéticos como epigenéticos involucrados en la tumorogénesis y
progresion del cancer de vejiga. El papel de los factores epigenéticos para la
diferenciacion patolégica y clinica de los distintos subgrupos no ha sido aun bien
definida. Nuestro objetivo fue evaluar el papel del estado de metilacién de 25 genes
supresores de tumores (GST) para discriminar entre los distintos subtipos de tumor de
vejiga no musculo-invasivo y su papel como marcador pronostico.

METODOS: Se realiza un disefio retrospectivo en muestras de tumor incluidas en
parafina de 79, 81 y 91 pacientes con tumor primario no musculo invasivo Ta de bajo
grado (TaBG), T1 de bajo grado (T1BG) y T1 de alto grado (T1AG) respectivamente.
El estado de metilacion de los 25 genes fue medido utilizando una técnica de
amplificacion multiple de sondas dependientes de ligacion y especifica de metilacion
(MS-MLPA), tomandose como umbrales los valores de 0.3 y 0.5. Recidiva, progresion
a tumor musculo invasor y supervivencia cancer-especifica fueron analizados usando el
test univariado y multivariado de Cox.

RESULTADOS: El gen més frecuentemente metilado fue el STK11, presentando un
porcentaje de metilacion de 98,73% en TaBG, de 98,76% en TIBG y de 93,41 en TIAG
para el un indice de metilacion (IM) mayor de 0.3 y de 97.5%, 93.8% y 87.9,

respectivamente, para IM>0.5. La metilacion de varios GST fue significativamente

asociada con variables clinico-patologicas cuando los analizamos juntos y por
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subgrupos. Para el umbral 0.3, en el analisis univariado, se obtuvo asociacién con el
tiempo libre de enfermedad para PAXS (p=0.016), WT1 (p=0.036) y BRCA1 (p=0.023)
en TaBG, para VHL (p=0.034), PAX6 (p=0.043), ATM (p=0.009), CHFR (p=0.049) y
RB1 (p=0.013) para TIBG y para PYCARD (p=0.027) en T1AG. En el analisis
multivariado, se obtuvieron como factores independientes de recidiva los genes PAXS5
(p=0.019), WT1 (p=0.042) y BRCAI (p=0.023) en TaBG, PAX6 (p=0.044), ATM
(p=0.004), CHFR (p=0.035) y RB1 (p=0.007) en T1BG and PYCARD (p=0.035) en
T1AG. No se obtuvo asociaciéon para ningin gen con progresion ni supervivencia
cancer-especifica en el estudio uni ni multivariado. Cuando se tom¢ como umbral un
IM>0.5, en el analisis univariado, se obtuvo asociacion con el tiempo libre de
enfermedad para WT1 (p=0.019), GSTP1 (p=0.034) y BRCA1 (p=0.031) en TaBG,
para CDKN2A (p=0.022), PAX6 (p=0.026), ATM (p=0.002) y RB1 (p=0.006) para
TIBG y para PAX5A (p=0.04), PTEN (p=0.017) y PYCARD (p=0.007) en TIAG. En
el analisis multivariado, se confirmaron los genes WT1 (p=0.014), GSTP1 (p=0.034) y
BRCA1 (p=0.034) en TaBG, CDKN2A (p=0.013), PAX6 (p=0.014), ATM (p=0.025) y
RB1 (p=0.007) para TIBG y PYCARD (p=0.039) en T1AG. Se asoci¢ la metilacion del
PYCARD en el estudio uni (p=0.043) y multivariado (p=0.043) con la progresion en
tumores de alto grado, pero no se obtuvo ningun gen relacionado con la supervivencia
cancer especifica.

CONCLUSIONES: Los perfiles de metilacion de GST distinguen tumores no musculo
invasivos dependiendo de su fenotipo clinico-patologico. El estado de metilacion de
algunos de ellos se correlaciona con la evolucién clinica de los pacientes en lo que se
refiere a recidiva y progresion, no obteniéndose asociaciones para la supervivencia
cancer-especifica. La metilacién de GST puede seleccionar pacientes con tumor no

musculo invasivo que puedan requerir una intervencion terapéutica mas agresiva.

RESUMEN (en Inglés)

Genetic and epigenetic factors are involved in tumorogenesis and bladder cancer
progression. The ability of epigenetic factors to differentiate pathological and clinical
subgroups is not well defined. In this work, we aimed at evaluating the role of 25 tumor

suppressor genes (TSG) methylation status in patients with bladder cancer to

discriminate between non-muscle invasive tumor subtypes as well as to evaluate its
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potential value as clinical outcome prognosticator.

METHODS: A retrospective design included paraffin-embedded tumors of 79, 81, and
91 patients with pTaLG (Ta Low Grade), PTILG (T1 Low Grade), and PT1HG (T1
High Grade) primary non-muscle invasive disease, respectively. The methylation status
of 25 TSG was measured using a methylation-specific multiplex ligation-dependent
probe amplification assay (MS-MLPA) which is effective to determine different levels
of gene methylation. Recurrence, progression into muscle invasive tumors and disease-
specific survival rates were analyzed using univariate and multivariate Cox tests.
RESULTS: Methylation status was significantly associated with clinicopathological
variables for several TSG. For a cutoff of 0.3, PAX5 (p=0.016), WT1 (p=0.036) and
BRCA1 (p=0.023) methylation in TaLG, VHL (p=0.034), PAX6 (p=0.043), ATM
(p=0.009), CHFR (p=0.049) and RB1 (p=0.013) methylation in TILG and PYCARD
(p=0.027) methylation in TIHG, showed significant differences in univariate analysis of
time to recurrence. Multivariate study indicated that PAXS (p=0.019), WT1 (p=0.042)
and BRCA1 (p=0.023) methylations were independent predictors of recurrence in TaLG
as well as PAX6 (p=0.044), ATM (p=0.004), CHFR (p=0.035) and RB1 (p=0.007)
methylation in TILG and PYCARD (p=0.035) methylation in TIHG. For a cutoff value
of 0.5, WT1 (p=0.019), GSTP1 (p=0.034) and BRCA1 (p=0.031) methylations in
TaLG; CDKN2A (p=0.022), PAX6 (p=0.026), ATM (p=0.002) as well as RBI
(p=0.006) methylations in TILG and PAXSA (p=0.04), PTEN (p=0.017) or PYCARD
(p=0.007) methylations in T1HG, demonstrated statistical differences in univariate
analysis of time to recurrence. In multivariate study, WT1 (p=0.014), GSTP1 (p=0.034)
and BRCAI1 (p=0.034) metylations in TaBG, as well as CDKN2A (p=0.013), PAX6
(p=0.014), ATM (p=0.025) and RB1 (p=0.007) methylations in TIBG or PYCARD
(p=0.039) in TIAG showed significant differences in univariate analysis of time to
recurrence. Using 0.5 as cutoff value, PYCARD methylation was found to be an
independent factor of progression in TIHG tumors both in univariate and multivariate
analisis. No significant results were obtained for TSG methylation when progression or
disease-specific survival were studied neither in univariate nor in multivariate analyses.

CONCLUSIONES: The methylation status of our TSGs pannel significantly

distinguished different risk groups of non muscle invasive bladder tumors classified
according to their clinicopathological characteristics. Moreover, the methylation status

was found to differentiate the clinical outcome of patients in our series. These results
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suggest that the methylation status might be considered a potential new biomarker of

risk prediction in bladder cancer.

SR. DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE CIRUGIA Y ESPECIALIDADES MEDICO-QUIRURGICAS
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ADN Acido Desoxirribonucleico
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APAF1 Apoptotic Protein activating Factor 1
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Introduccién

1. DEFINICION DEL PROBLEMA

Los tumores uroteliales no musculo invasivos (TNMI), tradicionalmente
conocidos como “cancer vesical superficial”, representan un 70-85% de todos los
tumores de vejiga'>.Comprenden un grupo heterogéneo tanto en histopatologia,
morfologia como en comportamiento clinico®* y a pesar de haberse estudiado multiples
caracteristicas del tumor, el riesgo de recidiva, progresion a enfermedad musculo
invasiva y respuesta a terapias especificas tras la reseccion transuretral (RTU) no puede
ser claramente establecido en la actualidad®. Esto hace que sea necesario realizar un
estrecho seguimiento de los pacientes con citologias, estudios de imagen y pruebas
invasivas, como la cistoscopia®, que hace que sea uno de los procesos malignos que
mayor niimero de recursos socio-sanitarios emplea "®. Asi, el cancer vesical, de manera

global, es el quinto tumor mas caro y la neoplasia con mayor coste por paciente?.

En consecuencia, son necesarias nuevas herramientas no sélo diagnosticas y de
seguimiento sino también prondsticas, lo suficientemente fiables como para facilitar un
control eficiente de la enfermedad. Dado que la historia natural del cancer de vejiga se
caracteriza por diferentes etapas que parecen tener un sustrato molecular y una
traduccion en grupos de riesgo de recidiva y progresion® se han estudiado diversos
marcadores moleculares con el fin de reflejar la biologia y agresividad tumoral y, en
consecuencia, que sean utiles en el seguimiento y manejo clinico de los pacientes. Sin
embargo, aln no se ha conseguido obtener ninguno con la suficiente fiabilidad como

para que sea incorporado a la practica diaria®*%.

1.1. Epidemiologia del Cancer

El cancer, como enfermedad global, es un problema de salud publica tanto en
Estados Unidos (EEUU) como en gran cantidad de paises. Actualmente, una de cada

tres mujeres y uno de cada dos hombres en EEUU desarrollard un tumor a lo largo de su

17



Introduccién

vida, habiéndose observado un aumento progresivo en la prevalencia debido al aumento

en la edad de la poblacion y de la esperanza de vida'®.

Se estima que, en 2012, en América existiran 13.7 millones de personas con
historia de cancer, sin incluir los carcinomas in situ (excepto los de vejiga), ni tampoco
los tumores basocelulares y espinocelulares de la piel. EI cncer de vejiga constiuye el
4° tumor mas frecuente en el varén (7%) por detréas del de prostata, pulmoén y colon y
recto, mientras que en mujeres no se encuentra entre los 10 tumores con mayor

13,14

incidencia [Figura 1].

CASOS NUEVOS ESTIMADOS

Hombres Mujeres

Préstata 241.740 29% Mama 226.870 29%
Pulmén y bronquios 116.470 14% Pulmén y Bronquios 109.690 14%
Colon y recto 73.420 9% Colony recto 70.040 9%
Vejiga 55.600 7% Endometrio 47.130 6%
Melanoma 44,250 5% Tiroides 43.210 5%
Rifidn y pelvis renal 40.250 5% Melanoma 32.000 4%
Linfoma no Hodgkin 38.160 4% Linfoma no Hodgkin 31.970 4%
Cavidad oral y faringe 28.540 3% Rifién y pelvis renal 24.520 3%
Leucemia 26.830 3% Ovario 22.280 3%
Pancreas 22.090 3% Pancreas 21.830 3%
Todas las localizaciones  848.170 100% Todas las localizaciones 790.740 100%

Figura 1. Se muestran los 10 tumores con incidencia mas alta en ambos sexos™*

Por otro lado, es la principal causa de muerte en paises industrializados y la
segunda en aquellos en vias de desarrollo. Esto se debe tanto al aumento en la edad de la
poblacion como a la adopcidn de estilos de vida asociados al cancer como son el habito
tabaquico, la escasa actividad fisica y la dieta™. En 2008, se estima que la mortalidad
por cancer fue de 7.6 millones, de los cuales el 64% se produjo en paises con un alto
nivel econémico®. El cancer de vejiga es la 8% causa de muerte en varones (3%) detrés
del de pulmon, prostata, colon y recto, pancreas, higado y vias biliares, leucemia y

es6fago, no estando tampoco entre las 10 causas principales de muerte en mujeres'*
[Figura 2].
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MUERTES ESTIMADAS

Hombres Mujeres

Pulmén y bronquios 87.750 29% Pulmén y Bronquios 72.590 26%
Prostata 28.170 9% Mama 39.510 14%
Colon y recto 26.470 9% Colon y recto 25.220 9%
Pancreas 18.850 6% Pancreas 18.540 7%
Higado y via biliar 13.980 5% Ovario 15.500 6%
Leucemia 13.500 4% Leucemia 10.040 4%
Eséfago 12.040 4% Linfoma no Hodgkin 8.620 3%
Vejiga 10.510 3% Endometrio 8.010 3%
Linfoma no Hodgkin 10.320 3% Higado y via biliar 6.570 2%
Rifién y pelvis renal 8.650 3% Cerebro 5.980 2%
Todas las localizaciones  301.820 100% Todas las localizaciones 275.370 100%

Figura 2. Se muestran los 10 tumores con mortalidad méas alta en ambos sexos™

1.1.1. Incidencia y Prevalencia del Cancer Vesical

El cancer de vejiga es el tumor maligno més frecuente del tracto urinario® y se
estima que en todo el mundo se han producido 386.300 nuevos casos en 2008". La
incidencia es 10.1/100.000 habitantes en hombres y 2.5/100.000 habitantes en

61518 y varfa de unos paises a otros, siendo mayor en los desarrollados. Parte de

mujeres
esta variabilidad puede ser artificial por diferencias en la definicion de la enfermedad y
en los registros de cancer vesical ya que unos incluyen tumores no invasivos como la
neoplasia urotelial de bajo potencial de malignidad, el carcinoma in situ o cis o tumores
en estadio Ta, mientras que otros solo recogen aquellos tumores invasivos (>T1). No
obstante, en general, se considera que los factores de riesgo de tumor son los principales
responsables de estas diferencias™®. De este modo, los rangos més altos se localizan en
el sur y oeste de Europa, norte de Africa y norte de América y los mas bajos en Oceania

y Africa Central>*>*° [Figuras 3 y 4].

19



Introduccién

Varones Mujeres

Sur de Europa

América del Norte
Oeste de Europa

Norte de Europa

Este y Centro de Europa
Norte de Africa

Oeste de Asia
Australia/Nueva Zelanda
Sur de Africa
Micronesia/Polinesia
América del Sur

Este de Asia

Caribe

Sureste de Asia

Oeste de Africa

Sury Centro de Asia
América Central

Este de Africa
Melanesia

Centro de Africa

30

Figura 3. Incidencia de cancer de vejiga ajustada por edad por
100.000 habitantes segun sexo y areas geograficas'

W<37W<54 <88MW<156W<37.1 ™

<11 B <17 <28 W<37 W<138

Figura 4. Incidencia ajustada por edad por 100.00 habitantes en hombres (a) y mujeres (b)*°

Si se analiza Unicamente la poblacion europea, se observa que la incidencia mas
alta se localiza en el oeste (23.6 en hombres y 5.4 en mujeres) y en el sur (27.1 en
hombres y 4.1 en mujeres), seguido de las regiones del norte (16.9 en hombres y 4.9 en
mujeres) y localizandose la mas baja en los paises del este (14.7 en hombres y 2.2 en
mujeres). La proporcion calculada entre varones y mujeres (3.8:1.0) es similar a la que

se observa en el resto del mundo®.

20



Introduccién

La media de edad al diagnéstico es de 73 afios en varones y 74 en mujeres’**.

Segun el National Cancer Data Base (NCDB) el 0,1% se diagnostica antes de los 20
afios, el 9.4% entre los 20 y 54 afos; el 18.4% entre los 55 y 64 afios; el 27.4% entre los
65y 74 afios y el 44.7% en mayores de 75 afios’’. Por otra parte, la incidencia por razas
demuestra una mayor tendencia del tumor a producirse en la blanca, seguida de la negra,

hispana, asiatica y, por Gltimo, en los indios americanos'’.

Cuando se analiza el riesgo de desarrollar un tumor vesical (incluido el estadio
Ta), tanto en la poblacién estadounidense como en la del oeste de Europa, la
probabilidad entre los varones blancos es mayor del 4% (1 de cada 25), mientras que en
las mujeres es de 1.2% (1 de cada 80) y aumenta con la edad. Asi, los varones tienen un
riesgo de 0.45 y 2.81% a los 60 y 80 afios respectivamente, mientras que el de las

mujeres es de 0.14 y 0.82% a las mismas edades™® [Figura 5].

50

Il Varones [] Muijeres

4,0

3,0

Riesgo (%)

2,0

1,0

0,0 -
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 9595+

Edad (afios)

Figura 5. Riesgo de desarrollar cancer de vejiga asociado con la edad™

La prevalencia global estimada a 5 afios es de 1.110.265 (860.299 varones y
249.966 mujeres). A nivel mundial, la mas elevada se localiza entre los varones egipcios
a pesar de la importante disminucion de los tumores relacionados con la
schistosomiasis, lo cual, probablemente, se deba a un aumento de los tumores inducidos

por el tabaco™.

1.1.2. Mortalidad por Cancer de Vejiga

Se estima que en todo el mundo se han producido 150.200 muertes por cancer de

vejiga en 2008, siendo los varones egipcios los que presentan las tasas més elevadas
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(16.3 por 100.000 habitantes), dos veces méas altas que en Europa (8.3 en Espafia) y
cuatro que en EEUU (3.79), frente a Africa Central y Oceania donde se registran las
menores tasas de fallecimiento por este tumor®™.

Se ha visto que en EEUU la mortalidad se ha mantenido estable en varones y ha
disminuido en mujeres desde 1997 hasta 2006. Sin embargo, en Europa se han
observado descensos en la mayoria de paises desde los afios noventa debido, en parte, a
la reduccion de la exposicion laboral a determinados agentes considerados factores de

riesgo en el desarrollo del tumor vesical™.

En nuestro pais, segln el registro del Centro Nacional de Epidemiologia del
Instituto de Salud Carlos 111, en 2009 se produjeron 4.722 muertes (3.844 varones 'y 878
mujeres) con una edad media de 77.4 afios. Cuando se compara la tasa de mortalidad
por cancer en nuestro pais frente al resto de la Unidn Europea se observa que es
ligeramente inferior, con un total de 243.2 casos/100.000 habitantes, frente a 250.
Cantabria, Soria, Cadiz, Guadalajara, Alava y Huelva son las provincias con una mayor

tasa de mortalidad ajustada18 [Figura 6].

537 6.92 9.26 11.36 13.58 15.38 16.59 0.3 0.74. 119 171 218 2.53 .19
5.87 9.24 11.29 13.52 14.8 16.33 19.16 0.72 116 169 217 245 2.95 4.35

2 4

Figura 6. Tasa de mortalidad por cancer de vejiga ajustada a la poblacion europea/100.000 habitantes en el
sexo masculino (izquierda) y femenino (derecha)®

Al contrario que la mayoria de procesos malignos, el cancer de vejiga es raramente un
hallazgo incidental de necropsia, lo cual implica que la enfermedad se diagnostica en algln

momento antes de la muerte del paciente'®?°.
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1.2. Etiologia del Cancer de Vejiga

El cancer de vejiga esta causado por alteraciones genéticas y factores de riesgo
externos que incluyen la exposicién a carcindgenos, factores nutricionales, ingesta
hidrica, alcohol, inflamacidon, infeccion, quimioterapia, radiaciones y posiblemente

edulcorantes artificiales®?*.

1.2.1. Factores genéticos

La alta incidencia de cancer de vejiga en varones de raza blanca comparada con
varones afro-americanos, ademas de por factores ambientales, puede deberse a una
susceptibilidad distinta de ambas poblaciones a los diferentes carcindgenos. En relacion
a esto, se ha visto que existen varios polimorfismos, como el NAT2 acetilador lento,
que parecen estar relacionados con dicha susceptibilidad y podrian explicar estas

diferencias raciales®?.

1.2.2. Factores Ambientales

1.2.2.1. Tabaco

Aproximadamente la mitad de tumores del tracto urinario en hombres y un tercio
en mujeres pueden ser atribuidos al tabaco, con un periodo de latencia de hasta 20 afios,
habiéndose publicado un riesgo menor con los cigarrillos light**%*.

Se trata del agente mas relacionado con la carcinogénesis vesical y se asocia
directamente con el namero de cigarrillos, tipo de tabaco, duracion del habito y grado de
inhalacién del humo®?°. El cese del habito tabaquico es beneficioso aunque los ex-
fumadores siguen presentando un riesgo mas elevado de desarrollar un tumor en el
tracto urinario que los no fumadores. No obstante, es importante el tiempo transcurrido
desde el cese del consumo, de tal manera que cuando es de 10 afios 0 menos el riesgo es
mas alto que cuando es mayor entre los varones. En el caso del sexo femenino, la
reduccion del riesgo parece ser aun mayor en la primera década, aunque son escasos los

estudios que analizan ambos sexos por separado?.
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La edad a la que se comienza a fumar también es importante. Asi, cuando el inicio
es a edades tempranas (por debajo de los 20 afios) existe un riesgo méas alto comparado

con aquellas personas que empezaron a edades més tardias 2°.

Parece que el riesgo de desarrollar este tumor esté relacionado con el gran nimero
de agentes quimicos presentes en el tabaco. Se ha observado, en modelos animales, que
varias nitrosaminas pueden producir cancer de vejiga y que los alquilantes pueden
inducir tumores en ratones. Asi, la 2-naftalina y el 4-aminobifenil son los principales
carcindgenos identificados, siendo comunes entre el tabaco y algunas exposiciones

laborales?:.

1.2.2.2. Exposicion Ocupacional

Son varias las ocupaciones que se han asociado a un mayor riesgo de cancer
vesical, observandose una elevada incidencia entre trabajadores empleados en la
manufactura de aminas aromaticas, tintes del pelo, colorantes, caucho, pintura o
alquitran y en la industria del aluminio, hierro, cuero... Todo esto justifica la tendencia
de las zonas industrializadas a presentar una mayor incidencia y prevalencia de esta

enfermedad?®?®.

1.2.2.3. Habitos Dietéticos

La mayoria de nutrientes y otros metabolitos son excretados en orina y el contacto
prolongado con el urotelio, principalmente en la vejiga, hace que la dieta juegue un
importante papel en la formacion de neoplasias. Han sido muchos los alimentos que se
han relacionado con este tumor, como los edulcorantes artificiales, la cafeina, el alcohol
o las grasas®’. Sin embargo, una ingesta hidrica abundante y una dieta rica en vegetales,
frutas, carotenos y vitamina A parece disminuir el riesgo de padecer un céancer de
vejiga. De esta manera, se considera que la dieta Mediterranea se asocia a un menor
riesgo™?’.

No obstante, en general, los datos epidemiolégicos son muy limitados para
permitir una comprension definida del papel de los habitos dietéticos y de como pueden

influir los alimentos en la carcinogénesis vesical®®.
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1.2.2.4. Infeccién por Schistosoma haematobium

En aquellos lugares donde el cancer de vejiga se asocia con infecciones cronicas
la histologia méas habitual es el carcinoma escamoso y el Schistosoma haematobium es
el germen que mas se ha relacionado con este tipo de tumores, siendo un factor de
riesgo reconocido en el cancer de vejiga. No obstante, también se han observado
tumores de estirpe urotelial asociados a este parasito’.

1.2.25. Otros

El Instituto Nacional del Cancer (NCI) incluye como posibles factores de riesgo
de cancer de vejiga otros agentes infecciosos, destacando el VIH, el virus del papiloma
humano o el Helicobacter pylori®®, las radiaciones, como los campos magnéticos, la
energia nuclear, el radon o las radiaciones derivadas de exploraciones médicas, la escasa
actividad fisica asociada a obesidad y sobrepeso, algunos tratamientos como los
anticonceptivos o la sustitucidon hormonal y agentes quimioterapicos como la

ciclofosfamida®?°.

1.3. Clasificacion Anatomo-Patolégica del Cancer de Vejiga

Aproximadamente el 90% de los canceres de vejiga son carcinomas de células
transicionales (CCT) y presentan, a diferencia del urotelio normal [Figura 7], un ndmero
elevado de capas de células epiteliales con plegamientos papilares de la mucosa, pérdida
de la polaridad celular, maduracion anormal de las células desde las capas basales hasta
las superficiales, aumento del cociente nucleo-citoplasma, nucle6los prominentes,
agrupamiento de la cromatina y aumento del nimero de mitosis*®. Ademés, pueden
presentar varios patrones de crecimiento tumoral destacando el papilar, sésil, mixto e
intraepitelial plano o carcinoma in situ (Cis). No obstante, en el momento del
diagndstico, entre un 75-85% de los casos se presentan como tumores no musculo
invasivos en estadio Ta (carcinoma papilar no invasivo), Cis o T1 (tumor que invade el

tejido conectivo pero no la capa muscular)®®.
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Figura 7. Imagen microscopica de un urotelio normal

El urotelio tiene un gran potencial metaplasico, por lo que los tumores
transicionales pueden presentar elementos de celulas fusiformes, escamosas o propias
del adenocarcinoma, sin pertenecer exactamente a estas estirpes tumorales™. No
obstante, entre un 2-7% de los tumores vesicales son adenocarcinomas o carcinomas
escamosos puros y con una frecuencia mucho menor podemos encontrar tumores
indiferenciados, carcinoides, carcinosarcomas, melanomas o tumores no epiteliales

como el feocromocitoma o linfomas®.

Por su parte, el Cis es un tipo de tumor que presenta un epitelio plano, anaplasico
y con rasgos evidentes de malignidad®" [Figura 8]. Puede presentarse cerca de una lesién
exofitica y en un nimero menor de casos puede ser independiente, uni o multifocal, en
ausencia de otras lesiones macroscopicas. Su historia natural es variable, pero
habitualmente progresa hacia una enfermedad invasiva. Ademas, se ha visto que los
tumores que presentan Cis asociado son mas susceptibles de presentar recidivas e

invasiéon muscular que los que no®*°,
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Figura 8. Imagen anatomo-patol6gico de un Carcinoma in situ

Debido a que los tumores vesicales presentan diversas formas y variantes es
necesario utilizar sistemas de clasificacion. Los mas frecuentemente utilizados se basan
en el grado y el estadio, al ser los factores con mas influencia en la evolucion de este

tumor.

1.3.1. Estadio Tumoral

Han existido varias clasificaciones de los tumores vesicales en funcion del

estadio.

e Jewet y Strong, en 1944, presentaron la primera clasificacion utilizada®*:
o A: Afectacion de la submucosa
o B: Afectacion de la capa muscular

o C: Afectacion perivesical

e Mas tarde fue modificado por Marshall (1952)%:
o 0: Afectacion limitada a la mucosa o Cis
o Al: Invasion de la lamina propia
o A2: Invasion de la muscularis mucosae
o BL1: Invasion de la muscular propia
o B2: Invasién del musculo profundo

o C: Invasion de la grasa perivesical o peritoneo
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o D1: Invasion de 6rganos contiglios

En 2002, la Asociacion Internacional Contra el Cancer (UICC) y el Comité
Americano de Céancer (AJCC) desarrollaron una clasificacion de las neoplasias basada
en el tumor, los ganglios y las metastasis denominada TNM, que ha sido ampliamente

aceptada. Esta version ha sido actualizada en 2009, sin sufrir cambios dentro de los

tumores de vejiga® [Figura 9 y Tabla 1].

Figura 9. Representacion gréfica de los distintos estadios T del tumor de vejiga®**
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CLASIFICACION TNM

T -TUMOR PRIMARIO

Tx: no se puede evaluar el tumor primario

TO: ausencia de datos del tumor primario

Ta: carcinoma papilar no invasor

Cis: carcinoma in situ (tumor plano)

T1: el tumor invade el tejido conjuntivo

T2: el tumor invade el masculo detrusor
e T2a: el tumor invade el masculo superficial (mitad interna)

e T2b: el tumor invade el masculo profundo (mitad externa)

T3: el tumor invade el tejido perivesical
e T3a: microscopicamente

e T3b: macroscépicamente (masa extravesical)

T4: el tumor invade cualquiera de las estructuras siguientes: prostata, Utero, vagina, pared
de la pelvis, pared abdominal
e T4a: el tumor invade la prdstata, el (tero o la vagina

e T4b: el tumor invade la pared de la pelvis o la pared abdominal

N — GANGLIOS LINFATICOS

NXx: no se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO: ausencia de metastasis ganglionares regionales

N1: metastasis en un s6lo ganglio linfatico en la pelvis verdadera (hipogastricos,

obturadores, iliacos externos o presacros)

N2: metastasis en varios ganglios linfaticos en la pelvis verdadera (hipogastricos,

obturadores, iliacos externos o presacros)

N3: metéstasis en uno o varios ganglios linfaticos iliacos comunes

M — METASTASIS A DISTANCIA

MO: ausencia de metastasis a distancia

M1: metastasis a distancia

Tabla 1. Clasificacion TNM de 2009 del cancer de vejiga®
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1.3.2. Grado Tumoral

Por su parte, inicialmente se empleo la clasificacion del grado tumoral publicada
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1973. Sin embargo, en 1998, fue
propuesta una nueva clasificacion de TNMI por la Sociedad Internacional de Patologia
Uroldgica (ISUP) y por la misma OMS que ha sido publicada en 2004. Su principal
contribucion respecto a la previa fue una descripcion histoldgica detallada de los
distintos grados utilizando especificamente criterios citologicos y estructurales y
aportando una mayor reproducibilidad. En ella, se incluyen lesiones planas (hiperplasia
urotelial, atipia urotelial reactiva, atipia de significado incierto, displasia y Cis). Entre
los TNMI papilares se incluyen los carcinomas uroteliales de bajo grado (BG) y alto
grado (AG) y la neoplasia urotelial papilar de bajo potencial de malignidad (NUPBPM),
que aunque tiene un riesgo despreciable de progresar, no es completamente benigna y

puede recidivar® [Figura 10 y Tabla 2].

OMS 1973

Papiloma Gl l Gl | Gl
PapiloyY I Bajo grado (BG) Alto grado (AG)

NUPBPM } OMS 2004

L

Figura 10. Comparacion del sistema de gradacién de la OMS de 1973 y 2004. Los carcinomas grado 1
de la clasificacion de 1973 son reclasificados como NUPBPM (neoplasia urotelial papilar de bajo
potencial de malignidad) y algunos de los carcinomas de bajo grado. De manera similar, los carcinomas
grado 2 son reclasificados como tumores de bajo o alto grado. Todos los tumores de grado 3 fueron
clasificados segtin la OMS 2004 como carcinomas de alto grado®
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CLASIFICACION OMS 1973

PAPILOMA UROTELIAL

Grado 1: bien diferenciado

Grado 2: moderadamente diferenciado

Grado 3: pobremente diferenciado

CLASIFICACION OMS 2004

LESIONES PLANAS

Hiperplasia: lesion plana sin atipia ni aspecto papilar

Atipia reactiva: lesion plana con atipia

Atipia de significado incierto

Displasia urotelial

Carcinoma in situ

LESIONES PAPILARES

Papiloma urotelial: lesién completamente benigna

Papiloma urotelial papilar de bajo potencial de malignidad (NUPBPM)

Carcinoma papilar urotelial de bajo grado

Carcinoma papilar urotelial de alto grado

Tabla 2.36Comparacic')n de la clasificacion segun el grado tumoral de la OMS de 1973 y la actualizacion
de 2004

A pesar de todo esto, se debe tener en cuenta que la mejor estadificacion
patologica de un tumor se realiza a partir de la pieza de cistectomia (parcial o total), ya
que el material obtenido en la RTU presenta limitaciones técnicas, tanto por las
irregularidades de la muestra, su posible coagulacién y dafo del tejido durante la cirugia
y el hecho de que la muscularis mucosae puede presentar un grosor variable que dé
lugar a una dificil interpretacion de su infiltracidn. Por ello, como se vera mas adelante,
en determinadas ocasiones estd recomendado realizar una re-RTUv con el fin de

mejorar estas limitaciones®*’.

1.4. Diagno6stico vy Sequimiento

El sintoma maés frecuente del cancer de vejiga es la hematuria indolora, que puede
ser macro o microscopica, definiéndose ésta Ultima, segun la Asociacidn Americana de

Urologia (AAU), como la presencia de 3 o mas glébulos rojos por campo de gran
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aumento en 2 ¢ 3 analisis de orina. Menos cominmente, la Unica manifestacion clinica
es la disuria, similar a cuando existe una infeccién de orina de vias bajas (ITU), con
aumento de frecuencia y urgencia miccional, lo cual suele asociarse mas frecuentemente
a la presencia de carcinoma in situ®. Otros sintomas incluyen la disminucion de la
capacidad vesical, la obstruccién al tracto de salida y clinica general de astenia,
anorexia y pérdida de peso [Tabla 3]. También puede existir dolor, causado por distintas

38,39

razones”>” [Tabla 4].

SINTOMAS CLINICOS MAS FRECUENTES DEL CANCER DE VEJIGA (%)

Hematuria 77-87
Hematuria durante tratamiento anticoagulante 4.5
Dolor vesical 4-21
Disuria 7.5-10
Polaquiria 4-5
Pérdida de peso <1
Metéastasis <1

Tabla 3. Sintomas clinicos méas frecuentes en el cancer de vejiga®

CAUSAS DE DOLOR EN PACIENTES CON CANCER DE VEJIGA

Infeccion urinaria secundaria

Disminucidn de la capacidad vesical

Obstruccion del tracto de salida

Necrosis del tumor

Presencia de carcinoma in situ

Tabla 4. Causas de disuria, polaquiuria, urgencia y/o dolor mas habituales en el cancer de vejiga™

Ante la existencia de uno o varios de estos sintomas, se ha de plantear el cAncer de
vejiga entre los posibles diagndsticos diferenciales, dado que una répida identificacion
es fundamental para llegar a instaurar un tratamiento temprano y asi mejorar el
prondstico de los pacientes. Por otro lado, se debe realizar una exploracién fisica que
incluya palpacién abdominal e inguinal, tacto rectal o vaginal y palpacion de la uretra a
todo paciente en el que se sospeche la presencia de un tumor vesical aunque, en general,

suele ser anodina®.
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La mayoria de técnicas de las que se dispone en la actualidad para el diagndstico
de TNMI se usan para el diagnéstico y sobre todo para el seguimiento del tumor,
debiendo diferenciarse entre las pruebas rutinarias y los estudios de extension.

1.4.1. Pruebas Diagndsticas Habituales

Los pacientes que han presentado un episodio de hematuria deberian ser
sometidos a una evaluacién urologica completa que incluya, ademas de la historia
clinica y la exploracion fisica, cistoscopia, citologia de orina y una valoracion del tracto
urinario superior (TUS)*.

1.4.1.1. Cistoscopia

El principal test diagndstico del cancer de vejiga es la cistoscopia y biopsia de la
lesion. La cistoscopia con luz blanca es considerada el “patrén oro” y la técnica flexible
es tan fiable como la rigida. Sin embargo, se trata de una prueba invasiva con la
morbilidad que esto conlleva. Tiene una sensibilidad y especificidad altas para los
tumores papilares, pero es relativamente baja en el diagnostico del Cis. En este sentido,
la cistoscopia fotodindmica, empleando una porfirina como el hexaminolevulinato que
se acumula en el tejido tumoral y emite fluorescencia roja cuando se ilumina con una luz
dentro del espectro de 375 a 445 nandmetros (luz azul), puede mejorar la deteccién de
lesiones de pequefio tamafio o de carcinoma in situ, aumentando la sensibilidad de un

19,40

72.7% a un 96.9% en esos casos [Figura 11].

Figura 11. Comparacion de hallazgos de cistoscopia con luz blanca y azul. A la izquierda mucosa de
aspecto normal que al visualizarse con luz azul, a la derecha, presenta una zona hipercaptante y, por
tanto, sospechosa de malignidad, que habria que resecar endoscépicamente®
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Se trata de una prueba que, ademas de valorar la capacidad vesical, permite hacer
una exhaustiva descripcion del tumor en lo que se refiere a su localizacion, tamario,
morfologia y nimero. El aspecto macroscépico de las neoformaciones puede variar en
relacion con el estadio o grado, asi los tumores de bajo grado, suelen aparecer en forma
de papilas finas y mucosa circundante normal, mientras que a medida que aumenta el
estadio o grado, el aspecto de la papila cambia, se hace mas corta, mamelonada y su
base de implantacion es mas amplia. Por el contrario, el Cis se muestra como una lesion

plana, hiperémica y con aspecto aterciopelado™.

Por otra parte, es la mejor prueba de la que se dispone para el control de la
enfermedad, pero se trata de un método invasivo que puede provocar morbilidad como
ITUs y disconfort, a pesar de la instrumentacion flexible existente™®".

En los dltimos afos se ha desarrollado la tomografia computerizada multidetector
con reconstruccion multiplanar que permite la realizacion de una cistoscopia virtual,
pudiendo estar indicada en aquellos pacientes en los que la cistoscopia convencional
estd contraindicada por alguna razon, es dificil de realizar o tenga una interpretacion

dudosa, aunque, en general, no se utiliza*.

Si existe una alta sospecha de tumor ante otra prueba realizada (ecografia,
citologia...) la cistoscopia ambulatoria resulta innecesaria y puede programarse al

paciente directamente para una exploracién y reseccién transuretral en quir6fano™.

1.4.1.2. Citologia de Orina

Papanicolau y Marshal fueron los primeros autores en aplicar el examen
citologico en el sedimento de orina en 1940s con el fin de buscar células cancerosas
exfoliadas®. Se trata de una técnica no invasiva adecuada para el cribado, diagnéstico y
seguimiento del CCT* pero puede indicar la existencia de un tumor urotelial en
cualquier lugar del tracto urinario, desde los calices renales a la uretra, y no s6lamente
en vejiga®. De este modo, su positividad implica la necesidad de realizar pruebas de
imagen de la via superior ademas de biopsias multiples normalizadas (BMNSs) en vejiga

para descartar la existencia de Cis*°.

No es un test de laboratorio sino una interpretacion patolégica de las

caracteristicas morfolégicas de las células, por lo que es observador dependiente®.

34



Introduccién

Puede ser recogida durante la cistoscopia 0 por miccion espontanea y su principal
caracteristica es su alta especificidad. Asi, cuando es positiva sugiere la existencia de
malignidad, incluso ante cistoscopia y pruebas de imagen normales'. No obstante,
existen otras lesiones distintas al cancer que pueden provocar exfoliacion de células
transicionales, como son las litiasis, las infecciones o el uso de determinados contrastes
radioldgicos, por lo que pueden existir falsos positivos. Por otra parte, estas células
pueden mostrar variaciones en tamafio y forma y presentar cambios degenerativos en el
ndcleo y en el citoplasma que pueden confundirse con alteraciones tumorales™*.

Sus limitaciones en el diagndstico de neoplasia se deben, fundamentalmente, al
aspecto normal de las células procedentes de tumores bien diferenciados y a que éstas
presentan una cohesion intercelular mas firme que hace que no se desprendan tan
facilmente, haciendo que la sensibilidad sea baja para los tumores de bajo grado®. Sin
embargo, siempre se le ha adjudicado una sensibilidad alta en tumores de alto grado y/o
Cis, que se ha puesto en duda en publicaciones recientes, descendiendo de un 90 a un
60%".

Debido a las limitaciones de esta prueba se han estudiado diversos marcadores
moleculares en orina, como el NMP22, inmunocyt, UroVysion o el BTA-test. Aunque
algunos han sido empleados en la clinica, ninguno ha sido aceptado como un
procedimiento diagnostico de rutina debido, sobre todo, a una especificidad muy

reducida a pesar de tener, en general, una mayor sensibilidad que la citologia®.

1.4.1.3. Pruebas Radiolégicas

1.4.1.3.1. Ecografia

Actualmente se considera la prueba inicial de diagnostico por imagen ante la
sospecha de un tumor vesical dado su bajo coste, que no precisa medios de contraste y a
que evita la irradiacion del paciente. Tiene una tasa de falsos positivos y negativos
cercana al 20%, fundamentalmente por sus limitaciones para la deteccion de lesiones
pequefias, planas, en localizaciones de dificil valoracion como la cara anterior y al
requerimiento de una buena replecion vesical, ademas de la dificultad técnica que existe

en personas obesas 0 con cicatrices en la pared abdominal®.
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1.4.1.3.2. Urografia Intravenosa Simple (UIV)

No se trata de una prueba inicial en todos los pacientes. Se utiliza principalmente
para detectar defectos de replecién en el TUS asi como hidronefrosis, aunque también
puede detectar tumores vesicales grandes. Actualmente, estd en duda la necesidad de
realizar esta prueba de manera sistematica una vez que se diagnostica un tumor vesical,

excepto si esta localizado en trigono, dada la baja incidencia de hallazgos relevantes®.

1.4.1.3.3. Urografia por Tomografia Computerizada (TC)
Multidetector

Algunos autores la consideran la modalidad de imagen de eleccién tanto para el
diagndstico como para la estadificacion del cancer de vias superiores y de vejiga al
presentar una mayor exactitud diagndéstica que la UIV, aunque con el inconveniente de

una mayor irradiacion®*.

1.5. Tratamiento Quirurgico

1.5.1. Reseccion Transuretral de Vejiga (RTU)

El pilar basico del tratamiento del TNMI es la reseccion transuretral®’. La cirugfa
endoscopica debe ser completa, eliminando todos los tumores visibles presentes en la
vejiga, tomar una muestra de la base del tumor para asegurar la representacion muscular
y realizar biopsias de todas las areas sospechosas para verificar la existencia o no de
Cis. Por todo ello, se lleva a cabo con tres finalidades: diagnostica, de estadificacion y
gradacion y terapéutica®"*°.

La modalidad de reseccion depende del tamafio de la lesion. Los tumores
pequefios (menores de 1 cm) se pueden resecar en bloque de modo que la pieza
contenga el tumor completo mas una parte de la pared vesical subyacente. Algunos
expertos consideran que no se requiere una reseccién profunda en las lesiones pequefias
de grado aparentemente bajo, con antecedentes de un tumor TaG1. Los tumores mas
grandes deben resecarse por separado, en fracciones que comprendan la parte exofitica
del tumor, la pared de la vejiga subyacente con el masculo detrusor y los bordes de la

zona de reseccion, que se han de remitir al servicio de Anatomia Patoldgica de manera
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independiente, con el fin de obtener un diagnéstico correcto®*®. Se debe intentar evitar
la cauterizacion excesiva del tumor ya que puede artefactar las muestras, dificultando su

correcta valoracion anatomo-patolégica®’.

Habitualmente no se recomienda practicar biopsias de mucosa de aspecto normal,
las denominadas biopsias multiples normalizadas. La probabilidad de detectar un Cis,
especialmente en los tumores de bajo riesgo, es limitada (menos del 2%) y la eleccion
del tratamiento intravesical adyuvante no estd determinada por el resultado de dichas
biopsias. En la actualidad, se recomienda su realizacion sélo ante citologias positivas o
cuando el tumor exofitico no tenga un aspecto papilar. Sin embargo, cuando se observan
zonas anormales de urotelio es recomendable tomar siempre biopsia fria o con asa de

reseccion®.

1.5.2. Cistectomia Radical

La cistectomia inmediata puede ser una opcidn terapéutica en pacientes con tumor
sin invasion muscular que presenten un alto riesgo de progresion (T1AG, tumores de
alto grado con Cis concomitante o multiples tumores de alto grado recurrentes). Por otra
parte, también debe ser planteada en aquellos casos en los que la terapia con BCG haya

fracasado®.

Asi, la cistectomia precoz en TNMI es la opcion terapéutica con una tasa mas alta
de curacion, que permitira, ademas, el tratamiento de aquellos tumores que son
infraestadiados tras la RTU. Por otra parte, se debe tener en cuenta que
aproximadamente el 18% de los T1 presentan adenopatias positivas que se extirparan
durante la cirugia radical y por dltimo evita la necesidad de nuevas terapias
endovesicales, simplificando el seguimiento de los pacientes*’. No obstante, tiene un
riesgo de mortalidad y morbilidad perioperatoria de un 1-6% y 30% respectivamente y
puede provocar una disminucion en la calidad de vida por alteraciones en las esferas
sexual, digestiva y genitourinaria, pudiendo considerarse en ocasiones un
sobretratamiento ya que hasta en el 50% de casos un tratamiento conservador con BCG

es suficiente en los tumores de alto riesgo®’.
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1.6. Estadificacion

1.6.1. RTU vy re-RTU

El objetivo de la RTU en los TNMI consiste no s6lo en extirpar las lesiones
existentes sino en establecer el diagndstico correcto, con una definicion anatomo-
patoldgica adecuada que permita la estadificacién del tumor. Esto es necesario para
establecer el riesgo de recidiva y progresién, en base al cual se aplicara un esquema de

6,37

seguimiento y tratamiento adyuvante concreto Por ello, la reseccién debe ser

completa e incluir capa muscular propia.

