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Cuando el tumor extiende sus pies desde todas las caras de su cuerpo al interior de las 

venas, la enfermedad produce la imagen de un cangrejo 

 

Galeno 

 

 

 

 

 

En el ámbito más profundo de la ciencia, allí donde ésta se convierte en hechizo, lo 

económico, el aspecto de poder, cautiva menos que el aspecto lúdico. Queda claro 

entonces que somos presas de un juego, de una danza del espíritu que ningún arte 

aritmético es capaz de captar. El último confín de nuestra ciencia es la intuición, la 

llamada del destino, la mera figuración 
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1.1 EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA CLINICA DEL CANCER DE VEJIGA 

El cáncer de vejiga representa en Europa aproximadamente un 7% del total de tumores 

malignos, y ocupa el cuarto lugar en orden de frecuencia en el varón. En 1995, se estimó 

que en los países de la Unión Europea se presentaban alrededor de 84.000 casos 

nuevos al año, y que se producían unas 31.000 muertes a consecuencia de esta 

enfermedad (1). Su incidencia posee una clara tendencia creciente, habiéndose estimado 

un incremento del 5-20% cada 5 años en el varón.  

Los seis registros de cáncer españoles muestran una tasa de incidencia situada 

en el tercio superior del conjunto de registros del mundo, siendo el de Tarragona el que 

posee una tasa más alta (2). En nuestro país, el cáncer de vejiga  constituye el segundo 

cáncer en orden de frecuencia en el varón, en el que representa el 11% de los cánceres, 

mientras que en la mujer representa un 3%. Se ha observado un porcentaje de aumento 

de la incidencia anual del 4.4%.  

Al tratarse de un tumor fuertemente relacionado con carcinógenos ambientales, se 

ha aducido que algunos factores como el consumo de tabaco y la exposición a 

carcinógenos ocupacionales, de gran importancia en algunas áreas, podrían encontrarse 

relacionados con esta elevada incidencia. De hecho, se ha estimado un riesgo hasta 2 o 

3 veces mayor de cáncer de vejiga en los fumadores de tabaco negro que en los de 

tabaco rubio. Este posible papel del tabaco negro, que contiene concentraciones 

elevadas de aminas aromáticas como factor específico de riesgo, podría ser un factor 

importante para explicar la magnitud del problema en nuestro medio (2,3).  

 

1.2 CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS Y BIOLOGICAS DEL CANCER DE 

VEJIGA 

Histológicamente, más del 90% de los tumores de vejiga son carcinomas uroteliales. 

Poseen idénticas características al carcinoma urotelial originado en otras áreas de las 
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vías urinarias (pelvis renal, uréter, ductos prostáticos o uretra). El carcinoma urotelial de 

vejiga es, sin embargo, una enfermedad enormemente heterogénea, cuyo espectro de 

presentación oscila desde tumores superficiales papilares bien diferenciados a tumores 

sesiles pobremente diferenciados e invasivos. 

 Esta heterogeneidad se manifiesta también en la evolución clínica. Se distinguen 

dos formas de presentación, los tumores superficiales y los tumores infiltrantes, cuya 

historia natural y, en consecuencia, el tratamiento a aplicar, están claramente 

diferenciados. Los tumores superficiales, confinados a la mucosa (Ta) o con invasión de 

submucosa o lámina propia (T1), constituyen el 75% de los cánceres de vejiga. Tras el 

tratamiento con resección transuretral (RTU), asociada o no a instilación de BCG o 

quimioterapia endovesical, cerca del 75% de los pacientes experimentarán posteriores 

recidivas superficiales, habitualmente de características parecidas a las del tumor inicial, 

en un periodo de tiempo que puede comprender muchos años. Sin embargo, en 

alrededor de una cuarta parte de los pacientes, la enfermedad progresará, desarrollando 

en recidivas posteriores un carcinoma infiltrante (4). El carcinoma in situ (Tis) es 

habitualmente más agresivo, y comporta un mayor riesgo de progresión. El resto de 

tumores, aproximadamente un 25% del total, son infiltrantes de la capa muscular (T2-4) 

en el momento de su presentación inicial. En ellos, el curso es con frecuencia muy 

agresivo, y tras tratamiento mediante cistoprostatectomía radical o terapéutica multimodal 

con conservación vesical selectiva, se producen metástasis a distancia durante el 

seguimiento en aproximadamente la mitad de los pacientes (4).  

En la actualidad, basándose en los datos histológicos y genéticos disponibles, se 

considera que los tumores superficiales y los infiltrantes poseen una diferente historia 

natural. Así, la mayoría de tumores infiltrantes no poseen precursor papilar previo 

conocido, y se asocian con frecuencia a carcinoma in situ en otras áreas de la vejiga. Se 

ha propuesto un modelo de progresión para estos tumores que consistiría en un primer 
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lugar en atipia urotelial, seguida de displasia, posteriormente carcinoma in situ, y 

finalmente carcinoma infiltrante (5).  

En los últimos años, ha despertado un gran interés el estudio del espectro de 

cambios genéticos que acontecen durante la tranformación tumoral en el cáncer de 

vejiga. El análisis genético ha mostrado que el Tis contiene con frecuencia una serie de 

alteraciones genéticas, entre las que destacan mutaciones de p53 y pérdida de 

heterocigosidad de 3p, 13q y 17p, similares a las observadas en el carcinoma infiltrante y 

claramente diferenciadas de las visualizadas habitualmente en los tumores superficiales 

papilares. En éstos, la única alteración frecuente y característica es la pérdida de 

heterocigosidad del cromosoma 9 (6). El modelo propuesto de desarrollo de estos 

tumores superficiales consiste en hiperplasia urotelial, atipia urotelial y finalmente tumor 

papilar de bajo grado (6). De este modo, la pérdida de heterocigosidad del cromosoma 9 

sería un evento crucial en la transición del urotelio normal a carcinoma papilar, mientras 

que la aparición de mutaciones de p53 estaría implicada en el desarrollo de carcinoma in 

situ y carcinoma infiltrante (7).  

Las alteraciones identificadas son con frecuencia múltiples y se encuentran 

predominantemente en los tumores infiltrantes. Se han observado con gran frecuencia 

mutaciones de genes que codifican proteínas implicadas en la regulación del ciclo celular, 

como p53, retinoblastoma (pRB), p16, p15 y ciclina D1. Otras alteraciones observadas 

con cierta frecuencia en este tumor se encuentran en oncogenes como H-ras, EGFR y 

erbB-2. La pérdida de expresión de una molécula de adhesión, E-cadherina, parece 

poseer también un papel importante en la progresión tumoral (7,8).   
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1.3 VALORACION PRONOSTICA EN CANCER DE VEJIGA: UN PROBLEMA CLINICO  

Globalmente, la supervivencia estimada a 5 años del cáncer de vejiga se encuentra en 

torno al 65% (9). La gran heterogenidad en cuanto a historia natural que posee el 

carcinoma de vejiga, dificulta la predicción de la evolución clínica posterior en un caso 

determinado. Así, en los tumores superficiales sería de gran interés poder identificar qué 

casos presentarán únicamente recidivas locales superficiales tras el tratamiento, y cuales 

son esa pequeña fracción de casos que poseen capacidad de progresar a tumor 

infiltrante, desarrollar metástasis y finalmente matar al paciente. Si fuera posible 

identificar a estos últimos pacientes al inicio, es probable que pudieran beneficiarse de 

terapéuticas más agresivas aplicadas más precozmente.  

Por otro lado, en los pacientes con tumor infiltrante, sería de gran interés poder 

caracterizar mejor al grupo de pacientes que, tras tratamiento con cistectomía radical, 

desarrollarán metástasis que conducirán al fallecimiento del paciente, frente al grupo que 

quedarán curados de su enfermedad tras la práctica de la cirugía. La utilización de 

Urotelio normal

Hiperplasia

Atipia

Ta  superficial papilar
G1 - G2 - G3

Displasia

Carcinoma in situ

T1 invasión 
lámina propia

Tm infiltrante (T2-4)

9q

p53

p53 / pRB / INK4a

FIG.1. Modelo de progresión en dos vías diferentes del carcinoma urotelial de vejiga

9q
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tratamientos más agresivos complementando a la cirugía podría beneficiar al primer 

grupo de pacientes.  

Por otro lado, en la actualidad hay disponibles alternativas terapéuticas diferentes 

a la cistectomía radical para el tratamiento del carcinoma infiltrante. El tratamiento 

multimodal con preservacíon vesical selectiva, que en líneas generales consiste en 

quimioterapia neoadyuvante y radioterapia posterior o simultánea, permite limitar la 

práctica de la cistectomía a aquellos pacientes con pobre respuesta al tratamiento, y 

obtiene unas cifras de supervivencia similares a las alcanzadas con la 

cistoprostatectomía radical. Posee la gran ventaja de que consigue conservar a largo 

plazo la vejiga libre de tumor en un 40-45% de los pacientes tratados (10). La posibilidad 

de determinar previamente qué pacientes poseen grandes probabilidades de conservar la 

vejiga a largo plazo con tratamiento multimodal, permitiría una mejor selección de los 

candidatos a recibirlo, y también evitaría una quimioterapia innecesaria y un retraso en la 

cirugía en los pacientes con escasas probabilidades de responder a dicho tratamiento.   

El estadio clínico y el grado histológico, así como otros factores pronósticos 

cliniopatológicos, permiten un cierto grado de estratificación del potencial evolutivo del 

tumor, de utilidad en la práctica clínica. No obstante, su valor predictivo es limitando, y 

persiste un considerable grado de heterogeneidad en los diferentes subgrupos 

pronósticos. La identificación de nuevos marcadores pronósticos y predictores de 

respuesta al tratamiento, basados en las características biológicas del tumor, podría 

permitir una selección más precisa de los tratamientos a aplicar, acorde con el potencial 

biológico  de cada caso concreto.  

    

1.4 FACTORES PRONOSTICOS EN CANCER DE VEJIGA 

En los últimos años, la comprensión progresiva de algunos de los mecanismos celulares 

implicados en el desarrollo del cáncer, ha permitido identificar varios grupos de moléculas 

que podrían desempeñar un papel importante en la carcinogénesis y la progresión del 
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cáncer de vejiga. Este hecho ha despertado un gran interés por  la realización de 

estudios dirigidos a evaluar el valor pronóstico potencial, sobre el riesgo de recurrencia y 

progresión tumoral en los tumores superficiales, y sobre el desarrollo de metástasis y la 

supervivencia en los tumores infiltrantes, de muchas de estas moléculas. Y también sobre 

su utilidad potencial en la predicción de la respuesta a determinadas alternativas 

terapéuticas.  

A continuación se revisan los diferentes factores pronósticos clínico-patológicos y 

los principales marcadores moleculares cuyo efecto pronóstico ha sido estudiados en 

cáncer de vejiga. 

 

1.4.1 FACTORES PRONOSTICOS CLINICO-PATOLOGICOS:  

1.4.1.a Tumores superficiales:  

El riesgo de progresión a tumor infiltrante se halla fuertemente asociado al grado 

histológico y al estadio clínico (T1 versus Ta), que son los factores pronósticos clásicos 

más importantes (11). El riesgo de progresión en el grado I es aproximadamente del 6%, 

en el grado II del 12% y en el grado III del 30%. Cerca de un 6% de tumores Ta 

progresarán, frente a un 30% de T1. Combinando grado histológico y estadio, el riesgo de 

progresión se acerca al 50% en los tumores T1G3 (12).  

La presencia de invasión vascular o linfática en un T1 es un signo adverso, que se 

asocia frecuentemente a progresión a tumor infiltrante en 1 o 2 años. El Tis es 

habitualmente más agresivo, y el riesgo de progresión es mayor. Sin embargo,  deben 

distinguirse tres situaciones diferenciadas: el Tis unifocal, de menor agresividad; el 

multifocal que causa con frecuencia síntomas irritativos, y se asocia en más de un 50% 

de los casos a progresión; y el Tis asociado a tumor infiltrante, que posee todavía peor 

pronóstico (13). Otros factores reconocidos desde hace largo tiempo son la multifocalidad 

tumoral en el momento de la presentación, la recidiva de la enfermedad en los 3 primeros 
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meses de seguimiento y, en menor medida, el tamaño tumoral y la presencia de displasia 

en otras zonas de la vejiga (14).  