Se ha demostrado existencia de tumores residuales después de la RTU inicial de
TNMI, que oscila entre 33-53% en T1*. Por otra parte, existe riesgo de
infraestadificacion generalmente por ausencia de muasculo detrusor en las muestras (50-
70% de los casos), aunque tambien puede ocurrir en pacientes que si tengan
representacién muscular en los fragmentos analizados (20-30%)"%*"*’. Por todo ello, en
la actualidad, ha de valorarse una segunda RTU cuando la reseccidn inicial haya sido
incompleta, por ejemplo, en tumores maltiples o muy grandes y cuando no se evidencie
muscular propia en las muestras remitidas a Anatomia Patologica, pero también ante
tumores primarios de alto grado y en T1**". Ademas, parece que también puede existir

una mejor respuesta a BCG tras la re-RTUY.

Su realizacion se recomienda al cabo de 4-6 semanas de la RTU inicial, debiendo
incluir la reseccién del foco tumoral primario®*’. Se ha observado una supervivencia
libre de enfermedad a 3 afios de un 69% en pacientes con re-RTU frente a un 37 % sin

ella®’.

1.6.2. Pruebas adicionales de Extensién

El principal estudio que nos va a dar la extensién local del tumor es la RTU, de
tal modo que ante un tumor sospechoso de invasion de la capa muscular o tras la
confirmacidn anatomo-patoldgica esté indicado realizar estudios de extensidn con el fin
de realizar una adecuada estadificacién del tumor con vistas a plantear un tratamiento

posterior.
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1.6.2.1. Tomografia Computerizada (TC)

Presenta una elevada exactitud diagnostica ya que aporta, a diferencia de otras
pruebas, informacion sobre la extension del tumor, afectacion de grasa perivesical,
presencia de adenopatias y de metastasis a distancia. No obstante, tiende a la

infraestadificacion en aproximadamente un 36% de los casos™*.

Su principal
indicacion es tras el diagnostico de tumores invasivos, aungue estd empezando a

establecerse como la prueba de eleccién del estudio de la via urinaria superior®.

1.6.2.2. Resonancia Magnética (RM)

Tiene una resolucion para tejidos blandos superior a la de la TC, pero una peor
resolucion espacial y su sensibilidad para diferenciar tumores T1-2 de los que se
encuentran en estadios mas avanzados es elevada. Desde el punto de vista del
diagnostico, no supera a las técnicas endoscépicas ni a la tomografia computerizada,
pero su exactitud para la estadificacion del tumor primario oscila entre el 73-96%, un
10-33% mas que la TC**°.

1.6.2.3. PET-TC con inyeccion de L-metil-11C-metionina

En el diagndstico del cancer de vejiga no es superior al TC ni a la RM y no
detecta tumores menores de 1 cm. Su utilizacidon sistematica en la estadificacion

ganglionar tampoco esta establecida®*>".

1.7. Terapia Endovesical

Una vez realizada la RTUv se plantea el empleo de terapia endovesical segun las
caracteristicas de mayor o menor riesgo de recidiva y progresion establecidas a partir de
los factores prondsticos que se comentaran mas adelante. En la actualidad los dos mas
utilizados son la quimioterapia endovesical con mitomicina C (MMC) vy la

inmunoterapia, también intravesical, con bacilo de Calmette-Guérin (BCG).

1.7.1. Mitomicina C (MMC)

La mitomicina C es un agente alquilante que inhibe la sintesis de ADN v,

actualmente, es el quimioterapico mas empleado en el tratamiento adyuvante de los
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TNMI. Generalmente se realiza una instilacion semanal durante 6-8 semanas con una
dosis que puede oscilar entre 20 y 60 mg, siendo la de 40 mg la més utilizada. Existen
varios meta-analisis que han estudiado su influencia sobre la recidiva y progresion de
los TNMI, observando que puede llegar a producir una reduccion de las recidivas en un
38%, aunque el porcentaje de progresién es mayor que cuando se realiza tratamiento

con BCG*37%2

En los casos con un riesgo bajo de recidiva tumoral una Unica instilacion en el
postoperatorio inmediato con MMC disminuye el riesgo de recidiva y puede
considerarse el tratamiento de referencia®. En otros casos, sin embargo, esta pauta es un
tratamiento incompleto ya que la probablilidad de recidiva o progresion es elevada™.
No obstante, en la actualidad no estd claramente establecida la duracion y frecuencia
con que se deben administrar las instilaciones con quimioterapia endovesical, aunque se

recomienda que no deben superar el afio>.

1.7.2. Bacilo de Calmette- Guérin (BCG)

La BCG es una micobacteria atenuada, inicialmente desarrollada como una
vacuna para la tuberculosis, que ha demostrado una actividad antitumoral en el cancer
de vejiga. Inicialmente la pauta de administracion era percutanea, para posteriormente
establecerse como instilaciones vesicales**. Existen 6 cepas: Connaught, Tice, Armand
Frapier, Pasteur, Tokyo y RIVM que proceden todas ellas de una cepa comun. Debe
reconstituirse con 50ml de suero salino, introducirse a través de una sonda, siempre y
cuando la colocacién de la misma no haya sido traumatica, y mantenerse dentro de la
vejiga al menos 2 horas. El inicio del tratamiento ha de ser tras la re-epitelizacion
vesical, que se estima se produce entre 2-4 semanas despues de la RTU, debiendo
realizarse un urinocultivo tras la instilacion para controlar y evitar las posibilidades de
una afectacion sistémica por BCG***°.

Se trata del tratamiento de eleccion en los pacientes considerados de alto riesgo de
progresion, principalmente T1AG y/o Cis, ya que se ha observado que la previene o al
menos la retrasa®®. Aunque existen modificaciones, las instilaciones en la fase de
induccion se administran clasicamente en base a la pauta empirica de 6 semanas

introducida por Morales hace unos 30 afios®. Sin embargo, a fin de obtener una eficacia
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Optima, es necesario realizar una pauta de mantenimiento. Existen mualtiples opciones,
desde un total de 10 instilaciones administradas durante 18 semanas, hasta 30 durante 3
afios™. No obstante, aunque en un meta-analisis de la Organizacién Europea para la
Investigacion y el Tratamiento del Cancer (EORTC) no se ha podido determinar la
pauta més eficaz*®, a tenor del grado de respuesta inmunitaria intravesical, se piensa que
tres instilaciones semanales consecutivas logran una respuesta méxima® y lo que si
parece claro es que se necesita al menos 1 afio para observar la superioridad de la BCG

sobre la MMC en cuanto a prevencién de recidiva o progresion®’>%>°.

1.8. Prediccion de Recidivas y Podgresion en Tumores Ta/T1l: Factores

Prondsticos

Los TNMI presentan una historia natural caracterizada por su tendencia a recurrir
como tumor superficial (50-70%) y a progresar a una enfermedad musculo invasiva (T2
0 més) (10-30%)>°.

Con el fin de predecir el riesgo individual de recidiva y progresion, a corto y largo
plazo, se ha elaborado un sistema de puntuacion basado en las caracteristicas clinico-
patologicas que, hasta la actualidad, se consideran mas importantes (estadio, grado, Cis
asociado, multifocalidad, tamafio y frecuencia de recidiva). Para ello se utilizo la base
de datos de la EORTC, con 2.596 pacientes, y las tablas resultantes han sido incluidas
en las guias europeas clinicas del cancer de vejiga® [Tabla 5]. Recientemente el grupo
CUETO (Club Urologico Espafiol de Tratamiento Oncoldgico) ha publicado unas
nuevas tablas, que incluyen ademas la edad y el sexo, basadas en el estudio de 1.062
pacientes que habian recibido tratamiento con BCG, ya que la serie anterior no incluia
ningln caso que presentase unicamente Cis, menos de la cuarta parte habian recibido
terapia endovesical inmediata tras la cirugia y ninguno de los pacientes de alto riesgo
habia sido tratado con pauta de mantenimiento con BCG. Por ello, se ha observado que
las primeras sobreestiman los riesgos tanto de recidiva como de progresion en aquellos
pacientes con tumores de alto riesgo que han recibido tratamiento adyuvante tras la
RTU®® [Tabla 6].
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FACTOR (=101 [D] \V/2N PROGRESION

, Unico 0 0
NUMERO DE
2-7 3 3
TUMORES
>8 6 3
DIAMETRO DEL <3 0 0
TUMOR >3 3 3
Tumor primario 0 0
FRECUENCIA DE
<1 recidiva/afio 2 2
RECIDIVA
> 1 recidiva/afio 4 2
- Ta 0 0
CATEGORIAT
T1 1 4
No 0 0
CIS ASOCIADO
Si 1 6
Gl 0 0
GRADO (OMS 1973) G2 1 6
G3 2 5
PUNTUACION TOTAL 0-17 0-23

PROBABILIDAD DE PROBABILIDAD DE

PUNTUACION | RECIDIVAAL cABODE1 | RECIDIVAAL cABODEs | CRUPODE

RIESGO DE
RECIDIVA*

DE RECIDIVA ANO ANOS

(10-19) (24-37) Riesgo bajo

Riesgo
24 (21-26) 46 (42-49) . )
intermedio
38 (35-41) 62 (58-65) Riesgo alto

) PROBABILIDAD DE PROBABILIDAD DE
AERTIREAEIOIY PROGRESION AL CABO PROGRESION AL CABO CIREHOPIE

== : DE 1 ANO DE 5 ANOS ESES D,E
PROGRESION PROGRESION*

2-6 ) )
intermedio

e e e
Riesgo alto
14-23 17 (10-24) 45 (35-55)

Tabla 5. Sistema de puntuacion de las tablas de la EORTC y riesgo de recidiva y progresion segin la
puntuacion obtenida. (*) Existen calculadoras electrénicas para ambas®

0.2 (0-0.7) (0-1.7)

Riesgo bajo

Riesgo
1 (0.4-1.6) 6 (5-8)
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FACTOR RECIDIVA PROGRESION
SEx0 L ____

Femenino

60-70

No 0 0

TUMOR

<3 0 0

NUMERO DE

- Ta 0 0
CATEGORIAT

No 0 0

Gl 0 0
smooovs o I

G3 3 6

PROBABILIDAD DE PROBABILIDAD DE PROBABILIDAD DE
PUNTUACION RECIDIVA AL CABO | RECIDIVA AL CABO | RECIDIVA AL CABO
DE RECIDIVA DE 1 ANO DE 2 ANOS DE 5 ANOS

8.24

CIS ASOCIADO

_ (5.91-10.57) 12.6 (9.76-15.44) 20.98 (17.33-24.63)
2 = Iz e T
_ 25.36 (19.56-31.16) 39.61 (32.93-46.29) 47.65 (40.55-54.75)

= ] ] | |

PROBABILIDAD DE | PROBABILIDAD DE PROBABILIDAD DE
PROGRESION AL PROGRESION AL PROGRESION AL
CABO DE 1 ANO CABO DE 2 ANOS CABO DE 5 ANOS

PUNTUACION
DE
PROGRESION

_ 1.17 (0.15-2.19) 2.16 (0.77-3.55) 3.76 (1.9-5.62)
-----_
_ (2.73-8.37) 11.95 (7.93-15.97) 21.26 (15.85-26.67)

------

Tabla 6. Sistema de puntuacion de las tablas del grupo CUETO y riesgo de recidiva y progresion segun
la puntuacion obtenida®
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En la actualidad, las tablas de la EORTC representan el método aconsejado para
discriminar los riesgos de recidiva y progresion de los TNMI, siendo una buena
herramienta para determinar el tratamiento y seguimiento de los pacientes tras la RTUv.
En base a esto, su valor prondstico deberia ser ajustado segln el tratamiento recibido
con el fin de mejorar el valor predictivo positivo (VPP), como se ha observado en

pacientes de alto riesgo tratados con BCG en las tablas del grupo CUETO®.,

1.8.1. Factores Pronosticos Clinico-Patoldgicos

1.8.1.1. Recidiva

La tasa de recidiva de los TNMI varia entre un 15-70% en el primer afio®, de ahi
la importancia de establecer factores que nos puedan predecir la aparicién de este
evento. Dentro de los clinico-patologicos la multifocalidad y el tamafio tumoral han sido
considerados en multiples estudios como los mas importantes, teniendo un gran peso en
las tablas de la EORTC®"#*,

En aquellos pacientes tratados con BCG se ha visto que el sexo femenino, la
multiplicidad, la presencia de Cis y la historia previa de tumores vesicales pueden ser

considerados factores pronésticos de recidiva®"®.

1.8.1.2. Progresion

La progresion a tumor musculo-invasivo (TMI) es mucho menos frecuente que la
recidiva pero puede llegar a oscilar, segun las tablas de la EORTC, entre menos del 1%
y un 45%. Se considera que los factores prondsticos mas importantes son el estadio T1,
el alto grado y la presencia de Cis®*. No obstante, se ha visto que estas tablas presentan
el inconveniente de que la mayoria de pacientes fueron tratados con regimenes
intravesicales antiguos, sabiéndose en la actualidad que el uso de una instilacién
inmediata con MMC después de la RTU, la re-RTU y el uso de mantenimiento en la

terapia con BCG pueden reducir la progresion®.

Por otra parte, en el subgrupo de pacientes con alto riesgo de progresion tratados
con BCG se consideran como factores indicadores el estadio y grado del tumor primario

y la recidiva en la primera cistoscopia realizada tras la RTU"®.
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1.8.2. Factores Anatomo-Patoldgicos

Dadas las limitaciones de los factores tradicionales vistos con anterioridad, se han
estudiado diversos factores histolégicos en muestras de tejido tumoral obtenidas tanto
de RTU como de piezas de cistectomia, que intentan mejorar la prediccion del
pronastico.

1.8.2.1. Subestadificacion

Los tumores T1 se caracterizan por presentar un prondstico heterogéneo®, por lo
que se ha establecido un sistema de subestadiaje basado en la profundidad de invasion

de la ld&mina propia, dividiéndose inicialmente en 3 subestadios: Tla, T1b y Tlc [Figura
12].

T1la: No afectacion de la
a b c
Urotelio | muscularis mucosae
Muscularis mucosge == e — T1b: Infiltracion de dicha capa
Plexo vascular Q ‘ sin sobrepasarla

T1c: Invasion por debajo de la

Muscular propia .
muscularis mucosae

Figura 12. Subestadificacién antigua de tumores T1 en base a la profundidad de invasion de la lamina
propia. Tla: no afecta la muscularis mucosae, T1b: infiltracién de dicha capa pero sin sobrepasarla y
Tic: invasion por debajo de la la muscularis mucosae®’

Se ha observado que los subtipos T1b y T1c tienen un comportamiento similar,
asociandose ambos a una progresion mayor, que puede ser debida a un aumento de la
permeacion linfatica, y a una tasa menor de supervivencia™®’. Por ello, en la actualidad,
la subestadificacion se realiza Unicamente segun el tumor invada o no la muscularis
mucosae1,6,37,65,66:

e Tla: invasion de la lamina propia sin llegar a la muscularis mucosae

(6.7-11% riesgo de progresion)

e T1b (antiguo T1b+T1c): infiltracién de la muscularis mucosae (29-55%

riesgo de progresion)
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1.8.2.2. Infiltracion Linfovascular

La afectacion del tejido linfovascular ha sido reconocida como un factor

pronéstico desfavorable dentro de los tumores T1°.

1.8.2.3. Presencia de Areas Micropapilares

La deteccidn de la variante micropapilar del carcinoma urotelial se ha relacionado
con un peor pronostico, asociandose a una tasa de progresion a TMI de casi el 70% y a
una elevada tendencia a metastatizar a pesar del tratamiento. La terapia intravesical con
BCG parece inefectiva, por lo que en ocasiones se recomienda una cistectomia

precoz™®*".

1.8.2.4. Afectacion de Uretra Prostatica

En un 3% de los TNMI existe afectacion de la uretra prostatica®. Por tanto, est4
indicada la realizacion de una biopsia con asa de reseccion del area precolicular ante
citologias positivas, con una sensibilidad y especificidad mayores del 90% para el
diagnéstico’. Aunque se desconoce el riesgo exacto de presentar esta alteracion, parece
ser mayor cuando el tumor esté localizado en el trigono o en el cuello de la vejiga, en

presencia de Cis y en caso de tumores miltiples®.

La enfermedad no invasiva a este nivel se asocia a un mejor prondstico en
relacion a cuando existe una invasion del estroma prostatico, en cuyo caso el tumor pasa

a clasificarse como T4,

1.9. Establecimiento de Grupos de Riesgo

Por tanto, la determinacion de los riesgos evolutivos individualizados del cancer
de vejiga es ocasionalmente compleja, sobre todo en pacientes con factores pronosticos
sugestivos de alto riesgo de recidiva y progresion, en los que un tratamiento agresivo
precoz pudiera estar indicado. Esto se debe a las limitaciones relativas de la
estadificacion clinica de la RTU de tumores que quiza sean realmente musculo

invasivos. Aunque tanto las tablas de la EORTC como las del grupo CUETO pueden
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predecir qué pacientes no progresaran (valor predictivo negativo 6 VPN > 90%) no

siempre consiguen identificar qué pacientes si lo haran (VPP < 25%)°*.

1.10 Control y Sequimiento

En funcion de los factores pronosticos y de los grupos de riesgo que se han
establecido hasta el momento, se han planteado diferentes esquemas de control y
seguimiento. Los tumores T1 tienen una tasa de evolucion a TMI mayor que los Tay se
ha visto que uno de los principales predictores de progresion y mortalidad es la
enfermedad de alto grado. Asi, dentro de los TNMI, la combinacion T1AG presenta un

peor prondstico, causando la muerte hasta en un 25% de los pacientes®.

En la actualidad existen protocolos de seguimiento basados fundamentalmente en
los grupos de riesgo obtenidos a partir de las tablas de la EORTC, definidos en base a

las caracteristicas clinicas y anatomo-patolégicas del tumor tras la cirugia endoscépica®.

Segun las Guias Europeas de Practica Clinica, se debe realizar una cistoscopia y
una citologia urinaria (tres si son por miccién) 3 meses después de la RTU. En los
tumores con bajo riesgo de recidiva y progresion (principalmente los TaBG), en caso de
ser negativas, se aconseja efectuar la siguiente revision a los 9 meses y, posteriormente,
una vez al afio durante 5 afios. Por el contrario, si existe alto riesgo de progresion (como
es el caso de los T1AG) las siguientes cistoscopias y citologias se repetiran cada 3
meses durante los dos primeros afios, cada 4 meses el tercer afio, luego cada 6 meses
hasta los 5 afios y anualmente a partir de entonces. Ademas, se recomienda una
exploracion de las vias urinarias superiores una vez al afio. En el caso de un riesgo
intermedio de progresion (sobre todo T1BG) se aplican esquemas de seguimiento

intermedios, adaptados a factores personales y subjetivos®.

2. ALTERACIONES MOLECULARES ASOCIADAS AL CANCER
DE VEJIGA. HIPERMETILACION DE ADN

La homeostasis celular es mantenida por un equilibrio entre la division durante el

ciclo celular, la diferenciacion y la apoptosis. En el cancer, en cambio, se produce un
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crecimiento anormal de las células respecto al tejido normal, que persiste tras el cese del
evento inicial que produjo la transformacion, siendo su base fundamental la

combinacién de alteraciones genéticas (sométicas y heredables) y epigenéticas®.

La etiopatogenia del cancer es caracterizada por su naturaleza multiple y gran
cantidad de agentes biol6gicos, quimicos y fisicos han sido identificados como
iniciadores y promotores de la tumorigénesis. Sin embargo, parece que existe una base
molecular comun, basada en una inestabilidad genética, que causa trastornos somaticos
preneoplasicos y, en Gltimo término, el desarrollo de células tumorales. Son muchas las
vias implicadas en la carcinogénesis que estan siendo estudiadas como potenciales
marcadores del tumor®. Por un lado existen mutaciones somaticas, que son la anomalia
maés frecuente en el cancer en humanos, y en lineas germinales, que se asocian con
sindromes familiares. También se han descrito deleciones e inserciones™. Ademas,
eventos a nivel epigenetico, como la metilacién del promotor de multiples genes, son

considerados importantes en la tumorigénesis y progresion del tumor®.

En concreto, en el cancer vesical, alteraciones en las vias de los genes supresores
de tumor p53 y Rb estan bien documentadas, siendo las mas frecuentes la mutacion en
los exones 5 a 11 de p53 y la pérdida de funcion de pRb, que se identifican en
aproximadamente el 60% de las lineas celulares de cancer de vejiga que han sido

estudiadas®® "

. No obstante, el estudio del componente epigenético en TNMI esta
mejorando nuestra comprension sobre su biologia y comportamiento clinico’®. En lo
que se refiere a la metilacion del ADN, generalmente las células tumorales muestran
una hipometilacién de todo el genoma y una hipermetilacion de las islas CpG de las
regiones promotoras de ciertos genes, siendo la modificacion epigenética mas
ampliamente descrita. De esta forma, genes frecuentemente metilados estan
involucrados en mecanismos moleculares implicados en el cancer como son el ciclo
celular, la reparacion del ADN, la apoptosis y la invasién, entre otros. Por otra parte, se
estd estudiando la potencial aplicacion de los perfiles de metilacién descritos hasta el
momento como biomarcadores de esta neoplasia. No obstante, el estudio epigenémico

del cancer de vejiga no ha hecho méas que comenzar.
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2.1. Hipermetilacion en el Contexto de otras Alteraciones Epigenéticas

Las alteraciones a nivel epigenético son consideradas una caracteristica comun de
gran cantidad de enfermedades como las neoplasias, incluyendo el cancer de vejiga'®".
Pueden ser definidas como cambios moleculares estables en el fenotipo de una célula
que se heredan mediante las divisiones de las células somaticas y, en ocasiones, también
a través de la linea germinal, pero que no implican cambios en la secuencia del
ADN®"®"" Todos ellos pueden manifestarse como alteraciones globales en la estructura
de la cromatina y como cambios especificos en regiones promotoras, afectando a la
transcripcion de los genes asociados’®". Los fenémenos epigenéticos mas importantes
estdn mediados por varios mecanismos moleculares entre los que se encuentran la
modificacion de histonas, la remodelacion nucleosémica y el silenciamiento asociado a
ARN, pero es la hipermetilacion del ADN la que se encuentra mas frecuentemente en el

genoma humano y la que mas se ha estudiado en relacion a la carcinogénesis’’.

2.2. Tipos de Metilacion

La metilacion del ADN ocurre predominantemente en el contexto de los
dinucledtidos Citosina fosfato Guanina (CpG), aunque en el genoma humano también

se puede producir una metilacién de secuencias no CpG.

2.2.1. Metilacion de Islas CpG

La metilacién del ADN tiene lugar habitualmente en el carbono 5 de las citosinas
localizadas a nivel del dinucledtido CpG, por unién covalente de grupos metilo en una
reaccion mediada por enzimas pertenecientes a la familia de las ADN-metiltransferasa
(DNMT)"®. Esos dinucledtidos CpG tienden a agruparse en regiones denominadas islas
CpG, definidas como regiones de mas de 200 bases con un contenido Guanina+Citosina
(G+C) de al menos el 50% y una ratio de observacién de dinucledtidos CpG de al
menos 0.6. ElI genoma humano contiene unas 29.000 islas CpG presentes
fundamentalmente en los promotores de los genes, concretamente, en aproximadamente
el 60 % de ellos™ """, Generalmente se encuentran no metiladas en células normales,
aungue algunas de ellas (alrededor de un 6%) se metilan de manera especifica en

funcion del tejido, bien durante el desarrollo temprano o bien durante la diferenciacion
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tisular, sobre todo en zonas repetitivas, a las que se les ha atribuido un papel relevante
en el control de la actividad genética y en la arquitectura nuclear, evitando
traslocaciones, interrupciones genéticas y, en definitiva, la inestabilidad
cromosémica’>""#°,

En términos de metilacidn de dinucleétidos CpG del ADN, las células tumorales
muestran un genoma ampliamente hipometilado y una hipermetilacion especifica de
islas CpG de determinadas regiones promotoras”. Asi, estos dos procesos se producen
de forma simultdnea en las células neoplédsicas y ambos patrones de hiper e

hipometilacion pueden diferir en la carcinogénesis y en la progresién tumoral ">,

Por otra parte, puede producirse una hipometilacion del ADN en algunas
secuencias genomicas, provocando inestabilidad con una mayor tasa de
reordenamientos cromosomicos y una mayor probabilidad de translocaciones. Por otra
parte, la hipometilacion aberrante del ADN también puede relacionarse con la
activacion de algunos proto-oncogenes y conducir a la pérdida de la impresion
genémica’™. Por tanto, la metilacion del ADN es necesaria para proteger la integridad
cromosomica ya que la mayoria de islas CpG permanecen inmodificables durante el
desarrollo y diferenciacion de los tejidos’’. Ademas, la metilacién de islas CpG se
produce de manera natural durante los fendmenos de desarrollo, como es el caso de la

inactivacion del cromosoma X"3.

En general, la hipermetilacion de islas CpG esta asociada con el silenciamiento de
genes, lo cual se produce por varios mecanismos. Por un lado, el ADN metilado puede
favorecer el reclutamiento de proteinas con dominios ligantes de islas CpG metiladas
(MBD: methyl-CpG-Binding Domain), que a su vez permiten la unién de modificadores
de histonas y complejos remodeladores de cromatina a los sitios de metilacién®®. Por
otro, puede también inhibir directamente la transcripcidn evitando el reclutamiento de
proteinas de unién al ADN desde sus lugares diana. Por el contrario, las islas CpG no
metiladas pueden generar una estructura de cromatina favorable para la expresion de

genes’’.

Recientemente se han descrito modificaciones por fenémenos de metilacion en
regiones de menor densidad de CpG que se encuentran en las proximidades de las islas

(aproximadamente a 2kb) y su metilacion esta intimamente asociada con la inactivacion
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transcripcional de genes. Se cree que la mayor parte de la metilacién de ADN especifico
de tejido ocurre en ese lugar y no en las islas CpG. Estas zonas diferencialmente
metiladas pueden ser importantes en la diferenciacion de tejidos especificos y se ha
visto que son comunes entre humanos y ratones. Ademas, el 70% de las regiones
metiladas de manera diferencial en la reprogramacion estan asociadas con estas zonas

de menos densidad de islas CpG"".

Por altimo, la metilacion del ADN estd menos frecuentemente asociada a
activacion transcripcional. La metilacion en los exones es comin en los genes de
expresion ubicua y se correlaciona con la expresion de los mismos. Se ha propuesto que
esto podria estar asociado a la eficiencia de elongacién y con la prevencién de inicios de

transcripcion erréneos’.

2.2.2. Metilacion de Secuencias no CpG

Existen otros lugares de metilacion que han sido menos estudiados tanto en el
cancer en general, como en los tumores vesicales en concreto. Aunque en mamiferos la
metilacion del ADN ocurre fundamentalmente en dinucle6tidos CpG, la metilacién no-
CpG ha sido recientemente descrita en humanos en sitios CHG y CHH, donde H es
adenina, citosina o timina. La metilacién de CHG y CHH ha sido observada en células
madre y parece que esta aumentada en los exones, correlacionandose directamente con
la expresion geénica. Casi una cuarta parte de todo el ADN metilado de las células madre
embrionarias ocurre en el contexto de lugares no CpG. Sin embargo, estos mecanismos

de metilacion adn no estan definidos’”.

Ademés de la modificacion de la 5-metilcitosina, se ha descrito la de la 5-
hidroximetil 2"-deoxytocina. La 5-metilcitosina (5-mC) pueden convertirse en 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC) por el 2-oxoglutarato y por oxigenasas hierro dependiente
tales como las dioxigenasas TET-metilcitosina (TET1, TET2 y TET3). La 5
hidroximetil-2”-deoxicitidina se ha descrito en células de Purkinje (constituyendo el
0.6% del total de nucledtidos), pero no se ha observado su presencia en lineas celulares
tumorales’®™"’,

Esta nueva modificacion del ADN estd siendo estudiada para determinar sus

posibles implicaciones en la regulacién epigenética tanto de las células normales como
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de las neoplasicas. En el cdncer de vejiga estos fendmenos no se han descrito hasta el

momento.

Por tanto, esta revision se centrard en la hipermetilacion de islas CpG y, mas
concretamente, en la que se produce en la regién promotora de genes criticos para el
desarrollo del cancer vesical, analizando sus potenciales aplicaciones clinicas como

biomarcador tumoral.

2.3. Mecanismo de Metilacién: El papel de los DNMTs

Como se ha visto, la metilacion del ADN generalmente tiene lugar en la posicion
5" del anillo del nucletsido de citosina en los dinucle6tidos CpG y su consecuencia es el
silenciamiento de los genes y la no codificacion de esa region gendmica. La metilacion
del ADN esta mediada por la familia de enzimas DNMT que catalizan la transferencia
de un grupo metilo desde la S-adenosil metionina al ADN. Se han descrito cinco
miembros de esa familia; DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L, pero
s6lamente DNMT1, DNMT3a y DNMT3b poseen actividad metiltransferasa’”.

Los miembros cataliticos de la familia DNMT pueden clasificarse segun estén
implicados en las metilaciones de mantenimiento (DNMT1) o de novo (DNMT3a y
DNMT3b):

e DNMT1 mantiene los patrones de metilacion existentes durante la
replicacion del ADN. Tiene una preferencia 30-40 veces mayor por el ADN
hemimetilado generado durante la replicacién semi-conservadora del ADN,
pero también tiene una actividad DNMT de novo. Es la DNMT mas
abundante en las células y es transcrita principalmente durante la fase S del

ciclo celular®®.

e DNMT3ay DNMT3b son las enzimas que catalizan la metilacion de novo de
nucledtidos CpG previamente no metilados, siendo responsables de

establecer el patron de metilacion durante el desarrollo embrionario ™.

La disrupcion de los mecanismos epigenéticos puede provocar una expresion

aberrante de los genes y dar lugar a diversas caracteristicas tumorales, bien por
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mutacion, delecion o alteracion de cualquiera de sus componentes. De hecho, estas
“epimutaciones” a veces representan el segundo evento para la iniciacion de la
carcinogénesis segun postula la teoria de Hudson en dos golpes, ya que puede silenciar
el alelo que se mantiene activo tras producirse una mutacion de un gen supresor de
tumor”. Sin embargo, son limitados los estudios que han analizado la relacién entre los

patrones de metilacion observados en cancer de vejiga y la expresion proteica®’.

La alteracion en la metilacion del ADN en células tumorales ha sido
recientemente apoyada por el hallazgo de mutaciones sométicas en DNMT3a en
leucemia aguda mieloide. También se han observado mutaciones homocigotas nulas y
deleciones cromos6micas que afectan el locus TET2 en varias neoplasias mieloides, por
tanto la alteracion de la conversion de 5-mC a 5-hmC podria estar también relacionada
con el cancer. Queda por dilucidar si las mutaciones que afectan a los mecanismos
DNMTs o TETSs estan presentes y son relevantes en el cancer de vejiga pudiendo ser

utilizadas como dianas terapéuticas en el futuro’’.

Ademas, es importante tener en cuenta que el silenciamiento genético producido
como consecuencia de la hipermetilacion CpG implica la modificacion tanto del codigo
genético como del codigo de las histonas. Concretamente, cuando una DNMT cataliza
la metilacion de la posicion cinco del anillo de la citosina dentro de una isla CpG
localizada en la region promotora de un gen, usando S-adenosilmetionina como
molécula donante, también se producen cambios en la composicion de la cromatina
alrededor de la isla, que impiden el acceso de las proteinas reguladoras necesarias para
la transcripcion. Asi, la estructura de la cromatina se modifica durante el silenciamiento
de genes alterando la acetilacion, fosforilacion, metilacién y/o ubiquinizacion de las

histonas’?"®.

2.4. Factores Epigenéticos que Contribuyen a la Tumorigénesis y Progresion

del Cancer de Vejiga

El cancer de vejiga es una enfermedad en la que se encuentran implicados
multiples factores ambientales y se produce por acumulacién de alteraciones
moleculares del ADN, ARN Yy proteinas, entre otros. Estas alteraciones moleculares

producen una proliferacion celular descontrolada, una disregulacion del ciclo celular,

53



Introduccién

una disminucién de la muerte celular o apoptosis, un bloqueo en la diferenciacion y una
tendencia a invasién que favorece potencialmente la aparicion de metéstasis®®®®. Por
tanto, es evidente que la epigenética juega un importante papel en la regulacion de la
expresion de muchos genes criticos que participan en esas vias bioldgicas. Las
alteraciones epigenéticas especificas que se producen como parte de la interferencia
entre estas vias determinardn también el comportamiento biolégico del tumor,

incluyendo su capacidad de crecer, recidivar, progresar y metastatizar.

Al igual que sucede en otras neoplasias humanas, el cancer de vejiga muestra una
regulacién epigenética aberrante. Concretamente, las alteraciones que mas se han
caracterizado en este tumor son los cambios globales en la metilacion del ADN, la
modificacién alterada de las histonas y los patrones de mRNAs® 7072748284 Behido a
que las caracteristicas epigenéticas, tales como la hipometilacion global del ADN y la
hipermetilacion promotor-especifica son frecuentemente observadas en tumores
benignos y en estadios neoplasicos iniciales, se hace evidente que la disregulacion
epigenética puede considerarse uno de los principales procesos desencadenantes de la
transformacion neoplésica, junto con las mutaciones en los genes supresores de tumores
y/o en los protooncogenes y la inestabilidad gendmica’’. Sin embargo, ain no se ha
caracterizado en qué momento del curso de la enfermedad son adquiridas (al inicio y/o

en la progresion) "’

El cancer de vejiga es una neoplasia con gran variabilidad y complejidad tanto a

nivel histolégico, clinico como molecular®’

.- Son muchos los genes que se han
observado epigenéticamente desactivados por hipermetilacion de su promotor,
incluyendo genes supresores de tumor y genes claves relacionados con las principales
vias descritas para este tumor, como el CDKN2A y la E-cadherina, entre otros. De este
modo, los perfiles de metilacion de ADN deben integrarse con los andlisis histoldgicos,
transcripcionales y proteicos. Sin embargo, a pesar de los avances realizados aun es
necesario incorporar las alteraciones epigenéticas a la complejidad de los eventos
genéticos y proteicos a fin de mejorar el conocimiento de la enfermedad y la
interpretacion de los distintos fenotipos, asi como el posible desarrollo de

biomarcadores y terapias dirigidas’”.
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2.5. Vias Bioldgicas de Genes Frecuentemente Metilados en Cancer de Vejiga

El evento epigenético mas frecuentemente estudiado en los tumores de vejiga es la
hipermetilacién de islas CpG de las regiones promotoras, frecuentemente asociadas con
un silenciamiento transcripcional de genes supresores de tumor y de otros genes
relacionados con el cancer®®™,

Los genes supresores de tumor pueden llevar a cabo su funcién a través de uno o

varios mecanismos incluyendo regulacion del ciclo celular, reparacion del ADN,

apoptosis, invasion, diferenciacion fundamentalmente [Tabla 7].

P16-INK4A/CDKN2A 0-73% 15-344 Si
PL4-ARF 0-61.8% 15127 Si
CCND2 21.1-72% 25.96 No
RB1 0-27.5% 3191 Si

CICLO CELULAR
P15-INK2B-CDKN2B 7.1-24% 24-104 No
PAXGA 12.9-68.2% 3191 No
PAX6 0-23% 27-91 Si
CHFR 0-18.7% 3191 No
MGMT 0-67% 15344 No
GSTPL 047% 15344 Si
MLH1 0-79.2% 25344 Si
APC 17.6-73% 15344 Si
REPARACION ATM 0-40.7% 25.91 No
DEL ADN MSH6 29-81.3% 3191 Si
coxz 3.6-75.2% 55-105 No
BRCAL 71-72.5% 3191 No
BRCA2 3.256% 3191 No
TP53 12.9-46.2% 3191 No
DAPK 0-100% 24-344 St
CASP8 3.6% 103110 No
DR3 98.1% 105 No
DR6 6.7% 105 No
DRC1 22% 64 No

APOPTOSIS

DRC2 27% 64 No
APAFL 70.8-100% 34-110 Si
BCL2 38.2-62.3% 34-125 No
PYCARD 3-28.6% 31-344 Si
RASSF1A 225-67% 15344 i

55



Introduccién

TIMP3 2.9-93% 15-105 Si

LAM 11-45% 128-344 Si

CDH1 2.9-100% 15-344 Si

COL1A2 62.7% 67 No

INVASION ICAM1 89.5% 105 No

VIM 96% 50 No

CD44 9.7-38.5% 3191 No

CD99 31.7% 82 No

KISS1 83.1% 804 Si

SFRP1 17-75.9% 24-355 Si

SERALIZACION SFRP2 32.4-63% 54-355 Si

SFRP4 3-38.9% 54-355 Si

DEL WNT .

SFRP5 20-87% 20-355 Si

WIF1 1-66.7% 34-96 Si

RUNX3 3.6-73% 46-342 Si

OTROS GENES MYO 68.7-86.9% 46-466 Si

SUPRESORES DE PTEN 0-31.9% 3491 No

TUMORES HIC1 21.9-100% 25-96 No

VHL 4-31.9% 3191 No

WT1 58.2% 3791 Si

DBCCR1 52% 69 No

IGSF4 0-61.5% 3191 No

DBC1 12-69% 26-105 No

S100A NA 32 No

SOX9 56.4-70% 10-110 Sf

. PMF1 77.6-88.1% 32-406 Si
DIFERENCIACION

CAGE1L 52.7-81.1% 16-55 No

ESR1 16.1-79.4% 3191 Si

RARB 2.1-93% 15-344 Sf

Tabla 7. Genes més frecuentemente estudiados en cancer de vejiga agrupados segin su funcion
principal. Se expresa su utilidad como factor pronéstico (“si” implica que se demostré en andlisis de

‘ in)

supervivencia, ‘“no
clinicos)”’

implica que fue estudiado pero no se obtuvo correlacion con los resultados

2.6. Aplicacion Traslacional de los Analisis de Metilacion como Fuente de

Biomarcadores de Cancer de Vejiga

Los analisis de los patrones de metilacion de los candidatos en cancer de vejiga

son relevantes no sélo para determinar si la metilacion es frecuente en el tejido vesical

humano, sino también para evaluar los pasos criticos a lo largo de la progresion de la

enfermedad en los que se produce la metilacion y las interacciones involucradas en
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estos procesos. Ademas, es importante traducir esta informacion para su empleo como
potenciales marcadores tumorales en el manejo clinico de los pacientes con esta

enfermedad.

Inicialmente, se realizan analisis en muestras de tejido, que tienen como objetivo
describir la prevalencia de metilacion en el tumor y, posteriormente, evaluar su utilidad
para la estratificacion tumoral o como factores pronosticos. Cuando el método analitico
de metilacion muestra una fiabilidad, sensibilidad y especificidad suficiente con baja
cantidad de células tumorales, esto puede ser optimizado y testado en orina con un
propésito diagnostico’’. Por tanto, los avances en el conocimiento de las alteraciones
epigenéticas del cancer vesical incluyen no s6lo la caracterizacion biolégica de las
alteraciones de metilacion, sino su aplicacién como biomarcadores®”’.

En definitiva, en la actualidad, las tres principales areas en las que este evento
parece presentar un beneficio son la deteccion del cancer, la estadificacion del tumor y
el prondstico clinico. Ademas, se ha comenzado a plantear su uso en la prediccion de

respuesta a tratamiento, un campo conocido como farmacoepigenética’’.

2.7. Deteccion del Cancer de Vejiga

La metilacion aberrante del ADN que tiene lugar en los tumores de vejiga se ha
observado principalmente por medio de analisis de genes con diferentes mecanismos
especificos de supresion tumoral®®"®838 E| estudio de las distintas etapas del tumor,
desde la tumorigénesis a la progresion, incluyendo muestras de urotelio normal, ha
puesto de manifiesto la existencia de perfiles de metilacion que pueden caracterizar los
distintos subgrupos del cancer de vejiga. El potencial diagndstico de este evento como
biomarcador en la practica diaria esta centrado en que los eventos aberrantes de
metilacion estan ausentes en células del urotelio normal y en el desarrollo de técnicas
que proporcionen informacion fiable, sensible y rapida. Por ello, los avances en las
tecnologias que permiten acoplar el proceso de modificacién con bisulfito del ADN y la
PCR de metilacion estan siendo claves en el desarrollo de métodos moleculares que

puedan ser incluidos en los laboratorios clinicos’”.

Las islas CpG hipermetiladas han sido usadas como herramienta para la deteccion

de células tumorales no sélo en muestras de tejido sino también en fluidos bioldgicos
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como el suero*® o la orina, como técnicas no invasivas. Los estudios iniciales han
tratado de evaluar si el andlisis del metaloma urinario puede ser empleado para el
diagnostico del tumor. La mayoria de genes estudiados con un potencial papel en el
diagndstico de la enfermedad presentan una precision superior al 65%, destacando el
CDKN2A%®  GSTP1%®" BRCA1¥"#° y RARB*®"%%%2 entre otros. Inicialmente, los
estudios fueron realizados por una PCR especifica para metilacion (MSP) en las

9,90,91,93,94

modalidades cuali y cuantitativa , pero en la actualidad también son factibles

analisis multiparamétricos como la técnica de amplificacion mudltiple de sondas
dependientes de ligando especifica de metilacion (MS-MLPA)*##8  los métodos
cuantitativos de RT-PCR o los CpG arrays de fabricacion a la carta o comerciales’”.
Ademas, estas técnicas también permiten la deteccion de eventos epigenéticos cancer
especificos en la orina de pacientes con tumor de vejiga al tratarse de un material de
facil recogida para un diagndstico no invasivo. Por todo ello, el desarrollo de métodos
de deteccion de minimas cantidades de ADN metilado de forma aberrante es
fundamental para ampliar sus aplicaciones y para que puedan ser incorporadas en la
practica clinica rutinaria en un futuro préximo’"®.

Por otro lado, se ha demostrado que la metilacion de las regiones promotoras de
genes supresores tumorales puede ocurrir precozmente en la tumorigénesis’®. De este
modo, la presencia de islas CpG metiladas no es necesariamente indicativa de tumor
invasivo ya que pueden estar presentes en lesiones premalignas o precursoras de
tumor®. Estos hallazgos tienen un importante papel en la deteccién precoz del cancer,
especialmente en personas con riesgo genético hereditario o expuestas a carcin0genos

ambientales.

2.8. Prondstico

Una de las caracteristicas que se buscan en los biomarcadores moleculares es que
tengan la capacidad de diferenciar la evolucion de lesiones morfologica e
histolégicamente idénticas y que permitan distinguir los tumores que tendran un
comportamiento mas agresivo de los que lo presentaran mas indolente. Un aumento del
namero de eventos individuales de metilacion en un Unico loci de un gen es indicativo
de resultados diferenciales entre pacientes con cancer de vejiga. Los métodos que

permiten el analisis de la hipermetilacién de genes de manera independiente esta
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mostrando capacidad para diferenciar el prondstico entre pacientes con cancer de vejiga.
Entre los genes méas frecuentemente estudiados, se ha observado que la hipermetilacién
del CDKN2A%% DPAK, RASSF1A, CDH1"%"%'%  SFRPs RUNX3 o la
miopodina'®, entre otros, se relaciona con un peor pronéstico segin los resultados
obtenidos sobre muestras de tejido tumoral [Tabla 7]. Ademas, algunos de ellos se ha
visto que pueden tener un valor predictivo de recidiva, progresion y muerte cancer
especifica en tumores de alto riesgo T1AG, como es el caso de la miopodina de manera

individual™®* o como combinacién de varios genes®®.

En definitiva, el aumento progresivo en el nimero de estudios de metilacion del
ADN esté siendo orientado a identificar no s6lo candidatos individuales sino también
perfiles epigenéticos en el cancer de vejiga. Con las técnicas epigenomicas se estan
descubriendo grupos de genes con utilidad prondstica. Es importante destacar que los
estudios de metilacion también pueden analizar el ADN extraido de tejido incluido en
parafina y no sélo en material congelado®. Asi, marcadores individuales con gran
potencial de aplicabilidad clinica en relacion a la recidiva, progresion o supervivencia,
podrian no so6lo ser identificados sino desarrollados a partir de este tipo de material

95,102

clinico . No obstante, son necesarios mas estudios, con un mayor numero de

muestras, multicéntricos y prospectivos, para validar la gran cantidad de genes

candidatos®%,

2.9. Farmacoepigenética y Tratamiento con Demetiladores

A pesar de la falta de terapias dirigidas en el cancer de vejiga, los patrones de
hipermetilacion de genes concretos han mostrado ser capaces de predecir la respuesta a
tratamientos especificos, lo que se conoce como farmacoepigenética. Es el caso de la
miopodina que predice la respuesta de tumores T1G3 a la BCG'®. Por otra parte, el
perfil de metilacion de paneles de varios genes supresores de tumor también ha sido til
en la prediccidn de respuesta a la terapia intravesical con inmunoterapia en TNMI en

tejido en parafina™.