 

1.4.1.b Tumores infiltrantes:   

El factor pronóstico más importante en los pacientes tratados mediante cistectomía 

radical es la presencia de afectación ganglionar regional, que está presente en 

aproximadamente 15-25% de los casos. La supervivencia a 2 años de los pacientes con 

afectación ganglionar, considerados globalmente, es inferior al 15%. Es una excepción el 

reducido grupo de pacientes con N1 que presentan invasión ganglionar microscópica en 

un solo ganglio. Estos poseen una supervivencia mejor, cercana al 35% tras cirugía 

radical (15). Los pacientes con N2-3 tienen una supervivencia muy pobre, inferior al 10%, 

presentando hasta un 70% de muertes durante el primer año.  

Otro factor pronóstico relevante es el estadio (16). En los tumores T2 se obtiene 

supervivencias a los 5 años cercanas al 60%, frente a un 10-30% en los tumores con 

afectación de grasa perivesical (T3) u órganos vecinos (T4). Además,  en más de la mitad 

de casos, los estadios avanzados (T3b-4) se asocian a afectación ganglionar. La 

infiltración de próstata es también un factor adverso, y otro factor conocido es la 

presencia de obstrucción ureteral secundaria. A diferencia de los tumores superficiales, el 

papel pronóstico del grado histológico es muy limitado en los pacientes con tumores 

infiltrantes, pues prácticamente en todos los casos se trata de tumores de grado alto.  

En  los pacientes tratados con quimioterapia neoadyuvante en pautas de 

conservación vesical multimodal selectiva, los factores predictivos de éxito terapéutico 

mejor reconocidos son estadio tumoral y presencia de uropatía obstructiva secundaria 

(10,17). Asimismo, la práctica de una RTU completa antes de la quimioterapia ha 

mostrado poseer valor pronóstico favorable (18). 
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1.4.2 FACTORES PRONOSTICOS MOLECULARES 

Entre las diferentes moléculas cuyo valor pronóstico ha sido estudiado en cáncer de 

vejiga, poseen un interés especial las proteínas implicadas en el control del ciclo celular y 

las moléculas de adhesión celular, debido a su posible papel predominante en la 

carcinogénesis de este tumor. También han sido estudiados una extensa serie de 

factores pronósticos moleculares que inciden a otros niveles de la progresión tumoral, y 

se revisarán a continuación.  

La inmunohistoquímica es el método más ampliamente utilizado en la evaluación 

de marcadores pronósticos, dada la orientación eminentemente dirigida a la aplicación 

práctica que posee la investigación en factores pronósticos. La inmunohistoquímica 

puede resultar fácilmente utilizable en la práctica clínica, sin requerir un incremento 

excesivo en la sofisticación técnica y el coste (19). Otras técnicas moleculares de mayor 

complejidad son de gran interés en la investigación básica, pero su aplicación en la 

práctica asistencial es por el momento escasa. La inmunohistoquímica, sin embargo, 

posee algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta para permitir una valoración 

adecuada de los resultados de los diferentes estudios. Se trata de una técnica compleja, 

que comprende diversos pasos con diferentes componentes, que se centran sobre todo 

en: los anticuerpos y reactivos utilizados, que con frecuencia varían entre los diferentes 

laboratorios; los procedimientos técnicos, que incluyen el manejo y procesamiento de los 

tejidos, y pueden afectar a la inmunotinción; y la interpretación y comunicación de los 

resultados, que incluye especialmente los puntos de corte utilizados, con frecuencia 

controvertidos (19-21). 

En los últimos años, se están desarrollando nuevas metodologías que permiten 

evaluar de forma simultánea y más completa varios genes en un determinado tumor, 

como las matrices de ADN (arrays). Las micromatrices de ADN (microarrays) permiten la 

evaluación simultánea de  múltiples genes de un tumor en una sola muestra, y las 

micromatrices de tejido permiten el análisis simultáneo de determinados marcadores en 
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múltiples tumores. La aplicación de estas tecnologías al estudio del cáncer de vejiga se 

ha iniciado en los últimos años, con resultados iniciales prometedores (22,23). Su 

utilización en series muy amplias de pacientes con tumores bien caracterizados, con un 

tratamiento homogéneo y un seguimiento correcto, puede conducir, en unos años, a 

disponer de herramientas de gran utilidad para la valoración pronóstica del cáncer de 

vejiga.  

En la actualidad, los datos disponibles acerca del valor pronóstico de muchos 

marcadores moleculares proceden, con frecuencia, de estudios iniciales, y requieren 

confirmación en series más amplias. No obstante, determinados resultados sugieren de 

forma consistente que algunos de estos marcadores podrían ser útiles en la evaluación 

pronóstica del cáncer de vejiga. 
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TABLA 1: Fact ores Pronóst icos Moleculares en Cáncer de Vejiga.

Función Biológica Marcador Pronóst ico

Regulación ciclo celular p53
p21
pRB
p27
Mdm2
Ciclinas D1 y E
p16, p15, p14

Adhesión celular E-caderina
Alfa, bet a y gamma cat eninas
CD44

Ant ígenos de proliferación nuclear Ki-67
PCNA

Oncogenes c-erb-B1 (EGFR)

c-erb-B2 (Her-2/ neu)
cH-ras
c-myc

Apopt osis Survivina
Bcl-2, BAX, CD40L

Angiogénesis Densidad microvasos
VEGF
Trombospondina-1
PDECGF
bFGF

Respuest a a la Quimiot erapia p53, p21, pRB
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1.4.2.a Proteínas reguladoras del ciclo celular:  

La proliferación tumoral depende, en gran medida, de la presencia de alteraciones en el 

control y la progresión del ciclo celular normal (24). Los complejos de proteínas asociadas 

al ciclo celular, compuestos de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas, participan en 

la regulación del ciclo celular. Por otro lado, varios genes supresores de tumores y sus 

productos proteicos actúan en la transición de G0/G1, previniendo la pérdida de control y 

la consiguiente progresión tumoral (25). Entre ellos cabe destacar p53, pRB, p27Kip1, 

p16INK4A y p14ARF.  

Algunos datos recientes sugieren que la interacción entre algunas de estas 

moléculas puede producir alteraciones en las vías de regulación del ciclo celular, y su 

evaluación conjunta podría reflejar de forma más precisa los eventos responsables de la 

progresión tumoral (26,27). Recientemente, un estudio analizó el valor pronóstico de las 

alteraciones en la vía de p53, incluyendo en el estudio mutaciones de p53, y 

determinación inmunohistoquímica de la expresión de p53, p21 y Mdm2. La afectación de 

p21 Mdm2

CDK

p53

p27

Estímulo
externo

Rb

E2F

Síntesis de ADN

9p 21
INK4a

p16 p19

FIG.2. Reguladores del ciclo celular.  Estimulador:                  Inhibidor:
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dicha vía a múltiples niveles se asoció a una peor supervivencia (27). Estos resultados 

sugieren que el análisis de múltiples miembros de una vía reguladora específica, podría 

ser más informativo a nivel pronóstico que el análisis de un marcador biológico aislado. 

 

- p53:  

·Características básicas y Función:  El gen supresor p53, localizado en el cromosoma 

17p13, constituye el gen más extensamente estudiado en numerosos tumores, entre los 

que se encuentra el cáncer de vejiga. Se trata del gen que se encuentra mutado con 

mayor frecuencia en el cáncer humano. p53 es el encargado de mantener la integridad 

genómica frente al daño del ADN, causado, por ejemplo, por carcinógenos, radiaciones o 

quimioterapia. Cuando el daño del ADN es detectado, el nivel de la proteína p53 

aumenta, conduciendo a la detención del ciclo celular. Ello permite la reparación del ADN 

y previene la propagación de los defectos genéticos producidos (28). Sin embargo, 

cuando el daño producido es demasiado importante, p53 induce apoptosis.  

La vida media de la proteína p53 es normalmente muy breve, debido a la rápida 

degradación que sufre. Sin embargo, la vida media se prolonga sustancialmente tras la 

aparición de mutación missense (que conduce a cambio de un aminoácido), que es, con 

diferencia, la alteración genética más frecuente de p53. La presencia de delección 

pueden causar también el mismo efecto. De este modo, la proteína resultante de la 

mutación de p53 es disfuncional y posee una vida media prolongada, lo  que provoca su 

acumulación nuclear. Este hecho hace que resulte fácilmente detectable por 

inmunohistoquímica. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que en algunos casos de 

delección o mutación nonsense (sin sentido, genera un codón de terminación), la 

inmunotinción puede ser negativa. También puede existir, en algunas situaciones, 

sobreexpresión nuclear de proteína normal, lo que podría dar lugar a tinción positiva. A 

pesar de ello, las alteraciones genéticas generalmente se manifiestan como 

sobreexpresión de p53 (29). La proteína mutante puede actuar de forma transdominante, 
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inactivando la forma silvestre (wild-type) endógena por formación de complejos 

multiméricos (30).  

p53 funciona como un factor de transcripción, activando la expresión de genes 

que controlan la transición entre diferentes fases del ciclo celular, la apoptosis, la 

reparación del DNA y la angiogénesis (31,32). En cuanto a la regulación del ciclo celular, 

p53 está implicada en varias vías de control, como son  la vía p16-ciclina D1-quinasa 

ciclin-dependiente 4-Rb, que regula la transición del ciclo celular de G1 a la fase S (33); y 

la vía de p21, que produce detención del ciclo celular, sin afectar la reparación del DNA 

(34). p53 posee también un importante papel como mediador de la apoptosis (35), ya que 

produce la activación de la transcripción de varios genes diferentes implicados en la 

apoptosis (36). Dianas apóptoticas conocidas de p53 son el gen pro-apoptótico BAX (37), 

Noxa y PUMA, pertenecientes a la familia Bcl-2, así como p53AIP1 (38). Estas proteínas 

se localizan en la mitocondria y promueven la pérdida de potencial de membrana 

mitocondrial y liberación del citocromo C, produciéndose la activación de la cascada 

Apaf-1/caspasa-9 (39). Otros mecanismos de apoptosis p53-dependiente implican a los 

receptores FAS/APO1 y DR5, y al ligando del receptor FASL (40), y también a la proteína 

PIDD (41). p53 está asímismo implicado en la senescencia celular (42), y de forma 

importante en la angiogénesis tumoral (43).  
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Además de prevenir la replicación de las células con genoma dañado, por medio 

de la detención del ciclo celular y la apoptosis, p53 participa en la reparación del daño del 

DNA a varios niveles. Un gen ribonucleotidasa reductasa, p53R2, constituye una diana 

directa de p53 (44). También se ha documentado una implicación directa de p53 en la 

reparación mediante excisión de bases y la reparación mediante excisión de nucleótidos 

(45). Otro gen diana de p53 que participa en la reparación del DNA es GADD45. 

Las críticas actividades de p53 requieren una regulación a múltiples niveles, tanto 

positiva como negativa, realizada por otros factores. De ahí la importante interacción que 

p53 puede presentar con multitud de productos de oncogenes, factores de transcripción y 

proteínas virales. Mdm2 es un proto-oncogen capaz de inhibir la función de p53 por 
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diversas vías (33), y cuya expresión está interrelacionada  con la de p53 por un 

mecanismo de autoregulación (46). p14/hARF participa también en la regulación de la 

función de p53 (47). 

  

·p53 en cáncer de vejiga:  En dos estudios clásicos realizados en cáncer de vejiga, la 

sobreexpresión de p53 detectada por inmunohistoquímica se correlacionó estrechamente 

con la existencia de mutaciones en dicho gen, detectadas por métodos  moleculares 

(48,49). No obstante, un estudio más reciente ha mostrado algunas limitaciones de esta 

técnica. Se incluyeron 50 muestras procedentes de los 5 laboratorios participantes en el 

estudio, y en cada uno de ellos se realizó la tinción para p53 de unas secciones de cada 

muestra y su posterior evaluación. La reproducibilidad de los resultados intralaboratorio 

fue muy elevada, mientras que la reproducibilidad entre los diferentes laboratorios fue 

buena en los resultados extremos, tanto positivos como negativos, pero existía un nivel 

de concordancia reducido en el rango intermedio de positividad. Las discordancias se 

debieron tanto a diferencias en la tinción como en la valoración (50). Este resultado indica 

que es necesaria cierta precaución cuando se comparan resultados procedentes de 

series diferentes. La estandarización de los protocolos de inmunotinción y el 

establecimiento de un criterio uniforme en la interpretación de resultados podría mejorar 

la reproducibilidad de resultados.  

Se ha observado en numerosos estudios, realizados en pacientes con cáncer de 

vejiga, la existencia de una asociación entre la sobreexpresión de p53 y las 

características clínicas adversas, principalmente alto grado y estadio avanzado. En 

tumores superficiales T1, la sobreexpresión de p53 se asoció a un riesgo 

significativamente superior de progresión (51). Asimismo, en los T1, la positividad de p53 

se correlacionó con la profundidad de la infiltración, siendo más frecuente en T1b y T1c 

que en T1a. Sin embargo, el estado de p53 no poseyó valor pronóstico independiente en 

el análisis multivariado, mientras que sí lo tuvo el nivel de profundidad de la infiltración 
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(52). En el carcinoma in situ, la incidencia de sobreexpresión de p53 por 

inmunohistoquímica es muy elevada. En un estudio se observó que la sobreexpresión de 

p53 en Tis se asociaba a progresión, y que p53 fue el único factor pronóstico 

independiente asociado a una peor supervivencia específica (53). Asimismo, la 

sobreexpresión de p53 tras tratamiento con BCG endovesical por tumor superficial de 

vejiga se asoció a un riesgo elevado de progresión (54), siendo un predictor más potente 

incluso que el estadio posttratamiento con BCG.   

Un estudio basado en una serie amplia de pacientes con carcinoma infiltrante de 

vejiga, tratados con cistectomía radical, mostró que la sobreexpresión de p53 se asociaba 

de forma significativa e independiente de los factores pronósticos clásicos, a progresión y 

peor supervivencia (55). Algunas series, sin embargo, no han arrojado resultados tan 

concluyentes (56,57). En una serie de pacientes tratados con quimioterapia 

neoadyuvante MVAC, y en la mayoría de pacientes cirugía posterior, la sobreexpresión 

de p53 pretratamiento se asoció a peor supervivencia (58). Este efecto fue especialmente 

evidente en los pacientes con tumor confinado a la vejiga. Otro estudio, sin embargo, no 

consiguió establecer asociación alguna entre la expresión de p53 y la respuesta a la 

quimioterapia basada en cisplatino o la supervivencia (59).  

Estos resultados contrastan con los de un estudio amplio realizado en una serie 

de pacientes con carcinoma infiltrante sometidos a cistectomía radical, que 

posteriormente fueron  randomizados dentro de un ensayo fase III que comparaba la 

administración de quimioterapia complementaria y observación. La quimioterapia 

adyuvante únicamente benefició a los pacientes con alteraciones en la expresión de p53, 

resultando en una mejoría significativa de la supervivencia al compararlo con el grupo de 

pacientes con alteraciones de p53 que fueron sometidos a observación; mientras que en 

el grupo de pacientes que no presentaban dichas alteraciones, no se hallaron diferencias 

en la supervivencia en función de la administración o no de quimioterapia (60). En los 

pacientes con carcinoma infiltrante de vejiga tratados con radioterapia, los estudios 



 
1. Introducción 

 

 

 

26

acerca del valor pronóstico de la expresión de p53 han mostrado resultados discordantes. 

En numerosos estudios no se ha observado correlación con la respuesta al tratamiento ni 

la supervivencia (61), mientras que en otros la presencia de sobreexpresión de p53 se ha 

asociado a radioresistencia (62), o incluso a mayor radiosensibilidad (63). 

 

- p21: Es un inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas, que previene la 

fosforilación de pRB y la liberación resultante de E2F, bloqueando de este modo la 

entrada de las células en la fase S del ciclo celular y, por tanto, la progresión del ciclo 

celular (64). La expresión de p21 se encuentra regulada directamente por p53. De hecho, 

la detención del ciclo celular que desencadena p53 en presencia de daño en el ADN, se 

efectúa a través de p21. p21 se encuentra también relacionada con la senescencia, 

podría jugar un papel en la modulación de la apoptosis y, mediante su asociación a 

PCNA, puede inhibir la replicación del ADN sin afectar su capacidad de reparación. 

Recientemente se han identificado vías alternativas en las que la expresión de p21 es 

mediada de forma independiente de p53. Así, el factor de crecimiento epidérmico y el 

factor de crecimiento de los fibroblástos pueden inducir la expresión de p21 en células de 

carcinoma escamoso deficientes en p53 (65). Este hecho sugiere que a pesar de existir 

mutaciones en p53, la expresión de p21 puede estar conservada, y por tanto el control 

del ciclo celular. 

La presencia de alteraciones en la expresión de la proteína p21 no se correlaciona 

habitulmente con la existencia de mutaciones o delecciones del gen de p21, que son 

extraordinariamente raras en cáncer de vejiga (66).  

En un estudio clásico realizado en una serie de 242 pacientes con carcinoma 

avanzado de vejiga tratados con cirugía radical, con seguimiento prolongado, la ausencia 

de expresión del p21 se asoció a una mayor probabilidad de recidiva y una supervivencia 

reducida (67). Además, la positividad de p21 en los tumores con alteración de p53 

parecía poseer un efecto protector frente al papel adverso de p53. El mismo efecto se 
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observó en una serie de tumores superficiales (68), aunque otras series similares no han 

conseguido confirmar este efecto (69). La evaluación combinada de la expresión de p21, 

junto a la de p53 y Mdm2, podría aportar más información pronóstica en los tumores 

superficiales (70).  

 

-pRB: El gen supresor RB (gen del retinoblastoma), que se localiza en el cromosoma 

13p, codifica una fosfoproteína (pRB) que en su forma activa está infrafosforilada y se 

une a varias proteínas celulares. Esta forma infrafosforililada es la predominante en G1, 

ejerciendo un efecto supresor sobre el crecimiento. pRB se vuelve fosforilada  en el inicio 

de la fase G2 y permanece así en las fases G2 y M. pRB interactúa con múltiples 

proteínas reguladoras del ciclo celular, y se considera que regula la proliferación celular 

restringiendo la progresión del ciclo celular en la transición de G1/S, al unirse al factor de 

transcripción E2F. Constituye una vía primordial en el control del ciclo celular, al igual que 

la de p53. Su papel en la progresión del cáncer de vejiga parece ser de gran importancia, 

y se ha postulado incluso como una posible vía alternativa a la de p53 en progresión la 

tumoral (71). 

En cáncer de vejiga, la pérdida de expresión de pRB detectada por 

inmunohistoquímica se correlacionó con  la pérdida de hetererocigosidad del  gen RB 

(71). En los primeros estudios clínicos, la pérdida de expresión de pRB se asoció a alto 

grado y estadio avanzado (72). En dos estudios posteriores, la pérdida de pRB se 

correlacionó con progresión en cáncer de vejiga avanzado (73) y en uno de ellos también 

con una supervivencia inferior (74). Un estudio reciente realizado en una serie de 185 

pacientes con cáncer avanzado de vejiga tratados mediante cistectomía radical, mostró 

que tanto la pérdida de expresión como la sobreexpresión de pRB se asociaban a peor 

pronóstico (75). Ello se ha atribuido a que la proteína sobreexpresada probablemente sea 

una forma predominantemente hiperfosforilada, que produciría liberación de E2F y 

conduciría a la transcripción de efectores que permitieran superar de este modo la 
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transición de G1/S. En pacientes tratados con radioterapia preoperatoria y cirugía, la 

pérdida de pRB, paradójicamente, se asoció a una mejor respuesta al tratamiento y 

también a mejor supervivencia (76), sugiriendo que la pérdida de pRB se asociaría a un 

incremento en la radiosensibilidad. 

Dos estudios recientes sugieren la utilidad de la evaluación combinada de pRB y 

p53 como marcador pronóstico en cáncer de vejiga (77,78). Cuando ambos marcadores 

eran normales, la tasa de recurrencia era menor, mientras que cuando coexistían 

alteraciones en ambos, ésta era significativamente superior. Los pacientes con alteración 

de una sola de dichas proteínas, poseían tasas de recidiva intermedias. Estos resultados 

sugieren que las alteraciones en ambas vías actúan de forma cooperativa o sinergística 

para promover la progresión del cáncer vesical, y que la información aportada por la 

combinación de ambos marcadores puede mejorar la estratificación pronóstica.  

 

-Mdm2: la proteína Mdm2 es producto de un proto-oncogen, y es capaz de inhibir la 

función de p53 (33,46). Además, su expresión está interrelacionada  con la de p53. Se 

encuentra sobreexpresada con frecuencia en cáncer de vejiga (79,80). No obstante, su 

potencial efecto pronóstico no ha sido bien establecido. Algunos datos, sin embargo, 

apuntan a que la evaluación de la expresión de Mdm2 conjuntamente con la de p53, 

podría aportar mayor información pronóstica que la de éste último marcador aislado (81).  

 

-p27, ciclina E y ciclina D1: Recientemente ha sido explorado en el cáncer vesical el 

efecto pronóstico de la expresión de p27, una proteina inhibidora de las quinasas 

dependientes de ciclinas en la transición entre las fases G1 y S del ciclo celular. La 

pérdida de expresión de p27 se asoció  a peor pronóstico en pacientes con tumor 

infiltrante (82) y en aquellos con tumor superficial (83). También se ha evaluado la 

expresión de p27 conjuntamente con la de ciclina E. Algunos estudios indicaron que la 

pérdida de expresión de ambos marcadores comportaba una peor evolución clínica (84). 
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Sin embargo, un estudio extenso que incluyó 1842 pacientes con tumores superficiales e 

infiltrantes, evaluados mediante micromatrices de tejido,  mostró que la pérdida de 

expresión de ciclina E perdía su efecto pronóstico en el análisis multivariado al incluir el 

estadio clínico (85).  

La expresión disminuida de ciclina D1 se ha asociado también a recidiva en 

tumores superficiales, especialmente al ser valorada conjuntamente con p27 y ki67 (86). 

Otro estudio mostró que la pérdida de expresión de ciclina D1 se asociaba a peor 

supervivencia en tumores infiltrantes (87).  

 

-p16INK4A/CDKN2, p15INK4B/MTS2 y p14ARF: Productos proteicos de tres genes localizados en 

la región 9p21, que con frecuencia se encuentra alterada precozmente en cáncer de 

vejiga (88). p16 y p15 son quinasas dependientes de las ciclinas, con efecto regulatorio 

sobre el ciclo celular. La pérdida de expresión de p16, un inhibidor de la fosforilación de 

pRB, parece poseer un efecto adverso sobre la evolución clínica y la recurrencia (89). La 

presencia de alteraciones en p16 y p15 es frecuente en cáncer de vejiga, y se asocia a 

bajo grado y estadio (90). p14 relaciona las vías de p16/pRB y p53, ya que el gen p14 

ARF comparte una porción de la unidad de trancripción p16 y codifica una proteína que 

interacciona con Mdm2, aumentando la disponilbilidad de p53.  