Se espera que en un futuro no muy lejano se desarrollen candidatos epigenéticos
que puedan ser aplicados como predictores farmacoepigenéticos de respuesta a

cisplatino en tumores mésculo invasivos’’.
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Por otro lado, la metilacion aberrante de las islas CpG es un proceso reversible,
que convierte a este evento en una posible diana terapéutica con demetiladores de ADN

para asf reactivar los genes silenciados®.

La 5-Azacitidine (5-Aza-CR) y su analogo deoxy-5"-aza-2 deoxicitidine (5-Aza-
CdR) son dos de los inhibidores de la metilacion del ADN mas caracterizados. Ambos
Ilevan a cabo su funcién formando uniones covalentes con los DNMTSs, lo cual provoca
su inactivacion funcional’®. La administracién de estos agentes de demetilacion a bajas
dosis ha mostrado una actividad antitumoral por lo que la US Food and Drug
Administration (FDA) ha aprobado su uso como tratamiento de eleccién en
enfermedades preleucémicas y sindromes mielodisplasicos'®® y también en la anemia de
células falciformes'®. No obstante, son sustancias téxicas y quimicamente inestables, lo
cual dificulta su uso clinico, haciendo necesaria la busqueda de inhibidores mas
efectivos, estables y que sean menos nocivos*®. También se ha estudiado el uso de
analogos de la citidina, como la zebularina, siendo la primera droga demetilante que
permite revertir la silenciacién epigenética de los genes afectados mediante una
administracion oral'%31%,

A pesar de todo ello, uno de los principales problemas de las terapias epigenéticas
de las que se dispone en la actualidad es una lenta remetilacion y la posible reaparicion

107

de silenciamiento tras el tratamiento™', por lo que no son utilizados en la practica

clinica hoy en dia.

2.10. Relevancia de Tecnologias de Alto Rendimiento como Aceleradoras

del Descubrimiento de Eventos Epigenéticos en el Cancer de Vejiga

El estudio de la metilacion del promotor de los genes en el cancer de vejiga ha
sufrido un rapido avance debido a dos valiosos descubrimientos. Por un lado la
demostracion de que un importante gen supresor tumoral, el CDKN2A, que codifica el
INK4A (también denominado p16) y el ARF (conocido como pl4), estaba silenciado en
muchos tipos de cancer a través de la metilacién aberrante de su promotor, incluido el
de vejiga, y por otro, el desarrollo de ensayos de PCR especificos de metilacion (MS-
PCR) gue permiten una rapida deteccion de la metilacion de los genes a través de una

amplificacion selectiva de alelos metilados en un promotor especifico’ "%,
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La deteccion en el laboratorio del estado de metilacion epigenética presenta una
serie de ventajas entre las que destaca que es un evento que se produce a nivel del ADN,
evitando la complejidad del manejo del ARN, y que se produce en zonas concretas a
diferencia de las mutaciones o deleciones que pueden tener lugar a cualquier nivel’.
Ademas, presenta una alta especificidad incluso ante la presencia de un exceso de ADN
no metilado, por lo que se requiere un escaso numero de células tumorales para su

deteccion’ ",

Los estudios iniciales para la evaluacion de genes candidatos
hipermetilados en el cancer de vejiga utilizaban una PCR especifica de metilacién
cualitativa o cuantitativa (MSP o MS-PCR) después de un tratamiento con bisulfito del
ADN gendmico®™ % Desde el punto de vista metodoldgico, el anélisis inicial de
genes candidatos individuales en la caracterizacion del metiloma del cancer de vejiga
estd siendo complementado con pruebas multiparamétricas. Asi, la llegada de
tecnologias de alto rendimiento ha acelerado y mejorado la calidad de los estudios,
usando cantidades minimas de ADN y permitiendo una mejor descripcion de las vias de
la tumorigénesis®™®®. Pueden asi analizarse perfiles epigenéticos caracteristicos de los
distintos tipos de tumor e identificar las vias moleculares que puedan ser la base de un
comportamiento particular, biolégico o clinico®®®.

Son varios los grupos que han estudiado alteraciones epigenéticas en muestras
relacionadas con céncer de vejiga®. Ademas, se han comenzado a establecer perfiles
de metilacion diferentes entre pacientes sanos y enfermos, mostrando una prometedora
capacidad de diferenciar subtipos de tumor y ayudar en la comprension de los
mecanismos de la carcinogénesis y la progresion®™ 1% Por otra parte, se requieren
andlisis de validacion usando estrategias in vitro con exposicion de las células a nuevas
drogas demetiladoras y usar series independientes de muestras’’. Varios estudios
epidemiologicos han asociado los perfiles de metilacion a distintas variables etiologicas
y han planteado el potencial papel de la metilacion como factor de riesgo. Debido a la
gran cantidad de informacion nueva que se esta obteniendo, se estan desarrollando
tecnologias multiparamétricas para poder evaluar paneles de genes en un elevado
namero de muestras y evaluarlas con relacién a determinados objetivos clinicos. Los
resultados de los perfiles de metilacion obtenidos por este tipo de técnicas son
prometedores tras observarse asociaciones con variables clinico-patolégicas del

tumo r.95,96,102.
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En este contexto, la técnica de amplificacion de sondas ligando-dependiente
multiple especifica de metilacién (MS-MLPA) se ha aplicado recientemente a tejidos de
cancer de vejiga y a muestras de orina, mostrandose como un método sencillo y fiable
para la deteccién de cambios en el estado de metilacion de entre 20 y 40 genes
diferentes en un solo procedimiento®®, Los estudios iniciales que han utilizado esta
técnica en cancer de vejiga analizaron varios paneles de genes supresores tumorales,

|8,86-88 8,87,88 e incluso

mostrando su utilidad para la estratificacion tumora , el diagndstico
para predecir la respuesta al tratamiento con BCG®. No obstante, se necesitan més
estudios con un mayor nimero de pacientes y una mayor variedad de subtipos de
tumores para trasladar la identificacion de estos candidatos moleculares epigenéticos a
su empleo como biomarcadores diagndsticos o predictivos de respuesta terapéutica. El
principal desafio es optimizar la deteccion de estos biomarcadores en muestras
obtenidas de una manera no invasiva y con una cantidad de material genético limitado.
También se requieren estudios multiparamétricos y multiinstitucionales para la
seleccion y la validacion de las combinaciones de genes méas adecuadas. Todas estas
estrategias mejoran finalmente el manejo clinico global de los pacientes con cancer de
vejiga desde la deteccion precoz o la estratificacion, hasta la prediccion del pronostico

clinico”.

2.11. Consideraciones finales

Por todo lo comentado, la hipermetilacion es una alteracién frecuente que provoca
el silenciamiento de genes claves relacionados con el cancer que actualmente esta
siendo descrito en tumores de vejiga. Estos cambios de metilacion tienen un importante
papel reconocido en la tumorigénesis y en la progresidn neoplasica, debido a que afecta
a importantes vias moleculares que participan en estos procesos. La deteccion de estas
alteraciones puede orientar en la deteccion y seguimiento de la evolucion clinica de los
pacientes con esta neoplasia. Los perfiles de metilacion detectados en muestras de tejido
pueden permitir no sélo la estratificacion del tumor, sino también predecir el pronostico
de la evolucion clinica empleando la recidiva, progresion, supervivencia cancer
especifica y global como objetivos finales. El contacto directo de la orina con los
tumores de vejiga permite la evaluacion no invasiva de la metilacion, pudiendo ayudar
en el diagnbstico precoz de la enfermedad, el seguimiento y la evaluacién del riesgo de

desarrollar la enfermedad en un futuro cercano. Sin embargo, la caracterizacion
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epigendmica del cancer de vejiga no ha hecho mas que empezar. Los estudios sobre los
perfiles de metilacion permitirdn un mejor conocimiento de su biologia e identificaran

los perfiles que guarden mejor correlacion con el comportamiento clinico.

3. GENES SELECCIONADOS

3.1. TP73 (p73): tumor protein p73

Funcion. Este gen codifica un miembro de la familia p53, siendo un factor de
transcripcion involucrado en el desarrollo celular y en la respuesta al estrés. Al igual

que a p53, se le atribuye una actividad antiproliferativa y pro-apoptética**>**2,

Metilacion en cancer de vejiga. Se trata de un gen escasamente estudiado. Su
frecuencia de metilacion en muestras de tejido tumoral ha sido escasa, oscilando entre
un 0*** y un 6.45 %%’ en series globales. No obstante, al analizar distintos subgrupos de
TNMI, se ve que varfa desde un 11.1% en TaBG®’ a un 37.4% en T1G3%®. Ademés se
ha relacionado con una buena respuesta de los tumores uroteliales no musculo-invasivos
de alto grado a la terapia endovesical con BCG, ya que se ha relacionado con una

progresion mas tardia respecto a aquellos pacientes que no lo presentan metilado®.

Metilacién en otros tumores. Se ha encontrado metilado en linfomas

asociandose a una menor supervivencia'®.

3.2. MSH6 (GTBP, HSAP, HNPCC5): mutS homolog 6

Funcion. La proteina que codifica este gen forma parte de un complejo de
reconocimiento necesario para el intercambio de ADP y ATP, con un papel en la

reparacion del ADN’.

Metilacion en cancer de vejiga. Se ha observado que hasta un 30% de las
muestras de tejido de tumores de vejiga lo pueden presentar metilado®”. Dentro de los
TNMI existen estudios que han publicado una frecuencia de metilacion de

87,116
G

aproximadamente un 30% para TaBG®’, muy baja para los T1B , pero que puede
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variar de entre un 25%” y un 80% en T1G3. Por otra parte, se ha asociado a tumores
grandes® y con un papel predictivo de respuesta a BCG, ya que su metilacion puede
estar relacionada con un mayor tiempo hasta la progresion en los T1G3 tratados con

inmunoterapia®®.

Metilacién en otros tumores. Se ha observado en neoplasias de mama, no

observéandose esta alteracion en muestras de tejido sano*!’.

3.3. VHL (RCA1, VHL1, pVHL y HRCAL): gen supresor de tumores von
Hippel-Lindau

Funcion. Codifica una proteina implicada en la degradacion del factor inducible
por hipoxia (HIF), que es un factor de transcripcion con un importante papel en la
regulacion de la expresion del gen mediada por oxigeno. Forma un complejo
trimolecular estable con dos subunidades de trascripcion (Elongin SIII) necesario para

inhibir el proceso de replicacion de la RNA polimerasa Il.

Metilacion en cancer de vejiga. Se ha observado una frecuencia de metilacion en
muestras de tumor que oscila entre el 4° y el 13%%. Dentro de los TNMI, se ha
observado mas frecuentemente metilado entre los tumores TaG1 (hasta un 44.4%)% que
en T1G3 (0-22.2%)%#"11% En |os estudios realizados en tejido sano no se ha observado
esta alteracion epigenética’™®. Se ha descrito asociacion con bajo grado al estudiar
muestras de tumores®’, ademés de con un tamafio mayor en el subgrupo de T1AG®.
Ademas, se ha observado una mayor metilacion en muestras de tejido de tumores

recidivantes que en primarios**.

Metilacion en otros tumores. ES un gen que se encuentra intimamente

7,94

relacionado con procesos neoplasicos de rifion™™ observandose metilado en lineas

celulares tumorales renales**®.

3.4. RARB (HAP, RRB2, NR1B2 y MGC97363): receptor del acido retinoico
beta

Funcion. Este gen codifica al receptor beta del acido retinoico, miembro de la

superfamilia de reguladores nucleares de transcripcion de receptores de hormonas
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tiroideas y esteroideas. Este receptor se localiza en el citoplasma y en los
compartimentos subnucleares. Se une el &cido retinoico, forma biolégicamente activa de
la vitamina A, que regula la sefializacion celular en la embriogénesis, el crecimiento y la
diferenciacion celular. Por tanto, presenta una actividad supresora de tumor debido a su
efecto antiproliferativo e inductor de apoptosis, estando también implicado en la
diferenciacion celular’" %%,

Metilacién en cancer de vejiga. Esta frecuentemente metilado en tumores del
tracto urinario superior”’. En series globales de tejido, se han visto frecuencias de
metilacion distintas, desde un 2.1" a un 93%°, mientras que dentro del subgrupo de
10,87 y el

30-55% en T1%"%, También se han realizado analisis en muestras de tejido sano, en

TNMI las variaciones son menores, oscilando entre el 20-30% en tumores Ta

general en grupos con un limitado nimero de casos, presentando una metilacion del
0"%8.50%°. Cuando se estudia en orina ha demostrado tener una buena sensibilidad y
especificidad para el diagnéstico®®. Se ha asociado a tumores de alto grado’®®, de

129297y dentro de los tumores de alto grado, con un tamafio mayor®®.

estadios mas altos
En cuanto a la relacion con factores prondsticos, se ha descrito un menor riesgo de
progresién® y una mayor supervivencia en tumores T1%’. Cabe destacar que la
hipermetilacion de este gen se ha asociado a una mayor incidencia de tumores del tracto
urinario superior sincrénicos, una mayor afectacién ganglionar™ y, cuando se observa
en muestras de Cis, a una mayor progresion y muerte®. Por otra parte, se han observado

metilaciones asociadas del RABB con hipermetilacion del p16, DAPK y RASSF1A™.

Metilacion en otros tumores. Ha sido identificada en carcinomas hepatocelulares

en relacién a hepatitis B, cancer de mama®, de prostata'*®

y en tejido tumoral
pulmonar®. También se ha observado en tejido adyacente aparentemente sano®, por lo
que se considera que puede relacionarse con cambios premalignos. También se ha

asociado a otras neoplasias como la de cérvix'®.

3.5. ESR1 (ER, ESR, Era, ESRA, NR3A1 y KFZp686N23123)

Funcion. Este gen codifica el receptor de estrdgeno tipo 1, el cual actia como

factor de transcripcion, y esta implicado en la diferenciacion celular’’. Esta compuesto
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de varios dominios importantes para la union hormonal, la union al ADN vy la activacion

de la transcripcién y se localiza en el ndcleo.

Metilacién en cancer de vejiga. Existen escasos datos sobre su metilacién en el
tumor vesical, con una frecuencia de metilacién de un 16% en series globales®’, similar
a la obtenida en muestras de tumores Ta (10%)%" y T1 (11%)®". Por otra parte, se ha
observado una posible asociacién con un mayor tiempo libre hasta la progresion en
tumores T1G3 tratados con BCG, por lo que podria tener un papel en la prediccién de

respuesta a tratamiento®.

Metilaciébn en otros tumores. Se ha descrito en neoplasias de origen
ginecoldgico, habiéndose encontrado asociacion a mayor progresion en el cancer de

mama masculino*’ y con un mayor crecimiento en el fibroadenoma gigante*%.

3.6. CDKN2A (ARF, MLM, P14, P16, P19, CMM2, INK4, MTS1, TP16,
CDK4l, CDKN2, INK4A, MTS-1, P14ARF, P19ARF, P16INK4, P16INK4A y
P16-INK4A): inhibidor 2A ciclin-kinasa dependiente

Funcion. Codifica el INK4A (también denominado pl6) y el ARF (conocido
como pl4). Se trata de un gen que inhibe las quinasas dependientes de ciclina 4y 6 e
interactia con la ciclina D1, estimulando la progresion del ciclo celular de la fase G1 a
§779012L por tanto, es considerado un gen supresor de tumores cuya inactivacion tiene

un importante papel en la carcinogénesis™.

Metilacion en cancer de vejiga. Su frecuencia de metilacién en series que
incluyen tumores musculo-invasivos es variable, desde un 0%” a un 94%*%. En lineas
generales, se ha asociado a tumores con un perfil de agresividad mayor (de estadio mas
alto®, més grandes®® y con mayor tendencia a recidivar®™ y progresar””®. En orina de
pacientes con tumor de vejiga, ha demostrado tener una buena sensibilidad y

especificidad para el diagnéstico™.

Metilacion en otros tumores. Se ha observado metilado en gran cantidad de
tumores como el de mama, piel, pulmén o del tracto gastorintestinal, asociandose en

general a una supervivencia menor®>'%*%,
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3.7. PAX5A (BSAP): paired box 5

Funcién. La familia de genes PAX se compone de un conjunto de factores de
transcripcion implicados en la regulacion del desarrollo celular temprano
(embriogénesis) por lo que la alteracion en su expresion se cree que contribuye a la
transformacion neoplésica. En concreto, el PAX5 esta implicado en el control del ciclo

celular, modulando la apoptosis a través de la via p53% 7887124

Metilacién en cancer de vejiga. El estudio de su posible implicacién en la
carcinogénesis de vejiga es muy limitado. Se ha observado una frecuencia global de
metilacion de casi un 13%®, siendo muy baja en tumores no mésculo invasivos de bajo
grado®”. No se han obtenido asociaciones con ninglin factor clinico-patolégico del

tumor ni con la evolucion de la enfermedad®®’.

Metilacion en otros tumores. Se ha observado hipermetilado en muestras de
tumor de mama, siendo infrecuente este evento en tejido sano'’ y también se ha

relacionado con la hepatocarcinogénesis™*.

3.8. PTEN (BZS, DEC, GLM2, MHAM, TEP1 ,MMAC1, PTEN1, 10g23del y
MGC11227): phosphatase and tensin homolog

Funcion. La proteina que codifica es una fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato-3-
fosfatasa. A diferencia de la mayoria de las fosfatasas de la proteina tirosina, ésta
desfosforila, sobre todo, sustratos fosfoinositidos, regulando negativamente los niveles
intracelulares de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, por lo que funciona como un gen
supresor de tumores a través de la regulacion negativa de la via de sefializacion
AKT/PI3K/mTOR",

Metilacion en cancer de vejiga. Se ha discutido su papel en el tumor vesical, al
encontrarse frecuencias de metilacion muy bajas que no superan el 7% en tumores no
musculo-invasivos'?®. Sin embargo, series recientes han encontrado una asociacién con
tumores de alto grado en muestras de orina®” y con un tamafio méas grande en muestras
de tejido dentro del subgrupo de TIAG®.
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Metilacidn en otros tumores. Se trata de un gen que se ha observado metilado en
algunos tumores como el glioma infantil (50% de los tumores grado | y précticamente

todos los grado 11)**7,

3.9. MGMT: O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

Funcion. Es un gen relacionado con TP53 en su papel en la reparacion del ADN,
habiéndose observado que protege a las células del efecto carcinogenético de maltiples

sustancias, como los agentes alquilantes’”.

Metilacién en cancer de vejiga. Distintos autores han descrito que este evento
epigenético es relativamente infrecuente en el tejido tumoral*®*?8"%118 Sin embargo,
en un andlisis en muestras de orina de pacientes se ha observado hipermetilado en un

50% de los casos’. En general, no se han encontrado asociaciones con caracteristicas

7,10,12,97

clinico-patoldgicas , aungue existen estudios que relacionan su metilacion con

87 an orina.

d9,10,12,116.

pacientes jovenes'?® y con el grado®’ en muestras de tumor y con el estadio

No se ha asociado con recidiva, progresion ni supervivencia de la enfermeda

Metilacion en otros tumores. Se ha observado que su promotor esta

7799118 oo el linfoma, cancer

frecuentemente metilado en maltiples tumores primarios
de colon, pulmén, mama, cabeza y cuello y cerebrales'*®**#'?° Tumores que presentan
una inactivacion transcripcional del gen habitualmente presentan también mutaciones

de k-ras, por lo que se piensa que su hipermetilacién puede favorecerlas® ',

3.10. PAX6 (AN, AN2, MGDA, WAGR, D11S812E y MGC17209): paired box 6

Funcion. Se considera un gen implicado en el control del ciclo celular y se ha
visto implicado en diversas funciones como la diferenciacion estromal, la proliferacion
celular y la apoptosis’"#¢87129130131 "ge expresa en el sistema nervioso y ocular en

desarrollo y es necesaria para la correcta funcién endocrina del pancreas'®.

Metilacion en cancer de vejiga. Ha sido identificada en tumores y lesiones
premalignas’®**®!. Se ha descrito una frecuencia de metilacién global entre un 0°” y un
23%"%, aunque en una serie de 91 T1G3 se elevd a un 67%%®. Se ha asociado a un

menor tiempo libre de enfermedad en TNMI de alto grado®.
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Metilacidn en otros tumores. Al igual que el PAXS5, se ha observado metilado en

muestras de tumor de mama, pero es infrecuente en tejido sano™"’.

3.11. WT1 (GUD, AWT1, WAGR, WT33, NPHS4, WIT-2 y EWS-WT1): tumor
de Wilms 1

Funcion. Este gen codifica un factor de transcripcion con un papel esencial en el
desarrollo normal del sistema urogenital. Se han descrito multiples variantes y se

considera que presenta una funcién miscelanea.

Metilacién en cancer de vejiga. Se trata de un gen escasamente estudiado en esta
enfermedad, cuya frecuencia de metilacion oscila entre un 38.7% en series con tumores
de todos los estadios y grados®” y un 75% en T1G3%¢, siendo en torno al 33% en TaBG®’
y al 60% en T1BG®. Se ha asociado al estadio T1%" y en los tumores de alto grado a
multifocalidad®.

Metilacion en otros tumores. Se ha estudiado su implicacion en la
carcinogénesis de diversos tumores, como el céancer ductal de mama'’ o el

fibroadenoma gigante'®

, asociandose en este ultimo a un mayor crecimiento del tumor.
También se ha observado como un posible factor pronostico en otros tumores como el

adenocarcinoma de ovario de célula pequefia’®.

3.12. CD44 (IN, LHR, MC56, MDU2, MDU3, MIC4, Pgpl, CDW44, CSPGS,
HCELL, HUTCH-I, ECMR-1Il y MGC10468): CD44 molecule (Indian blood

group)

Funcion. La proteina codificada por este gen es una glicoproteina de superficie
celular implicada en interacciones célula-célula, adhesién celular y migracion’.
Igualmente se trata de un receptor para el cido hialurdnico y también puede interactuar
con otros ligandos, como la osteopontina, colageno y metaloproteinasas de matriz. Esta
proteina participa en una amplia variedad de funciones celulares, incluyendo Ila

activacion de linfocitos, hematopoyesis y la metastasis tumoral.

Metilacion en cancer de vejiga. Son limitadas las publicaciones acerca de su

posible implicacion en la carcinogénesis vesical, con una escasa frecuencia en las series
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globales (<10%)®’, aunque dentro de los TNMI es mayor en los T1 (22%) que en los Ta
(0%)®". No se han obtenido asociaciones con ningtn factor clinico-patolégico del tumor
ni con la evolucién del mismo®*#’,

Metilacidn en otros tumores. Junto con otros genes se ha observado alterado en
el fibroadenoma gigante de mama, relaciondndose con un mayor crecimiento del

tumor*?°.

3.13. GSTP1 (PI, DFN7, GST3, GSTP y FAEES3): glutathione S-transferase pi 1

Funcién. Glutation S transferasa constituye una familia de enzimas que juegan
un papel importante en la desintoxicacion por catalizacion de muchos compuestos
hidrofébicos y electrofilicos™**

ADN77,122

. El GSTP1 estd implicado en la reparacion del

Metilacion en cancer de vejiga. Se encuentra frecuentemente metilado en cancer

9,12,77,86,87,90,97,

de vejiga 116122129 frente a frecuencias bajas (0-12%) en muestras de tejido

normal®®**® o en orina de personas sanas®®. No se han observado asociaciones con

12,98,129
H

factores clinico-patoldgicos en estudios realizados en muestras de tumor ni

tampoco se ha encontrado relacién con ningtin pardmetro de peor pronéstico***®.

Metilacién en otros tumores. Su metilacibn es caracteristica de tumores

relacionados con esteroides como son los de mama, higado y préstata®*!/ 118133134 y,

también se ha observado en colon y rifign” 116118,

3.14. ATM (AT1, ATA, ATC, ATD, ATE, ATDC, TEL1, TELO1, MGC74674 y
DKFZp781A0353): ataxia telangiectasia mutated

Funcion. Acttia como regulador de una amplia variedad de proteinas, incluyendo
las proteinas supresoras de tumor p53 y BRCAL, una kinasa de control CHK2, proteinas
de control Rad17 y Rad9 y proteinas de reparacion del ADN. Controla distintas vias de
sefalizacién del ciclo celular, necesarias para la respuesta celular al dafio del ADN y

para la estabilizacion del genoma’’*®.

Metilacion en cancer de vejiga. El estudio de su posible papel en el desarrollo
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del cancer vesical es muy limitado®’. En T1G3 se ha observado una frecuencia de
metilacién més elevada (40%) que en el resto de subgrupos de TNMI®®®’  habiéndose

encontrado una asociacion en ese tipo de tumores con multifocalidad®.

Metilacién en otros tumores. Son escasos los estudios sobre la implicacién de
su metilacion en procesos tumorales, pero se ha observado que podria utilizarse como
marcador de riesgo de cancer de mama en muestras de sangre periférica*® y que se

asocia a un peor pronéstico y menor supervivencia en el carcinoma cervical invasivo®®'.

3.15. IGSF4 (CADM1, BL2, ST17, IGSF4, NECL2, RAL75, TSLC1, IGSF4A,
Necl-2, SYNCAM, sgIGSF, sTSLC-1, synCAM1, MGC51880, MGC149785 y
DKFZp686F1789)

Funcion. Presenta un papel en la adhesion celular, que se ha podido demostrar en
las células de Sertoli y en los mastocitos, por lo que se ha caracterizado como un gen

supresor de tumores.

Metilacion en cancer de vejiga. Son escasas las publicaciones sobre su posible
implicacién en la carcinogénesis vesical, con una frecuencia de metilacion en el grupo
global de tumores y en los distintos subgrupos de los no musculo-invasivos que oscila
entre un 25-40% en todos ellos®*®”. No se han obtenido asociaciones con ningtn factor
clinico-patolégico ni con la evolucion®®*®’.

Metilacion en otros tumores. Su silenciacion por pérdida alélica o por metilacion

del promotor se ha relacionado con el cancer de pulmdn no célula-pequefa.

3.16. CHFR (RNF116, RNF196, FLJ10796 y FLJ33629: checkpoint with

forkhead and ring finger domains or E3 ubiquitin protein ligase

Funcion. Se trata de un gen que, en respuesta al estrés, produce un retraso de la
entrada de las células en metafase, inhibiendo la separacion del centrosoma. Tiene
multiples funciones de control del ciclo celular, aunque no parece relacionado con la via
p5377,138_

Metilacion en cancer de vejiga. Este gen ha sido escasamente estudiado,
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habiéndose descrito frecuencia de metilacién baja®’. No se han encontrado asociaciones
86,87

con factores clinico-patolégico del tumor ni con la evolucién del mismo
Metilacién en otros tumores. Se ha descrito metilado en varios tumores como el
hepatocarcinoma, asociandose con una mayor progresion*®, el cancer de colon™ y el

140

de pulmon no célula pequefia™™, relaciondndose en ambos con recidiva y supervivencia.

3.17. BRCA2 (FAD, FACD, FAD1, GLM3, BRCC2, FANCB, FANCD, PNCA2,
FANCD1 y BROVCAZ2): breast cancer 2, early onset

Funcion. Junto con el BRCA1 estd implicado en el mantenimiento de la
estabilidad del genoma y en la reparacion de la doble cadena del ADN". Se considera

un gen supresor de tumores mediante mecanismos de reparacion del ADN.

Metilacion en cancer de vejiga. Los estudios de BRCA2 en cancer vesical son

limitados, habiéndose descrito una baja frecuencia de metilacion®®®’

, siendo ligeramente
superior en el subgrupo de T1G3 (18%). Dentro de estos, se ha asociado a tumores de

mayor tamafio®®.

Metilacion en otros tumores. Se ha observado metilado en cancer de mama*'’.

3.18. RB1 (RB, pRb, OSRC, pp110 y p105-Rb): gen del retinoblastoma

Funcion. El gen supresor del retinoblastoma da lugar a una fosfoproteina nuclear
(pRb) que actua inhibiendo la progresion del ciclo celular a nivel G1-S vy estabilizando
la heterocromatina constitutiva para mantener la estructura cromosémica*****2. Es un
regulador crucial del ciclo celular cuya actividad esta regulada por la via
CDKN2A/CCND1',

Metilacion en cancer de vejiga. En general, no se ha observado metilacion CpG

o su frecuencia ha sido muy baja’®®"%*

, aunque es mas elevada en tumores invasivos de
alto grado’®®®. Se ha observado asociacién con el grado, el estadio T1 y el sexo
masculino’® y dentro de las neoplasias T1G3 se ha asociado a multifocalidad y a un

mayor tiempo hasta la progresion®®.

Metilacion en otros tumores. Su alteracién por metilacién ha sido observada
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también en el sarcoma osteogénico’’ y se ha presentado como un marcador de evolucién

para otros tumores como el glioma difuso de bajo grado™*.

3.19. THBS1 (TSP, THBS, TSP1, TSP-1y THBS-1): thrombospondin 1

Funcién. Codifica una subunidad de una proteina homotrimérica ligada a
disulfuro que participa en mdaltiples procesos bioldgicos incluyendo angiogénesis,
apoptosis y activacion de la via de sefializacion de TGF-Bl. Se trata de una
glicoproteina de adhesion que media la union célula-célula y la interaccion célula-
matriz y se puede enlazar al fibrin6geno, fibronectina, laminina, colageno tipo V y
alpha-V/beta-1 integrinas™*,

Metilacion en cancer de vejiga. La frecuencia de metilacion en el grupo global
de tumores vesicales oscila alrededor al 35%°%’, siendo menor en tumores Ta (20%) que
en T1 (44%) y T2 (41%)®". Por otra parte, dentro de los T1G3 tratados con BCG, se ha

asociado a un menor riesgo de progresion®.

Metilacion en otros tumores. Se ha observado metilado en tumores como el
melanoma, en el que se ha confirmado el efecto de este evento sobre la expresion del

gen o, lo que es lo mismo, su silenciamiento, determinando los niveles proteicos®.

3.20. PYCARD (ASC, TMS, TMS1, CARD5, TMS-1 y MGC10332): PYD and

CARD domain containing

Funcion. Este gen codifica una proteina adaptadora que se compone de dos
dominios de interaccién proteina-proteina: un dominio N-terminal pirina-PAAD-
DAPIN (PYD) y un dominio C-terminal de reclutamiento de las caspasas (CARD). Los
dominios de PYD y CARD son miembros de una superfamilia que media en las
complejas vias de sefializacion en inflamacion, a traves de NFk g (Factor nuclear kappa
B) %17 y apoptosis a través de la activacion de caspasa’’*?. En las células normales,
esta proteina se localiza en el citoplasma, sin embargo, en las células en apoptosis,
adopta una forma de agregados circulares cerca de la periferia del nicleo. Se cree un

gen necesario para que p53 lleve a cabo su funcion*®,

Metilacion en cancer de vejiga. Se trata de un gen escasamente estudiado en
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887 con frecuencias de metilacion en general bajas®’. No obstante, en T1G3

vejiga
tratados con inmunoterapia adjuvante se ha asociado a tumores multiples y a una

tendencia a menor progresion del tumor®.

Enfermedades relacionadas. Se ha estudiado la implicacién de su metilacion en
la carcinogénesis de varios tumores como el de mama*. Se ha observado también
metilado en el neuroblastoma™® y en el cancer géstrico, en el que ademas se le ha

relacionado un papel predictor de respuesta a quimioterapia®.

3.21. CDH13 (CDHH y P105): cadherina 13, H-cadherina (heart)

Funcion. Este gen codifica un miembro de la superfamilia de las cadherinas. La
proteina codificada se localiza en la superficie de la membrana celular y carece del
caracteristico dominio citoplasmico de otras cadherinas. Actta como regulador negativo
de crecimiento de los axones durante la diferenciacion neuronal, protege a las células
endoteliales vasculares de la apoptosis debida al estrés oxidativo y se asocia con
resistencia a la aterosclerosis. Esta implicada en la adhesion celular y en la inhibicién
del crecimiento celular por contacto, mecanismos por lo que actla como gen supresor

de tumores®®?.

Estudios de metilacion en cancer de vejiga. Se ha observado metilacion de este

887 suero™ y orina® asociandose, en general, a un grado

gen en muestras de tumor
mayor, a invasion del masculo detrusor, a tumores grandes, con afectacioén ganglionar y
con un mayor riesgo de recidiva y muerte cancer especifica™*?. En el subgrupo de
tumores TLAG también se ha asociado con multifocalidad®®. Ademas, se ha visto que la
determinacion en suero podria representar un importante biomarcador de malignidad y
un predictor independiente de respuesta a tratamiento'. Por su parte, la deteccién en
orina ha demostrado tener una alta sensibilidad y especificidad para el diagnéstico .
Se ha observado que la introduccion de CDH13 en células tumorales puede disminuir el

fenotipo invasor y la proliferacion®.

Metilacion en otros tumores. Se ha descrito en multiples neoplasias como las de

pulmén y mama*?*.
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3.22. TP53 (P53, LFS1, TRP53 y FLJ92943): tumor protein p53

Funcién. Este gen codifica la proteina p53, que responde al estrés y regula
distintos genes que inducen la detencion del ciclo celular, apoptosis, senescencia y
reparacion del ADN regulando también el metabolismo celular™.

Metilacién en cancer de vejiga. Se ha encontrado metilado entre un 12%7-25%'%
de las muestras de tumores en las series globales que incluyen tumores musculo
invasivos, observandose una metilacion mayor en Ta (20%) que en T1 (11%) y T2
(8%)%. En lo que se refiere a asociaciones con factores clinico-patolégicos Ginicamente
se ha observado asociacién con el tamafio en el subgrupo de tumores T1G3%¢. Sin
embargo, no se ha demostrado un claro papel de su silenciamiento en la evolucion de
estos tumores™, aunque si se ha observado una mayor frecuencia de mutaciones,

principal alteracion conocida de este gen, en areas metiladas'*”.

Metilacion en otros tumores. Se trata del gen mas frecuentemente mutado en los
canceres humanos, sin embargo, raramente se encuentra metilado en los procesos

neoplésicos™.

3.23. BRCAL1 (IRIS, PSCP, BRCAI, BRCC1, PNCA4, RNF53, BROVCAL y
PPP1R53): breast cancer 1, early oncet

Funcion. Este gen codifica una fosfoproteina nuclear que desempefia un papel en
el mantenimiento de la estabilidad genémica y en la reparacién del ADN’’ por lo que
actGa como supresor tumoral. La proteina codificada se combina con otros supresores
de tumores (sensores de dafio en el ADN) y con transductores de sefiales para formar un
gran complejo proteico conocido como el complejo BRCAL, asociado a la vigilancia del
genoma. Esta proteina desempefia asi un papel en la transcripcion y reparacion de las

roturas en la doble cadena de ADN.

Metilacion en cancer de vejiga. Son varios los estudios sobre su metilacion en
esta enfermedad®®’#9%  Se trata de un gen que se ha encontrado frecuentemente
metilado tanto en TNMI (70-90%)%®®"  como en musculo-invasivos®’. Por otro lado, se
ha descrito también una alta especificidad en orina®”. Sin embargo, Gnicamente se ha

asociado, en muestras de tejido, con el bajo grado®’.
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Metilacion en otros tumores. Se ha observado metilado en tumores de mama®'’.

Ademas, se ha visto que implica una menor supervivencia en el cancer de cérvix*®.

3.24. STK1 (PJS, LKB1 y hLKB1): serine/threonine kinase 11

Funcion. Este gen codifica un miembro de la familia serina/treonina quinasa,
implicada en la homeostasis celular, y regula la polaridad celular. Se considera que
ejerce su papel como supresor tumoral mediante el control de mecanismos de invasion y

metabolismo celular®®®.

Metilacién en cancer de vejiga. Ha sido escasamente estudiada en vejiga, con
frecuencias practicamente nulas®’, excepto en una serie de T1G3 en la que estaba
metilado en el 72.5% de los casos®™. No se ha observado asociacién con variables
clinico-patolégicas ni con la evolucién del tumor®®®’.

Metilacion en otros tumores. Se ha relacionado con la carcinogénesis del tumor
de pulmdn. Ademaés, su inactivacion juega un importante papel en la transicion de
formas premalignas a neoplasicas debido a la interaccion estroma/epitelio y al aumento

de la invasividad®®®.

3.25. GATADS (bB379024.1): GATA binding protein 5

Funcion. Implicado en la diferenciacion celular. La proteina codificada por este
gen es un factor de transcripcion que se une al factor nuclear-1 alfa (HNF-1 alfa) de los
hepatocitos. Esta interaccion es esencial para la activacion del promotor de la hidrolasa

intestinal de lactasa-florizina.

Metilacion en cancer de vejiga. Se trata de un gen escasamente estudiado en
cancer de vejiga. Su frecuencia de metilacion en series que incluyen tumores musculo
invasivos es de aproximadamente el 25%°’. Cuando se desglosan los distintos
subgrupos se observa, aproximadamente, un 20% en Ta, un 33% en T1 y un 25% en
T2%. En T1G3 puede llegar, en algunas series, a un 72% y en ellos se ha asociado a
multifocalidad, a un mayor tiempo libre de progresién y a una mayor supervivencia

cancer especifica®®.
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Metilacién en otros tumores. Se ha observado metilado en neoplasias de
mama''’ y también en tumores de células claras renales, donde se ha observado que este
evento se asocia a metastasis y a una menor supervivencia libre de progresion por lo que

podria servir como biomarcador pronéstico®’.

3.4. Tabla Resumen de las Vias de Actuacion de cada uno de los Genes

A continuacion se presentan los genes asociados a su principal mecanismo de

actuacion [Tabla 8].

MECANISMOS DE
ACCION

GEN

TP73 Apoptosis
MSH6 Reparacion del ADN
VHL Ciclo celular
RARB Diferenciacion. Apoptosis
ESR1 Diferenciacion celular
CDKN2A Ciclo celular
PAX5A Ciclo celular. Apoptosis
PTEN Apoptosis
MGMT Reparacion del ADN
PAX6 Ciclo celular. Apoptosis
WT1 Ciclo celular
CD44 Invasion
GSTP1 Reparacion del ADN
ATM Reparacion del ADN
GSF4 Invasion
CHFR Ciclo celular
BRCA2 Reparacion del ADN
RB1 Ciclo celular
THBS1 Invasion. Apoptosis
PYCARD Apoptosis
CDH13 Invasion

Ciclo celular. Apoptosis.
U Reparacion del ADN.
BRCAL Reparacion del ADN
STK11 Invasion
GATAbL Diferenciacion celular

Tabla 8. Mecanismo de accién de cada uno de los
genes. Informacién tomada de la base de genes de
pubmed™®y de genecards**®
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Hipdtesis

El estudio se plantea en base a resultados previos en los que se ha observado que
un panel de genes supresores tumorales presenta un patron de metilacion diferente en el
urotelio normal con respecto al carcinoma transicional de vejiga®” y que aporta un valor
pronostico y predictivo de respuesta a BCG cuando se evalUa en pacientes T1 de alto
grado®®.

Nuestra hipdtesis ha consistido en asumir que si el estado de metilacion de dicho
panel puede ya discriminar iniciacion y progresion tumoral, quiza podria diferenciar los
tres principales subgrupos de enfermedad no musculo invasiva desde el punto de vista
biologico y clinico (Ta de bajo grado, T1 de bajo grado y T1 de alto grado). La
confirmacion de esta hipdtesis permitiria no solo contribuir a la caracterizacion
biologica de esta alteracion epigenética en la enfermedad no musculo invasiva sino
mejorar la estratificacion de estos subgrupos desde el punto de vista histopatolégico y

clinico.
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Objetivos

El objetivo global de este estudio ha sido evaluar si el perfil de metilacion de un
panel de 25 genes supresores de tumor puede clasificar, desde un punto de vista
bioldgico, los distintos subgrupos de tumores no musculos invasivos (Ta de bajo grado,
T1 de bajo grado, T1 de alto grado). Para llegar a este objetivo principal se

establecieron tres objetivos secundarios:

1. Examinar el estado de metilacion de dichos genes en una serie de

neoplasias primarias vesicales no masculo invasivas (Ta/T1)

2. Valorar la asociacion de los perfiles de metilacion con factores clinico-
patologicos (estadio, grado, presencia de Cis, tamafio tumoral,

multifocalidad, edad y sexo)

3. Evaluar si los perfiles de metilacion de un panel de genes permiten
predecir la evolucién clinica de los pacientes con tumores no musculo
invasivos, de manera conjunta y por subgrupos, en relacion a recidiva,

progresion y supervivencia cancer especifica.
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Material y Métodos

1. PACIENTES

En nuestro estudio se incluyeron inicialmente 345 pacientes con carcinoma
primario de células transicionales de vejiga (CCT) no musculo-invasivo que habian sido
tratados en el Servicio de Urologia del Hospital Universitario Central de Asturias
(HUCA) de Oviedo y en el Servicio de Urologia del Hospital Fundacién de Jove de
Gijon, entre los afios 1989 y 2009.

1.1. Criterios de Seleccion de los Casos a Estudio

Se realizé una division en grupos segun el estadio (Ta/T1) y el grado del tumor
(BG/AG). De este modo, subdividimos nuestro estudio en tres grupos: Ta de bajo grado
(TaBG), T1 de bajo grado (T1BG) y T1 de alto grado (T1AG).

Finalmente se seleccionaron 251 casos, excluyéndose aquellos que:

¢ No tenian historia clinica completa (n=45)

e No presentaban suficiente material del tumor primario en el bloque de
parafina (n =49)

e Algunos pacientes se perdieron durante el estudio (n=5), pero finalmente se

incluyeron en el analisis dado el largo periodo de seguimiento

1.2. Estudio Clinico de los Pacientes

Los datos fueron extraidos de la base de pacientes con tumor vesical de la
consulta Uro-Oncoldgica de los Servicio de Urologia del HUCA (n=299) y del Hospital
Fundacion de Jove (n=46). Se recogieron aquellos que habian sido intervenidos entre
los afios 1989 y 2009 dado que se buscaba tener una serie seleccionada, con subgrupos
homogéneos, que presentasen una historia completa y que hubiesen finalizado el

tratamiento adyuvante en caso de que lo hubiesen necesitado (T1BG y T1AG). Se
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obtuvo el bloque de parafina con mayor representacion de tumor, excluyéndose los que

no presentaban muestra tumoral suficiente.

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes seleccionados para el estudio y
se recogieron los datos seglin un protocolo establecido previamente. Sélo se incluyeron

aquellos que tenian la siguiente informacion completa:

e Filiacion del paciente

e Sexo

e Hospital de origen

e Numero de historia

e Numero de biopsia asignado en el servicio de Anatomia Patoldgica

e Fecha de nacimiento

e Habito tabaquico

e Antecedentes personales de interés (diagndstico de otros tumores, patologia
cardiopulmonar asociada, insuficiencia renal o hepatica, enfermedades
metabolicas)

e Fecha de diagnostico

e Edad al diagndstico

e Motivo de diagndstico

e Presencia de citologias previas

e Biopsias Multiples Normalizadas (BMNSs) y nimero asignado en Anatomia
Patoldgica

e NuUmero de tumores

e Tamafio del tumor o de la masa tumoral en caso de multifocalidad

e Localizacion del tumor

e Aspecto del tumor (s6lido, plano o papilar)

e Afectacion del tracto urinario superior y lado afecto

e Grado de invasion local segun la clasificacion TNM de 2009 [Tabla 1]

e Grado de diferenciacion tumoral. Se utilizo la clasificacion de 2004 de la
OMS. Debido a que existian muestras de tumor previas a esta fecha cuya

division estaba basada en la clasificacion de la OMS de 1973, se realiz6 una
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reevaluacion de todos los tumores G2, reclasificandolos como bajo o alto
grado [Tabla 2]

Presencia de Cis asociado

Tratamiento del tumor primario

Tratamiento adyuvante y dosis del mismo

Tratamiento de mantenimiento

Tiempo, en meses, hasta la 12 recidiva

Progresion a tumor masculo-invasor en primera recidiva

Localizacion, tamafio y tratamiento de la 12 recidiva

Estadio y grado tumoral de la 12 recidiva

Tiempo, en meses, hasta 22 recidiva

Localizacion, tamafio y tratamiento de la 22 recidiva

Estadio y grado tumoral de la 22 recidiva

Existencia de mas recidivas, cuantas y numero total

Tiempo, en meses, hasta Gltima recidiva

Progresion a tumor musculo-invasor a lo largo del seguimiento
Tiempo, en meses, hasta la progresion desde el diagndstico inicial
Tratamiento de la progresion

Estadio tumoral (T, N, M) de la progresion

Estado actual y tiempo de seguimiento total desde el diagnostico inicial
Se realizaron actualizaciones de la base de datos durante el tiempo que duro

el procesado y analisis de las muestras

1.3. Estudio Histolégico

El grupo estudiado consistié en 251 muestras de tumores primarios recogidas de

pacientes sometidos a cirugia endoscopica y que habian sido incluidas en parafina para

su estudio histoldgico habitual. Fueron obtenidas de forma andnima y tratadas siguiendo

las normas legales y éticas exigidas para muestras de origen humano.