 

1.4.2.b Moléculas de adhesión celular:  

La separación de las células tumorales de la lesión primaria, se considera un paso 

principal en el proceso de invasión neoplásica de los tejidos vecinos y en la capacidad 

para desarrollar metástasis. Existen una serie de moléculas encargadas de mantener la 

interacción célula-célula, y también la de la célula con la matriz extracelular, que son 

denominadas moléculas de adhesión. La presencia de alteraciones en ellas podría 

favorecer la invasión tumoral. Se han descrito más de 50 moléculas de adhesión 

diferentes, que se engloban en cuatro grandes familias: caderinas, integrinas, selectinas y 
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moléculas de adhesión celular similares a inmunoglobulinas. Las moléculas de adhesión 

han sido implicadas en varias funciones celulares importantes, entre las que destacan la 

transducción de señales, la comunicación y el reconocimiento intercelular, la 

embriogénesis, la respuesta inflamatoria e inmune y la apoptosis (91).  

 

-Complejo caderina-catenina: La familia de las caderinas, proteínas transmembrana 

dependientes del calcio, que median el contacto célula-célula y poseen además un papel 

esencial en el desarrollo tisular (92), constituye uno de los grupo de moléculas de 

adhesión mejor estudiados. Los genes que las codifican se consideran genes supresores 

de tumores, y los defectos en su expresión o función se han relacionado con progresión 

tumoral (93). E-caderina es el prototipo de las caderinas clásicas, que actúa como un 

importante supresor de la invasión y las metástasis en las células tumorales epiteliales 

(94). E-caderina posee una relación crítica con un grupo de proteínas intracelulares 

denominadas cateninas, las cuales se ligan al citoesqueleto de actina y median en los 

mecanismos de transducción de señales que regulan el crecimiento celular y la 

diferenciación (95). Se conocen tres tipos diferentes: Alfa-catenina, Beta-catenina y 

Gamma-catenina, que forman complejos entre ellas y con las caderinas. La observación 

de que las células tumorales poseen una reducción de la adhesión celular, y que la 

expresión de E-caderina se pierde a menudo en los carcinomas, sugieren que el 

complejo caderina-catenina podría desempeñar un papel importante en el desarrollo y la 

progresión tumoral. La disrupción del complejo caderina-catenina ha sido descrita en una 

variedad de carcinomas y se ha correlacionado con frecuencia con características 

clínicas y patológicas adversas.  

Varios procesos diferentes pueden afectar a la función del complejo caderina-

catenina en las células cancerosas, como mutaciones con pérdida de función, y defectos 

en la expresión de E-caderina y ciertas cateninas. Beta-catenina puede estar desregulada 

como resultado de mutaciones que inactivarían las proteínas de los genes APC y AXIN 
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(96), y también de mutaciones con ganancia de función a nivel del gen de beta-catenina. 

Además, Beta-catenina puede formar un complejo con el factor de transcripción LEF-1, 

que podría resultar en la activación de varios genes implicados en la proliferación celular 

(97), lo que sugiere que esta molécula podría poseer un papel importante en la 

progresión tumoral. Asimismo, la expresión alterada de Beta-catenina puede 

desensamblar la unión celular (93).  

Las consecuencias de la existencia de alteraciones en el complejo caderina-

catenina en las células cancerosas pueden ser de tres tipos: la pérdida de la función de 

adhesión, generalmente atribuida a inactivación de E-caderina o Alfa-catenina; la 

formación de complejos caderina-catenina aberrantes por expresión inadecuada de 

caderinas no epiteliales en lugar de E-caderina en tumores epiteliales o “cadherin 

switching” (98); y la alteración del sistema de señales y la trancripción, resultante de la 

desregulación de Beta-catenina (98). Este último aspecto que relaciona proteínas del 

complejo caderina-catenina con el sistema de señales es un área aún poco conocida que 

podría ser de gran importancia en el desarrollo tumoral (99).  

Los primeros estudios realizados en líneas celulares de carcinoma urotelial de 

vejiga mostraron una asociación entre la pérdida de expresión de E-caderina y una 

reducción en la diferenciación celular con aumento de la invasividad de las células 

tumorales, mientras que la transfección de esas células con ADN complementario 

suprimía esa invasividad (100). En estudios realizados en muestras patológicas 

procedentes de tumores uroteliales humanos, la pérdida de expresión de E-caderina 

detectada por inmunohistoquímica se correlacionó con una mayor agresividad tumoral y, 

en algunos estudios, también con progresión y peor supervivencia (101-108). Sin 

embargo, este efecto no se manifestó como independiente de los factores pronósticos 

clinicopatológicos clásicos (101,103).  

La pérdida de inmunoreactividad de membrana de Alfa-catenina, Beta-catenina y 

Gamma-catenina en cáncer de vejiga ha sido menos explorada. En un estudio la pérdida 
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de imunoreactividad de Beta-catenina, Alfa-catenina y E-caderina se asociaron a peor 

pronóstico (109). Los resultados de otros dos estudios sugieren que la expresión de Alfa-

catenina (110) y Gamma-catenina (111) podrían estar correlacionadas con el pronóstico.  

Un aspecto diferente, que ha despertado gran interés en los últimos años, es la 

detección de niveles aumentados de E-caderina soluble en la orina (112) y el suero (113) 

de pacientes con carcinoma urotelial. Niveles séricos elevados de E-cadherina soluble se 

asociaron a un riesgo mayor de recidiva (113).  

  

-CD44: es una glicoproteína transmembrana implicada en la adhesión a la matriz 

extracelular de las células y la migración celular, que puede encontrarse tanto en las 

células epiteliales como en las mesenquimales. En la actualidad, se reconoce que juega 

también un papel significativo en los procesos de transducción de señales (114). La 

molécula CD44 estándar está codificada por 10 exones, y un procesamiento alternativo 

del RNA (alternative splicing) puede conducir a la expresión de variantes de CD44. Las 

variantes de ARNm contienen secuencias de uno o más exones adicionales (v1-10) 

(115).  

La expresión de ciertas variantes de procesamiento, en particular CD44v4-7, se 

ha implicado en la diseminación metastásica de células tumorales (116). Por este motivo, 

en los últimos años, se han llevado a cabo numerosos estudios encaminados a dilucidar 

el papel pronóstico potencial de la expresión de CD44 y sus variantes. Aunque sus 

resultados han sido con frecuencia controvertidos, existe una evidencia considerable de 

que en muchos tumores humanos se expresan variantes de CD44 de forma aberrante. 

En el carcinoma colorectal la expresión de variantes se asoció a peor pronóstico (117), 

mientras que la ausencia de expresión de CD44 y sus variantes se asoció a mal 

pronóstico en carcinoma de próstata y neuroblastoma. En muchas neoplasias, la 

expresión alterada de CD44 no es el resultado de mutaciones en CD44, sino que puede 

estar en relación con otras alteraciones genéticas implicadas en la carcinogénesis. Así, el 
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procesamiento alternativo se encuentra bajo control de señales mitogénicas que incluyen 

la cascada Ras-MAP kinasa (114).  

Aunque ha sido claramente descrita la existencia de alteraciones en la expresión 

de CD44 en cáncer de vejiga en varios estudios, en la mayoría de ellos no se ha puesto 

de manifiesto un claro efecto pronóstico  (118-120). Un estudio, sin embargo, ha sugerido 

que la expresión de la variante CD44v6 podría asociarse a mejor evolución tanto en 

tumores superficiales como infiltrantes (121).  

 

1.4.2.c Otros marcadores moleculares: 

- Antígenos de proliferación nuclear: Ki-67 y PCNA son dos marcadores 

inmunohistoquímicos de proliferación celular. Su expresión aumentada indica un nivel 

elevado de actividad proliferativa en las células tumorales, lo que podría asociarse a una 

agresividad biológica superior. Ki-67 es un antígeno que se expresa en el núcleo de las 

células proliferantes. Su expresión aumentada se ha asociado a una mayor agresividad 

tumoral en cáncer de vejiga (122,123), y también a un riesgo aumentado de recidiva en 

tumores superficiales, que es independiente de otros factores pronósticos (124-126). 

PCNA es un antígeno implicado en la replicación del DNA, que se ha correlacionado 

también en algunas series con mayor probabilidad de recidiva en tumores superficiales 

(122,127). 

 

- Oncogenes: c-erb-B1 y c-erb-B2 codifican proteínas transmembrana implicadas en la 

transmisión de señales al interior de la célula, como respuesta a determinadas señales 

externas. El Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es el producto del 

oncogen c-erb-B1. Su sobreexpresión es frecuente en cáncer de vejiga, y se ha asociado 

de forma independiente a pronóstico adverso en pacientes con tumores superficiales 

(128,129). Este efecto parece no ser tan manifiesto en los pacientes con tumores 

infiltrantes (130).     
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El producto del oncogen c-erb-B2 (Her-2/neu) se encuentra sobreexpresado con 

frecuencia en el cáncer de vejiga. Algunos estudios han descrito una correlación entre su 

sobreexpresión y peor pronóstico (131-133), si bien, en otros, la determinación de su 

expresión no aportó información pronóstica adicional sobre los factores clásicos (134). 

Estas discordancias podrían ser debidas en parte a diferencias en las metodologías y 

criterios de evaluación utilizados. Las presencia de alteraciones en estas moléculas 

podría poseer también interés terapéutico, dada la disponibilidad actual de tratamientos 

que bloquean estos receptores. 

cH-ras es un oncogen que ha sido implicado en el desarrollo y progresión del 

cáncer de vejiga. Se han descrito alteraciones en el codón 12 y el 61 del gen H-ras hasta 

en un 20% de los tumores vesicales (135,136). La sobreexpresión de c-myc es también 

frecuente en cáncer de vejiga, correlacionándose inicialmente con alto grado (137). Sin 

embargo, en una serie amplia de pacientes no se apreció que poseyera efecto pronóstico 

independiente (138).  

 

- Marcadores de apoptosis: La apoptosis se encuentra regulada, en parte, por una 

familia de proteínas que incluye los sistemas pro y antiapoptótico bcl-2 y bax. La 

expresión de bcl-2 no tuvo correlación con el pronóstico (139). La expresión de las 

proteínas proapoptóticas bax y CD40L se asoció mayor supervivencia en una serie 

reciente (140).  

La expresión de survivina, un inhibidor de apoptosis, se asoció a mayor riesgo de 

recurrencia en una serie de pacientes con cáncer de vejiga (141). Por otro lado, 

alteraciones en el gen Fas, implicado también en la regulación de la apoptosis, parecen 

ser frecuentes en cáncer de vejiga (142).  

 

- Angiogénesis e inhibidores de la angiogénesis: El cáncer de vejiga, como otros 

tumores sólidos, depende de forma directa de la angiogénesis para su progresión y 
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metastatización. En pacientes con carcinoma infiltrante de vejiga, se ha demostrado una 

fuerte asociación entre la densidad de los microvasos y la presencia de metástasis 

ganglionares (143), y también con la supervivencia global, de forma independiente al 

grado histológico, estadio y afectación ganglionar (144).  

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es probablemente el factor 

angiogénico más potente y específico conocido, y su expresión se encuentra en relación 

con la densidad de los microvasos en varios tumores. En el carcinoma de vejiga, se ha 

observado una expresión superior de ARNm en  los tumores superficiales que en los 

infiltrantes (145), que no se evidenció en un estudio inmunohistoquímico (146). La 

expresión de ARNm de VEGF poseyó valor pronóstico sobre la recurrencia y la 

progresión en los tumores T1 (147).  

La tromboespondina-1 es un inhibidor de la angiogénesis que ha sido evaluado 

en una serie extensa de  pacientes con tumor infiltrante. La expresión reducida de 

tromboespondina-1 se asoció de forma significativa e independiente a un aumento en la 

densidad de los microvasos y a sobreexpresión de p53, así como a peor supervivencia 

(148).  