La modalidad de reseccion se realizé en funcion del tamafo de la lesion de

acuerdo con las lineas guia del cancer vesical. Los tumores pequefios (menores de 1cm)

se resecaron habitualmente en blogque, de modo que la pieza contenia el tumor completo
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mas una parte de la pared de la vejiga subyacente. Los tumores mas grandes se

resecaron en fracciones, por un lado la parte exofitica, por otra la pared de la vejiga

subyacente a la lesion que contenia masculo detrusor y por Gltimo los bordes de la zona

de reseccion, intentando evitar la cauterizacion para evitar la destruccion del tejido.

Se revisaron los informes anatomo-patologicos y las hojas de quiréfano

recogiendo de forma protocolizada los datos macro y microscépicos del tumor:

e Datos macroscopicos:

o

o

Numero de tumores

Tamafio del tumor o de la masa tumoral (si se trata de un tumor
multifocal)

Aspecto (papilar o sélido)

Localizacion (Trigono, cara posterior, cara lateral derecha, cara
lateral izquierda, cupula, cara anterior, cuello, uretra prostatica,

multiples)

e Datos microscopicos:

©)

Tipo histologico del tumor, diferenciando entre carcinoma urotelial y
adenocarcinoma o carcinoma epidermoide (estos Ultimos casos
fueron todos descartados inicialmente)

Grado de invasion local segin la clasificacién TNM de 2009 [Figura
13]

Grado de diferenciacion tumoral: bajo grado y alto grado. Se utilizé
la clasificacion de 2004 de la OMS reevaluandose todos los tumores
G2 [Figura 13]

En tumores de alto grado, presencia de adenopatias (N) en TC
Definicion de grupos de riesgo. Para ello se siguio la clasificacion de
la IBCG (International Bladder Cancer Group), basada en la revisién
de las guias de la Asociacion Europea de Urologia, la FICBT (First
International Consultation on Bladder Tumours), la NCCN (National
Comprehensive Cancer Network) y la AUA (American Urological
Association)*®, que son practicamente superponibles a la
clasificacion utilizada actualmente, basada en las tablas de la

EORTCS.
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Figura 13. Imagen al microscopio de una muestra de tumor TaBG (izquierda), T1BG (centro) y T1IAG

(derecha)

Dado que se trata de un estudio retrospectivo con muestras recogidas entre 1989 y
2009, no se realizé re-RTU, recomendada en las guias actuales, ya que no era una
practica habitual en los afios en los que se realizé la seleccion de pacientes. No obstante,
como hemos citado previamente, uno de los criterios de seleccion de los casos objeto de
estudio fue que se observara la presencia de masculo detrusor en los fragmentos de
RTU.

La realizacion de BMNSs, incluyendo la de la uretra prostatica, se indico de
acuerdo a las lineas guia de cancer no musculo-invasivo de la Asociacién Europea de
Urologia, que han sido actualizadas sin cambios en los ultimos afios respecto a este
punto®. Asi, se obtuvieron cuando existieron dudas de la posible asociacién de un Cis,
bien por la existencia de imagenes sospechosas durante la cistoscopia o por la presencia
de citologias positivas, asi como ante tumores de aspecto no papilar y/o alteraciones en

la uretra prostéatica sugestivas de neoplasia.

1.4. Tratamiento Endovesical

Los pacientes con tumores vesicales no muasculo-infiltrantes (Ta/T1) presentan
distintos riesgos de recidiva y progresion, por lo que segln sus caracteristicas clinicas e

histoldgicas se indico terapia endovesical en los casos en que era necesario:

e TaBG: Debido al bajo riesgo de recidiva y progresion, no se les administro

ningln tratamiento adyuvante tras la cirugia endoscopica

e TI1BG: Se trata de pacientes, en general, con riesgo de recidiva para los que
no existe una pauta estandarizada de tratamiento adyuvante como sucede en

los otros grupos. A todos ellos se les administraron 6 instilaciones
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quincenales con MMC 40 mg durante 6 meses. En 50 casos se asocio

ademas una pauta de induccién de una instilacion semanal 6 semanas

e TI1AG: Presentan riesgo elevado de progresién por lo que todos ellos
recibieron instilaciones con BCG (Connaught 81mg) con una pauta de
inducciéon de 6 instilaciones semanales y un mantenimiento corto de 6
instilaciones quincenales durante 6 meses. En 16 casos, bien por una mala
tolerancia o por contraindicaciones relativas, se disminuy6 la dosis de BCG

(en 12 se administr6 Connaught 27 mg y en 4 Connaught 54mg)

1.5. Sequimiento

El seguimiento de los pacientes se realizo con cistoscopia y citologia de orina, con

una frecuencia y duracién establecidas segtn el riesgo de recidiva y progresion®.

Se revisaron las historias clinicas, tanto los ingresos como los controles
ambulatorios, recogiendo la evolucion de los pacientes. Se valoro la presencia o no de
recidivas, sus fechas, el numero total y si eran 0 no a enfermedad musculo-invasiva,
también los fallecimientos y sus causas (por tumor vesical o no), si los pacientes en el
momento del éxitus presentaban recidiva o0 no (ninguno de los fallecidos por otra
enfermedad presentaba tumor vesical en el momento de la defuncién) y la situacion

clinica en la Gltima revision de los pacientes vivos (con o sin tumor).

2. DESCRIPCION DE LA SERIE SELECCIONADA:
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LA SERIE
TOTAL Y POR SUBGRUPOS

2.1. Estadio y Grado Tumoral

Tras evaluar todas las muestras anatomo-patoldgicas, 172 tumores fueron
estadificados clinicamente tras la RTU completa como T1 (68.5%) y 79 como Ta
(31.5%) [Figura 14]. En lo que respecta al grado, segun la clasificacion de la OMS de
1973, existian 149 casos de bajo grado-G1 (59.3%), 87 de alto grado-G3 (34.7%) y 15
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de grado intermedio-G2 (6.0%) [Figura 15]. Dentro de estos Gltimos, adaptandonos a la

clasificacion de la OMS de 2004, 4 se consideraron de alto grado y 11 de bajo grado

[Figura 16].
Numero de pacientes segun
estadio

200

150

100

50

0

Figura 14. Distribucion de pacientes por estadio

Numero de pacientes segun grado
(OMS 1973)

150

100

50

G1 G2 G3

Figura 15. Distribucion de pacientes por grado segun la clasificacion de la OMS de 1973
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Numero de pacientes segun grado
(OMS 2004)
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Figura 16. Distribucion de pacientes por grado segun la clasificacion de la OMS de 2004

Reagrupando estadio y grado obtenemos los 3 grupos a estudio: 79 TaBG
(31.5%), 81 T1BG (32.3%) y 91 T1AG (36.2%), que seran los grupos que finalmente se
analizaran, junto con el global de la serie [Figura 17].

Numero pacientes segun grupos
95 T Q1
90 -
85 - o1
/ Z
80 -
75 1
70 T T T
TaBG T1BG T1AG

Figura 17. Distribucion de pacientes por subgrupos

2.2. Caracteristicas Demograficas

Analizando la serie global de 251 pacientes se observo que la distribucién por
sexos era de 213 varones (84.9%) y 38 mujeres (15.1%) (5.6:1). En el momento del
diagndstico la edad media fue de 68.2, con una desviacion estdndar de 11.0 afios y con

un rango comprendido entre 28 y 93 afios.
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En el anélisis por grupos se observo la misma tendencia de tal manera que [Figuras

18y 19]:
e Enelgrupo de TaBG la edad media fue de 68.7 + 10.7 afios (41.0-93.0), con
64 varones (81.0%) y 15 mujeres (19.0%) (4.3:1)

e En los T1BG, la edad media fue de 67.5 + 11.4 afios (35.0-93.0), con 66
hombres (81.5%) y 15 mujeres (18.5%) (4.4:1)

e En los T1AG la edad media fue de 68.2 £ 10.9 afios (28.0-90.0), con 83
varones (91.2%) y 8 mujeres (8.8%) (10.4:1)

100

80

70 W 637 A W 682
60

50

40 = 41

30 -+ 28

20
TaBG T1BG T1AG

Figura 18. Edad media al diagndstico segln los grupos de riesgo

Distribucion por sexos

100
80 -
60
40
20

TaBG T1BG T1AG

W Mujeres “Hombres

Figura 19. Distribucion del sexo segun los grupos de riesgo
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En el estudio estadistico se observd una asociacion clinico-patoldgica significativa
entre sexo masculino y alto grado (p=0.024). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre sexo y estadio (p=0.167)

2.3. Caracteristicas Epidemiolégicas

Se evalud el hébito tabaquico observando que 109 pacientes (43.4%) eran
fumadores y 23 (9.2%) lo habian dejado en los Gltimos 10 afios. A continuacion se
puede observar la distribucién por grupos [Figura 20].

Habito tabaquico

60 - 51
50 -~ 41 40
40 -

30
20
10

23

15

-
TaBG T1BG T1AG

“ No fumadores = Exfumadores Fumadores

Figura 20. Distribucién del habito tabaquico por grupos

Por otro lado, 29 pacientes (11.6%) tuvieron otros tumores. 14 de ellos lo
presentaban como antecedente personal y 15 a lo largo del seguimiento. De ellos, 10
pacientes presentaron un cancer de prostata, 6 como antecedente y 4 diagnosticados en
el seguimiento, y 9 de pulmén, 3 como antecedente y 6 en el seguimiento,
confirmandose en 5 de ellos que no eran metastasis del tumor vesical, sino tumores
primarios. Entre los diez restantes destacaron los tumores de laringe y tracto

gastrointestinal [Figura 21].
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Tumores asociados

O = N W s 11 O

Préstata Pulmén Otros

& Antecedente personal “ Durante el seguimiento

Figura 21. Tumores asociados més frecuentemente

2.4. Motivo de Diagnostico

La manifestacién mas frecuente a través de la que se llegd a un diagndstico de
cancer de vejiga fue la hematuria (83.8%). En un 85.0% se trataba de macrohematuria y
en un 15.0% de microhematuria. En 20 casos (8.0%) se presentd como manifestacién de
clinica miccional y en los 20 restantes el diagndstico se realiz6 por estudios de imagen
realizados por otra causa como infecciones de orina, célicos renales, estudio de

hipertension... [Figura 22].

Motivo de diagndstico

200
150
100

50

Figura 22. Causas mas frecuentes de diagnéstico de cancer de vejiga
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2.5. Cis Asociado

En 101 pacientes se obtuvieron BMNs en el mismo acto quirdrgico que la
reseccion del tumor primario. Se indicaron en casos con anormalidades en el urotelio,
citologias positivas y/o tumores no papilares. De ellas, 64 (63.4%) fueron realizadas en
T1y 37 en Ta (36.6%) y respecto al grado, 61 en tumores de bajo grado (60.4%) y 40
(39.6%) en alto grado.

Una de las caracteristicas anatomo-patolégicas que se analizaron en base a esas
BMNs fue la presencia o no de Cis asociado al tumor primario. Dentro de los T1AG se

observo que en 28 casos existia carcinoma in situ concomitante.

2.6. Tamano Tumoral

Cuando se recogieron los datos de las historias se valor6 el tamafio del tumor o de
la masa tumoral en caso de existir multifocalidad, considerando como punto de corte los

3cm.

En la serie total, se observé que 177 pacientes (70.5%) habian presentado un
tumor menor de 3 cm y que en 74 (29.5%) era mayor o igual de 3 cm. Al analizar cada

uno de los subrupos [Figura 23]:
e TaBG: 67 casos (84.8%) presentaban tumores menores de 3cm, frente a los
12 restantes (15.2%) que eran > 3cm

e TI1BG: 55 pacientes (67.9%) presentaron un tamafio inferior a 3 cm y en 26

(32.1%) el tumor era mayor

e T1AG: 55 casos (60.4%) presentaron un tamafio <3 cm, mientras que en los

36 restantes (39.6%) era>3cm
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Figura 23. Distribucion de los tumores por tamafio seguin sean menores 0 mayores de 3 cm en
cada uno de los subgrupos (Los T1AG fueron significativamente mas grandes, p=0.002)

Se encontro asociacion significativa entre tamafio y estadio. Los T1 tienden a un

tamafo mayor de 3 cm frente a los Ta (p<0.001). También se observo que los tumores

de alto grado tendian a presentar tamafios mayores (p<0.001).

2.7. Multifocalidad

En todos los pacientes de nuestra serie se hizo una descripcion macroscopica de la

lesion registrandose el numero de tumores. Se observd que 161 casos (64.1%)

presentaban un unico tumor, mientras que los 90 restantes (35.9%) presentaban al

menos dos.

En la subdivision por grupos se observo que [Figura 24]:

e De los 79 pacientes con TaBG, 60 tenian un tumor Unico (76.0%) y 19

(24.0%) un tumor multiple

e Dentro de los T1BG, el 63.0% presentaron solo un tumor (n=51) frente al

37.0% restante que presentaba 2 0 mas neoformaciones (n=30)

e Enelcaso de los T1AG, 50 pacientes tenian un tnico tumor (55.0%) y 41 al

menos dos (45.0%)
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Multifocalidad
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“Unico = Multiple

Figura 24. Distribucién de los tumores segin fuesen Unicos o multiples en cada uno de los
subgrupos (Los T1AG presentaron una mayor tendencia a la multifocalidad, p=0.017)

Los tumores Ta presentaron una mayor multifocalidad (p=0.006). También hubo
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al grado, con una mayor tendencia
de los tumores de alto grado a la presencia de al menos dos neoformaciones (p=0.017).

No se observo asociacion significativa entre tamafio y multifocalidad (p=0.38).

2.8. Terapia Adyuvante

Siguiendo el protocolo de las guias europeas, el tratamiento adyuvante

administrado vario en funcién del estadio y el grado tumoral. De este modo:

e Enlos TaBG no se utiliz6 en ningln caso terapia adyuvante

e Enlos T1BG la terapia adyuvante utilizada fue la MMC a dosis de 40 mg y
se empled en el 100% de los pacientes de manera inmediata postoperatoria
y/o diferida. La pauta diferida administrada en 50 casos (61.7%) fue una
induccion de 6 semanas, seguida de mantenimiento durante 6 meses. En el
resto no se emplearon las primeras 6 instilaciones semanales iniciales tal

como se realiza en la actualidad

e En el caso de los tumores de alto grado, T1AG, se emple6 BCG en el 100%
de los pacientes, en 75 de ellos (82.4%) se empled la dosis plena de 81 mg y
en los 16 restantes (17.6%) se utilizaron dosis menores bien por

contraindicaciones relativas o por mala tolerancia
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En la tabla descrita a continuacion [Tabla 9] se presenta, de forma resumida, la
distribucion de los pacientes, en cada uno de los subgrupos y en la serie global, en

funcidn de las variables clinico-patologicas mas significativas.

TUMORES | TUMORES | TUMORES SERIE
TaBG T1BG T1AG GLOBAL
n (%) n (%) n (%) n (%)
=G Varones 64 (81.0) 66 (81.5) 83 (91.2) 213 (84.9)
Mujeres 15 (19.0) 15 (18.55) 8 (8.8) 38 (15.1)
- < 65 afios 25 (31.6) 28 (24.6) 27 (29.7) 80 (31.9)
> 65 afios 54 (68.4) 53 (64.4) 64 (70.3) 171 (68.1)
CIS No 79 (100) 81 (100) 65 (69.2) 223 (88.8)
ASOCIADO | Si 0 (0.0) 0(0.0) 28 (39.6) 28 (11.2)
- <3cm 67 (84.8 55 (67.9 55 (60.4 177 (70.5
Lo >3 cm 12 Els.zg 26 Esz.lg 36 E39.6; 74 ((29.5))
Unico 60 (76.0 51 (63.0 50 (55.0 161 (64.1
FOIGALIDAD Mltiple 19 E24.o; 30 E37.og 41 E45.0; 90 ((35.9))

Tabla 9. Distribucion de caracteristicas clinico-patoldgicas en cada uno de los subgrupos y en la serie
global

3. ANALISIS DE METILACION DE GENES SUPRESORES

Este proceso, junto al analisis del estado de metilacion, fue llevado a cabo en el
Departamento de Marcadores Tumorales del Centro Nacional de Investigaciones
Oncologicas (CNIO) de Madrid.

3.1. Extraccién de ADN de las Muestras de Parafina

El ADN gendmico procedente del tejido tumoral resecado se extrajo siguiendo el
método habitual (Qiagen, Valencia, CA). Se realizé una microdiseccion de las muestras
de tumor incluidas en parafina y posteriormente se realiz6 una tincién con hematoxilina-
eosina (H-E) para confirmar el diagndstico y marcar la zona tumoral, con el fin de evitar
zonas necroticas y tejido sano peritumoral. Cuando el contenido estimado de células
neoplasicas fue mayor del 75% las secciones correspondientes de tejido fueron
procesadas'®. Posteriormente fueron digeridas con proteinasa K (Roche Diagnostics,
GmbH, Mannheim, Alemania) durante la noche previa a la extraccion del ADN. Para
determinar la concentracion y pureza de las muestras de ADN se tomaron alicuotas de 1

ul cada una. La concentracion y pureza del ADN de las muestras de tumor se determind
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con un espectrofotdémetro ND-1000 (NanoDrop® Technologies, Wilmington, DE, USA
de Wilmington, EEUU). La calidad del ADN se evalud sobre la base de 260/280 ratios

de absorbancias.

3.1.1. Proceso de Desparafinizacion

En una primera fase, previa a la extraccion de ADN, se llevo a cabo un proceso de

86,87

desparafinizacion de las muestras de tumor™*®" que se detalla a continuacion.

1. Corte de bloques de parafina

e Procedimiento de corte
o Enfriamiento del bloque sobre placa fria
o Corte en micrétomo a5 pu
= 2-3 cortes en portaobjetos normales (extremo transldcido)
= 1 corte en porta (0 portaobjeto) para tincion con H-E
(extremo azul)
o Calentamiento de los cortes en agua a 42°

o Colocacion en los portas

e De cada bloque de parafina se realizaron 11 cortes con el microtomo
o 10 se colocan en portaobjetos normales (extremo translucido)

o 1 se coloca en portaobjetos para H-E (extremo azul)
2. Colocacion de portas en el carro

e 4 de los 10 portas fueron destinados a la extraccion del ADN (los 6
restantes fueron destinados para extraccion de ARN para otros estudios
en paralelo)

o Se colocan por parejas no enfrentadas (exponiendo la parafina
hacia fuera)

o Se coloca cada pareja en cada ranura del carro

e 1 de esos portas fue destinado para la tincion con H-E

o Se coloca un porta por ranura
3. Calentamiento del carro en estufa a 60° durante al menos 45°

4. Bafios
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e Bafio corto (de transporte) de xilol hasta la cadena de bafios
e 3 bafios de 157en xilol

e 3 bafios de 5°en etanol al 100%

e 3 bafios de 5°en etanol al 95%

e 3 bafios de 5°en agua destilada

e 1 bafio durante tiempo indefinido en PBS al 1x (tamp6n fosfato)

3.1.2. Procedimiento Inicial para la Extraccion del ADN

Tras los bafios del carro descritos y a partir de la inmersién del mismo en PBS al

1x, se realizaron los siguientes pasos.

o o M w0

10.
11.

12.
13.

Raspar el porta con una hoja de bisturi, introduciendo el material de todos los
portaobjetos en un tubo de eppendorf para cada paciente
Afadir 50 ul de PBS al 1x
Centrifugar a 13.200 rpm durante 10°a 4°C
Desechar el sobrenadante
Afadir 180 ul de buffer ATL (buffer de lisis) y 50 ul de proteinasa-K
Introducir todos los tubos de eppendorf en el thermomixer a 1200 rpm a 56°C
durante toda la noche
Sacar las muestras del thermomixer
Meter las muestras en la centrifugadora hasta que se alcance la velocidad
méxima (13.200 rpm) para que de este modo las gotas producidas por
condensacion localizadas en la tapa superior del tubo de eppendorf caigan
(paso conocido como “spin”)
Afadir 300 ul de buffer ATL (buffer de lisis) a cada uno de los tubos de
eppendorf vy pipetear dentro del volumen para mezclar
Afiadir 50 ul de etanol
Agitar la muestra en el vortex o agitadora, también denominado como
“vortear”
Afadir 1 ul de RNA-—carrier por muestra
Centrifugar a maxima rpm 1”

e Tras este procedimiento, se obtiene el pellet (lo que se ha digerido) y el

sobrenadante (que contiene el ADN)
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14.

15.

16.

17.

18.
19.
20.
21.

22.

23.
24,
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.

Transferir el volumen del sobrenadante a las columnas (tubos de mayor
tamafo que contienen 2 partes separables: el filtro, donde se retiene el ADN, y
un tubo colector sin tapa)
Centrifugar a 8.000 rpm 1
e En este paso el contenido liquido pasa por el filtro mientras que el ADN
queda retenido en él
Colocar nuevos tubos colectores, tirando los previos con lo filtrado vy
manteniéndose el filtro que contiene el ADN
Afadir 500 pl de buffer AW2 (buffer de lavado)
e Se deben anadir previamente 30 ml de etanol al 100% al buffer AW2
Centrifugar a 8.000 rpm 1
Colocar un nuevo tubo colector manteniendo el filtro
Centrifugar a 13.200 rpm 3" (proceso de secado)
Desechar el tubo colector con el liquido resultante del secado y meter el filtro
en un tubo de eppendorf marcado con el namero identificativo del paciente
e En este momento se inicia el proceso de elucion o separacion del ADN
del filtro para trasladarlo a un volumen
Afiadir al filtro, dentro del eppendorf, 22 pl de agua Braun® (agua estéril para
inyectables)
Dejar reposar 5
Centrifugar a 13.200 rpm 1”
Retirar el filtro del tubo eppendorf
Reservar en hielo (12 elucion)
Se colocan los filtros en tubos nuevos de eppendorf y se afiaden 17 ul de agua
Braun® (las siguientes eluciones se hacen siempre con 17 pl)
Dejar reposar 5
Centrifugar a 13.200 rpm 1”
Retirar el filtro del tubo eppendorf
Reservar en hielo (22 elucion)
Se evaluan los voliumenes de la 12 y 22 elucion con el nanodrop
Si la cantidad de ADN determinada estéd entre 90-100 ng/ul se realizard una
nueva elucion

Congelar las muestras hasta su utilizacion a -20° C
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3.2. Proceso de Metilacién. Amplificacion Multiple de Sondas Dependiente de
Ligacion y Especifica de Metilacion (MS-MLPA)

Una vez obtenido el ADN de las muestras en tejido parafinado, el procedimiento
experimental se llevé a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante (MS-MLPA,
MRC-Holland, Amsterdam, Holanda) con el fin de detectar la metilacion aberrante de

25 genes supresores de tumor*®’. Los genes estudiados fueron [Tabla 10]:

TP73 CDKN2A WT1 CHFR CDH13
MSH6 PAX5A CD44 BRCA2 TP53
VHL PTEN GSTP1 RB1* BRCAl
RARB MGMT* ATM THBS1 STK11
ESR1 PAX6 IGSF4 PYCARD GATAS

Tabla 10. Panel de genes supresores de tumor estudiados en cada
paciente. (*) Utilizacién de 2 sondas que detectan 2 islas CpG diferentes
del promotor

3.2.1. Descripcion General del Método

El protocolo MS-MLPA se inicié con la desnaturalizacion del ADN, para lo que
se realizé una dilucién de 200 ng de ADN en tampdn TE. Posteriormente se afiadio el
grupo de sondas especificas para cada uno de los genes, que hibridaron durante una
noche. A partir de este momento, el producto de reaccion se dividié en 2, una de las
fracciones se procesé sin digerir por el enzima de restriccion (Hhal) para usarse como
referencia (fraccion no digerida), mientras que la otra se procesé con digestion de las
sondas segun el estado de metilacién del ADN (fraccion digerida). En la fraccion no
digerida de las muestras se afiadié una mezcla de ligacion (Mix Ligase-65) para ligar las
sondas, mientras que en la segunda mitad la ligacion se combind con digestién por
medio de la enzima Hhal (Mix Ligase-Digestion), de tal modo que ésta digirié los
hibridos sonda-ADN no metilado pero no los hibridos sonda-ADN metilado ya que la
metilacion en la region promotora no permite el acceso de la enzima. A continuacion, se
realizo una técnica de PCR con 10 pl de cada uno de los productos obtenidos en ambas
reacciones utilizando un termociclador (MJ Research Inc., Waltham, MA, EEUU) con
35 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 30 segundos, anillamiento a 60°C durante
30 segundos y extension a 72°C durante 1 minuto. Las sondas que fueron digeridas por

no presentar metilacion del ADN no fueron amplificadas mediante PCR, en cambio, las
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sondas no digeridas por estar metilado el ADN si se pudieron amplificar por esta
técnica. Los productos de esta reaccion fueron desnaturalizados con formamida

desionizada y separados por electroforesis capilar en el secuenciador capilar ABI 3700

(Applied Biosystems) [Figura 25].

Genmetilado Genno metilado

M
[
M
1. Desnaturalizacion e hibridacion
M
2. Ligacion y Digestidn
g D

L]

3. PCH con cebadores universales X e
amplificacion exponencial s dlo de sondas ligadas y no digendas

|31
| -

4 Andlisis de fragmentos y Comparacién de muestras

Figura 25. Esquema general de MS-MLPA®®*

3.2.2. Descripcion Detallada del Ensayo MS-MLPA

A partir de los tubos eppendorf obtenidos durante el proceso de extraccion del
ADN vy teniendo en cuenta la cantidad de ADN de la que se parte, medida en el

nanodrop, se desarrolla el procedimiento de laboratorio del MS-MLPA como se detalla

a continuacion.
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3.2.2.1. Desnaturalizacién del ADN e Hibridacién con las SALSA-
probes

Se debe extraer una cantidad calculada segun la concentracion de ADN de cada

muestra, teniendo en cuenta que son necesarios 200 ng de ADN para iniciar el protocolo

MS-MLPA. El célculo se obtiene a partir de una relacion directa.

> Ejemplo: la muestra obtenida del bloque de parafina “A”, segin el
nanodrop, contiene y ng/ul de ADN. Si 1 pl tiene y ng de ADN, para

alcanzar 200 ng, necesito X. Por lo que:

X=200-1/y

Posteriormente se realizan una serie de pasos desarrollados a continuacion:

o~ w0 n e

Igualar el volumen de todos los tubos eppendorf afiadiendo buffer TE
(20mmol/L Tris-HCI, ph 8.2 y Immol/L de EDTA, pH 8.0) hasta alcanzar 5 ul
en todas las muestras
Calentar en termociclador durante 10"a 98°C
Enfriar a 25°C
Afadir el grupo de sondas especificas de cada gen:
e 1,5 ulde lasonda SALSA Probe-mix (secuencias de ADN) [Tabla 11]
e 1,5 ul de buffer MLPA
Incubar 1'a 95°C
Incubar 16 horas a 60°C
e Serian suficientes 12 horas para la hibridacion pero se recomienda

mantener la mezcla durante 16-18 horas

3.2.2.2. Ligacién y Digestiéon

Preparar mezclas o “mixes”: Mix Ligase-65 y Mix Ligase-Digestion
Sacar las muestras del centrifugador y dejar a temperatura ambiente
Afiadir 10 pl de agua Braun®y 3 ul de Ligase-buffer A (sin efecto litico)
Extraer 10 ul y transferirlos a otros tubos eppendorf

Incubar en el termociclador los tubos eppendorf a 49°C al menos 1°
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10.

Estando a 49°C, agregar:
e 10 ul de Mix Ligase-65 a los tubos eppendorf A (fraccion no digerida)
e 10 pul de Mix Ligase-Digestion a los tubos eppendorf B (fraccion
digerida)
Incubar a ambos grupos de tubos eppendorf (A'y B) a 49°C durante 30
Calentar a 98°C 5
Enfriar a 4°C
Estos productos pueden ser congelados durante una semana a -4°C. Para

periodos mas largos congelar a -20°C.

3.2.2.3. Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

Precalentar termociclador a 72°C
En tubos de eppendorf nuevos, afiadir a cada muestra
e 5 ul de la reaccion MLPA-Ligation (A) o de la reaccion Ligation-
Digestion (B)
e 2 ul de SALSA PCR R-buffer
e 13 uldeagua

3. Colocar los tubos sobre hielo

Preparar el Polimerase-mix (incluye los primers)
Afadir 5ul Polimerase-mix a cada tubo en un ambiente sin luz, dada la
fotosensibilidad del mix
Programar en el termociclador el siguiente esquema
e 35 ciclos de 95°C 307", 60°C 30"y 72°C 60”"
o 72°C 200
e 4°C modo holD

Mantener a 4°C y guardar para su envio al departamento de genémica
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TP73
MSH6

VHL

RARB

ESR1

CDKN2A

PAX5A

PTEN

MGMT
MGMT-2
PAX6
WT1
CD44
GSTP1
ATM

IGSF4

CHFR

BRCA2
RB1
RB1-2
THBS1
PYCARD
CDH13

TP53
BRCA1
STK11
GATAS

Longitud
(nt)
238

328
265

453
301

427

208

373

191
346
409
247
462
273
160
364
292
148
319
472
355
398
219
168
140
382

434

Sonda salsa
MLPA

01684-L01264
01250-L00798
03818-L03850

04046-L02172
02746-L02173
01530-L00955

03750-L03210

03638-117142

05670-L05146
13716-115582

03749-L03209
02755-L02204
04500-L02761

02747-L02174
03023-L02413
03816-L17141
02737-L02164
02285-L01776
02734-L02161
04502-L02199
01678-L17140
02252-L01737
02257-L01742
02374-02530
03296-L01269

06783-1.17143
03752-L06199

Localizacién
cromosémica
1p36.3

2pl6
3p25.3
3p24.2
60g25.1

9p21

9p13

10q23.3

10926
10926
11p13
11p13
11p13
11g13
11g22-g23
11g23.2

12q24.33

13¢12.3
13q14.2
13q14.2
15q15
16p11.2
16023.3
17p13.1
17q21
19p13.3

16G23.3

Secuencia parcial con el lugar de
restriccion del enzima Hhal
GGAGTTGGATCGGCCCCTGGG-
ACTTGGCGCTCGCGAGAGGCTGGAGCGGCCAGAG
CGGCTGTCGGTATGTCGCGACAG —
AGCACCCTGTACAGCTTCTTCCCCAAGTCTCCGGCGCTGA

CGGACGGAGAACTGGGACGAGGCCGAGG-
TAGGCGCGGAGGAGGCAGGCGTCGAAGAGTACGG
GGCGGGAGGCGAGCGGGCGCA-

GGCGGAACACCG CCAAGCTAAGCCGCCGCAAA

GCTCGCGTGTCGGCGGGACAT-
GCGCTGCGTCGCCTCTAACCTCGGGCTGTGCTC

GCAGGTTCTTGGTGACCCTCCGGA-
TTCGGCGCGCGTGCGGCCCGCCGCGAGTGAG

GCGCTCGTCTAAGCAGCGGGGTT-
TGCACATGGAGATGTCACAGGCCCCGCGCACAGCGCAG
CCTGTAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATA -
TGTGCATATTTATTACATCGGGGCAAATTTTTAAAGGCAC
AAGAGGC

GGCAAACTAAGGCACAGAGCCTCA-
GGCGGAAGCTGGGAAGGCGCCGCCCGGCTTGTAC
CTGCGGAGCCGAGGACCTGAGAAAAGCAA-
GAGAGCGCGCGGGGGCGGGGCCGGG
GGAGCATCCAATCGGCTGGCGCG-
AGGCCCCGGCGCTGCTTTGCATAAAGCAATATTTTG
GGAGGGTTGTGCCACACCGGCCAGCT-
GAGAGCGCGTGT TGGGTTGAAGAGGAGGGTGTCTC
GGAGAAGAAAGCCAGTGCGTCTCT-
GGGCGCAGGGGCCAGTGGGGCTCGGAGGCACAGG
GGCAGGCTGCGCTCACCGCGCCTT-
GGCATCCTCCCCOGGGCTCCAGCAAACTTTTCTTTG
GCGGAGACCGCGTGATACTGGAT-
GCGCATGGGCATACCGTGCTCTGCGGCTGCTTGGC
CTCCGCCTCCAGCGCATGTCA-
TTAGCATCTCATTAGCTGTCCGCTCGGGCTC

CGAGAGTAGGCGCGTGGAGG-
GCGCTCGGCCATCTTTGATCCTGACCAGGCGACTTC
CGGGTTAGTGGTGGTGGTAGTGGGTT-
GGGACGAGCGCGTCTTCCGCAGTCCCAGTCCAGCG
CAAGGAGGGAGAGTGGCGCTC-
CCGCCGAGGGTGCACTAGCCAGATATTCCCTGCG
GGATGCCTCCTGGAAGGCGCCTGG-
ACCCACGCCAGGTTTCCCAGTTTAATTCCTCATGAC
CCGCCGCCCATTGGCCGGAGG-
AATCCCCAGGAATGCGAGCGCCCCTTTAAAA
CCAAGCTGGTCAGCTTCTACCTGGAGACCT-
ACGGCGCCGAGCTCACCGCTAACGTGCTGCG

CGTGCATGAATGAAAACGCCGCC-
GGGCGCTTCTAGTCGGACAAATGCAGCCGAG
CACGGTGGCTCTAGACTTTTGAGAAGCTCAAA-
ACTTTTAGCGCCAGTCTTGAGCACATGGGAGGGGA
CCCCTTGGTTTCCGTGGCAACGGA-
AAAGCGCGGGAATTACAGATAAATTAAAACTGCGAC
GTGGGATGGGCGGCCCGGAGA-
AGACTGCGCTCGGCCGTGTTCATACTTGTCCGTGGG
CCTTGGCGACAAGGACGCACG-
ACACGGGGCGGCCAGCGCGGAGCCCGGACCAGTG

Tabla 11. Caracteristicas de las sondas utilizadas en el estudio de metilacion. El lugar de restriccion del

enzima Hhal aparece marcado en gris

161

111



Material y Métodos

3.2.2.4. Electroforesis Capilar para la Separacion de los Productos de
PCR

La cantidad de reaccibn de PCR necesaria para el analisis depende del

instrumento utilizado y de la quimica fluorescente de los primers.

1. Mezclar en strips Applied Biosystems
e 0.75 ul de producto de PCR
e 0.75 ul de agua
e 0.5 ul standard interno

e 13.5 HiDi formamide

Enviar las muestras a gendmica para su desnaturalizacion

3.2.3. Andlisis e Interpretacion de los Datos

Los fragmentos se analizan con el programa Peak Scanner v1.0 (Applied
Biosystems), que identifica los productos de amplificacion (segun metilacion) y los
valores correspondientes al tamafio maximo de los picos en pares de bases (pb) [Figura

26].

Lll);[lln

#lu{qu ll].LLJL ]H 1“1 1 |,

Figura 26. Andlisis de los fragmentos con Peak Scanner®

El analisis de datos se realiz6 mediante la exportacion de las areas de los picos a
otro programa analitico, el Coffalyser V8 (MRC-Holland), basado en Excel, que
compara los pares de muestras sin digerir y las digeridas segun el grado de metilacion

[Figura 27].
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Figura 27. Normalizacion y andlisis de datos con Coffalyser*®*

A partir de los valores relativos de los picos de la fraccion digerida y los de la no
digerida, se obtiene un indice de metilacion (IM) para cada muestra y gen analizados.
Cuando el IM calculado fue igual o mayor a 0.3, se considerd que el gen estudiado
estaba metilado de forma aberrante. Este valor indica que al menos un 30% del ADN

analizado esta metilado.
Los indices de metilacion fueron interpretados como:

e Ausencia de hipermetilacion (IM: 0-0.29)
e Hipermetilacién leve (IM: 0.30-0.49)
e Hipermetilacion moderada (IM: 0.50-0.69)

e Hipermetilacién intensa (IM > 0.70)

Con el fin de evaluar la influencia del punto de corte elegido se reanalizaron los
datos considerando que cada gen estudiado estaba metilado de forma aberrante cuando
el IM era igual o mayor a 0.5, lo cual indica que al menos un 50% del ADN analizado

estaba metilado.

Dos de los 25 genes, MGMT y RB1, estuvieron representados por 2 sondas, las
cuales reconocen 2 islas CpG distintas del promotor. Para estos genes, los indices se

calcularon de forma independiente para cada una de ellas.
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4. ESTUDIO ESTADISTICO

El anélisis estadistico se realizé6 mediante el programa PASW Statistics 17 (SPSS

Statistics 17) y R, version 2.9.1 y se fijo el nivel de significacion en p<0.05.

Se recogieron variables referidas a las caracteristicas clinico-patoldgicas de la
serie, destacando la edad y el sexo de los pacientes, el habito tabaquico, la asociacion o
no de Cis, el tamafio tumoral y su multifocalidad. En lo que respecta a la evolucién se
valor6 la recidiva y progresion y las caracteristicas de las mismas: estadio T, grado,

tamafo, nimero de tumores y nimero de recidivas superficiales.

Respecto a la metilacion, se estudio si los genes estaban metilados o no (presencia
0 ausencia de metilacion) en el tumor primario, para una ratio calculada mayor o igual a
0.3ya0.5.

Las variables cuantitativas se expresaron como media + desviacion estandar,
indicando su rango, o bien como mediana (percentil 50) en los casos pertinentes (tiempo

libre de enfermedad, tiempo hasta la progresion y supervivencia cancer-especifica).

Las asociaciones entre los indices de metilacion detectados por MS-MLPA vy las
variables clinico-patologicas se evaluaron con las pruebas no paramétricas Wilcoson-

Mann-Whithney y Kruskall-Wallis al no tener una distribucion normal.

La influencia de la metilacion de cada uno de los genes en la evolucion clinica se
evaluo teniendo en cuenta el tiempo libre de enfermedad, tiempo hasta la progresion
(invasion de muscular propia) y supervivencia cancer especifica. Se calcularon los
valores predictivos de la presencia de metilacion de cada gen con relacion a su
tendencia a recidivar, progresar y fallecer por la enfermedad tomando como punto de

corte la presencia de estos eventos a los 12 y 24 meses.

Dado el elevado nimero de pacientes que fallecieron por otras causas (n=61), de
los cuales 33 murieron sin eventos, el impacto de la metilacién en la evolucion clinica
se analiz6 considerandose éstos ultimos como riesgos competitivos. Por ello, las
pruebas estadisticas empleadas para estimar el impacto de los factores clinicos e
histopatoldgicos junto con la metilacién en cada uno de los eventos de evolucion a

estudio (recidiva, progresion y supervivencia cancer especifica) fueron los test de Cox
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univariado y multivariado. Para su representacion grafica, por la misma razén, se

emplearon curvas de incidencia acumulada®.
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1. ESTUDIO DE METILACION DE GENES

Se analizé el porcentaje de pacientes que presentaban cada uno de los genes
metilados tanto para el umbral 0.3 [Tabla 12] como para 0.5 [Tabla 13] en cada uno de los
subgrupos y en la serie global, determinando en qué genes existian diferencias
significativas entre los tres subgrupos y cuales presentaban una frecuencia de metilacién

mayor del 30%.

1.1 Porcentajes de Metilacién

En general, la proporcion de metilacion fue mayor (>30%) tanto al estudiar la serie
completa como cada uno de los subgrupos en RARB, MGMT-2, CD44, GSTP1,
PYCARD, CDH13, BRCAL, STK11 y GATAS para ambos niveles de metilacion y en
MSH6, PTEN, WT1 y TP53 para 0.3 [Tablas 12 y 13].

Globalmente, RARB, MGMT-2 y GATAGS se encontraron metilados en gran parte
de los casos (>60%) para un IM>0.3, al igual que sucedia con STK11 para los dos
umbrales. En los tumores TaBG los genes mas frecuentemente metilados fueron MGMT-
2, CD44, GSTP1 sblo para un IM>0.3, mientras que RARB, PYCARD, STK1l y
GATAS lo estaban para ambos umbrales. En los T1BG los genes que se encontraron
hipermetilados en méas del 60% de pacientes para un IM>0.3 fueron RARB, MGMT-2,
CD44, PYCARD y GATAS y STK1l1para ambos umbrales. Finalmente, en los tumores
T1AG, los genes méas frecuentemente metilados fueron el MGMT?2 para un IM>0.3 y el

STK11 para ambos umbrales [Tablas 12 y 13].

Sin embargo, se observd que el porcentaje de pacientes que presentaban metilado el
TP73, VHL, CDKN2A, PTEN, PAX6, ATM, CHFR, RB1, RB1-2 y THBS1 era bajo (<
10%) cuando se analizaron los genes para un indice de metilacién mayor de 0.3 en
practicamente todos los grupos. Cuando se aumentaba el umbral a 0.5 se obtuvieron los

mismo resultados con porcentajes bajos también para ESR1 y MGMT [Tablas 12 y 13].
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1.2 Asociacion entre el Porcentaje de Metilacion y los Subgrupos de Tumores

Se relacionaron los porcentajes de metilacién con los subgrupos de tumores (TaBG

vs T1BG vs T1AG) en aquellos casos con una proporcién de metilacion superior al 30%

para que los resultados no se vieran influenciados por un escaso nimero de casos

metilados [Tablas 12 y 13]. De esta manera las asociaciones estadisticamente significativas

fueron las siguientes:

Se observo que el gen RARB (p<0,001) se presentaba metilado para ambos
umbrales en menor proporcion en el grupo de T1AG respecto a TaBG y
T1BG, del mismo modo que sucedia para CD44 (p<0,001) y GSTP1
(p<0,001), lo que implica una hipometilacion relativa de estos genes en
tumores de alto grado respecto a bajo grado.

Por otra parte se vio que el CDH13 presentaba un porcentaje de metilacion
estadisticamente menor entre los TaBG respecto a los TIBG y T1AG para un
IM>0.5 (p=0.01), lo que implica un estado de hipermetilacion relativa en

tumores T1 respecto a Ta.