El factor de crecimiento de las células endoteliales derivado de las plaquetas 

(PDECGF) posee un efecto angiogénico intenso, y aunque los datos en carcinoma de 

vejiga son limitados, se ha descrito una correlación de su expresión determinada 

mediante inmunoensayo enzimático, con el grado histológico y el estadio (149). El factor 

de crecimiento básico de fibroblastos (bFGF) fue la primera proteína que se identificó con 

función angiogénica. En un estudio en carcinoma de vejiga se observó una expresión 

más elevada de bFGF en tejido vesical normal y en tumores infiltrantes que en tumores 

superficiales (150).  

 

1.4.2.d Predictores de quimiosensibilidad y respuesta al tratamiento: De especial 

interés, dado que podrían ser útiles en la selección de las diferentes alternativas 
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terapéuticas. Un ejemplo claro es la administración de quimioterapia neoadyuvante como 

alternativa a la cistectomía, o también la administración de quimioterapia adyuvante tras 

la cirugía en los pacientes con elevado riesgo de recidiva.  

Existen numerosos datos procedentes de estudios experimentales que indican, de 

una forma consistente, que las proteínas p53, p21 y pRB pueden influir en la respuesta a 

la quimioterapia y radioterapia de las células tumorales (151,152). Las líneas celulares 

tumorales portadoras de alteraciones en p53 presentaron una inhibición inferior en su 

crecimiento tras la exposición a diversos agentes antitumorales, que las que las que 

poseían p53 normal (153). Varios estudios señalan que p53 desempeñaría un papel 

decisivo en la respuesta celular al daño del ADN, que derivaría en detención del ciclo 

celular y apoptosis (154-156). De hecho, el mecanismo antitumoral de muchos agentes 

quimioterápicos que producen daño en el ADN, como por ejemplo cisplatino y otros agentes 

alquilantes, es la inducción de la apoptosis (151, 157-160). De este modo, podría decirse 

que la eficacia en la activación de la apoptosis podría ser determinante en la 

quimiosensibilidad de un determinado tumor.  

En un estudio, la sobreexpresión de p53 fue predicitiva de forma independiente de 

peor supervivencia en los pacientes con carcinoma infiltrante de vejiga tratados con 

quimioterapia (58). Sin embargo, en otro estudio la quimioterapia adyuvante benefició 

únicamente a los pacientes con p53 alterada (60). Estas aparentes divergencias en los 

resultados podrían deberse, en parte, al papel que pueden jugar algunas otras moléculas 

implicadas en la vía de p53, que en estos estudios no han sido evaluadas, como podrían 

ser p21 o mdm2 (161). También podrían deberse a limitaciones de las series clínicas 

analizadas, del diseño del estudio, así como a diferencias en los proceso técnico 

inmuhistoquímico y en la  evaluación de las tinciones (50).  

Algunos estudios experimentales han mostrado que le presencia de p21 puede 

asociarse a resistencia celular a la quimioterapia con agentes alquilantes, al proteger a 

las células de la entrada en apoptosis como consecuencia del daño en el ADN producido 
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por las drogas, provocando la detención del ciclo celular en G1, y permitiendo la 

reparación del daño del ADN  (152,161-168). También existe evidencia experimental que 

indica que pRB puede poseer una influencia importante en la respuesta celular a la 

quimioterapia (169-171).  

Por último, la expresión de p-glicoproteína ha sido también estudiada en cáncer 

de vejiga. Su expresión pretratamiento no se correlacionó con la respuesta a 

quimioterapia (172,173). Un estudio, sin embargo, mostró que la expresión de p-

glicoproteína en las biopsias postratamiento, sufría un incremento significativo tras la 

exposición a quimioterapia tipo MVAC (174). La sobreexpresión de metalotioneína, 

implicada en la resistencia a cisplatino, se correlacionó con resistencia a la quimioterapia 

y peor supervivencia en el subgrupo de pacientes con enfermedad metastásica tratados 

con quimioterapia (173). 

p53

Daño del ADN

p21
Detención del
ciclo celular

BAX, Apaf-1
Apoptosis

Mdm2

FIG 5. Esquema de la vía de p53 en respuesta al daño del ADN
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Recientemente, un estudio realizado por nuestro grupo ha evaluado la expresión 

de varias proteínas relacionadas con la resistencia a múltiples drogas (MDR), en cáncer 

infiltrante de vejiga tratado con quimioterapia neoadyuvante. Se analizó la expresión de 

p-glicoproteína, MRP1, BCRP y LRP. El estudio mostró que la expresión de LRP se 

asociaba a una pobre respuesta a la quimioterapia y una probabilidad reducida de 

conservación vesical (175).  
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El cáncer de vejiga es un tumor frecuente en nuestro medio, que causa una mortalidad 

elevada. En Catalunya, se ha estimado que representa entre un 9.9 y un 11.7% del total 

de tumores malignos, y comporta un 5.2% de la mortalidad por cáncer en el varón (176). 

Su evolución es, sin embargo, muy variable. Las opciones terapéuticas disponibles son 

también muy amplias, como corresponde a una enfermedad tan heterogénea. Los 

factores pronósticos clinicopatológicos clásicos, principalmente grado y estadio, poseen 

un valor pronóstico muy limitado a la hora de estratificar a los pacientes con fines 

terapéuticos.  

 En los últimos años, se han identificado varios genes potencialmente implicados 

en la carcinogénesis y la progresión del cáncer de vejiga. Este hecho ha permitido 

reconocer algunas moléculas cuya expresión podría proporcionar información sobre el 

potencial biológico de un determinado tumor y, en consecuencia, podrían ser útiles como 

marcadores pronósticos.  

La realización de estudios aplicados, enfocados a evaluar el potencial efecto 

pronóstico de alteraciones moleculares relevantes en la progresión del cáncer vesical, 

puede permitir la identificación de factores pronósticos independientes basados en las 

características biológicas del tumor. Los resultados de estos estudios poseerán una 

mayor fiabilidad si se basan en series amplias de casos clínicos, homogéneamente 

tratados, y que dispongan de un seguimiento adecuado.  

 Los estudios que constituyen esta tesis exploran el efecto pronóstico de proteínas 

pertenecientes a dos grupos importantes de alteraciones moleculares presentes con 

frecuencia en el cáncer de vejiga, las proteínas implicadas en el control del ciclo celular, y 

las moléculas de adhesión celular. Los estudios se han realizado en series clínicas 

homogéneas de pacientes tratados en un mismo centro.  
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2.1 ESTUDIO 1º: 

Valor pronóstico de la expresión de E-cadherina y Beta-catenina en cáncer de vejiga 

 

La separación de las células tumorales del tumor primario constituye un hecho esencial 

en  el proceso de invasión de los tejidos circundantes y el desarrollo de metástasis a 

distancia en las neoplasias malignas. E-cadherina y CD44 son moléculas de adhesión de 

superficie, que median la adhesión célula-célula y la adhesión a la matriz extracelular, 

respectivamente; y Beta-catenina es una proteína intracitoplasmática ligada a E-

cadherina, implicada también en la transducción de señales.  Las alteraciones en la 

expresión de estas moléculas se han descrito con frecuencia en cáncer de vejiga, y se ha 

sugerido que podrían contribuir de una forma significativa a su progresión. Por todo ello, 

la existencia de alteraciones en la expresión de estas moléculas de adhesión podría 

poseer implicaciones pronósticas.  

 

Por tanto, los objetivos del primer estudio fueron: 

1- Estudiar la incidencia de las alteraciones en la expresión de las moléculas de adhesión 

celular E-cadherina, Beta-catenina y CD44 en cáncer de vejiga. 

 

2- Evaluar el valor pronóstico sobre la progresión de la enfermedad y la supervivencia, de 

la presencia de alteraciones en la expresión de estas moléculas de adhesión en el cáncer 

de vejiga. 

 

Para ello, el primer estudio se realizó en una serie de pacientes con cáncer de 

vejiga que incluía tumores superficiales e infiltrantes, de diversos grados y estadios, para 

permitir detectar potenciales diferencias en la expresión de estas moléculas en los 

diferentes subgrupos de pacientes. 
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2.2 ESTUDIO 2º: 

La expresión de p53 y p21 predicen la preservación vesical y la supervivencia en el 

carcinoma infiltrante de vejiga tratado con terapéutica multimodal  

 

p53, p21 y pRB son proteínas  implicadas en el control del ciclo celular, que parecen 

desempeñar un papel crítico en la carcinogénesis y la progresión de diversas neoplasias. 

En cáncer de vejiga, las alteraciones en su expresión son frecuentes y algunos estudios 

sugieren que podrían correlacionarse con el pronóstico de est enfermedad, 

especialmente en el grupo de pacientes con carcinoma infiltrante. Adicionalmente, 

diversos datos experimentales indican que estas proteínas pueden influir en la respuesta 

y la resistencia a la quimioterapia y la radioterapia. 

 El tratamiento multimodal con conservación vesical selectiva del cáncer del vejiga 

infiltrante, incluyendo quimioterapia neoadyuvante y posterior radioterapia o cirugía en 

función de la respuesta obtenida, constituye una alternativa a la cistectomía radical en 

pacientes seleccionados. La expresión de p53, p21 y pRB en las células tumorales antes 

del tratamiento, podría aportar información pronóstica sobre la evolución a largo plazo de 

los pacientes tratados de forma multimodal con intención conservadora del órgano. Ello 

podría permitir ofrecer un tratamiento menos mutilante a los pacientes con elevadas 

probabilicades de responder, y evitar la exposición a toxicidades innecesarias y el retraso 

en la cirugía en los pacientes con escasas probabilidades de conservar la vejiga. 

 

Por tanto, los objetivos del segundo estudio fueron: 

1- Estudiar el valor pronóstico de la expresión de p53, p21 y pRB sobre la supervivencia, 

en los pacientes con cáncer de infiltrante de vejiga tratados con terapéutica multimodal 

con conservación vesical selectiva. 
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2- Estudiar el valor pronóstico de la expresión de p53, p21 y pRB sobre la conservación 

vesical a largo plazo en dichos pacientes.  

 

Para ello, el segundo estudio incluyó una serie homogénea de pacientes con carcinoma 

infiltrante de vejiga localizado, con seguimiento prolongado, que habían sido tratdos 

tratados con intención conservadora de la vejiga mediante una terapéutica multimodal 

que incluía quimioterapia neoadyuvante. 
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Abstract

The purpose of this study was to assess the prognostic e�ect of the expression of E-cadherin, b-catenin and CD44 adhesion
molecules in bladder carcinoma. 22 super®cial and 18 invasive bladder tumour samples were studied by immunohistochemistry. The
median follow-up was 24 months (range: 1±50 months). Loss of E-cadherin and b-catenin immunoreactivity was found in 14 (35%)

and 17 (43%) tumours, respectively, and was signi®cantly associated with invasiveness, high grade and p53 overexpression. There
was no correlation between CD44 variant expression and clinicopathological ®ndings. Loss of E-cadherin expression was an inde-
pendent predictor of poor survival in a multivariate analysis, when assessed with age, grade, stage and p53 status (hazards ratio

adjusted (HRa)=4.45 [95% con®dence interval (CI), 1.06±18.63]). This e�ect was particularly augmented in patients with invasive
bladder cancer. When expression of E-cadherin and b-catenin were evaluated simultaneously, loss of immunoreactivity of both
proteins was a strong predictor of poor survival (HRa=13.06 [95% CI, 0.95±178.55]). The same pattern was found when progres-

sion-free survival in relation to these variables was assessed. In conclusion, assessment of E-cadherin and b-catenin immunor-
eactivity may be a useful prognostic marker in bladder cancer complementary to established prognostic factors. # 2000 Elsevier
Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: E-cadherin; b-catenin; CD44; Cell adhesion molecules; Bladder cancer; Prognosis