Finalmente se observo que los genes PYCARD (p<0.001) para IM>0.3y 0.5y
TP53 (p<0.001) y GATAS (p<0.001) para 0.5 presentaban porcentajes de
metilacion que iban descendiendo de una marera significativa desde TaBG a

T1AG, lo que sefiala una hipometilacidén gradual en relacion al riesgo.
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TaBG (n=79) T1BG (n=81) T1AG (n=91) Global (n=251)
IM>0.3 N° pacientes N° pacientes N° pacientes N° pacientes
metilados (%) metilados (%0) metilados (%0) metilados (%)
TP73 4 (5.1) 12 (14.8) 8(8.8) 24 (9.5)
MSH6 32 (40.5) 39 (48.2) 44 (48.4) 115 (45.8)
VHL 6 (7.6) 5(6.2) 7(7.7) 18 (7.2)
RARB 57 (72.1) 63 (77.8) 38 (41.8) 158 (63.0)
ESR1 18 (22.8) 19 (23.5) 13 (14.3) 50 (19.9)
CDKN2A 4(5.1) 8(9.9) 2(2.2) 14 (5.6)
PAX5A 19 (24.1) 32 (39.5) 34 (37.4) 85 (33.9)
PTEN 5(6.3) 15 (18.5) 5(5.5) 20 (8.0)
MGMT 11 (13.9) 21 (25.9) 11 (12.1) 43 (17.1)
MGMT-2 51 (64.6) 53 (65.4) 58 (63.7) 162 (64.5)
PAX6 4 (5.1) 10 (12.3) 8 (8.8) 22 (8.8)
WT1 43 (54.4) 41 (50.6) 42 (46.2) 126 (50.2)
CD44 55 (69.6) 59 (72.8) 25 (27.5) 139 (55.4)
GSTP1 49 (62.2) 45 (55.6) 18 (19.8) 112 (44.6)
ATM 7(8.9) 11 (13.6) 6 (6.6) 24 (9.6)
IGSF4 7(8.9) 20 (24.7) 29 (31.9) 56 (22.3)
CHFR 2 (2.5) 9 (11.1) 1(11) 12 (4.8)
BRCA2 11 (13.9) 19 (23.5) 24 (26.4) 54 (21.5)
RB1 4 (5.1) 7 (8.6) 3(3.3) 14 (5.6)
RB1-2 2 (2.5) 8(9.9) 5 (5.5) 15 (6.0)
THBS1 5 (6.3) 6 (7.4) 11 (12.1) 22 (8.8)
PYCARD 62 (78.5) 58 (71.6) 11 (12.2) 131 (52.2)
CDH13 29 (36.7) 39 (48.2) 48 (52.8) 116 (46.2)
TP53 39 (49.4) 29 (35.8) 19 (21.9) 87 (34.7)
BRCAL 40 (50.6) 34 (42.0) 41 (45.1) 115 (45.8)
STK11 78 (98.7) 80 (98.8) 85 (93.4) 243 (96.8)
GATA5 61 (77.2) 58 (71.6) 39 (42.9) 158 (63.0)

Tabla 12. Namero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes para un indice
de metilacién >0.3. En amarillo se destacan aquellos genes que presentan diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparan los distintos subgrupos. En rojo se reflejan aquellos genes que
presentan una frecuencia de metilacion mayor del 30% en la serie global
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TaBG (n=79) T1BG (n=81) T1AG (n=91) Global (n=251)
IM>0.5 N° pacientes N° pacientes N° pacientes N° pacientes
metilados (%) metilados (%) metilados (%0) metilados (%)
TP73 0 (0.0) 1(1.2) 5 (5.5) 6 (2.4)
MSH6 14 (17.7) 16 (19.8) 15 (16.5) 45 (17.9)
VHL 3(3.8) 2(2.5) 0(0.0) 5 (2.0)
RARB 49 (62.0) 46 (56.8) 26 (28.6) 121 (48.2)
ESR1 5 (6.3) 8(9.9) 4 (4.4) 17 (6.8)
CDKN2A 3(3.8) 37 0(0.0) 6(2.4)
PAX5A 5 (6.3) 14 (17.3) 19 (20.9) 38 (15.1)
PTEN 1(1.3) 9(11.1) 1(1.1) 11 (4.4)
MGMT 4 (5.1) 14 (17.3) 5 (5.5) 23(9.2)
MGMT-2 44 (55.7) 46 (56.8) 50 (54.9) 140 (55.8)
PAX6 2(2.5) 6(7.4) 6 (6.6) 14 (5.6)
WT1 25 (31.6) 21 (25.9) 24 (26.4) 70 (27.9)
CD44 45 (57.0) 42 (51.9) 19 (20.9) 106 (42.2)
GSTP1 41 (51.9) 39 (48.2) 12 (13.2) 92 (36.7)
ATM 4 (5.1) 8(9.9) 3(3.3) 15 (6.0)
IGSF4 6 (7.6) 11 (13.6) 11 (12.1) 28 (11.2)
CHFR 0 (0.0) 5(6.2) 1(1.1) 6 (2.4)
BRCA2 6 (7.6) 11 (13.6) 13 (14.3) 30 (12.0)
RB1 1(1.3) 2 (2.5) 2(2.2) 5(2.0)
RB1-2 2(2.5) 3(3.7) 3(3.3) 8(3.2)
THBS1 2(2.5) 4 (4.9) 6 (6.6) 12 (4.8)
PYCARD 57 (72.2) 45 (55.6) 6 (6.6) 108 (43.0)
CDH13 14 (17.7) 29 (35.8) 34 (37.4) 77 (30.7)
TP53 32 (40.5) 23 (28.4) 12 (13.2) 67 (26.7)
BRCAL 31 (39.2) 28 (34.6) 31 (34.1) 90 (35.9)
STK11 77 (97.5) 76 (93.8) 80 (87.9) 233 (92.8)
GATAS 56 (70.9) 46 (56.8) 20 (22.0) 122 (48.6)

Tabla 13. Numero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes para un indice
de metilacién >0.5. En amarillo se destacan aquellos genes que presentan diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparan los distintos subgrupos. En rojo se reflejan aquellos genes que
presentan una frecuencia de metilacion mayor del 30% en la serie global
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2. ASOCIACION CON CARACTERISTICAS CLINICO-
PATOLOGICAS

Son varias las caracteristicas clinico-patoldgicas que habitualmente se tienen en
cuenta en los estudios de cancer de vejiga. Asi, una vez que se dispuso del indice de
metilacion se procedi6 al analisis de las posibles asociaciones existentes en cada uno de
los subgrupos y en la serie global. El analisis se dividié en dos, uno para cada uno de los
umbrales de metilacion establecidos (0.3 y 0.5). Dado que los resultados son muy
abundantes, Unicamente se comentaran en los siguientes apartados los que presentaron

una asociacion estadisticamente significativa.

2.1 Metilacion Mayor de 0.3

Inicialmente se valoré el porcentaje de metilacion para el sexo masculino y
femenino, la edad, estableciendo como punto de corte los 65 afios, la presencia o no de
Cis asociado, el tamario segun el tumor fuese menor o mayor de 3 cm y la multifocalidad
segun fuesen unicos o multiples [Tabla 14]. En una primera parte, se realizd de manera
independiente para el grupo de tumores TaBG [Tabla 15], T1BG [Tabla 16] y TLAG [Tabla
17] y posteriormente para el grupo global [Tabla 18]. En base a estos datos se realizo un

andlisis estadistico con el fin de identificar las posibles asociaciones existentes.

< 65 afos
Edad
> 65 afios
Varo6n
Sexo ;
Mujer
) ) No
Cis asociado :
Si
<3cm
Tamarno
>3 cm
Tumor Unico
Multifocalidad
> 2 tumores

Tabla 14. Descripcion de variables clinico-patologicas analizadas
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Resultados

TaBG Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) Multl{g/g;cllldad
IM > 0.3 nf;gb(aoz)) o5 | 285 | varen | Mujer | si No | <3cm | 23em | 1tm | >2tm
n=25 n=54 n=64 n=15 n=0 n=79 n=67 n=12 n=60 n=19

TP73 4 1 3 3 1 0 4 4 0 3 1
(5.1) (4.0) (5.6) (4.7) (6.7) (0.0) (5.1) (6.0) (0.0) (5.0) (5.3)

MSH6 32 11 21 23 9 0 32 26 6 26 6
(40.5) (44.0) (38.9) (35.9) (60.0) (0.0) (40.5) (38.8) (50.0) (43.3) (31.6)

VHL 6 1 5 4 2 0 6 4 2 4 2
(7.6) (4.0) (9.3) (6.3) (13.3) (0.0) (7.6) (6.0) (16.7) (6.7) (10.5)

RARB 57 21 36 46 11 0 57 50 7 42 15
(72.2) (84.0) (66.7) (71.9) (73.3) (0.0) (72.2) (74.6) (58.3) (70.0) (79.0)

ESR1 18 5 13 15 3 0 18 17 1 12 6
(22.8) (20.0) (24.1) (23.4) (20.0) (0.0) (22.8) (25.4) (8.3) (20.0) (31.6)

CDKN2A 4 1 3 3 1 0 4 4 0 2 2
(5.1) (4.0) (5.6) (4.7) (6.7) (0.0) (5.1) (6.0) (0.0) (3.3) (10.5)

PAX5A 19 1 18 15 4 0 19 15 4 12 7
(24.1) (4.0) (33.3) (23.4) (26.7) (0.0) (2.1) (22.4) (33.3) (20.0) (36.8)

PTEN 5 1 4 4 1 0 5 4 1 4 1
(6.3) (4.0) (7.4) (6.3) (6.7) (0.0) (6.3) (6.0) (8.3) (6.7) (5.3)

MGMT 11 2 9 9 2 0 11 9 2 9 2
(13.9) (8.0) (16.7) (14.1) (13.3) (0.0) (13.9) (13.4) (16.7) (15.0) (10.5)

MGMT-2 51 19 32 42 9 0 51 46 5 35 16
(64.6) (76.0) (59.3) (65.6) (60.0) (0.0) (64.6) (68.7) (41.7) (58.3) (84.2)

PAX6 4 2 2 4 0 0 4 3 1 2 2
(5.1) (8.0) (3.7) (6.3) (0.0) (0.0) (5.1) (4.5) (8.3) (3.3) (10.5)

WT1 43 12 31 33 10 0 43 34 9 32 11
(54.4) (48.0) (57.4) (51.6) (66.7) (0.0) (54.4) (50.8) (75.0) (53.3) (57.9)

CD44 55 19 36 44 11 0 55 47 8 41 14
(69.6) (76.0) (66.7) (68.8) (73.3) (0.0) (69.6) (70.2) (66.7) (68.3) (73.7)

GSTP1 49 16 33 40 9 0 49 42 7 35 14
(62.0) (64.0) (61.1) (62.5) (60.0) (0.0) (62.0) (62.7) (58.3) (58.3) (73.7)

ATM 7 0 7 5 2 0 7 6 1 4 3
(8.9) (0.0) (12.7) (7.8) (13.3) (0.0) (8.9) (9.0) (8.3) (6.7) (15.8)

|GSF4 7 2 5 6 2 0 7 6 1 5 2
(8.9) (8.0) (9.3) (9.4) (13.3) (0.0) (8.9) (9.0) (8.3) (8.3) (10.5)

CHFR 2 0 2 2 0 0 2 1 1 1 1
(2.5) 0.0 (8.7 (3.1) (0.0) (0.0 (2.5) (1.5) (8.3) (1.7 (5.3)

BRCA2 11 3 8 8 3 0 11 9 2 6 5
(13.9) (12.0) (14.8) (12.5) (20.0) (0.0) (13.9) (13.4) (16.7) (10.0) (26.3)

RB1 4 0 4 3 1 0 4 2 2 3 1
(5.1) (0.0) (7.4) (4.7) (6.7) (0.0) (5.1) (3.0) (16.7) (5.0) (5.3)

RB1-2 2 1 1 2 0 0 2 1 1 2 0
(2.5) 4.0 (1.9 (3.1) (0.0) (0.0 (2.5) (1.5) (8.3) (3.3 (0.0

THBS1 5 0 5 5 0 0 5 4 1 2 3
(6.3) (0.0) (9.3) (7.8) (0.0) (0.0) (6.3) (6.0) (8.3) (3.3) (15.8)

PYCARD 62 21 41 51 11 0 62 54 8 46 16
(78.5) (84.0) (75.9) (79.7) (73.3) (0.0) (7.5) (80.6) (66.7) (76.7) (84.2)

CDH13 29 7 22 26 3 0 29 25 4 22 7
(36.7) (28.0) (40.7) (40.6) (20.0) (0.0) (36.7) (37.3) (33.3) (36.7) (36.8)

TP53 39 9 30 31 8 0 39 33 6 28 11
(49.4) (36.0) (55.6) (48.4) (53.3) (0.0) (49.4) (49.3) (50.0) (46.7) (57.9)

BRCA1 40 14 26 33 7 0 40 34 6 32 8
(50.6) (56,00) | (48.2) (51.6) (46.7) (0.0) (50.6) (50.8) (50.0) (53.3) (42.1)

STK11 78 25 53 63 15 0 78 66 12 60 18
(98.7) (100) (98.2) (98.4) (100) (0.0) (98.7) (98.5) (100) (100) (94.7)

GATAS 61 18 43 47 14 0 61 50 11 43 18
(77.2) (72,00) | (79.6) (73.4) (93.3) (0.0) (77.2) (74.6) (91.7) (71.7) (94.7)

Tabla 15. Namero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segin cada una de las variables clinico-patologicas en el grupo TaBG para un umbral de
metilacion de 0.3. En rojo se reflejan aquellos genes que presentan una frecuencia de metilacién mayor
del 30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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Multifocalidad

TIBG Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) (%)

IM > 0.3 nfé‘ib(aoz)) 5 1 285 | varen | Mujer | si No | <3cm | >3em | 1tm | >2tm
n=28 n=53 n=66 n=15 n=0 n=81 n=55 n=26 n=51 n=30

TP73 12 3 9 10 2 0 12 9 3 7 5
(14.8) (10.7) (17.0) (15.2) (13.3) (0.0) (14.8) (16.4) (11.5) (13.7) (16.7)

MSH®6 39 11 28 30 9 0 39 27 12 22 17
(4.2) (39.3) (52.8) (45.5) (60.0) (0.0) (48.2) (49.1) (46.2) (43.1) (56.7)

VHL 5 1 4 5 0 0 5 3 2 2 3
(6.2) (3.6) (7.6) (7.8) (0.0) (0.0) (6.2) (5.5) (7.7) (3.9) (10.0)

RARB 63 21 42 55 8 0 63 41 22 39 24
(77.8) (75.0) (79.2) (83.3) (53.3) (0.0) (77.8) (74.5) (84.6) (76.5) (80.0)

ESR1 19 4 15 17 2 0 19 13 6 12 7
(23.5) (14.3) (28.3) (25.8) (13.3) (0.0) (23.5) (23.6) (23.1) (23.5) (23.3)

CDKN2A 8 1 7 7 1 0 8 5 3 5 3
(9.9) (3.6) (13.2) (10.6) (6.7) (0.0) (9.9) (9.1) (11.5) (9.8) (10.0)

PAX5A 32 8 24 28 4 0 32 20 12 19 13
(39.5) (28.6) (45.3) (42.4) (26.7) (0.0) (39.5) (36.4) (46.2) (37.3) (43.3)

PTEN 15 4 11 12 3 0 15 12 3 9 6
(18.5) (1.3) (20.8) (18.2) (20.0) (0.0) (18.5) (21.8) (11.5) (17.7) (20.0)

MGMT 21 5 16 18 3 0 21 13 8 11 10
(25.9) (17.9) (30.2) (27.3) (20.0) (0.0) (25.9) (23.6) (30.8) (21.6) (33.3)

MGMT-2 53 21 32 43 10 0 53 35 18 32 21
(65.4) (75.0) (60.4) (65.2) (66.7) (0.0) (65.4) (63.6) (69.2) (62.7) (70.0)

PAX6 10 0 10 10 0 0 10 6 4 7 3
(12.3) (0.0) (18.9) (15.2) (0.0) (0.0) (12.3) (10.9) (15.4) (13.7) (10.0)

WT1 41 10 31 35 6 0 41 29 12 26 15
(50.6) (35.7) (58.5) (53.0) (40.0) (0.0) (50.6) (52.7) (46.2) (52.0) (50.0)

CD44 59 21 38 52 7 0 59 37 22 38 21
(72.8) (75.0) (71.7) (78.8) (46.7) (0.0) (72.8) (67.3) (84.6) (74.5) (70.0)

GSTP1 45 14 31 36 9 0 45 29 16 29 16
(55.6) (50.0) (58.5) (54.5) (60.0) (0.0) (55.6) (52.7) (61.5) (56.9) (53.3)

ATM 11 2 9 10 1 0 11 9 2 8 3
(13.6) (7.1) (17.0) (15.2) (6.7) (0.0) (13.6) (16.4) (7.7) (15.7) (10.0)

IGSF4 20 8 12 16 4 0 20 14 6 12 8
(24.7) (28.6) (22.6) (24.2) (26.7) (0.0) (24.7) (25.5) (23.1) (23.5) (26.7)

CHFR 9 2 7 6 3 0 9 8 1 6 3
(11.1) (7.1) (13.2) (9.1) (20.0) (0.0) (11.1) (14.5) (3.9) (11.8) (10.0)

BRCA2 19 6 13 16 3 0 19 15 4 13 6
(23.5) (21.4) (24.5) (24.2) (20.0) (0.0) (23.5) (27.3) (15.4) (25.5) (20.0)

RB1 7 1 6 6 1 0 7 6 1 4 3
(8.6) (3.6) (11.3) (9.1) (6.7) (0.0) (8.6) (10.9) (3.9) (7.8) (10.0)

RB1-2 8 4 4 6 2 0 8 6 2 4 4
(9.9) (14.3) (7.6) (9.1) (13.3) (0.0) (9.9) (10.9) (7.7) (7.8) (13.3)

THBS1 6 1 5 5 1 0 6 5 1 1 5
(7.4) (3.6) (9.4) (7.6) (6.7) (0.0) (7.4) 9.1) (3.9) (2.0) (16.7)

PYCARD 58 19 39 51 7 0 58 35 23 34 24
(71.6) (67.9) (73.6) (77.3) (46.7) (0.0) (71.6) (63.6) (88.5) (66.7) (80.0)

CDH13 39 9 30 31 8 0 39 26 13 20 19
(48.2) (32.1) (56.6) (47.0) (53.3) (0.0) (48.2) (47.3) (50.0) (39.2) (63.3)

TP53 29 10 19 23 6 0 29 20 9 17 12
(35.8) (35.7) (35.9) (34.9) (40.0) (0.0) (35.8) (36.4) (34.6) (33.3) (400)

BRCA1l 34 12 22 26 8 0 34 19 15 21 13
(41.8) (42.9) (41.5) (39.4) (53.3) (0.0) (42.0) (34.5) (57.7) (41.2) (43.3)

STK11 80 28 52 65 15 0 80 55 25 50 30
(98.8) (100) (98.1) (98.5) (100) (0.0) (98.8) (100) (96.2) (98.0) (100)

GATAS 58 21 37 51 7 0 58 36 22 36 22
(71.6) (75.0) (69.8) (77.3) (46.7) (0.0) (71.6) (65.5) (84.6) (70.6) (73.3)

Tabla 16. Namero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segin cada una de las variables clinico-patoldgicas en el grupo T1BG para un umbral de
metilacion de 0.3. En rojo se reflejan aquellos genes que presentan una frecuencia de metilacién mayor
del 30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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Resultados

TIAG Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) Multl{g/g;cllldad
IM > 0.3 nf;‘ib(aoz)) 5 | 285 | varon | Mujer | i No | <3cm | >3em | 1tm | >2tm
n=27 n=64 n=83 n=8 n=28 n=63 n=55 n=36 n=50 n=41
TP73 8 3 5 8 0 3 5 7 1 5 3
(8.8) (11.1) (7.3) (9.6) (0.0) (10.7) (7.9) (12.7) (2.8) (10.0) (7.3)
MSH®6 44 11 33 41 3 11 33 27 17 24 20
(48.4) (40.7) (47.8) (49.4) (37.5) | (39.3) | (52.4) (49.1) (47.2) (48.0) (48.8)
VHL 7 2 5 6 1 4 3 6 1 1 6
7.7) (7.4) (7.3 (7.2) (12.5) | (14.3) (4.8) (10.1) (2.8) (2.0) (14.6)
RARB 38 11 27 35 3 12 26 26 12 20 18
(41.8) (40.7) (39.1) (42.2) (37.5) | (42.9) | (41.3) (47.3) (33.3) (40.0) (43.9)
ESR1 13 2 11 12 1 6 7 7 6 7 6
(14.3) (74) | (159) | (145) | (125) | (1.4) | 11.1) | (12.7) (16.7) | (14.0) | (14.6)
CDKN2A 2 0 2 1 1 1 1 1 1 0 2
(2.2) (0.0) (2.9) (1.2) (12.5) (3.6) (1.6) (1.8) (2.8) (0.0) (4.9)
PAX5A 34 8 2 31 3 11 23 20 14 20 14
(37.4) (29.6) (37.7) (37.4) (37.5) | (39.3) | (36.5) (36.4) (38.9) (40.0) (34.2)
PTEN 5 2 3 5 0 2 3 4 1 3 2
(5.5) (7.4) (4.3) (6.0) (0.0) (7.1) (4.8) (7.3) (2.8) (6.0) (4.9)
MGMT 11 4 7 10 1 4 7 9 2 4 7
(12.1) (14.8) (10.2) (12.1) (12.5) | (14.3) | (11.1) (16.4) (5.6) (8.0) (17.1)
MGMT-2 58 16 42 51 7 17 41 36 22 36 22
(63.7) (59.3) (60.9) (61.4) (87.5) | (60.7) | (65.1) (65.5) (61.1) (72.0) (53.7)
PAX6 8 1 7 7 1 1 7 3 5 6 2
(8.8) (3.7) (10.1) (8.4) (12.5) (3.6) (11.1) (5.5) (13.9) (12.0) (4.9)
WT1 42 12 30 36 6 10 32 20 22 25 17
(46.2) (44.4) (43.5) (43.4) (75.0) | (35,7) | (50.8) (36.4) (61.1) (50.0) (41.5)
CD44 25 8 17 24 1 7 18 14 11 17 8
(27.5) (29.6) (24.6) (28.9) (12.5) | (25.0) | (28.6) (25.5) (30.6) (34.0) (19.5)
GSTP1 18 6 12 16 2 8 10 15 3 11 7
(19.8) (22.2) (17.4) (19.3) (25.0) | (28.6) | (15.9) (27.3) (8.3) (22.0) (17.1)
ATM 6 4 2 5 1 4 2 5 1 4 2
(6.6) (14.8) (2.9) (6.0) (12.5) | (14.3) (3.2) (9.1) (2.8) (8.0) (4.9)
IGSF4 29 9 20 26 3 8 21 19 10 13 16
(31.9) (33.3) (29.0) (31.3) (37.5) | (28.6) | (33.3) (34..5) (27.8) (26.0) (39.0)
CHFR 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0
(1.1) 0.0 (1.5) (1.2) (0.0) (0.0 (1.6) (0.0 (2.8) (2.0) (0.0)
BRCA2 24 8 16 21 3 10 14 17 7 9 15
(26.4) (29.6) (23.2) (25.3) (37.5) | (35.7) | (22.2) (30.9) (19.4) (18.0) (36.6)
RB1 3 1 2 3 0 2 1 3 0 1 2
(3.3) (8.7 (2.9) (3.6) (0.0 | (7.1) (1.6) (5.5) (0.0 (2.0) 4.9
RB1-2 5 1 4 5 0 1 4 4 1 2 3
(5.5) (8.7 (5.8) (6.0 (0.0) (3.6) (6.4) (7.3) (2.8) (4.0 (7.3)
THBS1 11 4 7 9 2 3 8 8 3 5 6
(12.1) (14.8) (10.2) (10.8) (25.0) | (10.7) | (12.7) (14.5) (8.3) (10.0) (14.6)
PYCARD 11 5 6 9 2 4 7 10 1 6 5
(12.1) (18.5) (8.7) (10.8) (25.0) | (14.3) | (11.1) (18.2) (2.8) (12.0) (12.2)
CDH13 48 12 36 44 4 15 33 26 22 28 20
(52.8) (44.4) (52.2) (53.0) (50.0) | (53.6) | (52.4) (47.3) (61.1) (56.0) (48.8)
TP53 19 8 11 17 2 7 12 12 7 10 9
(21.9) (29.6) (15.9) (20.5) (25.0) | (25.0) | (19.1) (21.8) (19.4) (20.0) (22.0)
BRCA1l 41 15 26 40 1 14 27 25 16 23 18
(45.1) (55.6) (37.7) (48.2) (12.5) | (50.0) | (42.9) (45.5) (44.4) (46.0) (43.9)
STK11 85 25 60 77 8 25 60 49 36 46 39
(93.4) (92.6) (87.0) (92.8) (100) | (89.3) (5.2) (89.1) (100) (92.0) (95.1)
GATAS 39 13 26 33 6 11 28 24 15 22 17
(42.9) (48.2) (37.7) (39.8) (75.0) | (39.3) | (44.9) (43.6) (41.7) (44.0) (41.5)

Tabla 17. Namero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segin cada una de las variables clinico-patologicas en el grupo T1AG para un umbral de
metilacion de 0.3. En rojo se reflejan aquellos genes que presentan una frecuencia de metilacién mayor
del 30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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Multifocalidad

Global Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) (%)

IM > 0.3 n:%lé)f?}’/o ) 5 | 285 | varsn | Mujer | i No | <3cm | >3em | 1tm | >2tm
n=80 n=171 n=213 n=38 n=28 n=223 n=177 n=74 n=161 n=90

TP73 24 7 17 21 3 3 21 20 4 15 9
(9.6) (8.8) (9.9) (9.9) (7.9) (10.7) (9.4) (11.3) (5.4) (9.3) (10.0)

MSH®6 115 33 82 94 21 11 104 80 35 72 43
(45.8) (41.3) (47.9) (44.1) (55.3) | (39.3) | (46.4) (45.2) (47.3) (44.7) (47.8)

VHL 18 4 14 15 3 4 14 13 5 7 11
(7.2) (5.0) (8.2) (7.0) (7.9) (14.3) (6.3) (7.3) (6.8) (4.3) (12.2)

RARB 158 53 105 136 22 12 146 117 41 101 57
(63.0) (66.3) (61.4) (63.9) (57.9) | (42.8) | (65.5) (66.1) (55.4) (62.7) (63.3)

ESR1 50 11 39 44 6 6 44 37 13 31 19
(19.9) (13.8) (22.8) (20.7) (15.8) | (21.4) | (19.7) (20.9) (17.6) (19.3) (21.1)

CDKN2A 14 2 12 11 3 1 13 10 4 7 7
(5.6) (2.5) (7.0) (5.2) (7.9) (3.6) (5.8) (5.7) (5.4) (4.3) (7.8)

PAX5SA 85 17 68 74 11 11 74 55 30 51 34
(33.9) (21.3) (39.7) (34.7) (29.0) | (39.3) | (33.2) (31.1) (40.5) (31.7) (37.8)

PTEN 20 7 18 21 4 2 23 20 5 16 9
(8.0) (8.8) (10.5) (9.9) (10.5) (7.1) (10.3) (11.3) (6.8) (9.9) (10.0)

MGMT 43 11 32 37 6 4 39 31 12 24 19
(17.1) (138) | (18.7) | (17.4) | (158) | (14.3) | (175) | (17.5) (16.2) | (14.9) | (21.1)

MGMT-2 162 56 106 136 26 17 145 117 45 103 59
(64.5) (70.0) (62.0) (63.9) (68.4) | (60.7) | (65.0) (66.1) (60.8) (64.0) (65.6)

PAX6 22 3 19 21 1 1 21 12 10 15 7
(8.8) (3.8) (11.1) (9.9) (2.6) (3.6) (9.4) (6.8) (13.5) (9.3) (7.8)

WT1 126 34 92 104 22 10 116 83 43 83 43
(50.2) (42.5) | (53.8) | (44.4) | (57.9) | (35.7) | (52.0) | (46.9) (58.1) | (51.6) | (47.8)

CD44 139 48 91 120 19 7 132 98 41 96 43
(55.4) (60.0) (53.2) (56.3) (50.0) | (25.0) | (59.2) (55.4) (55.4) (59.6) (47.8)

GSTP1 112 36 76 92 20 8 104 86 26 75 37
(44.6) (45.0) (44.4) (43.2) (52.6) | (28.6) | (46.4) (48.6) (35.1) (46.6) (41.1)

ATM 24 6 18 20 4 4 20 20 4 16 8
(9.6) (7.5) (10.5) (9.4) (10.5) | (14.3) (9.0) (11.3) (5.4) (9.9) (8.9)

|GSF4 56 19 37 48 9 8 48 39 17 30 26
(22.3) (23.8) (21.6) (22.5) (23.7) | (28.6) | (21.5) (22.0) (23.0) (18.6) (28.9)

CHFR 12 2 10 9 3 0 12 9 3 8 4
(4.8) (2.5) (5.8) (4.2) (7.9) (0.0 (5.4) (5.1) (4.1) (5.0 (4.4)

BRCA2 54 17 37 45 9 10 44 41 13 28 26
(21.5) (21.3) (21.6) (21.1) (23.7) | (35.7) | (19.7) (23.2) (17.6) (17.4) (28.9)

RB1 14 2 12 12 2 2 12 11 3 8 6
(5.6) (2.5) (7.0 (5.6) (5.3) (7.1) (5.4) (6.2) (4.1) (5.0 (6.7)

RB1-2 15 6 9 13 2 1 14 11 4 8 7
(6.0 (7.5) (5.3) (6.1) (5.3 (3.6) (6.3) (6.2) (5.4) (5.0 (7.8)

THBS1 22 5 17 19 3 3 19 17 5 8 14
(8.8) (6.3) (9.9) (8.9) (7.9) (10.7) (8.5) (9.6) (6.8) (5.0) (15.6)

PYCARD 131 45 86 111 19 4 127 99 32 86 45
(52.2) (56.3) (50.3) (52.1) (50.0) | (14.3) (5.7) (55.9) (43.2) (53.4) (50.0)

CDH13 116 28 88 101 15 15 101 77 39 70 46
(46.2) (35.0) (51.4) (47.4) (39.5) | (53.6) | (45.3) (43.5) (52.7) (43.5) (51.1)

TP53 87 27 60 71 16 7 80 65 22 55 32
(34.7) (33.8) (35.1) (33.3) (42.1) | (25.0) | (35.9) (36.7) (29.7) (34.2) (35.6)

BRCA1 115 41 74 99 16 14 101 78 37 76 39
(45.8) (51.3) (43.3) (46.5) (42.1) | (50.0) | (45.3) (44.1) (50.0) (47.2) (43.3)

STK11 243 78 165 205 38 25 218 170 73 156 87
(96.8) (97.5) (96.4) (96.2) (100) (89.3) | (97.8) (96.0) (98.7) (96.9) (96.7)

GATAS 158 52 106 131 27 11 147 110 48 101 57
(63.0) (65.0) (62.0) (61.5) (71.1) | (39.3) | (65.9) (62.2) (64.9) (62.7) (63.3)

Tabla 18. Numero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segun cada una de las variables clinico-patoldgicas en la serie completa para un umbral de
metilacion de 0.3. En rojo se reflejan aquellos genes que presentan una frecuencia de metilacién mayor del
30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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2.1.1 Tumores TaBG

Cuando comparamos los rangos de metilacion de tumores unifocales frente a los
multifocales se observd que Unicamente los genes MGMT2 (p=0.034) y GATAS
(p=0.03) se asociaban de manera significativa con la multifocalidad.

Del mismo modo, la hipermetilacion de PAX5A (p=0.003) se observé que se
encontraba significativamente relacionada con la edad de tal manera que estd mas

frecuentemente metilado en los pacientes de 65 afios 0 mas.

El resto de genes no se encontraron relacionados con ninguna de las caracteristicas
clinico-patoldgicas. A continuacion se recogen las asociaciones encontradas entre la

metilacion y las caracteristicas clinico-patoldgicas cléasicas [Tabla 19].

ASOCIACION GEN P
Edad PAX5A 0.003
MGMT2 0.034

Multifocalidad

GATAS 0.03

Tabla 19. Asociacidn entre caracteristicas clinico-patoldgicas y genes en el grupo TaBG para un indice de
metilacion >0.3

2.1.2 Tumores T1BG

En el caso de los tumores de bajo grado pero que invaden el tejido conectivo
subepitelial (T1) se objetivd un mayor nimero de asociaciones [Tabla 20]. Cuando se
compararon los porcentajes de metilacion en relacién a la edad se observé que los genes
PAX6 (p=0.01) y CDH13 (p=0.031) se encontraban mas frecuentemente metilados en los
mayores de 65 afios. Por otra parte, se encontr6 asociacion estadisticamente significativa
con el sexo masculino para RARB (p=0.019), CD44 (p=0.017), PYCARD (p=0.023) y
GATADS (p=0.023).

También se encontrd asociacion con el tamafio tumoral mayor o igual de 3 cm para
BRCAL (p=0,042) y con la multifocalidad para los genes RARB (p=0.024), THBS1
(p=0.024) y CDH13 (p=0.03).
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ASOCIACION GEN p
PAX6 0.01
Edad
CDH13 0.031
RARB 0.019
CD44 0.017
Sexo
PYCARD 0.023
GATA5 0.023
Tamarno BRCA1 0.042
RARB 0.024
Multifocalidad THBS1 0.024
CDH13 0.03

Tabla 20. Asociacion entre caracteristicas clinico-patoldgicas y genes en el grupo T1BG para un indice
de metilacion >0.3

2.1.3 Tumores T1AG

Al analizar la posible asociacion de la metilacion de cada uno de los genes con el
tamano se observo que el GSTP1 (p=0.023) y el PYCARD (p=0.025) se relacionaban con
tumores menores de 3cm mientras que STK11 (p=0.042) lo hacia con tumores mayores.
Ademas, se encontraron asociaciones significativas cuando comparamos los indices de
metilacion en tumores unifocales versus multifocales. De este modo, la hipermetilacion
de VHL (p=0.031) y BRCA2 (p=0.039) se relacion6 con tumores multiples [Tabla 21].

ASOCIACION GEN p
GSTP1 0.023
Tamafio PYCARD 0.025
STK11 0.042
VHL 0.031
Multifocalidad
BRCA2 0.039

Tabla 21. Asociacion entre caracteristicas clinico-patoldgicas y genes en el grupo T1AG para un indice
de metilacion>0. En azul se reflejan los genes asociados con variables de menor agresividad (tumores
menores de 3 cm)

2.1.4 Serie global

Cuando se tuvo en cuenta el total de pacientes de nuestra serie (n=251), ademas de
las caracteristicas clinico-patolégicas valoradas en cada subgrupo (edad, sexo, presencia

de Cis, tamafio y multifocalidad) se analizaron el grado y el estadio [Tabla 22]. De esta
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manera, cuando comparamos el indice de metilacion de Ta frente a T1 observamos que la
hipermetilacién (IM>0.3) de RARB (p=0.027), CD44 (p=0.002), GSTP1 (p<0.001),
PYCARD (p<0.001), TP53 (p=0.001) y GATAS5 (p=0.001) presentd una asociacion
significativa con la existencia de un estadio no invasivo (Ta), mientras que la de PAX5A
(p=0.018), IGSF4 (p<0.001) y CDH13 (p=0.028) se asoci6 con un estadio T1.

Cuando se analizaron Unicamente los tumores T1 (de bajo y de alto grado), se
objetivd una asociacion estadistica con bajo grado para los genes RARB (p<0.001),
CDKN2A (p=0.033), PTEN (p=0.007), MGMT (p=0.016), CD44 (p<0.001), GSTP1
(p<0.001), CHFR (p=0.005), PYCARD (p<0.001), TP53 (p=0.022) y GATAS5 (p<0.001)
También se reagruparon los tumores de bajo grado en Unicos y en multifocales,
observandose que la hipermetilacion de MGMT2 (p=0.046) y THBS1 (p=0.004) se

asociaba a tumores multiples.

En relacion al grado, la hipermetilacion de IGSF4 (p=0.005) y CHFR (p=0.032) se
asocio a tumores de alto grado, mientras que RARB (p<0.001), CD44 (p<0.001),
GSTP1(p<0.001), PYCARD (p<0.001), TP53 (p<0.001), STK11l (p=0.028) y GATAS

(p<0.001) se asociaron a tumores de bajo grado.

Al estudiar los tumores de bajo grado por separado (Ta y T1), se advirtid una
asociacion estadistica de la hipermetilacion de TP73 (p=0.035), PAX5A (p=0.027),
PTEN (p=0.017), MGMT (p=0.044), IGSF4 (p=0.008), CHFR (p=0.031) y CDH13
(p=0.08) con los tumores T1.

Otros factores que presentaron significacion estadistica con la hipermetilacién de
los genes fueron la ausencia de Cis para RARB (p=0.018), CD44 (p=0.001), PYCARD
(p<0.001), STK11 (p=0.048) y GATAS5 (p=0.006) y el tamafio inferior a 3 cm para
GSTP1 (p=0.034) y PYCARD (p=0.045).

Cuando comparamos los rangos de metilacion en tumores unifocales versus
multifocales, se observd que la hipermetilacion de CD44 (p=0.047) se asociaba con
tumores Unicos, mientras que cuando los genes hipermetilados eran VHL (p=0.021),
IGSF4 (p=0.044), BRCA2 (p=0.034) y THBS1 (p=0.05) se encontraban al menos dos

neoformaciones tumorales (tumores multiples).
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ASOCIACION GEN p

RARB 0.027

CD44 0.002

PAX5A 0.018
GSTP1 <0.001
Estadio IGSF4 <0.001
PYCARD <0.001

CDH13 0.028

TP53 0.001

GATAS 0.001
RARB <0.001
CD44 <0.001
GSTP1 <0.001

IGSF4 0.005

Grado CHFR 0.032
PYCARD <0.001
TP53 <0.001

STK11 0.028
GATAS <0.001

RARB 0.018

CD44 0.001
Cis asociado PYCARD <0.001
STK11 0.048

GATA5 0.006

GSTP1 0.034

Tamafio PYCARD 0.045
VHL 0.021

CD44 0.047

Multifocalidad IGSF4 0.044
BRCA2 0.034

THBS1 0.05

Tabla 22. Asociacion entre caracteristicas clinico-patoldgicas y genes en la serie global para un indice
de metilacion >0.3. En azul se reflejan los genes asociados con variables de menor agresividad (Ta, BG,
ausencia de Cis, tamafio menor de 3 cm y tumores Ginicos)

2.2 Metilacion Mayor de 0.5

Del mismo modo, se realiz6 el analisis para un IM mayor de 0.5 [Tablas 23, 24, 25 y

26].
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Multifocalidad

TaBG Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) (%)

IM>05 nf;gb(aoz)) 5| 285 | varen | Mujer | si No | <3cm | 3em | 1tm | >2tm
n=25 n=54 n=64 n=15 n=0 n=79 n=67 n=12 n=60 n=19

TP73 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0)

MSH®6 14 4 10 10 4 0 14 12 2 9 5
(17.7) (16.0) (18.5) (15.6) (26.7) (0.0) (17.7) (17.9) (16.7) (15.0) (26.3)

VHL 3 1 2 3 0 0 3 2 1 2 1
(3.8) (4.0) 3.7) (4.7) (0.0) (0.0) (3.8) (3.0) (8.3) (3.3) (5.3)

RARB 49 17 32 40 9 0 49 44 5 34 15
(62.0) (68.0) (59.3) (62.5) (60.0) (0.0) (62.0) (65.7) (41.7) (56.7) (79.0)

ESR1 5 0 5 5 0 0 5 4 1 1 4
(6.3) (0.0) (9.3) (7.8) (0.0) (0.0) (6.3) (6.0) (8.3) (1.7) (21.1)

CDKN2A 3 1 2 3 0 0 3 3 0 1 2
(3.8) (4.0) (3.7) (4.7) (0.0) (0.0) (3.8) (4.5) (0.0) (1.7) (10.5)

PAX5A 5 0 5 4 1 0 5 4 1 2 3
(6.3) (0.0) (9.3) (6.3) (6.7) (0.0) (6.3) (6.0) (8.3) (3.3) (15.8)

PTEN 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
(1.3) (0.0) (1.9) (0.0) (6.7) (0.0) (1.3) (0.0) (8.3) (0.0) (5.3)

MGMT 4 0 4 3 1 0 4 4 0 3 1
(5.1) (0.0) (7.4) (4.7) (6.7) (0.0) (5.1) (6.0) (0.0) (5.0) (5.3)

MGMT-2 44 16 28 37 7 0 44 39 5 29 5
(55.7) (64.0) (51.9) (57.8) (46.7) (0.0) (55.7) (58.2) (41.7) (48.3) (79.0)

PAX6 2 1 1 2 0 0 2 2 0 0 2
(2.5) (4.0) (1.9) (3.1) (0.0) (0.0) (2.5) (3.0) (0.0) (0.0) (10.5)

WT1 25 7 18 21 4 0 25 21 4 18 7
(31.6) (28.0) (33.3) (32.8) (26.7) (0.0) (31.6) (31.3) (33.3) (30.0) (36.8)

CD44 45 15 30 36 9 0 45 38 7 31 14
(57.0) (60.0) (55.6) (56.3) (60.0) (0.0) (57.0) (56.7) (58.3) (51.7) (73.7)

GSTP1 41 12 29 33 8 0 41 36 5 28 13
(51.9) (48.0) (53.7) (51.6) (53.3) (0.0) (51.9) (53.7) (41.7) (46.7) (68.4)

ATM 4 0 4 2 2 0 4 3 1 1 3
(5.1) (0.0) (7.4) (3.1) (13.3) (0.0) (5.1) (4.5) (8.3) 1.7 (15.8)

|GSF4 6 1 5 5 1 0 6 5 1 4 2
(7.6) (4.0) (9.3) (7.8) (6.7) (0.0) (7.6) (7.5) (8.3) (6.7) (10.5)

CHFR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.0 0.0 0.0 0.0 (0.0) (0.0 (0.0 (0.0 (0.0 (0.0 (0.0

BRCA2 6 1 5 6 0 0 6 5 1 3 3
(7.6) (4.0) (9.3) (9.4) (0.0) (0.0) (7.6) (7.5) (8.3) (5.0) (15.8)

RB1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0
(1.3) (0.0) (1.9) (1.6) (0.0) (0.0) (1.3) (0,00) (8.3) (1.7) (0.0)

RB1-2 2 1 1 2 0 0 2 1 1 2 0
(2.5) 4.0 (1.9 (3.1) (0.0) (0.0 (2.5) (1.5) (8.3) (3.3 (0.0

THBS1 2 0 2 2 0 0 2 1 1 1 1
(2.5) (0.0) (3.7) (3.1) (0.0) (0.0) (2.5) (1.5) (8.3) (1.7) (5.3)

PYCARD 57 20 37 47 10 0 57 51 6 41 16
(72.2) (80.0) (68.5) (73.4) (66.7) (0.0) (72.2) (76.1) (50.0) (68.3) (84.2)

CDH13 14 5 9 11 3 0 14 11 3 9 5
(17.7) (20.0) (16.7) (17.2) (20.0) (0.0) (17.7) (16.4) (25.0) (15.0) (26.3)

TP53 32 8 24 25 7 0 32 27 5 24 8
(40.5) (32.0) (44.4) (39.1) (46.7) (0.0) (40.5) (40.3) (41.7) (40.0) (42.1)

BRCA1 31 9 22 26 5 0 31 26 5 24 7
(39.2) (36.0) (40.7) (40.6) (33.3) (0.0) (39.2) (38.8) (41.7) (40.0) (36.8)

STK11 77 25 52 62 15 0 77 65 12 60 17
(97.5) (100) (96.3) (96.9) (100) (0.0) (97.5) (97.0) (100) (100) (89.5)

GATAS 56 18 38 43 13 0 56 48 8 38 18
(70.9) (72.0) (70.4) (67.2) (86.7) (0.0) (70.9) (71.6) (66.7) (63.3) (94.7)

Tabla 23. Namero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segin cada una de las variables clinico-patologicas en el grupo TaBG para un umbral de
metilacion de 0.5. En rojo se reflejan aquellos genes que presenta una frecuencia de metilacion mayor del
30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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Multifocalidad

TIBG Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) (%)

IM>05 nfé‘ib(aoz)) 5 1 285 | varen | Mujer | si No | <3cm | >3em | 1tm | >2tm
n=28 n=53 n=66 n=15 n=0 n=81 n=55 N26 n=51 n=30

TP73 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1
(1.2) (0.0) (18.9) (1.5) (0.0) (0.0) (1.2) (1.8) (0.0) (0.0) (3.3)

MSH®6 16 4 12 13 3 0 16 11 5 10 6
(19.8) (14.3) (22.6) (19.7) (20.0) (0.0) (19.8) (20.0) (19.2) (19.6) (20.0)

VHL 2 1 1 2 0 0 2 1 1 0 2
(2.5) (3.6) (18.9) (3.0) (0.0) (0.0) (2.5) (1.8) (3.9) (0.0) (6.7)

RARB 46 14 32 39 7 0 46 27 19 28 18
(56.8) (50.0) (60.4) (59.1) (46.7) (0.0) (56.8) (49.1) (73.1) (54.9) (60.0)

ESR1 8 2 6 7 1 0 8 5 3 6 2
(9.9) (7.1) (11.3) (10.6) (6.7) (0.0) (9.9) (9.1) (11.5) (11.8) (6.7)

CDKN2A 3 0 3 3 0 0 3 2 1 2 1
(3.7) (0.0) (5.7) (4.5) (0.0) (0.0) (3.7) (3.6) (3.9) (3.9) (3.3)

PAX5SA 14 3 11 13 1 0 14 8 6 9 5
(17.3) (10.7) (20.8) (19.7) (6.7) (0.0) (17.3) (14.5) (23.1) (17.7) (16.7)

PTEN 9 3 6 6 3 0 9 6 3 6 3
(11.1) (10.7) (11.3) (9.1) (20.0) (0.0) (11.1) (10.9) (11.5) (11.8) (10.0)