1. Introduction

Transitional cell carcinoma of the bladder is a het-
erogeneous disease. Most patients present with super-
®cial tumours, and after endoscopic resection, the
majority of them will develop further super®cial recur-
rent tumours. However, up to one-third of patients will
progress to invasive tumours. Amongst the patients
with invasive tumours, only half will develop metastatic
disease in subsequent years, after treatment with
cystectomy or multimodal therapy. Stage and grade are
classical prognostic variables that allowed a certain
degree of strati®cation of tumour biological potential,
useful for clinical purposes [1]. However, a considerable

degree of heterogeneity still remains within the various
prognostic subgroups, limiting the predictive value of
these factors. The identi®cation of new prognostic mar-
kers that allow improvements to be made in the biolo-
gical assessment of bladder tumours could be of great
clinical value [2].
Detachment of tumour cells from the primary lesion

is considered a main step in the process of invasion of
the surrounding tissues and metastases to distant organs
[3]. Since E-cadherin and CD44 are cell surface adhe-
sion molecules and b-catenin is an intracytoplasmic E-
cadherin binding protein, loss of expression of these
adhesion molecules may contribute to cancer progres-
sion. The present study was undertaken to investigate
the alterations in the expression of E-cadherin, b-cate-
nin, and CD44 in transitional cell carcinoma of the
bladder, and their prognostic value.
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2. Patients and methods

40 patients with primary transitional-cell carcinoma
of the bladder were included in this study. Patients were
treated from March 1992 through to April 1995. The
median age was 69 (range: 57±81 years), with 33 men
and 7 women. Frozen tissue samples of the tumours,
para�n-embedded tissue blocks and clinical follow-up
data were available in all cases. Tissue samples were
obtained by radical cystectomy in patients with invasive
tumours and cystoscopic resections in patients with
super®cial tumours. None of the patients received pelvic
irradiation or systemic chemotherapy before surgery.
The histological grading was performed according to
UICC criteria. Patients were grouped as low grade (I
and IIa) or high grade (IIb and III). The pathological
staging was done according to the TNM classi®cation.
The tumours were grouped as super®cial tumours (Ta
and T1) and invasive tumours (T2, T3 and T4). Among
the 40 tumours, 16 were classi®ed as low grade (2 grade
I and 14 grade IIa) and 24 as high grade (2 grade IIb
and 22 grade III). 22 were classi®ed as super®cial
tumours (7 Ta and 15 T1) and 18 as invasive tumours (8
T2, 6 T3 and 4 T4). The median follow-up was 24
months (range: 1±50 months).

2.1. Immunohistochemical evaluation

Four-micron sections from archival para�n-embed-
ded tissue were placed on poly-L-lysine coated slides
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). Cuts were
dewaxed and rehydrated. Endogenous peroxidase inhi-
bition was done by incubation in hydrogen peroxide
(3% in methanol for 10 min) and rinsed in phosphate-
bu�ered saline (PBS). For b-catenin, p53 and CD44
standard and v6 isoform detection, the microwave anti-
gen retrieval method in sodium citrate (0.01 M, pH 6.0,
for 10 min) was used. For E-cadherin detection, sections
were pretreated with a solution of Pepsin Reagent (Bio-
meda, Foster City, CA, USA, M77) for 30 min at room
temperature. For CD44v3±10 isoform detection, sec-
tions were pretreated with Triton X-100 (Sigma, 0.1%
in blocking dilution for 90 min). For blocking, tissues
were incubated with 3% horse serum in 2% PBS-bovine
serum albumin (BSA) (20 min) (Sigma). Incubations were
performed in a humidi®ed chamber at 4�C. Washes were
done in PBS. A biotinylated goat-antimouse secondary
antibody was used at a dilution of 1:5000. Visualisation
of the reaction was performed with an avidin±biotin
complex immunoperoxidase system (Vector Labora-
tories, Burlingame, CA, USA) using diamino-benzidine
(Sigma) as a chromogen and Mayer's haematoxylin as a
counterstain. Finally, samples were dehydrated and
mounted with xylene mountant DPX (BDH Lab, UK).
Antibodies used were the mouse monoclonal anti-

E-cadherin (clone BTA-1) (RD Systems, Minneapolis,

MN, USA) and anti-b-catenin (clone 14) (Transduction
Laboratories, San Diego, CA, USA). CD44 expression
was determined using the monoclonal antibody CD44s
(SFF-2) that speci®cally recognises the standard form of
CD44, monoclonal anti-CD44v6 (VFF-7) that reacts
against an epitope of the human CD44 variant encoded
by exon 6 and the polyclonal anti-CD44v3±10 that
reacts against epitopes of the human variant transcribed
by exons 3±10. p53 protein expression was determined
using three di�erent antibodies: anti-p53 DO-1,
Pab1801 and anti-p53 MU-195. When p53 was positive
for at least one antibody, it was de®ned as positive.
Evaluation of the staining was carried out by two

investigators. CD44, E-cadherin and b-catenin mem-
branous expression was evaluated in the major in®ltrat-
ing zone of the tumour. Immunostaining for all the
proteins showed a membrane pattern, except for the
standard form of CD44, where staining was also found
in the cytoplasm. The proportion of stained cells and
the cellular localisation of immunostaining were used as
criteria for the evaluation. Immunostaining was divided
into three categories: positive homogeneous, when the
pattern of immunoreactivity was membranous, similar
to that of normal urothelial cells; positive focally, if
tumours showed heterogeneous staining (20±80% posi-
tive tumour cells), and negative (less than 20% positive
tumour cells or cytoplasmic or nuclear distribution). In
the multivariate analysis, the categories `positive homo-
geneous' and `positive focally' were grouped as one.

2.2. Statistical methods

The probabilities of overall survival and progression-
free survival were calculated using Kaplan±Meier esti-
mates. Survival probability distributions were compared
with the log-rank test (Mantel±Cox). Crude and adjus-
ted hazard ratios were calculated using Cox's propor-
tional hazards regression analysis. All Cox models
appeared to appropriately ®t the data. Statistical sig-
ni®cance was established at the 0.05 a-value and
accordingly 95% con®dence intervals (CI) around
hazard ratios are presented. All P values were derived
from two-sided tests.
The association of E-cadherin and b-catenin immuno-

reactivity with grade, stage and p53 status was estimated
by the chi-squared test.

3. Results

The expression of E-cadherin was positive homo-
geneous in 13 (33%) tumours, positive focally in 13
(33%) and negative in 14 (35%) (Fig. 1). Loss of mem-
branous E-cadherin immunoreactivity was signi®cantly
associated with invasiveness (P<0.001) and grade
(P<0.001) (Table 1). Positive homogeneous membrane

358 X. Garcia del Muro et al. / European Journal of Cancer 36 (2000) 357±362



pattern for b-catenin was seen in 12 (30%) tumours.
Eleven (28%) tumours were classi®ed as positive focally
and 17 (43%) were negative (Fig. 1). Loss of b-catenin
immunoreactivity was statistically associated with grade
(P<0.0001) and invasiveness (P=0.001) (Table 1).
Normal urothelium was classi®ed as positive homo-
geneous for E-cadherin and b-catenin in all studied
patients. Nuclear accumulation of p53 was detected
with at least one antibody in 15 (38%) tumours. The

presence of nuclear p53 overexpression was signi®cantly
associated with E-cadherin and b-catenin immuno-
reactivity P<0.0001 and P=0.002, respectively (Table 1).
Standard CD44 was expressed on normal urothelium

and by all but one transitional cell carcinoma. Variant
forms of CD44 tested were positive in 33 (83%) and in
34 (85%) tumours for v6 and for v3±10, respectively.
Variant forms were also seen in normal urothelium
samples, especially when in¯ammatory changes were
present. There was no association between CD44 var-
iant expression and stage, grade, tumour progression
and survival (data not shown).
Patients with loss of E-cadherin expression had a

statistically signi®cant decreased probability of overall
survival (P<0.001) (Fig. 2), as compared with patients
with positive E-cadherin immunoreactivity. As shown in
Table 2, in addition to E-cadherin status, tumour stage
and grade were signi®cantly associated with survival in
the univariate analysis. In the multivariate analysis,
E-cadherin expression was a signi®cant independent
predictor of survival, when simultaneously assessed with
age, grade, stage and p53 status (Table 2). The subgroup
of patients with invasive tumours was separately ana-
lysed in a multivariate analysis, and the prognostic

Fig. 1. Expression of E-cadherin and b-catenin in bladder cancer. (a)

Grade II transitional-cell carcinoma showing positive membranous

immunoreactivity for E-cadherin (�600). (b) Grade II transitional-cell

carcinoma showing positive membranous immunoreactivity for b-
catenin in the in®ltrating front of the tumour (�400).

Table 1

Association of E-cadherin and b-catenin immunoreactivity with grade, stage and p53 status in 40 patients with bladder cancer

E-cadherin b-catenin

Positive n (%) Negative n (%) P value Positive n (%) Negative n (%) P value

All patients 26 (65) 14 (35) 23 (58) 17 (43)

Grade

Low 16 (40) 0 (0) 15 (38) 1 (3)

High 10 (25) 14 (35) <0.0001 8 (20) 16 (40) <0.0001

Stage

Super®cial 21 (53) 1 (3) 18 (45) 4 (10)

Invasive 5 (13) 13 (33) <0.0001 5 (13) 13 (33) =0.001

p53

Negative 22 (55) 3 (8) 19 (48) 6 (15)

Positive 4 (10) 11 (28) <0.0001 4 (10) 11 (28) =0.002

Fig. 2. Survival distribution in patients with bladder cancer according

to E-cadherin expression status.
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impact of E-cadherin on survival approached statistical
signi®cance in spite of a low number of patients
(hazards ratio (HR)=5.83 [95% CI, 1.03±32.81]). Loss
of expression of b-catenin was also associated with poor
survival (P=0.016) (Fig. 3). However, in a multivariate
analysis, b-catenin failed to show a correlation with
survival, when factors such as stage, grade and p53 were
entered into the model (Table 2).
When the combined expression of both variables E-

cadherin and b-catenin was assessed, patients were
classi®ed into three categories: loss of expression of

both variables, positivity of one of them with negativity
of the other one and positivity of both variables. These
categories were predictive of overall survival (P<0.001)
(Fig. 4). In a multivariate analysis, negative expression
of both E-cadherin and b-catenin was a predictor of
decreased survival of borderline statistical signi®cance
(Table 2), after adjusting for age, tumour grade, stage
and p53 status.
When progression-free survival was evaluated, the same

pattern was found. Loss of expression of E-cadherin
was signi®cantly associated with tumour progression in

Table 2

Risk of death of bladder cancer in relation to clinical, pathological and molecular characteristics

Characteristic Patients (%) No. of deaths HRc (95% CI) HRa (95% CI)

Age, years

<70 20 (50) 5 1 1

570 20 (50) 12 2.59 (0.91±7.41) 2.13 (0.70±6.47)

Stage

Super®cial 22 (55) 4 1 1

Invasive 18 (45) 13 6.35 (2.03±19.92) 2.84 (0.79±10.23)

Grade

Low (I±IIa) 16 (40) 1 1 1

High (IIb±III) 24 (60) 16 12.79 (1.66±98.23) 7.51 (0.70±80.32)

p53

Negative 25 (63) 7 1 1

Positive 15 (38) 10 2.16 (0.78±6.01) 0.70 (0.24±2.07)

E-cadherin

Positive 26 (65) 5 1 1

Negative 14 (35) 12 6.62 (2.22±19.7) 4.45 (1.06±18.63)

b-catenin
Positive 23 (58) 5 1 1

Negative 17 (43) 12 4.62 (1.61±13.26) 1.75 (0.55±5.64)

E-cadherin and b-catenin
Both positive 19 (48) 2 1 1

Either positive 11 (28) 6 6.44 (1.30±31.91) 3.80 (0.52±28.02)

Both negative 10 (25) 9 16.92 (3.50±81.75) 13.06 (0.95±178.55)

HRc, crude hazards ratio adjusted by age only; HRa, hazard ratio adjusted for age, stage, grade and p53 status; CI, con®dence interval. Based

on Cox proportional hazards model in univariate and multivariable analysis. CI that does not include the value of 1.00 indicates a signi®cant asso-

ciation with overall survival at the P=0.05 level (two-sided).

Fig. 3. Survival distribution in patients with bladder cancer according

to b-catenin expression status.

Fig. 4. Survival distribution in patients with bladder cancer according

to E-cadherin and b-catenin expression status.
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the univariate (HR=10.21 [95% CI, 3.13±33.31]) and
multivariate analyses (HR=5.17 [95% CI, 1.13±23.53]).
In contrast, b-catenin did not show any correlation with
progression-free survival in the multivariate analysis
(HR=2.28 [95% CI, 0.64±8.06]). The association of loss
of expression of both E-cadherin and b-catenin was also
a marginally signi®cant independent predictor of pro-
gression-free survival (HR=8.04 [95% CI, 0.99±64.78])
in the multivariate analysis.

4. Discussion

E-cadherin is a calcium-dependent transmembrane
glycoprotein mediating cell±cell adhesion in epithelial
tissues. Tumour invasion of the surrounding tissues by
cancerous cells and their metastatic spread requires their
detachment from the primary lesion, which can be
favoured by the reduction of membranous E-cadherin
[4,5]. A decreased immunoreactivity of E-cadherin has
been observed in a variety of carcinomas, usually asso-
ciated with advanced stage and progression [6]. Several
studies have examined the role of E-cadherin in transi-
tional bladder carcinoma, showing a high incidence of
alterations in its expression [7±12]. These studies have
uniformly revealed clear associations of decreased E-
cadherin expression, with high grade and advanced
stage tumours. Decreased E-cadherin expression has
also been correlated with poor survival [7] and recur-
rence [9]. These ®ndings have been supported by addi-
tional studies in bladder [8,10,11,13,14] and upper
urinary tract [15] transitional cell carcinomas.
Our study con®rms these data, showing a signi®cant

prognostic impact of E-cadherin expression in patients
with carcinoma of the bladder. Loss of E-cadherin
expression was associated with high grade and invasive
stage. Moreover, loss of E-cadherin expression was a
signi®cant prognostic indicator of decreased survival,
independent of known prognostic factors such as grade,
invasiveness and p53 status, and of reduced progres-
sion-free survival, in the multivariate analysis. These
®ndings suggest that the expression of E-cadherin might
be a useful prognostic marker for the clinical assessment
of bladder cancer, independent of and, consequently,
complementary to other established prognostic factors.
This prognostic e�ect seems to be particularly accen-
tuated in patients with invasive bladder cancer. In these
patients, the detection of E-cadherin loss might be use-
ful in selecting those patients who would bene®t most
from early aggressive therapy. Nevertheless, this should
be interpreted cautiously and needs to be con®rmed in
large-scale studies.
b-catenin is an E-cadherin-associated protein that

links the cytoplasmic tail of E-cadherin to the actin
cytoskeleton of the cell, and is necessary for E-cadherin
function [16]. In one study, decreased b-catenin immuno-

reactivity was associated with poor outcome in bladder
cancer [17]. Two recent studies explored the prognostic
value of alpha-, beta- and gamma-catenin expression in
bladder cancer. Their results suggested that alpha-catenin
[18] and gamma-catenin [19] expression correlated with
prognosis. It must be taken into account that immuno-
detection of a given protein does not necessarily mean
that is fuctional. The results of our study showed a sig-
ni®cant association between loss of b-catenin expression
and grade, stage, tumour progression and decreased
survival. However, when a multivariate analysis was
done, their prognostic e�ect appeared to be of limited
value. Interestingly, when expression of b-catenin and
E-cadherin was analysed, simultaneous loss of expres-
sion for the two proteins was a strong and marginally
signi®cant predictor for poor survival.
CD44 is a cell surface glycoprotein implicated in

extracellular matrix adhesion and cellular migration.
Primary transcripts of the CD44 gene can be alter-
natively spliced to produce a variety of messenger RNA
species. Variant mRNA contain sequences from one or
more additional exons (v1±10) [20]. Expression of CD44
variants has been associated with progression in color-
ectal cancer and other carcinomas [21]. Several studies
have shown an altered expression pattern in transitional
cell carcinoma, without a clear prognostic e�ect [22±24].
In our study, there was no association between variant
CD44 expression and clinico-pathological variables or
prognosis. Recent reports suggest that CD44v8±10
expression, detected by competitive reverse transcription±
polymerase chain reaction analysis, may be useful in early
diagnosis of bladder cancer [25].
In conclusion, the results of this study suggest that

loss of E-cadherin, and to a lesser extent, loss of b-
catenin, as determined by immunohistochemistry, are
important prognostic markers in patients with bladder
carcinoma. Furthermore, the combined assessment of
both E-cadherin and b-catenin immunoreactivities
appears to improve its prognostic value. These e�ects
appear to be independent of other established prog-
nostic factors used in clinical practice. Thus, assessment
of E-cadherin and b-catenin expression may predict the
potential behaviour of bladder tumours, and accord-
ingly dictate appropriate therapeutic strategies. How-
ever, this retrospective study, with a limited number of
cases, does not allow de®nite conclusions to be drawn,
and the results should be cautiously interpreted. Large,
prospective and well designed clinico-pathological studies
to validate the prognostic value of E-cadherin and b-
catenin immunoreactivity should be performed.
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BACKGROUND. The purpose of the current study was to evaluate the expression

levels of p53, p21 and pRB as predictors of for long-term organ preservation and

survival in patients with bladder carcinoma who were treated with bladder-sparing

intent using a combined-modality approach.

METHODS. Tumor samples from 82 consecutive patients with localized invasive

bladder carcinoma treated on 3 different bladder-sparing studies were examined

for p53, p21, and pRB expression by immunohistochemical methods. Treatment

consisted of transurethral resection, platinum-based neoadjuvant chemotherapy,

and, according to response, either radiotherapy or radical cystectomy. The median

follow-up duration was 55 months.

RESULTS. Positive immunoreactivity for p53, p21, and pRB was observed in 47%,

52%, and 67% of patients, respectively. Positive p53 immunoreactivity and positive

p21 immunoreactivity were independent predictors of decreased survival with

bladder preservation (P � 0.02 and P � 0.02, respectively) and disease-free survival

(DFS; P � 0.005 and P � 0.009, respectively) in a multivariate analysis adjusting for

clinical stage, ureteral obstruction, and age. Regarding overall survival (OS), p53

overexpression was associated with poor outcome (P � 0.03), whereas the associ-

ation of poor outcome with p21 expression did not reach statistical significance (P

� 0.07). No association between pRB immunoreactivity and outcome was found.

When the combined expression of p53 and p21 was assessed, the positive expres-

sion of both markers was a strong and unfavorable prognostic factor for survival

with bladder preservation (P � 0.006), DFS (P � 0.003), and OS (P � 0.02).

CONCLUSIONS. Expression levels of p53 and p21, especially when simultaneously

assessed, exhibit independent predictive value for long-term bladder preservation

and survival in patients with bladder carcinoma treated with combined-modality

therapy. These determinations could be useful in the selection of candidates for

bladder-preserving treatment. Cancer 2004;100:1859 – 67.

© 2004 American Cancer Society.

KEYWORDS: bladder carcinoma, bladder preservation, p53, p21, pRB.

Radical cystectomy has long been considered the standard treat-
ment for patients with muscle-invasive bladder carcinoma. Be-

cause of the morbidity and decreased quality of life associated with
this procedure, organ-preserving alternatives to cystectomy have
been explored. Several studies have shown that long-term bladder
preservation can be achieved in a significant proportion of patients
with the combination of transurethral resection of the bladder tumor
(TUR), neoadjuvant chemotherapy, and radiotherapy.1– 4 In these
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studies, the survival rates observed were comparable
to those expected with aggressive surgery.

Unfortunately, the available clinicopathologic
prognostic features (primarily bladder-confined tu-
mor stage and absence of ureteral obstruction) are of
limited use as pretreatment predictors of success in a
bladder-sparing approach.1,3 Identification of novel
reliable predictors of treatment outcome would pro-
vide clinicians with a tool for offering bladder-sparing
treatment to patients who had a high probability of
long-term organ preservation. This would also result
in avoidance of unnecessary chemotherapy and delay
in cystectomy in patients for whom conservative treat-
ment probably would not be successful.

In recent years, several genes and protein prod-
ucts involved in cell cycle regulation have been as-
sessed for prognostic significance with respect to
bladder carcinoma progression. Nuclear overexpres-
sion of the p53 tumor suppressor gene product as
detected by immunohistochemistry was associated
with poor outcome in patients with invasive bladder
carcinoma treated with cystectomy.5 Lack of expression
of the cyclin-dependent kinase inhibitor p21WAF1/CIP1

(p21) proved to be an independent prognostic marker
for progression in patients treated with cystectomy.6

Similarly, altered expression of the tumor suppressor
gene product pRB was a predictor of progression in
patients with invasive bladder carcinoma.7,8

The p53, p21, and pRB proteins also may influ-
ence tumor responsiveness to chemotherapy and ra-
diotherapy.9,10 Tumor cells harboring p53 alterations
exhibited less growth inhibition than did cells with
wild-type p53 when treated with most anticancer
agents that were evaluated.11 In addition, there is sub-
stantial experimental evidence that increased expres-
sion of p21 may be associated with resistance to DNA
alkylating agents and radiotherapy.12,13

The purpose of the current study was to investi-
gate the potential predictive and prognostic value of
immunoreactivity toward three molecular markers
(i.e., p53, p21, and pRB) for long-term bladder preser-
vation and survival in patients with invasive bladder
carcinoma treated with platinum-based neoadjuvant
chemotherapy using a selective, combined-modality,
bladder-sparing approach.

MATERIALS AND METHODS
Patient Selection
Eighty-two consecutive patients with invasive bladder
carcinoma were retrospectively studied. These pa-
tients were treated with neoadjuvant chemotherapy
according to one of three bladder-sparing protocols at
the Institut Català d’Oncologia (Barcelona, Spain) and
the Hospital Universitari de Bellvitge (Barcelona,

Spain) between November 1988 and July 1998. Entry
criteria were similar in all three studies: histologically
confirmed muscle-infiltrating urothelial carcinoma;
clinical Stage T2–T4a disease; no clinical evidence of
lymph node or distant metastases; absence of diffuse
carcinoma in situ; Eastern Cooperative Oncology
Group performance status of 0 –2; and adequate he-
matologic, cardiac, and hepatic function. Creatinine
clearance was required to be � 60 mL/min in the first
and second studies and � 40 mL/min in the third
study. In the first study, all patients with bladder car-
cinoma who were treated at our institutions and who
fulfilled these criteria were included (with their con-
sent) in the protocol. In the second and third studies,
all patients with T2 disease were included, whereas
radical surgery was recommended for patients with
more advanced tumors, according to various practices
that were in use at the time of study. Either oral or
written informed consent was obtained from all pa-
tients according to the standard recommendations of
the institutional review board during the time of the
study. Tumor tissue samples were obtained by TUR
performed before chemotherapy. Histologic grading
was performed according to the 1973 World Health
Organization criteria, and tumors were staged accord-
ing to the 1997 TNM classification. A single investiga-
tor (E.C.) confirmed histologic grading and staging for
all tumors.

Treatment Schedule
The treatment schedule was similar in all three studies
and consisted of initial TUR of the tumor followed by
neoadjuvant chemotherapy. After chemotherapy, a
urologic evaluation of response was performed. Re-
sponse was defined as an absence of invasive malig-
nancy as determined on postchemotherapy biopsy (�
T1). Patients with response to chemotherapy received
external-beam radiotherapy with high-energy pho-
tons. Patients received 46 grays (Gy) to the minor
pelvis and 64 – 66 Gy to the bladder. Patients with
postchemotherapy residual invasive tumor underwent
radical cystectomy. Follow-up procedures in patients
who experienced bladder preservation consisted of
urinary cytology with alternating ultrasonography or
abdominopelvic computed tomographic scanning ev-
ery 3 months for 2 years and every 6 months thereaf-
ter. In addition, cystoscopy and biopsy of the tumor
site were performed annually. Patients who developed
an isolated bladder-invasive recurrence during follow-
up underwent salvage cystectomy, whereas patients
who developed superficial disease recurrence in the
preserved bladder were managed with TUR and intra-
vesical bacillus Calmette–Guerin.