MGMT 14 4 10 12 2 0 14 9 5 6 8
(17.3) (14.3) (18.9) (18.2) (13.3) (0.0) (17.3) (16.4) (19.2) (11.8) (26.7)

MGMT-2 46 16 30 37 9 0 46 29 17 26 20
(56.8) (57.1) (56.6) (56.1) (60.0) (0.0) (56.8) (52.7) (65.4) (51.0) (66.7)

PAX6 6 0 6 6 0 0 6 5 1 4 2
(7.4) (0.0) (11.3) (9.1) (0.0) (0.0) (7.4) (9.1) (3.9) (7.8) (6.7)

WT1 21 1 20 20 1 0 21 16 5 12 9
(25.9) (3.6) (37.7) (30.3) (6.7) (0.0) (25.9) (29.1) (19.2) (23.5) (30.0)

CD44 42 13 29 36 6 0 42 23 19 27 15
(51.9) (46.4) (54.7) (54.5) (40.0) (0.0) (51.9) (41.8) (73.1) (52.9) (50.0)

GSTP1 39 11 28 30 9 0 39 25 14 25 14
(48.2) (39.3) (52.8) (45.5) (60.0) (0.0) (48.2) (45.5) (53.9) (49.0) (46.7)

ATM 8 2 6 7 1 0 8 6 2 6 2
(9.9) (7.1) (11.3) (10.6) (6.7) (0.0) (9.9) (10.9) (7.7) (11.8) (6.7)

IGSF4 11 5 6 9 2 0 11 9 2 6 5
(13.6) (17.9) (11.3) (13.6) (13.3) (0.0) (13.6) (16.4) (7.7) (11.8) (16.7)

CHFR 5 0 5 3 2 0 5 5 0 3 2
(6.2) (0.0) (9.4) (4.5) (13.3) (0.0) (6.2) (9.1) (0.0) (5.9) (6.7)

BRCA2 11 3 8 9 2 0 11 9 2 6 5
(13.6) (10.7) (15.1) (13.6) (13.3) (0.0) (1.6) (16.4) (7.7) (11.8) (16.7)

RB1 2 0 2 2 0 0 2 1 1 10 1
(2.5) (0.0) (3.8) (3.0) (0.0) (0.0) (2.5) (1.8) (3,9) (19.6) (3.3)

RB1-2 3 2 1 2 1 0 3 2 1 2 1
(3.7) (7.1) (18.9) (3.0) (6.7) (0.0) (3.7) (3.6) (3.9) (3.9) (3.3)

THBS1 4 1 3 4 0 0 4 3 1 10 3
(4.9) (3.6) (5.7) (6.1) (0.0) (0.0) (4.9) (5.5) (3.9) (19.6) (10.0)

PYCARD 45 15 30 39 6 0 45 25 20 26 19
(55.6) (53.6) (56.6) (59.1) (40.0) (0.0) (55.6) (45.5) (76.9) (51.0) (63.3)

CDH13 29 7 22 24 5 0 29 19 10 13 16
(35.8) (25.0) (41.5) (36.4) (33.3) (0.0) (35.8) (34.5) (38.5) (25.5) (53.3)

TP53 23 6 17 18 5 0 23 17 6 13 10
(28.4) (21.4) (32.1) (27.3) (33.3) (0.0) (28.4) (30.9) (23.1) (25.5) (33.3)

BRCA1l 28 9 19 22 6 0 28 17 11 16 12
(34.6) (32.1) (35.9) (33.3) (40.0) (0.0) (34.5) (30.9) (42.3) (31.4) (40.0)

STK11 76 26 50 61 15 0 76 53 23 48 28
(93.8) (92.9) (94.3) (92.4) (100) (0.0) (93.8) (96.4) (88.5) (94.1) (93.3)

GATAS 46 18 28 39 7 0 46 27 19 28 18
(56.8) (64.3) (52.8) (59.1) (46.7) (0.0) (56.8) (49.1) (73.1) (54.9) (60.0)

Tabla 24. Namero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segin cada una de las variables clinico-patologicas en el grupo T1BG para un umbral de
metilacion de 0.5. En rojo se reflejan aquellos genes que presentan una frecuencia de metilacién mayor del
30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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Multifocalidad

TIAG Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) (%)

IM>05 nf;‘ib(aoz)) o5 | 285 | varon | Mujer | si No | <3cm | 3em | 1tm | >2tm
n=27 n=64 n=83 n=8 n=28 n=63 n=55 n=36 n=50 n=41

TP73 5 2 3 5 0 4 1 4 1 3 2
(5.5) (7.4) (4.4) (6.0) (0.0) (14.3) (1.6) (7.3) (2.8) (6.0) (4.9)

MSH6 15 8 7 14 1 7 8 10 5 10 5
(16.5) (29.6) (10.1) (16.9) (12.5) (25.0) (12.7) (18.2) (13.9) (20.0) (12.2)

VHL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0)

RARB 26 8 18 23 3 9 17 17 9 14 12
(28.6) (29.6) (26.1) (27.7) (37.5) (32.1) (27.0) (30.9) (25.0) (28.0) (29.3)

ESR1 4 1 3 4 0 2 2 3 1 3 1
(4.4) (3.7) (4.4) (4.8) (0.0) (7.1) (3.2) (5.5) (2.8) (6.0) (2.4)

CDKN2A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0) (0.0)

PAX5SA 19 6 13 16 3 7 12 10 9 11 8
(20.9) (22.2) (18.8) (19.3) (37.5) (25.0) (19.0) (18.2) (25.0) (22.0) (19.5)

PTEN 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1
(1.1) (3.7) (0.0) (1.2) (0.0) (3.6) (0.0) (1.8) (0.0) (0.0) (2.4)

MGMT 5 2 3 5 0 2 3 4 1 2 3
(5.5) (7.4) (4.4) (6.0) (0.0) (7.1) (4.8) (7.3) (2.8) (4.0) (7.3)

MGMT-2 50 16 34 46 4 14 36 30 20 30 20
(54.9) (59.3) (49.3) (55.4) (50.0) (50.0) (57.1) (54.5) (55.5) (60.0) (48.8)

PAX6 6 1 5 6 0 1 5 2 4 5 1
(6.6) (3.7) (7.3) (7.2) (0.0) (3.6) (7.9) (3.6) (11.1) (10.0) (2.4)

WT1 24 6 18 19 5 7 17 8 16 13 11
(26.4) (22.2) (26.1) (22.9) (62.5) (25.0) (27.0) (14.5) (44.4) (26.0) (26.8)

CD44 19 7 12 18 1 7 12 11 8 14 5
(20.9) (25.9) (17.4) (21.7) (12.5) (25.0) (19.0) (20.0) (22.2) (28.0) (12.2)

GSTP1 12 5 7 10 2 7 5 11 1 7 5
(13.2) (18.5) (10.1) (12.1) (25.0) (25.0) (7.9) (20.0) (2.8) (14.0) (12.2)

ATM 3 2 1 2 1 3 0 2 1 2 1
(3.3) (7.4) (1.5) (2.4) (12.5) (10.7) (0.0) (3.6) (2.8) (4.0) (2.4)

IGSF4 11 4 7 9 2 6 5 8 3 5 6
(12.1) (14.8) (10.1) (10.8) (25.0) (21.4) (7.9) (14.5) (8.3) (10.0) (14.6)

CHFR 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0
(1.1) 0.0 (1.5) (1.2) (0.0) (0.0 (1.6) (0.0 (2.8) (2.0) (0.0

BRCA2 13 6 7 12 1 5 8 10 3 6 7
(14.3) (22.2) (10.1) (14.5) (12.5) (17.9) (12.7) (18.2) (8.3) (12.0) (17.0)

RB1 2 0 2 2 0 1 1 2 0 1 1
(2.2) (0.0 (2.9) (2.4) (0.0) (3.6) (1.6) (3.6) (0.0) (2.0) (2.4)

RB1-2 3 0 3 3 0 1 2 3 0 2 1
(3.3) 0.0 (4.4) (3.6) (0.0) (3.6) (3.2) (5.5) (0.0 (4.0 (2.4)

THBS1 6 3 3 6 0 1 5 5 1 3 3
(6.6) (11.1) (4.4) (7.2) (0.0) (3.6) (7.9) 9.1) (2.8) (6.0) (7.3)

PYCARD 6 2 4 4 2 3 3 5 1 5 1
(6.6) (7.4) (5.8) (4.8) (25.0) (10.7) (4.8) 9.1) (2.8) (10.0) (2.4)

CDH13 34 8 26 30 4 11 23 16 18 19 15
(37.4) (29.6) (37.7) (36.1) (50.0) (39.3) (36.5) (29.1) (50.0) (38.0) (36.8)

TP53 12 6 6 10 2 6 6 7 5 8 4
(13.2) (22.2) (8.7) (12.1) (25.0) (21.4) (9.5) (12.7) (13.9) (16.0) (9.8)

BRCA1l 31 12 19 30 1 11 20 18 13 18 13
(34.1) (44.4) (27.5) (36.1) (12.5) (39.3) (31.7) (32.7) (36.1) (36.0) (31.7)

STK11 80 23 57 73 7 23 57 46 34 44 36
(87.9) (85.2) (82.6) (88.0) (87.5) (82.1) (90.5) (83.6) (94.4) (88.0) (87.8)

GATAS 20 8 12 17 3 8 12 13 7 10 10
(222.0) (29.6) (17.4) (20.5) (37.5) (28.6) (19.0) (23.6) (19.4) (20.0) (24.4)

Tabla 25. Nimero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segin cada una de las variables clinico-patologicas en el grupo T1AG para un umbral de
metilacion de 0.5. En rojo se reflejan aquellos genes que presentan una frecuencia de metilacién mayor del
30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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Multifocalidad

Global Metilacién Edad (%) Sexo (%) Cis asociado Tamafio (%) (%)

IM > 0.5 n:gzlgf ?(I,/O ) ;ﬁsci azr”?:s Varon | Mujer Si No <3cm >3 cm 1tm >2 tm
n=80 n=171 n=213 n=38 n=28 n=223 n=177 n=74 n=161 n=90

TP73 6 2 4 6 0 1 5 5 1 3 3
(2.4) (2.5) (2.3) (2.8) (0.0) (3.6) (2.2) (2.8) (1.4) (1.9) (3.3)

MSH®6 45 16 29 37 8 7 38 33 12 29 16
(17.9) (20.0) (17.0) (17.4) (21.1) (25.0) (17.0) (18.6) (16.2) (18.0) (17.8)

VHL 5 1 3 5 0 0 5 3 2 2 3
(2.0) (1.3) (1.8) (2.4) (0.0) (0.0) (2.2) (1.7) (2.7) (1.2) (3.3)

RARB 121 39 82 102 19 9 112 88 33 76 45
(48.2) (48.8) (48.0) (47.9) (50.0) (32.1) (50.2) (49.7) (44.6) (47.2) (50.0)

ESR1 17 3 14 16 1 2 15 12 5 10 7
(6.8) (3.8) (8.2) (7.5) (2.6) (7.1) (6.7) (6.8) (6.8) (6.2) (7.8)

CDKN2A 6 1 5 6 0 0 6 5 1 3 3
(2.4) (1.3) (2.9) (2.8) (0.0) (0.0) (2.7) (2.8) (1.4) (1.9) (3.3)

PAX5A 38 9 2 33 5 7 31 22 16 22 16
(15.1) (11.3) (17.0) (15.5) (13.2) (25.0) (13.9) (12.4) (21.6) (13.7) (17.8)

PTEN 11 4 7 7 4 1 10 7 4 6 5
(4.4) (5.0) (4.1) (3.3) (10.5) (3.6) (4.5) (4.0) (5.4) (3.7) (5.6)

MGMT 23 6 17 20 3 2 21 17 6 11 12
(9.2) (7.5) (9.9) (9.4) (7.9) (7.1) (9.4) (9.6) (8.1) (6.8) (13.3)

MGMT-2 140 48 92 120 20 14 126 98 42 85 55
(55.8) (60.0) (53.8) (56.3) (52.6) (50.0) (56.5) (55.4) (56.8) (5.3) (61.1)

PAX6 14 2 12 14 0 1 13 9 5 9 5
(5.6) (2.5) (7.0) (6.6) (0.0) (3.6) (5.8) (5.1) (6.8) (5.6) (5.6)

WT1 70 14 56 60 10 7 63 45 25 43 27
(27.9) (17.5) (32.8) (28.2) (26.3) (25.0) (28.3) (25.4) (33.8) (26.7) (30.0)

CD44 106 35 71 90 16 7 99 72 34 72 34
(42.2) (43.8) (41.5) (42.3) (42.1) (25.0) (44.4) (40.7) (45.9) (44.7) (37.8)

GSTP1 92 28 64 73 19 7 85 72 20 60 32
(36.7) (35.0) (37.4) (34.3) (50.0) (25.0) (38.1) (40.7) (27.3) (37.3) (35.6)

ATM 15 4 11 11 4 3 12 11 4 9 6
(6.0) (5.0) (6.4) (5.2) (10,.5) (10.7) (5.4) (6.2) (5.4) (5.6) (6.7)

|GSF4 28 10 18 23 5 6 22 22 6 15 13
(11.2) (12.5) (10.5) (10.8) (13.2) (21.4) (9.9) (12.4) (8.1) (9.3) (14.4)

CHFR 6 0 6 4 2 0 6 5 1 4 2
(2.4) 0.0 (3.5) (1.9 (5.3 (0.0 (2.7 (2.8) (1.4) (2.5) (2.2)

BRCA2 30 10 20 27 3 5 25 24 6 5 15
(12.0) (12.5) (11.7) (12.7) (7.9) (17.9) (11.2) (13.6) (8.1) (9.3) (16.7)

RB1 5 0 5 5 0 1 4 3 1 3 2
(2.0 (0.0 (2.9) (2.4) (0.0) (3.6) (1.8) (1.7) (1.3) (1.9) (2.2)

RB1-2 8 3 5 7 1 1 7 6 2 6 2
(3.2) (3.8) (2.9 (3.3) (2.6) (3.6) (3.1) (3.4) (2.7 (8.7 (2.2)

THBS1 12 4 8 12 0 1 11 9 3 5 7
(4.8) (5.0) 4.7) (5.6) (0.0) (3.6) (4.9) (5.1) (4.1) (9:3) (7.8)

PYCARD 108 37 71 90 18 3 105 81 27 72 36
(43.0) (46.3) (41.5) (42.3) (47.4) (10.7) (47.1) (45.8) (36.5) (44.7) (40.0)

CDH13 77 20 57 65 12 11 66 46 31 41 36
(30.7) (25.0) (33.3) (30.5) (31.6) (39.3) (29.6) (26.0) (41.9) (25.5) (40.0)

TP53 67 20 47 53 14 6 61 51 16 45 22
(26.7) (25.0) (27.5) (24.9) (36.8) (2.4) (27.4) (28.8) (21.6) (28.0) (24.4)

BRCA1 90 30 60 78 12 11 79 61 29 58 32
(35.9) (37.5) (35.1) (36.6) (31.6) (39.3) (35.4) (34.5) (39.2) (36.0) (35.6)

STK11 233 74 159 196 37 23 210 164 69 152 81
(92.8) (82.5) (93.0) (92.0) (97.4) (82.1) (94.2) (92.7) (93.2) (94.4) (90.0)

GATAS 122 44 78 99 23 8 114 88 34 76 46
(48.6) (55.0) (45.6) (46.5) (60.5) (28.6) (51.1) (49.7) (45.9) (47.2) (51.1)

Tabla 26. Numero y porcentaje de pacientes que presentan metilado cada uno de los genes a nivel global y
divididos segun cada una de las variables clinico-patoldgicas en la serie completa para un umbral de
metilacion de 0.5. En rojo se reflejan aquellos genes que presentan una frecuencia de metilacién mayor del
30%. En amarillo se destacan las asociaciones estadisticamente significativas
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2.2.1 Tumores TaBG

Cuando comparamos el rango de metilacion de cada uno de los genes en el grupo
de tumores no invasivos de bajo grado para cada una de las caracteristicas clinico-
patoldgicas se obtuvo, Unicamente, una asociacion significativa entre ESR1 (p=0.011),
MGMT2 (p=0.017), ATM (p=0.041) y GATAS (p=0.006) y la presencia de al menos dos

neoformaciones [Tabla 27].

ASOCIACION GEN p
ESR1 0.011
MGMT2 0.017
Multifocalidad
ATM 0.041
GATAS5 0.006

Tabla 27. Asociacién entre caracteristicas clinico-patoldgicas y genes en el grupo TaBG para un indice
de metilacion >0.5

2.2.2 Tumores T1BG

En los tumores que invaden el tejido conectivo subepitelial (T1) de bajo grado se
observaron diferencias significativas para la edad menor de 65 afios cuando el indice de
metilacion de WT1 (p<0.001) era mayor de 0.5; para el tamafio con RARB (p=0.035),
CD44 (p=0.008) y GATAS5 (p=0.035) relacionandose con tumores de 3 cm 0 mas Yy, por
altimo, se encontrd una significacion estadistica entre CDH13 (p=0.011) y la existencia

de méas de un tumor [Tabla 28].

ASOCIACION GEN p
Edad WT1 <0.001
RARB 0.035
Tamafo CD44 0.008
GATAS 0.035
Multifocalidad CDH13 0.011

Tabla 28. Asociacién entre caracteristicas clinico-patoldgicas y genes en el grupo T1BG para un indice
de metilacion >0.5. Dentro de la edad, se refleja en verde la asociacién con menos de 65 afios
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2.2.3 Tumores T1AG

Dentro de los tumores de alto grado se encontraron diversas asociaciones
significativas entre metilacion (IM > 0.5) y factores clinico-patoldgicos [Tabla 29]. Cuando
la metilacion de MSH6 se encontr6 por encima del umbral de 0.5 se asocié a una edad al
diagndstico inferior a 65 afios (p=0.033). Por su parte, la hipermetilacion de WT1
(p=0.028) se asoci6 al sexo femenino y la de ATM (p=0.027) a la presencia de Cis.
Cuando comparamos los rangos de metilacion en relacion al tamafio, WT1 (p=0.002) y
CDH13 (p=0.037) se asociaron a tumores >3cm, mientras que GSTP1 (p=0.015) se

asocié a tumores menores.

ASOCIACION GEN p
Edad MSH6 0.033
Sexo WT1 0.028
Cis asociado ATM 0.027
WT1 0.002
Tamario GSTP1 0.015
CDH13 0.037

Tabla 29. Asociacion entre caracteristicas clinico-patolégicas y genes en el grupo T1AG para un indice
de metilacién >0.5. Dentro de la edad y sexo se refleja en verde la asociacién con menos de 65 afios y
sexo femenino, respectivamente. En azul se reflejan los genes asociados con variables de menor
agresividad (tamafio menor de 3 cm)

2.2.4 Serie global

Cuando se analizé el numero total de pacientes de la serie (n=251), ademas de las
caracteristicas clinico-patolégicas valoradas en los subgrupos (edad, sexo, presencia de
Cis, tamafio y multifocalidad), se estudio el grado y el estadio [Tabla 30], al igual que
cuando tomamos el umbral de 0.3. De esta manera, cuando comparamos el rango de
metilacion de Ta frente a T1, observamos que la hipermetilacion de RARB (p=0.002),
CD44 (p=0.002), GSTP1 (p=0.001), PYCARD (p<0.001), TP53 (p=0.001), STK11
(p=0.041) y GATAS5 (p<0.001) presentaba una asociacion estadisticamente significativa
con el estadio no invasivo (Ta). Por el contrario, la hipermetilacién por encima de 0.5 de
PAX5A (p=0.005) y CDH13 (p=0.002) se asocid con el estadio T1.

En relacién al grado también se encontraron asociaciones. La hipermetilacién de

TP73 (p=0.025) y PAX5A (p=0.043) se asoci6 a tumores de alto grado, mientras que en
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el caso de RARB (p<0.001), PTEN (p=0.048), CD44 (p<0.001), GSTP1(p<0.001),
PYCARD (p<0.001), TP53 (p<0.001), STK11 (p=0.023) y GATAS5 (p<0.001) se asocib a
tumores de bajo grado.

Otros factores que presentaron significacion estadistica con la hipermetilacion
(IM>0.5) de algunos genes fueron la ausencia de Cis para RARB (p=0.053), CD44
(p=0.037), PYCARD (p<0.001), STK11 (p=0.037) y GATA5 (p=0.019), el tamafio
inferior a 3 cm para GSTP1 (p=0.027) y superior para CDH13 (p=0.01) y la
multifocalidad para CDH13 (p=0.013).

ASOCIACION GEN p

RARB 0.002

CD44 0.002

PAX5A 0.005

GSTP1 0.001
Estadio PYCARD <0.001
CDH13 0.002

TP53 0.001

STK11 0.041
GATAS <0.001

TP73 0.025
RARB <0.001

PAX5A 0.043

PTEN 0.048
CD44 <0.001
Grado GSTP1 <0.001
PYCARD <0.001
TP53 <0.001

STK11 0.023
GATAS <0.001

RARB 0.053

CD44 0.037
Cis asociado PYCARD <0.001
STK11 0.037

GATAS 0.019

GSTP1 0.027

Tamafio CDH13 0.01
Multifocalidad CDH13 0.013

Tabla 30. Asociacion entre caracteristicas clinico-patoldgicas y genes en la serie global para un indice
de metilacion >0.5. En azul se reflejan los genes asociados con variables de menor agresividad (Ta, BG,
ausencia de Cis y tamafio menor de 3 cm)
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2.3 Comparacion de ambos indices de metilacion

Para facilitar la comprension, en este apartado se resumen las asociaciones

significativas en cada uno de los subgrupos, tanto para IM>0.3 como para IM>0.5. Por

una parte se comparan los umbrales de metilacion en funcion de las variables clinico-

patoldgica en los diferentes subgrupos de tumores [Tabla 31] mientras por otro se
comparan dichos umbrales para estadio y grado en la serie global [Tabla 32].

TUMORES TaBG TUMORES T1BG TUMORES T1AG SERIE GLOBAL
IM>03 | IM>05] IM>03 [ IM>05] IM>03 [ IM>05] IM>03 |IM>05
MSH6
PAX5A
EDAD PAX6
WT1
CDH13
RARB
WT1
SEXO CD44
PYCARD
GATA5
RARB
CD44
CIS ATM |
ASOCIADO PYCARD
STK11
GATA5
RARB
WT1
CD44
GSTP1 GSTP1 GSTP1
TAMARNO PYCARD PYCARD
CDH13 CDH13
BRCA1
STK11
GATA5
VHL VHL
RARB
ESR1
MGMT?2
MULTI AT CDa4
FOCALIDAD T
BRCA2 BRCA2
THBS1 THBS1
CDH13 CDH13
GATA5 |

Tabla 31. Asociaciones significativas con edad (<65 afios en azul, >65 afios en amarillo), sexo
(femenino en azul, masculino en amarillo), presencia de Cis (no en azul, si en amarillo), tamafio (<3 cm

en azul, >3cm en amarillo) y multifocalidad (tumores Gnicos en azul, mltiples en amarillo) en cada uno
de los subgrupos y la serie global, obtenidos para ambos indices de metilacion
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TUMORES TaBG
ESTADIO GRADO
IM>03 [ IM>05| IM>03 | IM>0.5
TP73
RARB RARB
PAX5A PAX5A
y PTEN
CD44 CD44
GSTP1 GSTP1
IGSF4 IGSF4
CHFR
PYCARD PYCARD
CDH13 \
TP53 TP53
~ STK11 STK11
GATAS GATAS

Tabla 32. Genes asociados a estadio (Ta en azul, T1 en amarillo) vy
grado ( BG en azul, AG en amarillo) para ambos indices de metilacion

3. EVOLUCION

Si consideramos el grupo global de tumores estudiados, la mediana de tiempo de
seguimiento fue de 55 meses (3.0-153.0), muy similar a la de cada uno de los grupos por

separado.

La mediana de tiempo libre de enfermedad fue de 59.5 meses (25-218) para los
TaBG, 71 meses (27-218) para los T1BG, 69 meses (40-235) para los TLIAG y 64 meses
(25-235) para el grupo global. Por otro lado, el tiempo hasta la progresion fue de 58
meses (3-129) para los tumores considerados de bajo riesgo, 65 meses (3-129) para los
T1BG, 50 meses (3-130) para los de alto riesgo y 58 meses (3-130) para el grupo gobal
[Tabla 33]. En 28 pacientes (11.2%) se produjeron 3 0 mas recidivas no musculo-invasivas
durante el seguimiento y en 18 (7.2%) la progresion se produjo en la primera recidiva. En
los primeros 6 meses tras la RTUv se produjeron 23 recidivas (9.2%) y 12 progresaron en

el primer afio (4.8%).

Dos pacientes murieron por cancer en el grupo TaBG, uno a los 46 meses y otro a
los 56 y sélo uno en el de T1BG, a los 102 meses de seguimiento. La mediana de
supervivencia cancer especifica en TLAG fue de 16 meses (5-126) y 24 meses (5-129) en

el grupo global [Tabla 33].
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Durante el seguimiento completo progresaron 31 pacientes (12.4%), teniendo lugar
el 80.6% en el grupo de alto grado (n=25). En 8 casos no se realizd cistectomia por
enfermedades asociadas o por edad elevada, por lo que fueron etiquetados de pTx por no
haberse realizado una estadificacion patolgica completa al no haber pieza quirlrgica,
aunque clinicamente eran T2-4 o existian metastasis ganglionares y a distancia en las
pruebas de imagen. Entre los pacientes a los que si se les practicé cirugia radical, 1 fue un
pTONOMO con una anatomia patolégica en la RTUv previa de T2G3; 12 fueron pT2, de
los cuales uno presenté adenopatias positivas y 3 presentaron metéstasis ganglionares y a
distancia; 4 fueron pT3, uno de ellos con enfermedad ganglionar y los 6 restantes fueron

cistectomias paliativas con resultado de la pieza de pT4 [Tabla 34].

TaBG T1BG T1AG GLOBAL
(n=79) (n=81) (n=91) (n=251)
Recidiva 46 45 37 128
Progresion 2 4 25 31
Muertos 15 23 39 77
Muertos por cancer 2 1 13 16
Muertos por otra causa
_ 13 (7) 22 (10) 26 (16) 61 (33)
(sin eventos)
Vivos* 64 58 52 174
Casos que recidivaron
_ 3 1 1 5
perdidos
Recidiva 27 (3-111) 35 (3-107) 43 (3-114) 35 (3-114)
Progresion 58 (3-129) 65 (3-129) 50 (3-130) 58 (3-130)
Muerte por 46y 26 102
) 16 (5-126) 24 (5-129)
cancer (n=2)** (n=1)**
Mediana | Muerte por
. 32 (4-68) 435 (3-144) 30.5 (12-180) 33 (3-180)
de tiempo | otra causa
Libre de
59.5 (25-218) 71 (27-218) 69 (40-235) 64 (25-235)
enfermedad
Seguimiento
53 (3-129) 60 (3-129) 52 (3-131) 55 (3-153)
global

Tabla 33. Distribucion de los principales parametros a tener en cuenta durante la evolucién en la serie
global y en cada uno de los grupos a estudio. (*) Existen 5 pacientes perdidos que dado el largo
seguimiento que tuvieron se incluyen como pacientes vivos. (**) Dado el escaso nimero de fallecimientos
se refieren los meses absolutos hasta la muerte de cada uno de los pacientes y no la mediana de tiempo
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Tx (no cistectomia)
pTO
pT2
pT3
pT4

Tabla 34. Clasificacion TNM de las progresiones

NOMO

w w| o

3.1 Tumores TaBG

N+MO

3.1.1 Tiempo Libre de Enfermedad

N+M+

TOTAL

PACIENTES

8
1
12

La mediana de tiempo libre de enfermedad fue de 59.5 meses (25-218) [Tabla 33].

e Para un indice de metilacion mayor de 0.3

Se analizaron los factores clinico-patoldgicos tradicionales del tumor en lo que se

refiere a tamafo y multifocalidad. Ninguno present6 Cis asociado y al pertenecer al

mismo grupo, estadio y grado es comun en todos los pacientes.

En el analisis univariado no se encontrd significacion estadistica con ninguna de

las caracteristicas clinico-patoldgicas. En lo que respecta al estudio de metilacion de los
genes, se observo asociacion para PAX5A (p=0.016), WT1 (p=0.036) y BRCAl

(p=0.023). En los dos primeros la metilacion por encima del umbral 0.3 implica menor

tiempo libre de enfermedad (TLE) (recidiva mas precoz) (HR>1), mientras que en

BCRAL se relaciona con mayor tiempo libre (recidiva mas tardia) (HR<1) [Tabla 35 y

Figura 28].
95% IC
p HR : .
Inferior Superior
PAX5A 0.016 2.248 1.163 4.345
WT1 0.036 1.919 1.045 3.524
BRCA1 0.023 0.503 0.279 0.91

Tabla 35. Genes asociados a TLE en el analisis univariado para un indice de metilacién >0.3 en tumores

TaBG. En azul se refleja la asociacion con un mayor TLE
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Incidencia acumulada
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—+
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24 48 72 96
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1,07
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BRCA1
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120

120

Figura 28. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a TLE en el analisis univariado
para un indice de metilacién >0.3 en tumores TaBG

En el estudio multivariado de Cox, considerados los riesgos competitivos, se

confirma que los tres genes del analisis univariado son factores independientes respecto a

las variables clinico-patologicas tradicionales. Asi la metilacion de PAX5A (p=0.019) y

WT1 (p=0.042) implica un menor tiempo libre de enfermedad mientras que la de BRCA1

(p=0.023) tiene un papel protector, asociandose a una recidiva mas tardia [Tabla 36].

95% IC
p HR - :
Inferior Superior
PAX5A 0.019 2.2 1.13 4.28
WT1 0.042 1.88 1.02 3.49
BRCA1 0.023 0.5 0.27 0.91

Tabla 36. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en el grupo de TaBG cuando el
indice de metilacion es > 0.3. En azul se refleja la asociacién con un mayor TLE
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e Para un indice de metilacién mayor de 0.5

Cuando tomamos como punto de corte un indice de metilacion mayor de 0.5, en el
estudio univariado la hipermetilacion del gen WT1 (p=0.019) se asoci6 a un menor
tiempo libre de enfermedad mientras que la de GSTP1 (p=0.034) y BRCA1 (p=0.031) se

observo que implica un tiempo mayor y, por tanto, una recidiva mas tardia [Tabla 37 y

Figura 29].
95% IC
p HR . .
Inferior Superior
WT1 0.019 2.055 1.127 3.747
GSTP1 0.034 0.523 0.287 0.951
BRCA1 0.031 0.498 0.264 0.939

Tabla 37. Genes asociados a TLE en el andlisis univariado para un indice de metilacién >0.5 en tumores
TaBG. En azul se refleja la asociacion con un mayor TLE

1,07 1,07 GSTP
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3 3 T,
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1] o e bt ©
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- 0,27 — 027
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24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
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1,07 BRCA1
e
—+ censurado
© | -+
E 0,8
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4
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©
2
s 047 -
o :
b :
£
0,27
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Figura 29. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a TLE en el analisis univariado
para un indice de metilacion >0.5 en tumores TaBG
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confirmaron todos los genes obtenidos en el estudio univariado [Tabla 38].

A partir de estos datos se realizé un analisis multivariado de Cox en el que se

95% IC
p HR . .
Inferior Superior
WT1 0.014 2.12 1.15 3.89
GSTP1 0.034 0.49 0.26 0.95
BRCA1 0.034 0.5 0.26 0.94

Tabla 38. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en el grupo de TaBG cuando
el indice de metilacion es > 0.5. En azul se refleja la asociacion con un mayor TLE

3.2 Tumores T1BG (n=81)

3.2.1 Tiempo Libre de Enfermedad

La mediana de tiempo libre de enfermedad fue de 71 meses (27-218) [Tabla 33].

e Para un indice de metilacion mayor de 0.3

Todos los pacientes presentan el mismo grado y estadio y ninguno de ellos presentd
Cis asociado. Por tanto, se analizaron los factores clinico-patologicos del tumor

Unicamente en lo que se refiere a tamafio y multifoclidad. En el analisis univariado no se

encontrd significacion estadistica con ninguna de las caracteristicas clinico-patologicas.
Por el contrario, se observd que la hipermetilacion de los genes VHL (p=0.034), PAX6
(p=0.043), ATM (p=0.009), CHFR (p=0.049) y RB1 (p=0.013) se asociaba a un menor

tiempo libre de enfermedad (recidiva mas precoz) [Tabla 39 y Figura 30].

95% IC
p HR - -
Inferior Superior

VHL 0.034 3.066 1.088 8.639
PAX6 0.043 2.233 1.027 4.853
ATM 0.009 2.705 1.284 5.7
CHFR 0.049 2.277 1.005 5.161
RB1 0.013 3.03 1.262 7.278

Tabla 39. Genes asociados a TLE en el andlisis univariado para un indice de metilacion >0.3 en tumores

T1BG
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Figura 30. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a TLE en el andlisis univariado
para un indice de metilacion >0.3 en tumores T1BG

En el estudio multivariado de Cox se confirmd que la metilacién por encima del

umbral 0,3 de PAX6 (p=0.044), ATM (p=0.004), CHFR (p=0.035) y RB1 (p=0.007) era

un factor independiente para el tiempo libre de enfermedad [Tabla 40].
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95% IC
p HR . .
Inferior Superior
PAX6 0.044 2.23 1.01 4.9
ATM 0.004 3.02 1.4 6.5
CHFR 0.035 242 1.06 5.54
RB1 0.007 3.51 1.40 8.78

Tabla 40. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en el grupo de T1BG cuando
el indice de metilacion es > 0.3

e Para un indice de metilacion mayor de 0.5

Cuando realizamos el estudio univariado para un IM mayor de 0,5, se observo que

la metilacion por encima de ese valor en los genes CDKN2A (p=0.022), PAX6
(p=0.026), ATM (0.002) y RB1 (p=0.006) implicaba un menor tiempo libre de

enfermedad [Tabla 41 y Figura 31].

95% IC
p HR . .
Inferior Superior
CDKN2A 0.022 3.972 1.217 12.965
PAX6 0.026 2.925 1.139 7.508
ATM 0.002 3.69 1.613 8.442
RB1 0.006 7.967 1.837 34.551
Tabla 41. Genes asociados a TLE en el analisis univariado para un indice de metilacién >0.5 en
tumores T1BG
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Figura 31. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a TLE en el analisis univariado
para un indice de metilacion >0.5 en tumores T1BG

En el analisis multivariado de Cox se confirmé la hipermetilacién de los cuatro

genes como factor independiente de tiempo libre de enfermedad [Tabla 42].

95% IC
p HR - s
Inferior Superior
CDKN2A 0.013 4.57 1.36 15.36
PAX6 0.014 3.33 1.26 8.8
ATM 0.0025 3.63 1.56 8.39
RB1 0.007 8.08 1.76 36.9

Tabla 42. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en el grupo de T1BG cuando el
indice de metilacion es > 0.5

3.3 Tumores T1AG (n=91)

3.3.1 Tiempo Libre de Enfermedad

La mediana de tiempo libre de enfermedad fue de 69 meses (40-235 meses) [Tabla

33).

e Para un indice de metilacion mayor de 0.3

En el analisis univariado de las caracteristicas clinico-patoldgicas sélo la

multifocalidad se relacion6 significativamente con el tiempo hasta la recidiva. Por otro

lado se observd que la metilacion del PYCARD por encima de 0.3 implicaba menor

tiempo libre de enfermedad [Tabla 43 y Figura 32].
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95% IC
p HR

Inferior Superior

PYCARD 0.027 2.553 1.113 5.853

Tabla 43. Gen asociado a TLE en el analisis univariado para un indice de metilacion >0.3 en tumores
T1AG

1,0 PYCARD

= «"-No metilacdo
=Ietiaco
-+

~4= eensurado

Incidencia acumulada
¥

24 48 72 96 120
Time libre (meses)

Figura 32. Curva de incidencia acumulada para el gen asociado a TLE en el andlisis univariado para un
indice de metilacion >0.3 en tumores T1IAG

En el estudio multivariado de Cox, PYCARD resultd significativo e

independiente. Sin embargo, en este grupo de tumores existia un nimero limitado de

pacientes con PYCARD metilado que hubiesen presentado recidiva (n=12) [Tabla 44].

95% IC
p HR . -
Inferior Superior
Mltiple 0.07 0.51 0.24 1.06
PYCARD* 0.035 2.65 1.06 6.61

Tabla 44. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en el grupo de T1AG cuando el
indice de metilacién es > 0.3. (*) Unicamente hubol12 casos con PYCARD metilado y recidiva

e Para un indice de metilacion mayor de 0.5

Cuando realizamos el estudio univariado para un IM mayor de 0.5, se vié que la

metilacion por encima de ese valor en los genes PAX5A (p=0.04), PTEN (p=0.017) y
PYCARD (p=0.007) implicaba un menor tiempo libre de enfermedad [Tabla 45 y Figura 33].
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95% IC
p HR . .
Inferior Superior
PAX5A 0.04 2.059 1.032 4.107
PTEN 0.017 12.732 1.566 103.483
PYCARD 0.007 3.725 1.432 9.692

Tabla 45. Genes asociados a TLE en el andlisis univariado para un indice de metilacion >0.5 en tumores

T1AG
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Figura 33. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a TLE en el analisis univariado
para un indice de metilacién >0.5 en tumores T1AG

No se realizd andlisis multivariado de Cox para PTEN por el escaso nimero de

pacientes con el gen hipermetilado que habian presentado recidiva (n<5). PYCARD

resulté significativo como factor independiente [Tabla 46].
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95% IC
p HR . .
Inferior Superior
Multiple 0.12 0.55 0.26 1.17
PYCARD* 0.039 3.1 1.05 8.6

Tabla 46. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en el grupo de T1AG cuando el
indice de metilacion es > 0.5. (*) De los 6 pacientes con PYCARD metilado, 5 presentaron recidiva

3.3.2 Tiempo hasta la Progresion

La mediana de tiempo hasta la progresion fue de 50 meses (3-130) [Tabla 33].

e Para un indice de metilacion mayor de 0.3

En el estudio univariado las variables clinico-patologicas que se estudiaron fueron

presencia de Cis asociado, tamafio y multifocalidad, no resultando significativa ninguna

de ellas.

Cuando estudiamos la metilacion de los genes en relacion al tiempo hasta la
progresion ninguno de ellos resultd asociado en el analisis univariado ni en el

multivariado para este punto de corte.

e Para un indice de metilacion mayor de 0.5

Para una indice de metilacion mayor de 0.5, en el estudio univariado la metilacion
por encima de ese umbral de los genes PTEN (p=0.002) y PYCARD (p=0.043) implica

una progresion mas precoz [Tabla 47]. No obstante, se debe tener en cuenta que estos

resultados se obtuvieron en base a un paciente que progreso teniendo el gen PTEN
metilado y a 6 pacientes con PYCARD metilado de los cuales s6lo 4 progresaron. Debido

a esto, solo se representa el gen PYCARD [Figura 34].

95% IC
p HR . .
Inferior Superior
PTEN* 0.002 6.56 1.92 22.44
PYCARD** 0.043 3.03 1.034 8.916

Tabla 47. Genes asociados a tiempo hasta la progresion en el analisis univariado para un indice de
metilacion >0.5 en tumores T1AG. (*) 1 paciente con PTEN metilado progreso. (**) 6 pacientes con
PYCARD metilado de los cuales 5 presentaron progresion
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Figura 34. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a tiempo hasta la progresion en el
analisis univariado para un indice de metilacién >0.5 en tumores T1AG

En el estudio multivariado se obtiene que el PYCARD es un factor independiente

para progresion cuando el analisis se realiza para un indice de metilacion mayor de 0.5
[Tabla 48]. En cuanto a PTEN, dado el escaso nUmero de casos con evento, no se realizo

estudio multivariado.

95% IC
p HR

Inferior Superior

PYCARD 0.041 3.34 1.04 10.69

Tabla 48. Factores independientes en el estudio multivariado para el tiempo hasta la progresién en el
grupo de T1AG cuando el indice de metilacién es > 0.5

3.3.3 Supervivencia Cancer Especifica

La mediana de tiempo hasta la muerte cancer especifica fue de 16 meses (5-126)

[Tabla 33].

Ninguno de los genes resultd asociado, para ninguno de los dos indices de
metilacion, en el estudio uni ni en el multivariado por el escaso nimero de pacientes que

fallecieron por cancer (n=13).
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3.4 Serie Global (n=251)

3.4.1 Tiempo Libre de Enfermedad

La mediana de tiempo libre de enfermedad fue de 64 meses (25-235) [Tabla 33].

e Para un indice de metilacion mayor de 0.3

En el grupo global de pacientes se analizaron los factores clinico-patologicos
tradicionales del tumor en lo que se refiere a estadio, grado, presencia 0 no de Cis
asociado, tamafio, multifocalidad y tratamiento adyuvante y también respecto a la

hipermetilacion de cada uno de los genes. En el andlisis univariado, se encontrd

significacion estadistica con el grado (mayor tiempo libre en los BG, p=0.039) y con el

tipo de instilaciones [Tabla 49].

95% IC
p HR . .
Inferior Superior
Grado (AG/BG) 0.039 0.669 0.456 0.980
Instilaciones
0.049 0.87 0.76 0.99
(No/MMC/BCG)

Tabla 49. Factores clinico-patol6gicos asociados a TLE en el andlisis univariado para un indice de
metilacion >0.3 en la serie global

En lo que respecta al estudio de los genes se observo asociacion para PAX5A
(p=0.018), WT1 (p=0.049), CHFR (p=0.041), RB1 (p=0.006) y PYCARD (p=0.016). En
todos ellos la metilacion por encima del umbral 0.3 implica menor tiempo libre de

enfermedad o lo que es lo mismo, se asocié a una recidiva mas precoz [Tabla 50 y Figura
35].

95% IC
p HR . .
Inferior Superior
PAX5A 0.018 1.534 1.075 2.188
WT1 0.049 1.422 1.002 2.019
CHFR 0.041 2.036 1.03 4.023
RB1 0.006 2.388 1.281 4.452
PYCARD 0.016 1.543 1.083 2.199

Tabla 50. Genes asociados a TLE en el andlisis univariado para un indice de metilacion >0.3 en la serie
global
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Figura 35. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a TLE en el analisis univariado
para un indice de metilacion >0.3 en la serie global

A partir de estos datos se realizd un analisis multivariado de Cox considerando los

riesgos competitivos y se encontré que sélo PAX5A (p=0.01) y RB1 (p=0.008) eran

factores independientes para el tiempo libre de enfermedad [Tabla 51].
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95% IC
p HR . .
Inferior Superior
Grado (AG/BG) 0.158 0.668 0.382 1.17
Instilacion
0.811 0.928 0.506 1.704
(No/MMC/BCG)
PAX5A 0.01 1.61 1.11 2.33
95% IC
p HR . .
Inferior Superior
Grado (AG/BG) 0.18 0.68 0.38 1.19
Instilacion
0.65 0.86 0.47 1.59
(No/MMC/BCG)
RB1 0.008 2.31 1.23 4.33

Tabla 51. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en la serie global cuando el
indice de metilacion es > 0.3

Para un indice de metilacion mayor de 0.5

Cuando tomamos como punto de corte un indice de metilacion mayor de 0.5, en el

estudio univariado la metilacion por encima de ese umbral en los genes RARB (p=0.037),

PAX5A (p=0.009), PAX6 (p=0.041) y PYCARD (p=0.023) implic6 menor tiempo libre

de enfermedad, es decir, una recidiva mas precoz [Tabla 52 y Figura 36].

95% IC
p HR - :
Inferior Superior
RARB 0.037 1.45 1.024 2.055
PAX5A 0.009 1.782 1.157 2.743
PAX6 0.041 1.964 1.027 3.756
PYCARD 0.023 1.497 1.057 2.119

Tabla 52. Genes asociados a TLE en el analisis univariado para un indice de metilacién >0.5 en la serie

global
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Figura 36. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a TLE en el analisis univariado
para un indice de metilacién >0.5 en la serie global

Solo PAX5A y PAX6, estudiados uno a uno con el resto de factores clinico-

patologicos, resultaron independientes para recidiva en el andlisis de Cox-multivariado

[Tabla 53].
95% IC
p HR . _
Inferior Superior
Grado (AG/BG) 0.14 0.65 0.37 1.14
Instilacion
0.77 0.91 0.49 1.671
(No/MMC/BCG)
PAX5A 0.004 1.94 1.22 3.06
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95% IC
p HR . .
Inferior Superior
Grado (AG/BG) 0.08 0.61 0.34 1.07
Instilacion
0.91 0.96 0.52 1.78
(No/MMC/BCG)
PAX6 0.024 2.14 1.10 4.18

Tabla 53. Factores independientes en el estudio multivariado para el TLE en la serie global cuando el
indice de metilacion es > 0.5

3.4.2 Tiempo hasta la Progresiéon

Se observaron 31 progresiones a T2+ durante el seguimiento, 25 de ellos (80.6%)
en TIAG y 7 en tumores de bajo grado [Tabla 33]. La mediana de tiempo hasta la
progresion fue de 58 meses (3-130) [Tabla 33].

e Para un indice de metilacion mayor de 0.3

En el grupo global de pacientes se analizaron los factores clinico-patologicos
tradicionales del tumor en lo que se refiere al estadio, grado, presencia 0 no de Cis
asociado, tamafio, multifocalidad y tratamiento adyuvante. Posteriormente, se analizo la

metilacion de cada uno de los genes.

En el estudio univariado las variables clinico-patolégicas que se asociaron a la

progresion fueron el estadio T (p=0.005), el grado (p<0.001) y el Cis asociado (p<0.001)

[Tabla 54].
95% IC
p HR . _
Inferior Superior

Estadio (Ta/T1) 0.005 0.13 0.031 0.54
Grado (AG/BG) 0.00001 8.62 3.74 19.83
Cis asociado

] 0.00001 5.32 2.62 10.79
(Si/No)

Tabla 54. Factores clinico-patoldgicos asociados a tiempo hasta la progresion en el andlisis univariado
para un indice de metilacion >0.3 en la serie global

Cuando estudiamos la metilacion de los genes en relacion a la progresion a un
tumor musculo-invasivo se observo que sélo el CD44 (p=0.01), el GSTP1 (p<0.001) vy el

PYCARD (p=0.06) se relacionaban con la progresion pero de manera invera. Asi, la
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metilacion por debajo del umbral de 0.3 implico un menor tiempo hasta el evento o, lo

que es lo mismo, la hipermetilacion de estos genes se relaciond con una progresion mas

tardia a modo de variacion epigenética protectora [Tabla 55y Figura 37].

95% IC
p HR . .
Inferior Superior
CD44 0.01 0.39 0.19 0.802
GSTP1 0.00001 0.19 0.076 0.513
PYCARD 0.006 0.36 0.172 0.754

Tabla 55. Genes asociados a tiempo hasta la progresion en el analisis univariado para un indice de
metilacion >0.3 en la serie global. En azul se refleja la asociacién con un mayor hasta la progresion

101 cD44 10] GSTP
é'ﬁ:&?ﬂf”“ E'MET”“
1] 3]
g 0,87 —+ censurado g 0,87 —+=censurado
] E
£ £
2 0,67 2 0,6]
(3] ©
1] ©
g | S |
£ 04 £ 04
s T
g g s 8 e
—_ 0,2* “«;HFH»H-H- P — 0’2* v +i
IIMWWM .-w*wwm
0,0 : T T T T T T 010 - T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144

Tiempo hasta la progresion (meses) Tiempo hasta la progresion (meses)

PYCARD

= »"No metilaco
—letiiacio
-+

1,07

—+ censurado

0,81

0,67

0,47

Incidencia acumulada

0,27

eb e
i

W

0.0 T T T T T T
96 120 144

"0 24 48 72

Tiempo hasta la progresion (meses)

Figura 37. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a tiempo hasta la progresion en el
analisis univariado para un indice de metilacién >0.3 en la serie global

Al realizar el estudio multivariado la hipermetilacion de ningan gen fue

independiente frente a los factores clinico-patolégicos. Por esta razén, al desarrollar el

analisis por grupos so6lo se estudid la progresion en los T1AG.
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Para un indice de metilacion mayor de 0.5

Cuando tomamos como punto de corte un umbral de metilacion mayor de 0.5, en el
estudio univariado la hipermetilacion los genes GSTP1 (p=0.004), PYCARD (p=0.038) y

STK11 (p=0.005) implicé mayor tiempo hasta la progresion, o lo que es lo mismo, una

progresion mas tardia, por lo que podrian tener un valor protector [Tabla 56 y Figura 38].

95% IC
p HR . .
Inferior Superior
GSTP1 0.004 0.21 0.075 0.61
PYCARD 0.038 0.44 0.208 0.959
STK11 0.005 0.305 0.132 0.702

Tabla 56. Genes asociados a tiempo hasta la progresion en el analisis univariado para un indice de
metilacion >0.5 en la serie global. En azul se refleja la asociacién con un mayor hasta la progresion
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Figura 38. Curvas de incidencia acumulada para los genes asociados a tiempo hasta la progresion en el
analisis univariado para un indice de metilacién >0.5 en la serie global
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Al realizar el estudio multivariado no se obtuvo ningin gen que fuese

independiente para el tiempo hasta la progresion.

3.4.3 Supervivencia Cancer Especifica

En lo referente a los fallecidos, s6lo 16 pacientes murieron por cancer, por tanto se
trata de un nimero limitado para un andlisis de supervivencia. De ellos, 3 eran tumores de
bajo grado (18.8%) y 13 de alto grado (81.2%).

e Para un indice de metilacion mayor de 0.3

Las caracteristicas clinico-patoldgicas que se analizaron en el estudio univariado en

relacion a la muerte cancer especifica fueron estadio, grado, Cis asociado, tamafo y
multifocalidad. De todas ellas resultaron significativas el estadio (p=0.004), el grado
(p<0.001) y el Cis asociado (p=0.003) [Tabla 57].

95% IC
p HR . _
Inferior Superior
Estadio (Ta/T1) 0.004 3.62 1.52 8.63
Grado (AG/BG) 0.0001 8.68 3.56 21.19
Cis asociado 0.003 47 1.7 12.99

Tabla 57. Factores clinico-patoldgicos asociados a tiempo hasta la muerte en el analisis univariado para
un indice de metilacién >0.3 en la serie global

Al evaluar la metilacion de los genes por encima de un IM de 0.3 sélo se encontro
asociacion con el PYCARD (p=0.003), pero debemos tener en cuenta que unicamente 4

casos con PYCARD hipermetilado fallecieron por cancer de vejiga [Tabla 58 y Figura 39].

95% IC
p HR

Inferior Superior

PYCARD* 0.003 0.295 0.95 0.916

Tabla 58. Gen asociado a tiempo hasta la muerte en el anélisis univariado para un indice de metilacion
>0.3 en la serie global. (*) Sélo 4 casos con PYCARD > 0.3 fallecieron por cancer de vejiga. En azul se
refleja la asociacion con un mayor supervivencia
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Figura 39. Curva de incidencia acumulada para el gen asociado a tiempo hasta la muerte en el analisis
univariado para un umbral de metilacion >0.3 en la serie global

Al realizar el estudio multivariado la hipermetilacion de PYCARD no resulto factor

independiente de supervivencia cancer especifica (p=0.981).

e Para un indice de metilacion mayor de 0.5

Ninguno de los genes para el umbral de 0.5 resulté ser significativo para mortalidad

cancer especifica ni en el estudio univariado ni en el multivariado.

3.5 Resumen del Analisis de Supervivencia

A modo de resumen, para facilitar la lectura de estos resultados se presentan
aquellos que resultaron estadisticamente significativos en el andlisis de supervivencia de
cada uno de los subgrupos estudiados (TaBG, T1BG y T1AG) y para la serie global. Se
destaca en azul aquellos genes cuya metilacion resultd un factor independiente con peor
evolucién (menor tiempo libre de enfermedad, menor tiempo hasta progresién o menor
supervivencia cancer especifica) y en verde las asociaciones con un mejor prondstico
(inverso a lo anterior). En gris se destacan aquellos resultados significativos en el estudio

univariado que no lo fueron en el multivariado [Tabla 59]
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TUMORES TaBG TUMORES T1BG TUMORES T1AG SERIE GLOBAL
IM>0.3 IM> 0.5 IM>0.3 IM>0.5 IM>0.3 IM>0.5 IM>0.3 IM>0.5
VHL
RARB
CDKN2A
PAX5A PAX5A PAX5A
PTEN
TIEMPO LIBRE PAX6 PAX6
DE WT1 WT1
ENFERMEDAD GSTP1
ATM
CHFR | CHFR
RB1 RB1
PYCARD PYCARD
BRCAL
PTEN
TIEMPO HASTA CD4[E-I-STP1
PROERESON PYCARD PYCARD
STK11
SUPERVIVENCIA
CANCER PYCARD
ESPECIFICA

Tabla 59. Se presentan las asociaciones existentes en cada uno de los subgrupos y en la serie global. En
rosa se representan los resultados obtenidos Unicamente en el estudio univariado. En amarillo aquellos
genes cuya metilacion se asocia con una peor evolucién (menor tiempo libre de enfermedad y menor
tiempo hasta progresion) y en azul las asociaciones con un mejor pronéstico (mayor tiempo libre de
enfermedad)

3.6 Valores Predictivos Positivos (VPPs) v Negativos (VPNSs)

Se estudié el valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) que tiene la
metilacion de los genes estudiados para detectar recidiva no musculo invasiva, progresion
a tumor musculo invasor y supervivencia cancer especifica a los 12 y 24 meses en los
tumores T1AG y en la serie global. En los TaBG y T1BG se analizdé Unicamente el

tiempo hasta la recidiva al no existir practicamente progresiones.

En general, se observaron unos VPNs altos en relacién con un nimero de casos
elevado de no metilacién ni recidiva sobre todo a los 12 meses, fendmeno que se produjo
también, pero de manera inversa en el estudio de los VPP en algunos genes con escasa

metilacion, lo cual se sefiala en el texto y las tablas.

Dicho andlisis se hizo para ambos umbrales. Para facilitar la lectura de resultados se
presentan de manera conjunta, refiriendo, entre paréntesis, el indice de metilacion para el

que fue obtenido (0.3 y/o 0.5), sin incluirlo cuando fue significativo para ambos.

162




Resultados

3.6.1 Tumores TaBG

No hubo genes con VPP alto (considerando alto un valor entorno al 70%) en el
tiempo hasta la recidiva a 12 meses, excepto PAX5A (0.5), MGMT (0.5) y ATM (0.5)
que si lo presentaron pero con escasa representacion de metilacion o de recidiva, lo que
hace dudoso el resultado. A los 24 meses PAX5A (0.3), MGMT (0.3), WT1 (0.3),
GSTP1, CDH13 y GATAS tuvieron VPPs elevados, mientras que en el caso de TP73
(0.3), ESR1 (0.5), CDKN2A (0.3), PAX5A (0.5), MGMT (0.5), PAX6 (0.5) y ATM (0.5)
el resultado fue a expensas de pocos eventos con la alteracion epigenética [Tabla 60].

Algunos genes tuvieron un VPN mayor a 12 meses como VHL (0.3), RARB (0.3),
ESR1 (0.5), PAX5A, MGMT, MGMT2, WT1, CD44 (0.3), ATM (0.5), BRCA2 y
PYCARD, CDH13 y GATAS5, si bien a 24 meses los VPNs fueron bajos [Tabla 60].

T. hasta recidiva superficial T. hasta recidiva superficial
TaBG VPP VPN TaBG VPP VPN
12m 24m 12m | 24m 12 m 24m 12 m 24m
P18 oo ars [ ois Teso a6 AT  [oe {100 |10 T 674 T 395
MSHE | oe 202 T = Tsoo 65| 'O [oe | 2 T 40 o1 s
VHL e T—Ters Tas7] CHR oe T s T 0%
RARB 0ot —353 T oe3 |67 s55| BRCA2 [ga 15 T 0 T 67 | 561
ESRL ge s T 7 Tere T a0 FB! [oe o T o Tei o3
CDKN2A [get—"¢r Tors T30 RBL2 oo T e T 53
PAXSA (e To0s T Too= T 707 T4re ] THBS! e o T Tee1 [ ars
PTEN g ss9 355 PYCARD g1 3es [ ois [ s02 | o2
MOMT gt go 557 T a3 T 30| CPHIS G aaa T 667 T oss | 40
MOMT-2 5150 —sos | 7ta [sar| 1P o5 o7 |55 | o1 [ ais
PAX6 (e 700 651 308 | BREAL oo | 266 |4z | 653 | 30
WIL oo are et o a7 | STU os s era |
e Y B - A O
GSTPL |oi 1 are oo T o | da

Tabla 60. VPPs y VPNs para recidiva a 12 y 24 meses en el grupo de TaBG. (*)Valores dudosos por
escaso numero de eventos que presentasen el gen metilado
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3.6.2 Tumores T1BG

En el tiempo hasta recidiva a 12 meses se obtuvo un VPP alto para los genes TP73,
VHL, ESR1 (0.5), CDKN2A (0.5), ATM (0.5), RB1 (0.5), THBS1 y BRCAL (0.5) pero
con un escaso numero de casos metilados, haciendo dudoso su valor. A los 24 meses los
genes MSH6 (0.5), RARB, ESR1 (0.3), PAX5A (0.3), PTEN (0.3), MGMT, MGMT?2,
PAX6 (0.5), WT1 (0.5), CD44, GSTP1 (0.5), IGSF4 (0.3), BRCA2 (0.3), RB1, PYCARD
(0.5), TP53 y BRCAL también tuvieron VPP alto, al igual que VHL (0.3), CDKN2A
(0.5), ATM (0.5), TP73, CHFR y THBS1 aunque estos presentaban pocos casos con el
gen metilado [Tabla 61].

Los VPNs fueron bajos salvo para RARB a los 12 y 24 my para MGMT2, CD44 y
BRCAL1 a los 12m [Tabla 61].

T. hasta recidiva superficial T. hasta recidiva superficial
T1BG VPP VPN T1BG VPP VPP
12m 24m | 12m | 24m 12m 24m 12m 24m
TP s a0 a0 [ses 8 | A™  oseer [oor [ orr | 39
MSHS | 551555 1 oo7 | sas [ a4 | 'O o5 sms [sra [ si3 [ a7
VHL os{To0 [ se5 1100 s | CMFR 051353 [eor [ sed | ams
RARE | ~c 1515 a6 e8| 75| BRCA? oo ape [ sri | i [ 37
ESRL e 75 505 | 75+ [ 305 "B [os o[ w00 s | 40
CDKN2A |05 5o s |50 35| RBY2 (03| s | 50 | s7s | ars
PAXSA 5ot s6 | so4 a5 ] MBS G w00+ 100 | ere | 4i
PTEN 05|40 | 80 | 868 | 278 | PYCARD [as so | 75 | 657 | 556
MGMT | 5e 434 | 667 [ 576 | 3041 CH3 [0 | ars [ sss | o0 | 22
MGMT-2 5535766 | 75 | e2s | TP [0 | a67 | 753 | 893 | 444
PAX6 | 55160 | 80 | sos | 405 | BRCAL o5 667 | s | 704 | 481
WIL e fsas 727 [eas [ ars | ST a5 355 05 | 55 | 35
CD4 et —eo | aze [ 788 [ saz | CATAS [os|ave sz a3z | ot
GSTPL | 551 526 | 737 | o5z [ 18

Tabla 61. VPPs y VPNs para recidiva a 12 y 24 meses en el grupo de T1BG. (*)Valores dudosos por
escaso nimero de eventos que presentasen el gen metilado
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3.6.3 Tumores T1AG

Cuando se analizd el VPP para recidiva no musculo invasiva a 12 meses, bien por

escasa proporcion de metilacion en algunos genes o de recidiva en otros, no hubo valores
elevados. Sin embargo, a los 24 m se obtuvo un alto VPP para MSH6 (0.3), PAX®,
GSTP1 (0.5), PYCARD, CDH13 (0.5) y STK11. MGMT (0.5) también presento un
elevado VPP pero con pocos casos por lo que hace dudoso el resultado. Por otra parte, los
VPNs fueron relativamente bajos [Tabla 62].

En el tiempo hasta la progresion, pocos genes mostraron un estado de metilacion

con altos valores predictivos positivos. A 12 meses MGMT (0.3), a 24 meses RARB,
PAX5A, MGMT2, WT1 (0.3), BRCAL (0.5), STK11 y GATAS5 (0.3) y a 12 y 24 MSH6
(0.3) y PYCARD. También se obtuvieron VVPPs altos para otros genes, pero se trata de un
resultado dudoso ya que existian escasos pacientes con progresion y metilacion de los
mismos. Estos genes fueron TP73, ESR1 (0.3), PTEN, MGMT (0.5), PAX6, WT1 (0.5)
BRCA2 (0.5), RB1 (0.3), RB1-2 (0.3) y TP53 a 12 y 24 m y CD44, IGSF4 (0.3) y
CDH13 a 24m [Tabla 62].

En cuanto a la mortalidad cancer especifica, hubo metilacion en pocos casos, por lo

que los valores predictivos negativos fueron altos. Algunos genes tuvieron un VPP
mayor: TP73 y PAX6 a 12 y 24 m, MGMT?2 (0.5) a 12m y CD44, IGFS4 (0.3), CDH13
(0.5), TP53y BRCAL (0.5) a 24 m, [Tabla 62].
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T. hasta recidiva superficial T. hasta progresion T. sup. cancer -especifica
T1AG VPP VPN VPP VPN VPP VPN
12m | 24m 12m | 24m 12m | 24m | 12m | 24m 12m 24m 12m | 24m
™73 0.3 - - 56.3 | 37.5 | 100* | 100* | 55.6 | 33.3 | 100* | 100* | 83.3 | 58.3
0.5 - - 56.3 37.5 100* | 100* | 55.6 | 33.3 100* 100* 83.3 58.3
MSH6 03| 429 | 714 60 50 66.7 88.9 63.6 | 45.5 28.6 57.1 83.3 66.7
0.5 | 333 | 333 57.1 35.7 50 75* 50 31.3 25 50 77.8 55.6
VHL 0.3 - - 58.8 41.2 50 50 50 27.8 - - 76.9 53.8
0.5 - - 58.8 41.2 - 50 - 30 - - 76.9 53.8
RARB 0.3 | 12.5 50 33.3 33.3 50 70 50 30 14.3 42.9 66.7 50
0.5 | 16.7 50 45.5 36.4 50 75 50 33 20 40 75 50
ESR1 0.3 - 33.1 50 35.7 100* | 100* | 55.6 | 33.3 50 50 81.9 54.5
0.5 - 50 53.3 40 - - 50 93.3 - - 76.9 53.8
0.3 - - 58.8 41.2 - - 474 | 26.3 - - 76.9 53.8
CDKN2A 0.5 - - 58.8 41.2 - - 50 30 - - 76.9 53.8
PAXGA 0.3 30 40 42.9 14.3 50 75 50 33 20 60 75 62.5
05 | 28.6 | 28.6 50 20 60 80 53.3 | 33.3 - 50 72.7 54.5
PTEN 0.3 - 50 53.3 40 100* | 100* | 52.6 | 31.6 - - 76.9 53.8
0.5 - - 58.8 41.2 100* | 100* | 52.6 | 31.6 - - 76.9 53.8
MGMT 0.3 - - 53.3 40 75 100* | 56.3 | 37.5 - - 72.7 45.5
0.5 - 100* 56.3 43.8 100* | 100* | 52.6 | 31.6 - - 76.9 53.8
MGMT-2 0.3 20 50 28.6 28.6 50 70 50 30 16.7 16.7 71.4 71.4
05 | 20 50 286 | 286 | 444 | 66.7 | 455 | 273 | 66.7% | 167 | 714 | 714
PAX6 0.3 - 66.7 50 42.9 100* - 52.6 | 31.6 100* 100* 83.3 58.3
0.5 - 66.7 50 42.9 100* | 100* | 52.6 | 31.6 100* 100* 83.3 58.3
WT1 0.3 40 50 57.1 28.6 57.1 71.4 | 53.8 | 30.8 - 66.7 70 60
0.5 | 33.3 50 54.5 36.4 75* 75* 56.3 | 31.3 - 100* 75 58.3
CD44 0.3 - 40 41.7 33.3 60 80* 53.3 | 33.3 50 75* 88.9 66.7
0.5 - 40 41.7 33.3 60 80* 53.3 | 33.3 50 75* 88.9 66.7
GSTP1 0.3 25 50 53.8 38.5 50 50 50 27.8 23.1 - 76.9 53.8
0.5 | 33.1 | 66.7 57.1 42.9 50 50 50 27.8 - - 76.9 53.8
ATM 0.3 - - 53.3 33.3 - - 50 30 - - 76.9 53.8
0.5 - - 53.3 37.5 - - 50 30 - - 76.9 53.8
IGSF4 0.3 | 429 | 429 60 30 60 80* 53.3 | 33.3 50 100* 81.8 63.6
0.5 - - 50 28.6 50 50 50 27.8 - - 76.9 53.8
0.3 - - 58.8 41.2 - - 50 30 - - 76.9 53.8
CHFR 0.5 - - 58.8 41.2 - - 50 30 - - 76.9 53.8
BRCA2 0.3 25 50 53.8 38.5 25 50 43.8 25 - - 76.9 45.5
0.5 | 333 | 333 57.1 35.7 100* | 100* | 52.6 | 31.6 - - 76.9 53.8
RB1 0.3 - - 56.3 37.5 100* | 100* | 52.6 | 31.6 - - 76.9 53.8
0.5 - - 56.3 37.5 - - 50 30 - - 76.9 53.8
RB1-2 0.3 - - 56.3 37.5 100* | 100* | 52.6 | 31.6 - - 75 53.8
0.5 - - 56.3 37.5 - - 50 30 - - 76.9 53.8
0.3 - - 50 28.6 - - 474 | 26.3 - - 76.9 53.8
THBS1 0.5 - - 53.3 33.3 - - 50 30 - - 76.9 53.8
0.3 50 100 60 46.7 80 80 60 33.5 - - 75 50
PYCARD 0.5 - 100 | 56.3 | 43.8 75 75 56.3 | 315 - - 75 50
CDH13 0.3 | 37.5 50 55.6 33.3 46.9 | 71.4* | 46.2 | 30.8 20 60 75 62.5
0.5 50 66.7 63.6 45.5 40 80* 46.7 | 33.3 - 66.7* 70 60
TP53 0.3 - 20 41.7 25 75* 100* | 56.3 | 37.5 - 66.7* 70 60
0.5 - - 50 28.6 75* 100* | 56.3 | 37.5 - 66.7* 70 60
BRCA1 0.3 | 22.2 | 55.6 37.5 37.5 50 62.5 50 25 33.3 66.7 85.7 71.4
05 | 143 | 429 40 30 57.1 | 71.4 | 53.8 | 30.8 40 80* | 875 75
STK11 0.3 | 46.7 | 66.7 100* | 100* 50 70 - - 23.1 46.2 - -
0.5 | 46.7 | 66.7 100* | 100* | 47.1 70.6 33.3 | 33.3 25 50 100* | 100*
GATAS 0.3 | 444 | 55.6 62.5 37.5 60 70 60 30 25 50 77.8 55.6
0.5 | 33.3 50 54.5 36.4 60 60 53.3 | 26.7 - - 75.9 50

Tabla 62. VPPs y VPNs para recidiva, progresion y supervivencia cancer especifica a 12 y 24 meses en el
grupo de T1AG (*) Valores dudosos por escaso nimero de eventos que presentasen el gen metilado
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3.6.4 Serie Global

Cuando se analizé el tiempo hasta la recidiva no musculo invasiva a los 12 meses,

no hubo genes con VPP alto, salvo el TP73 (0.5). Se encontraron VPPs mayores a los 24
m para VHL (0.3), ESR1 (0.5), MGMT (0.5), MGMT-2 (0.5), PAX6 (0.5), GSTP1 (0.5),
CHFR (0.5), PYCARD (0.5) y GATADS (0.5). Los VVPNs fueron relativamente bajos [Tabla
63].

En el tiempo hasta la progresion, los genes que mostraron un estado de metilacion

con alto valor predictivo de progresién fueron MGMT (0.3) a 12 meses, MSH6 (0.3),
RARB (0.5), PAX5A (0.5), CDH13, BRCAL1 (0.5) y STK11 (0.5) a 24 y MGMT (0.3),
GSTP1, IGFS4 y TP53 (0.3) a 12 m y 24 meses. Otros mostraron valores altos pero con
muy pocos casos, lo que hace que los resultados sean dudosos: TP73, ESR1, PTEN,
MGMT (0.5), PAX6, CHFR (0.3), BRCA2 (0.5), RB1 (0.3) y RB1-2 (0.3) a 12 y 24
meses y MSH6 (0.5) y TP53 (0.5) solo a 24. No se evidenciaron valores predictivos

negativos altos [Tabla 63].

En cuanto a la mortalidad cancer especifica, se pueden sacar escasas conclusiones

porque hubo metilacion en pocos casos, por lo que los valores predictivos negativos salen
altos. Teniendo en cuenta esto, se obtuvo un VPP alto para TP73 y PAX6 a 12 y 24
meses y para IGSF4 (0.3) y RB1-2 (0.3) a 24 [Tabla 63].
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T. hasta recidiva superficial

T. hasta progresion

T. sup. cancer -especifica

GLOBAL VPP VPN VPP VPN VPP VPN
12m | 24m | 12m | 24m 12m 24m 12m | 24m 12m 24m 12m 24m
TP73 0.3 50 50 62.4 | 61.4 | 100* | 100* | 63.6 | 40.9 | 100* | 100* 86.7 66.7
0.5 80 50 409 | 38.6 | 100* | 100* | 60.9 | 39.1 | 100* | 100* 86.7 66.7
MSH6 0.3 | 375 | 50.6 | 50.8 | 29.8 53.8 76.9 66.7 50 22.2 44 .4 85.7 71.4
0.5 60 52.4 35 36.6 60 80* 60 40 25 50 83.3 66.7
VHL 0.3 | 625 75 63.2 40 50 50 56.5 | 34.8 - - 81.3 62.5
0.5 | 333 | 33.3 61 38 - 64 56 36 - - 81.3 62.5
RARB 0.3 | 405 | 635 | 65.5 | 44.8 46.2 61.5 48.3 | 33.3 11.1 33.3 714 57.1
05 | 441 | 695 | 68.2 50 50 70 60 40 16.7 33.3 80 60
ESR1 0.3 | 385 | 57.7 61 37.7 | 100* | 100* | 63.6 | 40.9 50 50 85.7 64.3
0.5 50 70 62.4 | 39.8 | 100* | 100* | 58.3 | 37.5 18.8 37.5 81.3 62.5
0.3 | 333 | 55.6 | 60.6 | 38.3 - - 54.2 | 33.3 - - 81.3 62.5
CDKN2A 0.5 40 60 61.2 | 38.8 - 56 - 36 - - 81.3 62.5
PAXGA 0.3 | 425 | 625 | 63.5 | 39.7 45 63.6 57.1 | 35.7 14.3 42.9 77.8 66.7
0.5 50 55 63.9 | 37.3 50 66.7 579 | 36.8 - 33.3 76.9 61.5
PTEN 0.3 | 28.6 50 59.6 | 37.1 | 100* | 100* | 60.9 | 39.1 - - 81.3 62.5
0.5 40 60 61.2 | 38.8 | 100* | 100* | 58.3 | 37.5 - 81.3 62.5
MGMT 0.3 45 65 62.7 | 39.8 80 100 65 45 - - 78.6 57.1
05 | 46.2 | 69.2 | 62.2 40 100* | 100* | 60.9 | 39.1 - - 81.3 62.5
MGMT-2 0.3 40 63.1 | 63.2 | 42.1 46.2 - 58.3 | 97.4 12.5 50 75 75
05 | 424 | 66.1 | 65.9 | 455 455 63.6 57.1 | 35.7 14.3 57.1 77.8 77.8
PAX6 03 | 214 | 571 | 58.4 | 38.2 | 100* | 100* | 58.3 | 37.5 | 100* | 100* 86.7 66.7
05 | 333 | 778 | 60.6 | 40.4 | 100* | 100* | 58.3 | 37.5 | 100* | 100* 86.7 66.7
WT1 0.3 40 63.3 | 628 | 41.9 455 63.6 57.1 | 35.7 - 40 72.7 63.6
05 | 471 | 64.7 | 65.2 | 40.6 60 60 60 35 - 78.6 50 64.3
CD44 0.3 | 385 | 585 | 60.5 | 34.2 44.4 55.6 56.3 | 31.3 28.6 42.9 88.9 66.7
05 | 412 | 627 | 635 | 404 50 62.5 58.8 | 35.3 33,3 50 90 70
GSTP1 0.3 38 64 60.4 | 415 66.7 66.7 59.1 | 36.4 - - 81.3 62.5
05 | 415 | 70.7 | 629 | 45.2 66.7 66.7 59.1 | 36.4 - - 81.3 62.5
ATM 0.3 | 385 | 46.2 | 61.1 | 36.7 50 50 56.5 | 34.8 - - 80 60
05 | 625 | 625 | 63.2 | 38.9 50 50 56.5 | 34.8 - - 80 60
IGSF4 0.3 | 46.2 | 615 | 63.6 39 66.7 83.3 63.2 | 42.1 50 100* 85.7 71.4
0.5 20 40 58 35.2 66.7 66.7 59.1 | 36.4 - - 81.3 62.5
CHFR 03 | 375 | 625 | 61.1 | 389 | 100* | 100* | 58.3 | 37.5 - - 81.3 62.5
0.5 | 33.3 | 66.7 61 39 - - 58 36 - - 81.3 62.5
BRCA2 0.3 45 60 62.7 | 38.6 40 60 55 35 - - 78.6 57.1
05 | 417 50 615 | 37.4 | 100* | 100* | 60.9 | 39.1 - - 81.3 62.5
RB1 0.3 | 444 | 55,6 | 61.7 | 38.3 | 100* | 100* | 60.9 | 39.1 - - 81.3 62.5
0.5 | 38.8 50 50 38.4 - - 56 36 - - 81.3 62.5
RB1-2 0.3 143 | 28.6 | 59.4 | 36,5 | 100* | 100* | 60.9 | 39.1 - 100* 80 66.7
0.5 20 20 60.2 | 36.7 - - 56 36 - - 81.3 62.5
0.3 40 50 61.3 | 37.6 - - 52.2 | 30.7 - - 80 60
THBS1 0.5 50 50 619 | 38.1 - - 56 36 - - 81.3 62.5
0.3 | 40.3 | 65.7 | 63.9 | 47.2 55.6 55.6 62.5 | 313 - - 75 50
PYCARD 05 | 411 | 69.6 | 63.8 | 48.9 50 50.4 58.8 | 29.4 - - 75 50
CDH13 0.3 | 419 | 628 | 63.3 40 40 70 53.3 40 16.7 50 80 70
05 | 469 | 59.4 | 64.8 38 42.9 85.7 55.6 | 44.4 - - 76.9 69.2
P53 0.3 | 33.3 59 578 | 37.5 66.7 83.3 63.2 | 42.1 - 50 75 66.7
05 | 333 | 57.6 | 58.6 | 37.1 60 80* 60 40 - 50 75 66.7
BRCAL 0.3 | 39.1 | 58.7 | 69.4 | 36.8 455 55.5 57.1 | 28.6 25 50 87.5 75
05 | 417 | 583 | 62.7 | 37.3 55.6 66.7 62.5 | 375 33 66.7 90 80
STK11 0.3 39 62 66.7 | 66.7 44 64 - - 18.8 37.5 - -
05 | 38.1 | 61.9 50 50 42.9 66.7 50 50 21.4 42.9 100* | 100*
GATAS 0.3 | 403 | 625 | 645 | 41.9 50 57.1 63.6 | 27.3 14.3 28.6 77.8 55.6
0.5 | 40.7 | 66.1 | 63.6 | 455 44.4 44.4 56.3 25 - - 75 50

Tabla 63. VPPs y VPNs para recidiva, progresion y supervivencia cancer especifica a 12 y 24 meses en la serie

global
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1. CARACTERISTICAS Y LIMITACIONES DE NUESTRA SERIE

A pesar de ser morfolégicamente similares, los carcinomas transicionales de
vejiga no musculo invasivos presentan una evolucién clinica distinta constituyendo un
grupo heterogéneo de tumores®®’"**1 Ante la falta de una adecuada clasificacion del
riesgo de evolucion resultan necesarios, en ocasiones, tratamientos que pueden ser
demasiado agresivos, ademas de un estrecho seguimiento con pruebas invasivas
repetitivas como la cistoscopia®. Todo ello se asocia a una alta morbilidad y a un
elevado coste siendo, actualmente, uno de los procesos malignos que mayor nimero de

recursos socio-sanitarios emplea?’.

Dado que los factores prondsticos fundamentales en este tumor actualmente son el
estadio (Tavs T1) y el grado (BG vs AG), para este estudio se ha seleccionado una serie
representativa de los grupos de riesgo principales en funcion de estos factores, con un
tiempo de seguimiento relativamente largo. Por ello, finalmente se han estudiado tres
subgrupos, de acuerdo al estadio y grado, que se ajustan a las clasificaciones de riesgo
de la mayoria de las lineas guias seguidas en el cancer de vejiga®: TaBG, T1BG, T1AG.
Dada la minima proporcion de tumores Ta de alto grado existente en nuestro ambito, no
se incluyeron casos con dicha anatomia patologica que, por otro lado, son muy escasos

en la mayoria de las casuisticas de cancer vesical®.

Cada uno de estos grupos fue tratado de forma diferente de acuerdo a las
estrategias aceptadas actualmente’. De esta manera, los tumores TaBG no recibieron
tratamiento y fueron Gnicamente controlados mediante cistoscopia y citologias, los
T1BG recibieron quimioterapia adyuvante y los T1AG fueron tratados con BCG.
Aunque se empled siempre mitomicina C como quimioterapico a las mismas dosis en
los tumores T1BG, los esquemas de tratamiento no siempre fueron iguales, con
protocolos de mayor intensidad en las primeras semanas en pacientes en los que no se
habia empleado una dosis postoperatoria. Hasta el momento, no existen pautas

establecidas con un nivel de evidencia alto, sin embargo, en un reciente metaanalisis, se
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ha recomendado que cuando no haya sido posible realizar una instilacién postoperatoria
por complicaciones durante la RTU se emplee un protocolo de instilaciones mas
frecuentes las primeras semanas posteriores a la RTU®, estrategia empleada desde hace

afios en nuestros pacientes.

Una limitacion relativa de nuestra serie es que el mantenimiento con BCG fue
empleado durante 6 meses en lugar de un afio como se recomienda en los esquemas
actuales®. Esto fue debido a que la mayoria de estos pacientes se trataron de acuerdo con
los protocolos de tratamiento de los ensayos del grupo CUETO en los que estaban
incluidos y solo recientemente se ha demostrado la utilidad del mantenimiento
anual’®®’. No obstante, el mantenimiento fue relativamente adecuado en un momento en
que era escasamente utilizado, dado que tras la induccién con seis instilaciones
semanales se emplearon otras seis adicionales en los cinco o seis meses posteriores.
Ademas, la tasa de abandonos de la terapia con BCG en nuestro estudio fue nula, y en
solo 16 casos se precisé reduccion de dosis por mala tolerancia o toxicidad,
significativamente menor que las tasas de abandono publicadas con esquemas de

tratamiento mas largos™.

En la actualidad, se considera que un nimero sustancial de recidivas precoces son
debidas a tumores residuales por una reseccion incompleta mas que a una verdadera
recidiva®***’. Las guias actuales recomiendan realizar una nueva RTUv en los tumores
T1 de alto riesgo y realizar cistoscopia fotodinamica que aumenta la sensibilidad de la
prueba, sobre todo, en el diagndstico de tumores papilares multiples de pequefio tamafio
y de Cis. Nuestra serie no fue sometida a re-RTUv al tratarse de una recogida
retrospectiva de pacientes intervenidos entre 1989 y 2009, periodo en el que no se
consideraba indicada. No obstante, para obviar este problema, todas las muestras fueron
seleccionadas en funcion de que presentaran representacion de la capa muscular propia

no invadida y que todas las resecciones hubieran sido completas®.

Por otra parte, tampoco se realizd subestadificacion del estadio T1, determinacion
de la infiltracion linfovascular ni de la presencia de areas micropapilares, datos
histolégicos que se han propuesto recientemente como factores pronésticos™®3"%. Se
debe tener en cuenta la dificultad de la determinacion de estos parametros en RTU
complejas (maltiples fragmentos, pequefio tamafio, reseccion incompleta en algunas

areas....), no siendo procedimientos todavia habituales en los servicios de Anatomia
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Patoldgica. Estas observaciones justifican la necesidad del hallazgo de marcadores
objetivos que puedan sustituir de manera fiable a pardmetros cuya aplicacién en la

rutina diaria no es sencilla ni facilmente reproducible.

Una vez establecidos los grupos en funcién del estadio y grado, también se
estudiaron las caracteristicas clinico-patolégicas asociadas en cada grupo en funcion del
estado de metilacion de los potenciales marcadores, dado que dichas caracteristicas
pueden tener influencia adicional en el pronostico, destacando la edad, sexo, presencia
de Cis asociado, tamafio y multifocalidad tumoral. Dado que en este trabajo es
fundamental relacionar la evolucion con el estado de metilacién epigenética, se
realizaron andlisis del tiempo libre de enfermedad, tiempo hasta la progresion a tumor
invasor del detrusor y tiempo hasta la muerte por cancer de vejiga en funcion del estado
de metilacién de los genes objeto de estudio. El andlisis de la supervivencia cancer
especifica requiere series muy amplias dado que el tumor vesical no musculo invasivo
se trata de una enfermedad con una mortalidad relativamente baja a 5 afios, menor del
25%°. Por ello, no se encontraron asociaciones significativas, si bien se exploré la
posibilidad de encontrar potenciales marcadores con significacion evolutiva, que
podrian apuntar cierta tendencia para futuras investigaciones en mortalidad por cancer

vesical.

En nuestra serie 33 pacientes murieron por otras causas no relacionadas con el
cancer de vejiga. Estos fallecimientos ocurrieron tras haberse comenzado los analisis de
metilacion dada la elevada edad de muchos pacientes, con comorbilidades asociadas, y a
que el tiempo de seguimiento fue relativamente largo. La existencia de muertes por
causas distintas al cancer de vejiga hizo que los pacientes que fallecieron sin que
aparecieran eventos (recidiva o progresion) fuesen tratados como riesgos competitivos y
que para el analisis de supervivencia se realizasen estudios de Cox uni y multivariado en
lugar de rangos logaritmicos (log-rank), presentandose graficamente como curvas de

incidencia acumulada®.

En el grupo de tumores Ta de bajo grado, Unicamente progresaron 2 pacientes,
muriendo ambos por cancer, y cuatro entre los T1BG, falleciendo sélo uno por la
enfermedad. Estos resultados se ajustan a la historia natural de estos subgrupos, con

bajo riesgo, y dado el reducido niamero de casos no se estudid el tiempo hasta la
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progresion ni la supervivencia cancer especifica en ninguno de los dos®®'. Habiéndose
terminado el analisis de metilacién y tras realizar una actualizacion del estado de los
pacientes, 5 casos (2.0%) fueron considerados como perdidos por no tener seguimiento
hasta el momento de la finalizacion del estudio. No obstante, todos ellos habian
realizado los controles pertinentes durante mas de cinco afios tras la cirugia
endoscopica, por lo que fueron tenidos en cuenta en el andlisis de supervivencia. Por
otra parte, hay que destacar que se produjeron mas recidivas a tumores no musculo
invasivo en el subgrupo de TaBG que en T1BG y AG, con una mediana de tiempo libre

de enfermedad menor.

2. METODOLOGIA DE ESTUDIO DE METILACION

La metilacion es la alteracién epigenética més frecuente descrita en cancer’"®.

Cuando se produce en las islas CpG de los promotores se produce un silenciamiento de

los genes afectados, habiéndose descrito frecuentemente en genes supresores de

73,162

tumor . El urotelio estd expuesto continuamente a carcindgenos que producen

alteraciones epigeneticas inicialmente sin cambios histologicos asociados, pero se cree

que un epigenoma alterado en un urotelio aparentemente sano produce un ambiente
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propicio para el desarrollo tumoral por el acimulo de otras alteraciones™°. Ademas,

alteraciones en la metilacion de los promotores de algunos genes pueden favorecer la

proliferacion posterior y progresion del cancer de vejiga'**>*,

Actualmente se han desarrollado técnicas que analizan el estado de metilacion de

varios genes mediante combinaciones de al menos 3 6 4 genes'012808890,93.94.97-

100116118141 'En o] estudio de la metilacion del ADN el método que frecuentemente se ha
utilizado es el MSP que conlleva un tratamiento con bisulfito (sustituye las citosinas no
metiladas por uracilo, conservando las citosinas metiladas) y la posterior amplificacion
del genoma por una reaccién en cadena de la polimerasa especifica para metilacion

108

(MSP). Esta técnica fue descrita por primera vez por Herman y cols™", utilizando

pequefias cantidades de tejido, siendo rapida y relativamente facil de reproducir, por lo

que represent6 un avance en el estudio de metilacion'®*.

Recientemente, se ha desarrollado una técnica multiparamétrica basada en la
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amplificacién maltiple de sondas dependientes de ligando y especifica de metilacion
(MS-MLPA), que permite que en una misma reaccion se puedan estudiar hasta 25 genes
distintos, sin requerir el laborioso procesado de las muestras con bisulfito®2°%.

En los ultimos afios se ha aplicado este andlisis de metilacion multiple al estudio
de tumores y urotelios normales®” y mas recientemente en tumores vesicales T1 de alto
grado (T1G3) tratados con BCG, habiéndose observado una asociacion entre el estado
de metilacion y la evolucion al examinar los tiempos de recidiva, progresion vy
supervivencia cancer especifica®. Nuestro trabajo se ha basado en estos resultados,
escogiendo el mismo panel de genes y la misma metodologia sobre una serie mas
amplia de pacientes con TNMI, que incluyera casos no sélo de tumores de alto riesgo
como en el estudio referido, sino también con riesgo bajo e intermedio. Ademas, dado
que es una técnica semicuantitativa, se han explorado también diferentes ratios de
metilacion, concretamente por encima de 0.3, es decir, que al menos un 30% del ADN
estuviera metilado y por encima de 0.5. Hemos observado un mayor rendimiento de la

ratio 0.3 en nuestra serie, por lo que ha sido el punto de corte escogido.

3. ASOCIACIONES CLINICO-PATOLOGICAS

Los genes mas frecuentemente metilados fueron STK11l (96.8%), MGMT2
(64.5%), RARB (63.0%), GATAS (63.0%), CD44 (55.4%), PYCARD (52.2%) y WT1
(50.2%). Algunos de estos genes han sido asociados a cancer de vejiga en una unica y
reciente publicacion®® como WT1, CD44, PYCARD, STK11 y GATAS5. Otros genes
previamente publicados que presentaron porcentajes menores de metilacion en nuestra
serie fueron IGFS4 (22.3%), ESR1 (19.9%), ATM (9.6%), TP73 (9.5%), THBS1
(8.8%), PTEN (8.0%) y CHFR (4.8%) [Tabla 64].
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BIBLIOGRAFIA NUESTRA SERIE
Frecuencia de Frecuencia de Frecuencia Frecuencia Frecuencia | Frecuencia
metilacion en metilacién en de de de de
muestras de muestras de metilacion metilacion metilacion metilacion
tumor tejido sano TaBG T1BG T1AG Global
P73 0% 10‘3“"2;29'2':"; . - 5,06% 7 14,81% g 8,79% o1 9,56% 251
6,45% 3
MSH6 29,039 5, Ceello 201 = 40,51% 74 48,15% ¢, 48,35% o, | 45,82% 5
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12 9% ol Cabello 2011
2,1% g Yetes 2007 5096 , rmalaite 2008 72,15% 74 77,78% g 4176% o | 62,95% 5,
RARB 93.33% - Hoque 2006 100% o Yates 2007
' 1006 ;5 Dhaveen 2005
ESR1 16,13% 5 Cebello 2011 = 22,78% 7o 23,46% g; 14,28% o 19,92% 5,
0% Cabello 2011 50% , Jarmalaite 2008 5,06% 7o 9,87% g 2,20% o1 5,58% 551
CDKN2A 94% - Marsit 2006 100% - Yates 2007
100% 5 Tada 2005
PAX5A 12,C o I - 24,05% 7o 39,51% g 37,36% ¢ | 33,86% o5
PTEN T g T DA 100% 4 Kunze 2006 6,33% 7o 18,52% g, 5,49% o 7,97% 55
MGMT 0% 3, Cabe:z;:’ioos 100% 3%:3:2020?7 13,92% 44 25,93% g, 12,09% ¢ | 17,13% o5,
0, 0,
meniz | 2> 100% 5 64,56% 1 65,43% g 63,74% ¢ | 64,54% 55,
PAX6 0% . Cabello ?011 95% - Helwinkel 2009 5,06% - 12,34% &l 8,79% - 8,76% il
23% - Hellwinkel 2007
WT1 3, T o DA 54,43% 4o 50,62% g; 46,15% ¢; | 50,20% 5,
cD44 9,68% 5, CPe0 2011 69,62% 1 72,84% g 2747% o | 55,38% 5
T g T A 87,7% 5 Dnawan 05 62,02% 7o 55,55% g; 19,78% o1 | 44,62% o,
00/ Catto 2005 1000/ Tada 2005
GSTP1 002 L Gutierrez 2004 YE
53 3100/0 & Hoque 2006
ATM 096 5, C20ello 2011 - 8,86% 79 13,58% g; 6,59% o 9,56% oz,
IGSF4 29,039 5, C3ello 2011 - 8,86% 7o 24,69% g; 31,87% ¢ | 22,31%
CHFR T g B! - 2,53% 14 11,11% g 1,10% g 4,78% o5
BRCA2 DI g DAL = 13,92% 14 23,46% g 26,37% ¢ | 21,51% 5
RB1 T g DAL 95,89 45 Vialekzaden 5,06% 79 8,64% g 3,30% o; 5,58% s
28,2% 168 Malekzadeh 2009
RB1-2 2009 2,53% 79 9,87% g, 5,49% o, 5,98% 551
THBS1 35,4804 5, C20elo 2011 = 6,33% 19 7,41% g 12,09% o 8,76% 51
PYCARD | 09 5, “2®lo 201 = 78,48% 1 71,60% g4 12,09% o | 52,19% 5,
CDH13 25,819 5, e 01 - 36,71% 79 48,15% g 52,75% g1 | 46,21% 5
2004 @ Maruyama 2001
P53 17,0 BT = 49,37% 49 35,80% g 21.88% ¢ | 34,66% 5
BRCA1 70,97% 4 ©30elo 2011 = 50,63% 1g 41,97% o 4505% ¢; | 45,82% 51
STK11 00 g, Cebello 2011 = 98,73% 1 98,76% g 9341% ¢ | 96,81% 55
GATAS 25,819 4, “3ello 2011 = 77,21% 1 71,60% g 4286% ¢ | 62,95% 51

Tabla 64. Porcentaje de metilacion en cada uno de los grupos y en la serie global y nimero de pacientes
analizados (como subindice) para un IM>0,3 en nuestra serie, comparado con la sensibilidad y
especificidad encontrada en la bibliografia en muestras de tejido, siendo, en general grupos con TMI y

TNMI
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3.1. Estadio, Grado v Presencia de Cis

Se trata de los factores prondsticos de mayor peso en el cancer de vejiga no
musculo invasor®:®®. Hemos observado al estudiar globalmente toda la serie de tumores
no masculo invasivos una asociacion significativa de la hipermetilacion de RARB,
CD44, GSTP1, PYCARD, TP53 y GATAGS con la presencia de tumores Ta, es decir,
minimamente invasores de la pared vesical, datos que no habian sido previamente
publicados. En contraste, la metilacion de PAX5A, IGSF4 y CDH13 se asocié con un
estadio T1.

Ademas, la metilacion de los mismos genes asociados a Ta junto con la de STK11
se asocid a la presencia de tumores de bajo grado, frente a IGSF4 y CHFR que lo
hicieron con alto grado. En los tumores de bajo grado también pudo encontrarse una
asociacion estadistica de la metilacion de TP73, PAX5A, PTEN, MGMT, IGSF4,
CHFRy CDH13 con T1.

A pesar de que el Cis es un tumor plano que no alcanza la lamina propia de la
mucosa urotelial, sus caracteristicas citoldgicas lo relacionan con un peor prondstico de
la enfermedad®®®. Suele aparecer junto a tumores exofiticos de alto grado, al igual que
ocurre en nuestra serie de pacientes en la que sélo se asocio a tumores TLAG. Existen
pocos estudios que hayan valorado la metilacion de varios genes en muestras de
carcinoma in situ*®. En este sentido, se ha observado una mayor progresion y muerte
cancer-especifica en tumores que presentan Cis con metilacion de E-cadherina, pl6 y
RARB?®, pero no se ha valorado con anterioridad la relacién entre la metilacién de los
genes en el tumor papilar y la presencia de una lesion plana adyacente. Sin embargo, la
hipermetilacion RARB, CD44, PYCARD, STK1l y GATAS5, se asocio

significativamente a la ausencia de Cis.

La metilacion del gen RARB es un evento epigenético ampliamente estudiado en
la carcinogénesis vesical, pero en ocasiones con resultados contrapuestos y rangos de
frecuencia de metilacion diferentes en muestras de tumor, que oscilan desde un 2.1%
(n=96; 75TNMI, 28TMI)’ a un 93.3% (n=15; TMI+TNMI)®, debiendo remarcarse que
son analisis realizados con técnicas diferentes al MS-MLPA [Tabla 64]. De este modo,
existen estudios que no han observado asociacion con el nivel de la profundidad de la

10,87,90,98,99

invasion tumoral en la pared vesical® mientras que otros si lo han
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correlacionado con el estadio local'?%,

En un estudio que incluia 280 tumores
uroteliales se obtuvo relacion entre este evento epigenético y estadios altos, pero debe
tenerse en cuenta que s6lo 117 eran tumores de vejiga y que la metilacion de este gen
era mayor en los tumores uroteliales del tracto urinario superior, lo cual podria provocar
que el resultado global no refleje realmente lo que sucede en el urotelio vesical®.

En el cancer de vejiga, el gen GSTP1 es un gen que ha sido ampliamente
estudiado®128087:9097.98.116.122129 "E 1y ganera| no se ha encontrado relacién con el estadio

ni con la invasion del detrusor'®% 912

, excepto en un estudio basado en 175 muestras
de orina donde se obtuvo relacion con la infiltracién de la muscular propia y con un
peor pronostico, probablemente en relacion al elevado nimero de tumores musculo

invasores en comparacién con el de tumores no masculo invasivos®.

Por el contrario, la metilacion de los genes CD44, PYCARD, TP53y GATAS ha

sido escasamente estudiada, habiéndose observado porcentajes de metilacion en TNMI

86,87

relativamente bajos™"’, a diferencia de lo que ocurre en nuestra serie, no habiéndose

observado en la bibliografia asociaciones con estadio, grado ni Cis®*®

sucede con PAX5A e IGSF4%¢7,

, al igual que

En el presente trabajo se ha observado asociacion de la metilacion de CDH13 con
estadios T1, en concordancia con lo publicado en otras series donde se obtuvo
asociacion de este gen con mayor invasividad™*2. Esta misma asociacién con el estadio
ha sido observada también en el estudio previamente citado de 280 CCT para la
metilacion del CDH1, gen perteneciente, al igual que el CDH13, a la familia de las

cadherinas®’.

Respecto al resto de genes, no hemos podido encontrar asociacion con el estadio
ni el grado. Citar que MGMT es un gen para el que se han obtenido rangos de
metilacién muy variables en la bibliografia, desde 0% (n=21; TNMI)*® hasta 53.3%
(n=15; TMI+TNMI)? [Tabla 64]. Unicamente dos estudios en orina han observado
relacién con el estadio®®’, frente a la ausencia de asociacion comprobada por otros
autores*? que coincide con nuestros hallazgos. No hemos podido confirmar la relacion
previamente publicada para WT1, ATM®', PAX6° ni p16%°, si bien diversos autores
tampoco han podido confirmar una asociacion entre la metilacion de estos genes y el

|4,9,10,12,98

estadio o grado tumora Tampoco hemos encontrado asociaciones
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significativas del grado con el estado de metilacion de VHL®', MGMT®’, BRCA1%,
p14% y RB'® publicadas para muestras de tumor, con el de PAX6 y BRCA2, observadas
en muestras de orina®’, ni con el de CDH13, detectado por algunos autores en suero o
tumor*2. No obstante, debemos citar que las sondas empleadas en el MS-MLPA se unen
exclusivamente a una isla CpG del promotor del gen, mientras que en otras técnicas,
como el MSP, utilizado en la mayoria de estudios previos, lo hacen a varias, por lo que
nuestros resultados, al menos en parte, no son totalmente comparables con la mayoria

de los existentes.

En definitiva, se observo una asociacion entre hipermetilacion de RARB, CD44,
GSTP1, PYCARD, TP53 y GATAS5 con la existencia de Ta y bajo grado. Ademas, la
hipermetilacion de RARB, CD44, PYCARD, STK11l y GATAS5 se asocidé con la
ausencia de Cis. La hipermetilacion de STK11 tambien se asocid estadisticamente con
la presencia de tumores de bajo grado. PAX5A y CDH13 se asociaron a T1 y CHFR a
AG, mientras que IGSF4 se asocio a ambos.

3.2. Edad, Sexo, Tamaro y Multifocalidad

Ademas de los anteriores, existen otros factores que tambien influyen en la

61,68

evolucion de los tumores no musculo invasivos y su relacion con los resultados de

metilacion obtenidos se discutird a continuacion.

Se ha demostrado una asociacion significativa entre la metilacion de PAX5A y
una edad superior a 65 afios en TaBG, al igual que con la metilacion de PAX6 y
CDH13 en el grupo de T1BG. Unicamente se ha publicado una serie de 76 TNMI de
bajo grado que asocid la metilacion de otro gen perteneciente a la familia de las

cadherinas, el CDH1, con la edad*?®

, Sin embargo, es importante destacar que varios
autores han observado que se encuentra metilado en urotelio normal de pacientes
ancianos™**!"1% Este fendémeno podria afectar a otros genes supresores de tumor, por
lo que debe tenerse en cuenta a la hora de realizar estudios de metilacion en pacientes
afiosos, dado que la metilacion espontanea asociada a la edad se ha comprobado en

diversos tumores'®’1%,

Resulta dificil realizar analisis de metilacion en relacion al sexo dado que la

mayoria de los tumores se producen en varones. No obstante, se ha observado
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asociacion significativa con dicho sexo para los genes RARB, CD44, PYCARD vy
GATA5en T1BG.

En relacion al tamafio, observamos una asociacion significativa entre la
hipermetilacion de BRCA1l y neoplasias T1BG mayores de 3 cm, lo cual se
correlaciona con un peor prondstico®® en este grupo de tumores. En los T1AG se
demostrd una asociacion significativa entre la metilacion de GSTP1 y PYCARD vy la
presencia de tumores mas pequefios (< 3 cm), dato concordante con otros de buen
pronostico vistos anteriormente (estadio, grado y ausencia de Cis) en estos genes que no
han sido descritas previamente. Sin embargo, no se pudo confirmar la relacion del
estado de metilacion de MSH6, VHL, RARB, CDKN2A, PTEN, BRCA2 ni TP53 con
el tamafio tumoral en tumores T1AG, lo que puede ser debido a que los porcentajes de
metilacion de estos genes en nuestra serie fueron més bajos que los publicados®, ni

tampoco la observada en muestras de suero para CDH13" [Tabla 64].

En cuanto a la multifocalidad, hemos encontrado una asociacion de la
hipermetilacion de MGMT2 y GATAS con la presencia de tumores multiples en el
grupo TaBG, resultados no comunicados previamente. En los tumores T1BG, la
metilacion de RARB, THBS1 y CDH13 también se ha asociado con la existencia de
méas de un tumor. La relacién de la metilacion de CDH13, que codifica para H-
cadherina, con multifocalidad se afiade a otras caracteristicas de peor pronostico
vinculadas a este gen que hemos citado con anterioridad. Sin embargo, a pesar de que la
familia de las cadherinas ha sido estudiada por varios autores como un posible

11298116 g se habia establecido hasta el momento

biomarcador en el cancer de vejiga
una asociacion con la focalidad del tumor ni para CDH13" ni para CDH1'%. En T1AG,
a diferencia de lo publicado en el tnico estudio existente al respecto®, se ha encontrado
una asociacion de VHL y BRCA2 con tumores multiples, pero no con WT1, ATM,
RB1, PYCARD, CDH13 ni GATADS, quiza también relacionado con que la proporcion
de casos metilados en nuestra serie fue inferior [Tabla 64]. Por otra parte, se demostré una
asociacion significativa de CD44 con tumores unicos en la serie_global, lo cual se

relaciona con un menor riesgo de recidiva y progresion®.

Los cambios encontrados en relacion a otros estudios, ademas de poder deberse a
la variacion interindividual, puede estar relacionado con la utilizacién de técnicas

diferentes para la determinacién de la metilacion y a un origen geogréafico distinto de los
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pacientes. Es importante considerar que el MS-MLPA necesita tener un punto de corte
del 30% o mayor para que el algoritmico matematico disefiado permita diferenciar los
picos de metilacion. Variaciones en el punto de corte para cada uno de los genes podria
mejorar la capacidad diagnostica de la metilacion de cada gen. Por otro lado, esta
técnica determina la metilacion de una unica isla CpG en el promotor del gen, mientras
que la mayor parte de técnicas de MS-PCR miden de 5 a 10, que pueden ser diferentes,
y no coincidir con las que se evaluan por MS-MLPA. Finalmente, tampoco debe
excluirse que pueden existir metilaciones en zonas cercanas a las CpG que se miden en
MS-MLPA.

A continuacion se presentan, a modo de resumen, las relaciones significativas

observadas para cada gen [Tabla 65]:

TaBG

Tamafio (cm)
T1BG | T1AG

Total

TaBG

Mufocalidad
T1BG | T1AG

Total

TaBG

Sexo
T1BG @ T1AG

Total

TaBG

Edad (afios)
T1BG | T1AG

Total

P73
MSH6
VHL
RARB
ESR1
CDKN2A
PAXSA
PTEN
MGMT
MGMT2
PAX6
WT1
CD44
GSTP1
ATM
IGSF4
CHFR
BRCA2
RB1
RB1-2
THBS1
PYCARD
CDH13
P53
BRCA1
STK11

GATAS

Tabla 65. Asociaciones con caracteristicas clinico-patoldgicas

<3

<3

<3

<3

22
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3.3. Estudios de Supervivencia

Para la determinacion de la utilidad del estado de metilacion de los genes
estudiados como posibles marcadores prondsticos, se realizaron estudios del tiempo
libre de enfermedad, hasta la progresion y del tiempo de supervivencia céncer
especifica. En nuestra serie se produjeron un escaso numero de fallecimientos por el
tumor, lo que dificulta la evaluacion de la supervivencia cancer especifica. Este
problema se deriva de que la tasa de progresion de este tumor oscila entre un 7 y un
13% por lo que se requieren grandes series para su analisis®®®®°. A pesar de que en
nuestro estudio de casos seleccionados se han obtenido unas tasas de progresion
(27.5%) y mortalidad (14.3%) en tumores de alto grado claramente superiores a las de
las grandes series de TNMI, algunos resultados se vieron afectados por un namero
limitado de eventos, sobre todo en aquellos genes que presentaban bajas frecuencias de

metilacion.

Por otro lado, el interés de un marcador prondstico en cancer de vejiga reside
fundamentalmente en que demuestre un alto valor pronostico de recidiva y
progresion'’®. Por eso, en nuestro estudio, se determinaron los valores predictivos
positivo y negativo de la metilacion de cada gen a los 12 y 24 meses para recidiva no
musculo invasiva, progresion y muerte cancer-especifica, considerandose significativo
cuando era superior al 70%. Sin embargo, son valores que se ven influidos por la

71 siendo baja para la progresion y sobre todo para la

prevalencia del fendmeno dado
muerte por cancer. Este hecho ha limitado la interpretacion de los valores predictivos de
progresion y mortalidad por cancer que fueron relativamente bajos por los bajos indices

de metilacidn en algunos genes.

3.3.1. Tumores TaBG

Se observo que la hipermetilacion de PAX5A y WT1 se asociaba a una recidiva
mas precoz en el estudio de Cox uni y multivariado. Ademas, la hipermetilacion del
primero tuvo un valor predictivo positivo de recidiva no musculo invasiva a los dos
afios, lo que implica que podria considerarse como candidato en futuras investigaciones
de marcadores prondsticos de recidiva de tumores TaBG. Por el contrario, la metilacion

de BRCAL se asoci6 a una recidiva tardia, por lo que es su hipometilacién la que se
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asocia a una recidiva mas precoz en nuestra serie, lo cual concuerda con la funcion de
reparacion del dafio del ADN de este gen, de tal modo que su inactivacion favoreceria la
no reparacion de las lesiones presentes en las células tumorales y su muerte. No se
analizé la progresion ni la supervivencia cancer especifica, debido al escaso nimero de

eventos (n=2).

Asi, se observo por primera vez en cancer de vejiga que la metilacion de PAX5A
suponia peor evolucién en este subgrupo, relacionandose con la aparicién de recidivas
mas precoces. En diversas neoplasias se ha considerado a PAX5 como un posible
marcador diagndéstico, tal como ocurre en tumores de pulmdn de célula pequefia, en los
que su determinacién en esputo podria sustituir a la biopsia en los pacientes en los que

172

ésta no sea factible™"<, si bien su papel como marcador pronostico no se ha evaluado.

Por otra parte, la hipermetilacion de WT1 ya ha sido descrita y relacionada con la
carcinogénesis vesical, habiendo sido detectada en muestras de orina®’. Sin embargo,
hasta el momento, no se habia relacionado con la evolucién del tumor de vejiga, aungque
ya se ha observado su posible implicacion como factor pronostico en otros como el

adenocarcinoma de ovario de célula pequefia™.

El gen BRCAL1 ha sido ampliamente estudiado en los tumores de mama y

ovario®®®7

, habiéndose observado que su metilacion puede implicar una menor
supervivencia en el cancer de cervix'*’. Unicamente se habia estudiado su posible valor

prondstico en una serie de 91 T1AG, donde no se obtuvieron resultados significativos®.

3.3.2. Tumores T1BG

La metilacion de los genes PAX6, ATM, CHFR, RB1 y VHL, se asoci6 a una
recidiva mas precoz en los tumores T1BG, tanto en el estudio uni como en el
multivariado, salvo VHL que mostr6 significacion estadistica solo en el primero. La
hipermetilacion de otros genes, como la de PAX5A o la de WT1, present6 un alto valor
predictivo positivo de recidiva no masculo invasiva a los dos afios. No se analizd
progresion debido al escaso nimero de eventos (n=4) ni la muerte cancer especifica
(n=1).
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Diversos estudios han observado una elevada frecuencia de metilacion de PAX6
en maltiples neoplasias de otras localizaciones cuando se compara con pacientes
sanos™'**. Sin embargo, no se ha publicado ningln trabajo que investigue el papel de
su metilacion como posible factor prondstico en tumores de vejiga, excepto en la serie
de 91 tumores T1G3 previamente citada, en la que se observé una tendencia a una
recidiva mas precoz® al igual que sucede en nuestra serie, pero en tumores de T1BG.
De manera similar, hasta ahora, no se habian publicado datos como marcador prondstico
de ATM en este subgrupo de tumores.

El gen CHFR se ha relacionado con recidiva y supervivencia cancer especifica en
otros tumores como el de colon™ o el de pulmén no célula pequefia'*, pero no en
vejiga. Por su parte, el RB1 es un gen ampliamente estudiado, cuya metilacion se ha
presentado como un posible marcador de evolucion para otros tumores como el glioma
difuso de bajo grado**. No obstante, no se habia estudiado previamente la asociacién

con recidiva no musculo-invasiva en este subgrupo de cancer de vejiga.

En una publicacion previa, se ha encontrado una tendencia a una mayor
metilacion del VHL en TNMI que recidivaban. Sin embargo, si se desglosa la serie
segun el estadio y grado de los tumores, se puede observar que incluia Unicamente 12
T1G1-2 en los que en ningln caso este gen se encontraba metilado, por lo que los

autores no obtuvieron asociacion estadistica en este subgrupo™*®.

3.3.3. Tumores T1IAG

La metilacion del gen PYCARD se asoci6 a recidiva mas precoz como factor
independiente, presentando un elevado valor predictivo positivo de recidiva no musculo
invasiva a los dos afios. Estas caracteristicas permiten destacar que podria ser

considerado como posible factor prondstico de recidiva en tumores de alto grado.

La relacion entre metilacién del PYCARD y una evolucion mas desfavorable del
tumor ya ha sido demostrada en otros tumores como el neuroblastoma'®® o el cancer
gastrico, en el que ademas se le ha asociado un papel como predictor de respuesta a

quimioterapia'>*

. Aungue hasta hace poco no se habia mostrado un papel en el cancer de
vejiga, en la serie de 91T1G3 comentada previamente, se obtuvo que la metilacion de

este gen se asociaba a una tendencia a un mayor tiempo hasta la progresion®. Este
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resultado es opuesto al obtenido en este trabajo, que difiere en la seleccion de un mayor
namero de casos con progresion en nuestra serie (18.7% vs 27.5%) y en el empleo de
mantenimiento en nuestros pacientes frente a solo induccion, lo que se manifiesta en

una mediana mayor del tiempo hasta la progresion en nuestra serie.

En el anélisis del tiempo hasta la progresion (25 pacientes progresaron a TMI,
27.5%) y de muerte por cancer de vejiga (13 pacientes fallecieron por cancer de
vejiga, 14.3%) no encontramos genes cuya metilacion se asociara de manera
independiente. Debido a esto, estudiamos toda la serie para aumentar el nimero de

eventos, pero tampoco se encontraron resultados significativos.

Los genes cuya metilacion haya sido estudiada como factor independiente de
progresion y supervivencia cancer especifica son limitados y ain menos para los que se
hayan observado resultados significativos. Recientemente, la hipermetilacion de TP73,
MSH6, ESR1, RB1, THBS1, PYCARD y GATADS se ha asociado a un mayor tiempo
hasta la progresion y la de este ultimo también a una mayor supervivencia cancer
especifica en tumores T1G3, en una serie con una tasa de progresiones menor a la
nuestra (18.7%) pero similar en cuanto a muertes por tumor (15.4%)%. Por otra parte, la
familia de las cadherinas ha sido una de las mas analizadas en este sentido, aunque se
han obtenido resultados diversos. Esta observacidn podria sugerir que una pérdida en la
adhesion célula-célula de la cadherina puede favorecer un comportamiento mas
agresivo, con una mayor tendencia a metastasis y muerte. Asi, la metilacion de CDH13
se ha relacionado con una menor supervivencia global en estudios realizados en
muestras de suero con casi un 40% de TMI y, por tanto, con alto porcentaje de tumores
més agresivos que los estudiados en nuestra serie**. En lo que se refiere a CDH1,
algunos autores han obtenido que su metilacion es un factor independiente de
supervivencia, probablemente también en relacion al alto porcentaje de tumores

7,12

musculo-invasivos analizados’*2, aunque otros no han observado dicha asociacion®.
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4. IMPLICACIONES CLINICAS Y BIOLOGICAS

En este apartado se discuten las implicaciones clinicas en la estimacion del
pronostico de los TNMI. Ademas, los datos obtenidos se han correlacionado con una

posible explicacion bioldgica del estado de metilacidn de los genes analizados.

4.1. Tumores TaBG

Cuando estudiamos nuestra serie globalmente, observamos una asociacion entre
hipermetilacién de RARB, CD44, GSTP1, PYCARD, TP53 STK11 y GATAS5 con la
existencia de Ta y BG. Todos estos genes mostraron en nuestra serie frecuencias de
metilacion elevadas que van desde un 49.4% para TP53 a un 78.5% para PYCARD.
Resulta interesante que los porcentajes de metilacion fueron descendiendo
significativamente desde TaBG a T1AG en PYCARD, TP53 y GATA5S o lo que es lo
mismo, estadisticamente se descubrié una hipometilacion gradual de estos genes al

incrementarse la agresividad del tumor.

El gen RARB codifica el receptor del acido retinoico B con un efecto
antiproliferativo e inductor de apoptosis. Ha sido estudiado en cancer de vejiga como se

comentd anteriormente con altas tasas de metilacion®t>9%91.97

[Tabla 64], pero también se
considera un gen supresor de tumores implicado en cancer de mama® y de pulmén y
también en tejido sano pulmonar adyacente a modo de alteracion premaligna®. La
inactivacion por metilacion aberrante de los genes relacionados con la sefializacion de
retinoides se ha relacionado con alteraciones en la diferenciacion celular’”’. En este
sentido se ha encontrado una asociacion de la metilacion de este gen con el desarrollo
de cancer de prdéstata en varones afroamericanos con hiperplasia benigna de préstata y
en tejido sano pulmonar adyacente a tumor'*® y en tejido sano pulmonar adyacente a
tumor™®, sugiriendo que se trata de un evento de iniciacién tumoral**®, lo cual coincidiria
con los hallazgos de nuestra serie al asociarse con la presencia de tumores poco
agresivos. Dado que se ha podido detectar en orina por una técnica similar a la
empleado en este trabajo, la metilacion de RARB podria emplearse en la deteccidn de
tumores vesicales en pacientes con riesgo de padecerlo (fumadores, exposicion a
factores ambientales de riesgo...). Por otra parte, se ha obtenido la misma asociacién

para GATADS, gen implicado en la diferenciacion celular. Ademas, en nuestra serie se ha
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asociado a multifocalidad por lo que puede conferir cierto riesgo de recidiva a los
pacientes con tumores TaBG que, sin embargo no se confirmd, puesto que no se

comporté como un factor independiente de recurrencia.

Glutation-S-transferasa n (GSTP1), codifica para el enzima Glutation-S-
transferasa m que juega un importante papel en la detoxificacion y reparacion del
ADN’"*22_ Se ha encontrado metilado en diversos tumores como el de rifién, préstata y

7,90,116,118 En

colon vejiga también ha sido reconocida su

9,12,77,86,87,90,97,98,116,122,129

metilacién y su asociacion a lesiones preinvasivas de cancer de

mama’®* y préstata™*

puede indicar un papel en las fases precoces de la carcinogénesis,
coherente con nuestros hallazgos. Igualmente, observamos que en los tumores de T1AG
que veremos mas adelante, la metilacion de GSTP1 se asocié con tamafio pequefio, lo

que disminuye el riesgo de progresion en estos tumores, de por si agresivos.

La pérdida de la funcién del gen TP53 genera una importante inestabilidad
genética. La alteracion del ADN produce sefiales que activan p53 controlando la
funcion de las quinasa dependientes de ciclina (CDK) requeridas para la transicion de la
fase G1 a la S del ciclo celular. Alternativamente, cuando el dafio del ADN es
irreparable es capaz de activar el proceso de apoptosis celular'®. Aunque ha sido
estudiado en cancer de vejiga, los resultados en tumores no musculo invasivos han sido
contradictorios, no habiéndose demostrado un claro papel como factor prondstico de
recidiva, progresion ni supervivencia en tumores T1 tratados con BCG, donde ha sido
més estudiado™”. En nuestra serie, la metilacién de TP53 se ha asociado a la presencia
de tumores de bajo grado, confirmando el papel de su metilacion en cancer de
8,86,87

vejiga . Sin embargo, es conocido que la principal alteracion de p53 en esta

enfermedad se debe a mutacion.

Se han publicado pocos trabajos acerca del estado de metilacion de CD44 y
PYCARD en cancer de vejiga®®®’. CD44 codifica para una glicoproteina de superficie y

su metilacion se ha involucrado en fases de invasion tumoral’’

. En los pocos estudios
existentes en cancer de vejiga, no se ha encontrado asociacion alguna con factores
prondsticos clinico-patologicos®®®”. Por el momento, existe poca informacion sobre el

estado de metilaciébn de PYCARD en relacion al cancer de vejiga, pero es un gen
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involucrado en la apoptosis tumoral que se cree necesario para que p53 lleve a cabo su

funcion®®,

Ademas de GATADS, ya comentado, MGMT se asocié a multifocalidad. Aunque
no mostraron una tendencia a la recidiva precoz en el estudio de supervivencia, es una
variable relacionada con un mayor riesgo de recidiva en este grupo de tumores®®,
MGMT esté relacionado con TP53 en su papel de reparacién del ADN’’ y ha muestrado

0,10,99

porcentajes de metilacion variables en los diferentes articulos publicados [Tabla 64].

Ademas, la metilacion de PAX5A y de WTL1 en este grupo también demostré una
tendencia significativa a la recidiva precoz, algo similar a lo que se observd con la
hipometilacion de BRCA1, pudiendo haber frecuentemente otros cambios como
mutaciones, que alteran su funcion'’®. No obstante si tenemos en cuenta que se trata de
un gen reparador de ADN’’, su silenciamiento por metilacion hace que no se produzca
dicha reparacion en las células tumorales, facilitando la interpretacion de su efecto
protector de recidiva. La hipermetilacion de PAX5A también se asocio a la presencia de
tumores que infiltran la lamina propia de la mucosa vesical (T1) en nuestro estudio. La
funcion de tumor supresor y la metilacion de WT1 han sido descubiertas en los altimos
afios, habiéndose relacionado en estudios recientes con la presencia de tumores T1%5¢,
lo que es coherente con una mayor capacidad de invasion que en los tumores Ta.
Ademas, PAX5A mostré un valor predictivo positivo de recidiva relativamente
elevado a 2 afos, por lo podria considerarse en el futuro como marcador prondstico en

este grupo de pacientes.

4.2. Tumores T1BG

La metilacién de PAX5A, MGMT, TP73, PTEN y CDH13, con proporciones
variables que van desde un 14.8% para TP73 a un 48.2% en CDH13, se asocid a la

presencia de tumores T1 de bajo grado.

Tanto la hipermetilacion de PAX5A como de MGMT se asoci6 a tumores de bajo
grado pero con una invasion mas profunda de la mucosa urotelial (T1BG). Estos genes
se han asociado con factores de recidiva de los tumores TaBG como hemos visto antes,
bien con multiplicidad (MGMT2) o directamente con una recidiva mas precoz en el

andlisis de supervivencia. Por ello, es l6gico pensar que la presencia de metilacion de
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estos genes en el grupo de menor riesgo (TaBG) pudiera relacionarse con una recidiva
a tumores T1 y que, aun tratandose de tumores de bajo grado, la metilacién de estos
dos genes tenga un comportamiento mas parecido al de los tumores T1 que al de los
Ta.

PAX5A es un gen supresor de tumores con una funcién de control del ciclo
celular modulando la apoptosis a través de la via de p53'%*. Recientemente, su
metilacién se ha relacionado con la hepatocarcinogénesis*®*, pero su papel en cancer de
vejiga no es adn conocido®. Funcionalmente, el TP73 puede producir la activacion de
las proteinas de respuesta a p53, inhibir el crecimiento e inducir la apoptosis, por lo que
participa en diversas vias del desarrollo y progresion tumoral*'?***. Recientemente, su
inactivacion por metilacion aberrante se ha asociado a la existencia de linfomas de mal
prondstico™™. Nuestros hallazgos también indican una tendencia a la asociacion con
tumores de mayor riesgo, si bien los porcentajes de metilacion encontrados fueron bajos

en todos los grupos.

PTEN es uno de los principales componentes de la via AKT/PI3K/mTOR®

y su
mutacion en linea germinal se relaciona con la carcinogénesis'’*. Se ha encontrado una
reduccién de su expresion en alrededor de la mitad de tumores vesicales'®®, con

diferentes porcentajes segdn los distintos estudios'™>™*"’

, Si bien la pérdida de expresion
es mas frecuente en tumores musculo invasivos'’®. Se cree que para que PTEN se
inactive en el cancer vesical, es necesaria la participacién de otros componentes de la
via AKT. Incluso, se ha comprobado experimentalmente que la presencia de mutaciones
simultaneas de PTEN y p53 tienden a inducir tumores msculo invasivos®’”,
observaciones consistentes con la inactivacion de este gen por hipermetilacién que
podria asociarse a la presencia de tumores de gran tamafio y de alto grado®®". De este
modo, nuestros resultados sugieren una tendencia a mayor invasividad (T1) aunque no
se observaron asociaciones con tumores de alto grado ni con datos de peor evolucion en

nuestra serie.

La H-cadherina codificada por CDH13 estd implicada en la adhesion celular e
inhibe la proliferacién por contacto™2. Su disfuncién conduce a un incremento de
invasividad y diseminacion metastésica de las células neoplasicas'’®. En este sentido, la

metilacion de CDH13 se ha relacionado en el cancer de vejiga con mayor tendencia a
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recidiva’’, progresién y, en general, mayor tendencia a la invasion de la pared
vesical'*®”. Nuestros resultados en tumores no misculo invasivos confirman una
asociacion significativa con la presencia de tumores que infiltran la lamina propia (T1).
Aunqgue se observd un aumento de la proporcion de casos con CDH13 metilado en
tumores T1AG respecto a T1IBG y T1BG, no encontramos en T1 una relacién
estadistica con alto grado. Sin embargo, se vi6 una asociacion estadistica de la
metilacién de CDH13 en T1BG con multifocalidad, factor que se ha asociado a una
mayor recidiva y progresion en tumores T1*¥ lo que implica que la metilacién de

este gen puede aportar informacién de peor evolucion en tumores T1.

En nuestros pacientes con tumores T1BG, se encontr6 que aquellos que
presentaban una metilacion de ATM recidivan mas precozmente. En los estudios
limitados sobre su metilacion en vejiga se ha encontrado que ATM se asocia a
multifocalidad en tumores T1 de alto grado®®. Se trata de un gen implicado en la

1
335

reparacion de ADN mediante la estabilizacion de p53™°, por lo que su silenciamiento

conducir a una mayor inestabilidad gendmica.

Ademas, en este grupo de tumores también hemos observado un menor tiempo
hasta la recidiva relacionado con la metilacion de ciertos genes involucrados en el
control del ciclo celular. Asi, la metilacion de CHFR se asocié ademas a la presencia
de tumores de alto grado, pudiendo indicar progresion cuando aparece metilado en los
tumores T1BG. EI PAX6, miembro de la familia de genes PAX junto a PAX5A, esta
implicado en la diferenciacion estromal, proliferacion celular y apoptosis*®. Se ha
comprobado una progresiva hipermetilacion de este gen en los estadios precoces del
cancer de vejiga'® que también hemos observado aunque nuestros porcentajes de
metilacion fueron relativamente bajos. Igualmente, se ha observado en nuestra serie que
la metilacion de PAX6 esté asociada a una reduccion del tiempo hasta la recidiva en
tumores T1BG, hallazgo similar al demostrado recientemente en tumores T1 de alto

grado®.

La proteina Rb es un regulador crucial del ciclo celular cuya actividad esta
regulada por la via CDKN2A/CCNDL1. El dafio del ADN incrementa la expresion de
CDKNZ2A, inactivando los complejos de quinasas dependientes de ciclinas y Ciclina D
(CDKS/CCND), lo que conduce a la hipofosforilacion de Rbl y a la progresion

descontrolada del ciclo celular'?. Recientemente, se ha relacionado la pérdida de
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funcién de Rb y p53 a través de la inactivacion de CDKN2A vy se cree que mutaciones
de p53 inducen la pérdida de funcion de estos 2 genes de la via de
CDKN2A/CCND1' Pueden existir deleciones o mutaciones que afecten al gen RB,
pero la inactivacion de CDKN2A y RB1 en cancer de vejiga también pueden producirse
por hipermetilacién de sus promotores’’. La metilacién de RB1 ha mostrado una
asociacion significativa a la recidiva precoz, con un alto valor predictivo positivo
para recidiva, lo que apoya su papel como candidato a posible marcador prondstico en

estos tumores.

4.3. Tumores T1AG

Al analizar toda la serie objetivamos altos porcentajes de metilacion en este grupo
para STK11, MGMT2, CDH13, MSH6 y WT1, siendo genes con altas proporciones de
metilacion en todos los grupos. Sin embargo, solo la hipermetilacion de IGSF4 y
CHFR se asocio estadisticamente con la presencia de tumores T1 de alto grado, a pesar
de que sus porcentajes de metilacion global fueron limitados, de un 31.9% vy del 1.1%

respectivamente.

El gen IGSF4 esta implicado en la adhesion celular y sélo recientemente se ha
demostrado metilado en céancer de vejiga’’. La hipermetilacién de IGSF4 se asocié en
nuestra serie a la presencia de tumores T1 de alto grado, con un porcentaje de
metilacion significativamente mas alto (31.9%) que el de los tumores TaBG (8.9%)
pero ligeramente superior que el de los T1BG (24.7%). CHFR es un gen involucrado en
el control del ciclo celular que ha demostrado ser un potente supresor de tumores, Si
bien su mecanismo de accion no es completamente conocido. Aunque no parece
relacionado con la via de p53, tiene multiples funciones de control del ciclo celular y su
inactivacion favorece la invasion tumoral*®. En nuestra serie, la hipermetilacion de

CHFR se asocio a la presencia de tumores mas agresivos (T1AG).

La hipermetilacion de PYCARD tomando 0.3 como punto de corte se asocio a
una recidiva y progresion precoz en T1AG, mientras que la ratio de metilacion fue
superior en tumores Ta de bajo grado. Estos resultados difieren de los publicados
recientemente en una serie de tumores T1 de alto grado tratados con BCG sin

mantenimiento® y a los obtenidos en el anélisis univariado cuando analizamos la
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progresion en toda nuestra serie, incluyendo los pacientes de bajo grado que
progresaron. Estas observaciones sugieren que la respuesta a inmunoterapia es mas
favorable en pacientes con este gen metilado y pone de manifiesto que los diferentes
esquemas de tratamiento empleando o no mantenimiento, pueden influir en la evolucion
dada la variabilidad interindividual relacionada con el mecanismo inmunoldgico de
respuesta a BCG en cada paciente. La proteina codificada por PYCARD (ASC) presenta
una funcién dual, por un lado de control de la apoptosis a través de la regulacién de las
caspasas, Y por otro interviniendo también en las vias de inflamacién a través de NFkf

147

(Factor nuclear kappa B)"'. Estudios posteriores determinaran si estos mecanismos

pueden estar implicados en la respuesta a BCG*®.

4.4. Interpretacion Biologica

Nuestros resultados han permitido diferenciar los tres fenotipos principales en
tumores no musculo invasivos en funcion del estado de metilacion de estos genes
supresores y evaluar su utilidad como marcadores pronosticos de los tumores vesicales

no musculo-invasivos.

Se han descrito dos vias principales de carcinogénesis en el tumor de vejiga. Por
un lado, los tumores no invasivos papilares se cree que aparecen a partir de una
hiperplasia tisular y presentan frecuentemente mutaciones de FGFR3'#, gen implicado
en la diferenciacién celular y angiogénesis'®® o de H-ras®. Los pacientes con estos
tumores no suelen desarrollar progresion a enfermedad musculo invasiva pero si
recidivas frecuentes'®®*®”. Por otro lado, los tumores mésculo invasivos se cree que una
gran parte de ellos se inician por displasia y desarrollo de carcinoma in situ y presentan
anomalias de los genes supresores TP53°°*8418 y Rh. Suelen ser agresivos y progresar,

asociandose a elevada mortalidad [Figura 40].
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TaBG T1BG

Urotelio T1AG

normal T2+

Carcinoma

insitu

Figura 40. Vias moleculares en el cancer de vejiga®

Sin embargo, aunque algunas alteraciones genéticas han sido relativamente
contrastadas, los cambios epigenéticos que se producen en la iniciacion y progresion del
cancer de vejiga aun se desconocen. No obstante, se estan comenzando a relacionar
como la hipermetilacion de genes especificos impacta o contribuye en las vias
biologicas de desarrollo del cancer vesical y a caracterizar perfiles de metilacion que se
correlacionen mejor con el comportamiento clinico para identificar marcadores utiles de
diagnéstico y prondstico en tejido tumoral y orina’’. La asociacion de las vias de
carcinogénesis con el analisis del prondstico del cancer de vejiga puede favorecer la

interrelacion clinica y bioldgica.

De este modo, integrando en los esquemas previos nuestros resultados [Figura 41]
podemos concluir que la metilacion de los genes RARB, CD44, GSTP1, PYCARD,
TP53, STK11 y GATAS podria producirse en el inicio de la enfermedad, siendo
alteraciones que se encuentran en tumores TaBG y que suelen estar ausentes en el
urotelio normal como se ha observado previamente®. También se observé una mayor
tendencia a recidiva cuando el tumor TaBG presenta metilacion de PAX5A y WT1,
frente a la metilacion de BRCAL que parece actuar como protector de recurrencia por su
funcion como reparador de dafio de ADN pudiendo ser utiles para identificar los

pacientes mas propensos a recidivar.
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Por otra parte, se cree que en los TNMI se produce una evolucién con aumento
secuencial de agresividad desde fases no invasivas (TaBG) a invasion del tejido
conjuntivo subepitelial (T1BG). En base a nuestros resultados, la metilacion de los
genes PAX5A, IGSF4 y CDH13 podria estar implicada en dicho proceso. Ademas,
dentro de los T1BG se observd que existia un menor tiempo libre de enfermedad
cuando los genes PAX6, ATM, CHFR y RB estaban metilados, pudiendo aplicarse la
metilacion de estos genes en el establecimiento del prondstico de este tipo de pacientes.

Por altimo, los T1AG son considerados tumores con alto riesgo de recidiva y
progresion a TMI, de ahi la busqueda de marcadores que nos puedan aportar
informacién adicional. La metilacion de CHFR permitié diferenciar la mayor
agresividad que adquieren los tumores al aumentar de grado, de los T1BG a los T1AG.
Ademas, la metilacion de VHL y BRCAZ2 se asocio a una mayor multifocalidad, lo cual
podria sugerir una mayor capacidad de anidamiento de las células tumorales. Cuando se
analizé la evolucion de los T1IAG, PYCARD se asocid a un menor tiempo libre de
recidiva, por lo que el estudio de metilacion permitiria identificar aquellos tumores mas
agresivos con mayor tendencia a recurrir y que pudieran requerir un control mas

incisivo de su enfermedad.

PAXBA
ATM
CHFR

PAXSA
WT1

BRCAL RB1 PYCARD
[ | & ] 1
Urotelio TaBG T1BG T1AG
ezl RARB PAXSA CHFR
cD44 IGSF4
GSTP1 CDH13

PYCARD
TP33
STK11
GATAS

Figura 41. Modelo propuesto desde los resultados de nuestro estudio. En rojo se
reflejan los genes cuya metilacion estaba asociada a un menor tiempo libre de
enfermedad y en verde el gen cuya metilacion se ha asociado a recidiva més tardia
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En respuesta al objetivo global del estudio se concluye que los genes que estan
diferencialmente metilados en los tumores Ta de bajo grado (TaBG) son RARB, CD44,
GSTP1, PYCARD, TP53, STK11 y GATADS; en los T1 de bajo grado (T1BG), PAX5A,
IGSF4 y CDH13 y en los T1 de alto grado (T1AG) el CHFR. En respuesta a los

objetivos secundarios observamos que:

1. Los genes mas frecuentemente metilados en la serie global fueron STK11,
MGMT, RARB y GATAS5. En los TaBG fueron STK11, PYCARD, GATADS,
RARB, CD44, MGMT y GSTP1; en los T1BG, STK11l, RARB, CD44,
PYCARD, GATA5 y MGMT yen los TLIAG, STK11 y MGMT.

2. En la serie global se encontraron asociaciones significativas con el estadio para
RARB, CD44, PAX5A, GSTP1, IGSF4, PYCARD, CDH13, TP53 y GATAS,
con grado para RARB, CD44, GSTP1, IGSF4, CHFR, PYCARD, TP53, STK11
y GATADS5, con ausencia de Cis para RARB, CD44, PYCARD, STK1l y
GATADS, con tamafio para GSTP1 y PYCARD y con multifocalidad para VHL,
CD44, IGSF4, BRCA2 y THBS1. Se destacan dentro de cada subgrupo las

siguientes relaciones:

» EnTaBG: MGMT y GATADS con multifocalidad y PAX5A con la edad

» En T1BG: BRCAl con tamafio, RARB, THBS1 y CDH13 con
multiplicidad, PAX6 y CDH13 con edad y RARB, CD44, PYCARD vy
GATADS con sexo

» En T1AG: GSTP1, PYCARD y STK11 con tamafio y VHL y BRCA2 con

multifocalidad

3. Al analizar la relacion de la metilacion de los distintos genes con la evolucion
clinica de los pacientes las asociaciones que se confirmaron por modelos uni y
multivariados permitieron pronosticar la recidiva tumoral. En la serie global para
PAX5A y RB1, en los TaBG para PAX5A, WT1 y BRCAL, en los T1BG para
PAX6, ATM, CHFR y RB1 y en los T1AG para PYCARD
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