All patients received platinum-based neoadjuvant
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chemotherapy that included methotrexate and vinca
alkaloids. The regimens used were slightly different for
each study. In the first study, performed between No-
vember 1988 and March 1993, patients received four
cycles of methotrexate, vinblastine, doxorubicin, and
cisplatin. In the second study, performed between
June 1994 and July 1998, patients received an acceler-
ated regimen to increase the dose intensity of chemo-
therapy and reduce the duration of treatment to avoid
delay in surgery for nonresponding patients. This reg-
imen consisted of 6 cycles of 30 mg/m2 methotrexate
and 60 mg/m2 cisplatin administered weekly and 2 mg
vincristine administered biweekly. In the third study,
performed between November 1994 and September
1996, patients with poor renal function received a
carboplatin-containing regimen. The regimen con-
sisted of 4 cycles of 30 mg/m2 methotrexate on Days 1
and 8, 4 mg/m2 vinblastine on Days 1 and 8, and
carboplatin administered at an area under the con-
centration-time curve of 5 mg/mL � min on Day 1.

Immunohistochemistry
Three-micron–thick sections from paraffin-embedded
tissue samples were placed on polylysine-coated
slides. Deparaffination was accomplished with xylene,
and tissue samples were rehydrated with 96% ethanol.
Endogenous peroxidase activity was quenched with
3% hydrogen peroxide. To unmask the protein
epitopes, slides were boiled for 2 minutes in a pressure
cooker with sodium citrate buffer (8.2 mM tri-sodium
citrate dihydrate and 1.98 mM citric acid, Ph 6.0).
Tissue samples were then incubated for 1 hour at
room temperature with the corresponding primary
antibody dilution. The following monoclonal antibod-
ies and final dilutions were used for the current study:
anti-p53 clone PAB1801 (Ab-2; Oncogene Science,
Boston, MA; diluted 1:500 with 1X phosphate-buffered
saline [PBS] and 0.1% bovine serum albumin [BSA]);
anti-p21 clone EA10 (Oncogene Science; 1:100 dilu-
tion); and anti-pRB clone G3-245 (Pharmingen, San
Diego, CA; diluted 1:250 with 1X PBS and 0.1% BSA).
Immunostaining was performed using the Envision
anti-mouse antibody (Dako, Copenhagen, Denmark),
and the reaction was developed using the DAB-Plus kit
(Dako). Slides were counterstained with Harris hema-
toxylin, dehydrated, and mounted with DPX (dibutyl
phthalate).

Positive tissue samples were used as controls for
p53 and p21 staining. For the pRB technique, endo-
thelial nuclear staining was used as an internal con-
trol. Results were assessed according to the percent-
age of tumor cells that showed nuclear staining. For
p53 and p21, immunostaining was positive when
� 20% of tumor cells were stained and negative when

� 20% of tumor cells were stained. p21 expression
levels were also grouped into 3 categories: negative,
0 –20% positive cells; moderately positive, 20�– 60%
positive cells; and highly positive, � 60% positive cells.
pRB immunostaining was positive when � 10% of
tumor cells were stained and negative when � 10% of
tumor cells were stained. Slides were evaluated inde-
pendently by two pathologists (E.C. and T.S.). Discor-
dant results were discussed by the two pathologists
until a consensus was reached. Due to the limited
amount of tissue obtained by TUR, one patient and
five patients were considered unevaluable for p53 and
p21 staining, respectively.

Statistical Methods
The outcomes selected for study were disease-free
survival (DFS), defined as the time from the start of
chemotherapy to the date of recurrence of muscle-
invasive bladder carcinoma or metastases; overall sur-
vival (OS), defined as the time from the start of che-
motherapy to the date of death due to any cause; and
survival with bladder preserved free of tumor. Due to
our interest in assessing long-term bladder preserva-
tion, we defined survival with bladder preservation as
the time from the start of chemotherapy to either the
date of cystectomy or the date of recurrence of mus-
cle-invasive bladder carcinoma or metastasis. The cor-
relation of immunoreactivity results with clinicopath-
ologic variables and response to chemotherapy was
assessed using the chi-square test. The probabilities of
OS, DFS, and survival with bladder preserved were
calculated using Kaplan–Meier estimates. Survival
probability distributions were compared using the
log-rank test (Mantel–Cox). Crude and adjusted haz-
ard ratios (HRa) were calculated using Cox propor-
tional hazards regression analysis. All Cox models ap-
propriately fit the data. Statistical significance was
established at � � 0.05. Accordingly, 95% confidence
intervals (CIs) around hazard ratios are presented. All
P values were derived from two-sided tests.

RESULTS
Patient Characteristics
The median duration of follow-up in surviving pa-
tients was 55 months. The clinical characteristics of
the 82 patients included in the study are shown in
Table 1. The median patient age was 61 years (range,
30 –74 years). Seventy-nine patients were male, and
three were female. Performance status was 0 or 1 in
91% of patients. The response rate after TUR and
neoadjuvant chemotherapy was 69.5%. There were no
significant differences in response and survival when
results were stratified by chemotherapy regimen used.
The estimated 5-year DFS and OS rates were 54% and

p53 and p21 Expression in Bladder Carcinoma/Garcia del Muro et al. 1861



47.5%, respectively. The 5-year survival rate with blad-
der preserved was 40%. Of the 40 currently surviving
patients, 31 (77.5%) have preserved, intact, functional
bladders.

Association of p53, p21, and pRB Expression with
Clinical Prognostic Features
Nuclear overexpression of p53 was observed in 38 of
81 (47%) tumor samples. p21-positive immunoreactiv-
ity was observed in 40 of 77 (52%) tumor samples. Loss
of pRB expression was found in 27 of 82 (33%) tumor
samples. Overexpression of p53 was associated with
loss of expression of pRB (P � 0.04). No association
between p53 and p21 immunostaining was observed.

High histologic grade was associated with p53
overexpression (P � 0.007) and pRB loss of expression
(P � 0.009). No other association was observed be-
tween p53, p21, and pRB expression and the clinical
prognostic variables (i.e., clinical stage and presence
of ureteral obstruction). When expression of p21 was
stratified into three groups, no association with stage

was evident. No association was found between the
expression of any of these biologic markers and re-
sponse to chemotherapy.

Association of p53, p21, and pRB Expression with
Disease Recurrence and Overall Survival
Figure 1A shows the survival distributions analyzed
according to p53 status. Patients with p53 overexpres-
sion had a significantly decreased probability of DFS
compared with patients with p53-negative immuno-
staining (univariate P � 0.01). A difference in OS be-
tween groups also was observed, but it did not reach
statistical significance (univariate P � 0.07). A multi-
variate analysis was performed simultaneously to as-
sess p53 status, age, known clinical prognostic factors,
tumor stage (bladder-confined vs. extravesical dis-
ease), ureteral obstruction, and p21 expression. Re-
sponse to neoadjuvant chemotherapy was not in-
cluded in the model, because it is not a pretreatment
predictive factor but rather a consequence of treat-
ment. Seventy-seven patients had complete informa-

TABLE 1
Patient Characteristics in Association with Outcome

Characteristic No. of patients (%)
No. of tumor
recurrences Pa No. of deaths Pa

No. of cystectomies �
tumor recurrences Pa

Age (yrs)
� 62 37 (45) 18 21 24
� 62 45 (55) 15 NS 21 NS 23 NS

Clinical stage
Bladder-confined disease (T2) 71 (87) 29 35 38
Extravesical disease (T3–4a) 11 (13) 4 NS 7 NS 9 0.01

Grade (WHO)
2 12 (15) 2 4 5
3 70 (85) 31 NS 38 NS 42 NS

Ureteral obstruction
No 56 (68) 17 25 27
Yes 26 (32) 16 0.02 17 NS 20 0.03

Chemotherapy regimen
MVAC 41 (50) 19 23 25
Weekly CMV 32 (39) 12 18 19
Carboplatin, methotrexate, vinblastine 9 (11) 2 NS 1 NS 3 NS

Response to chemotherapy
Yes (� T1) 57 (69.5) 17 20 23
No 25 (30.5) 16 � 0.0001 22 � 0.0001 24 � 0.0001

p53 expression
Negative 43 (53) 12 17 20
Positive 38 (47) 21 0.01 25 0.07 27 0.07

p21 expression
Negative 37 (48) 11 16 18
Positive 40 (52) 20 0.06 22 NS 25 NS

pRB expression
Negative 27 (33) 14 16 18
Positive 55 (67) 19 NS 26 NS 29 NS

WHO: World Health Organization/; MVAC: methotrexate/vinblastine/doxorubicin/cisplatin; CMV: cisplatin/methotrexate/vinblastine; NS: not significant.
a Log-rank test.
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tion available on all of these variables and were in-
cluded in the analysis. p53 overexpression was a
significant and independent predictor of decreased
DFS (HRa, 3.08; 95% CI, 1.41– 6.74) and OS (HRa, 2.16;
95% CI, 1.08 – 4.34; Table 2).

Figure 1B shows survival distributions according
to p21 immunoreactivity. A near-significant tendency
toward decreased probability of DFS (univariate P
� 0.06) was observed in patients with p21-positive

immunoreactivity, whereas the difference between the
p21-positive and p21-negative groups was weaker
when OS was analyzed (univariate P � 0.2). When p21
expression was evaluated in the multivariate analysis,
after adjusting for age, clinical stage, ureteral obstruc-
tion, and p53 status, p21-positive immunoreactivity
was found to be a significant and independent predic-
tor of poor DFS (HRa, 2.80; 95% CI, 1.28 – 6.12). Re-
garding OS, the association approached but did not

FIGURE 1. Survival distributions in patients with bladder carcinoma treated with neoadjuvant chemotherapy, stratified according to (A) p53 status and (B) p21 status.

P values were obtained using a Cox multivariate analysis model adjusting for age, disease stage, ureteral obstruction, and p53 and p21 status.

TABLE 2
Multivariate Analysis of Disease-Free Survival, Overall Survival, and Survival with Bladder preservation in Patients with Bladder Carcinoma in
Relation to p53 and p21 Status and Clincal Prognostic Featuresa

Characteristic

Disease-free survival Overall survival Survival with bladder preservation

HRa (95% CI) P HRa (95% CI) P HRa (95% CI) P

Age (yrs)
� 62 1 1 1
� 62 0.40 (0.18–0.85) 0.02 0.53 (0.26–1.06) 0.08 0.45 (0.23–0.86) 0.01

Stage
T2 1 1 1
T3–4a 1.93 (0.58–6.37) 0.3 2.00 (0.73–5.50) 0.2 3.02 (1.26–7.19) 0.01

Ureteral obstruction
No 1 1 1
Yes 1.97 (0.92–4.18) 0.07 1.33 (0.65–2.74) 0.4 1.75 (0.91–3.35) 0.09

p53 expression
Negative 1 1 1
Positive 3.08 (1.41–6.74) 0.005 2.16 (1.08–4.34) 0.03 2.10 (1.10–3.99) 0.02

p21 expression
Negative 1 1 1
Positive 2.80 (1.28–6.12) 0.009 1.88 (0.94–3.74) 0.07 2.10 (1.10–4.04) 0.02

� 20–60% 1.50 (0.49–4.55) 1.03 (0.38–2.75) 1.49 (0.49–4.55)
� 60–100% 3.7 (1.65–8.37) 2.59 (1.25–5.35) 3.71 (1.65–8.36)

P value for Trend 0.002 0.01 0.003

HRa: adjusted hazard ratio; CI: confidence interval.
a Based on Cox proportional hazards model adjusted for age, stage, ureteral obstruction, p53 status, and p21 status. Confidence intervals that do not include 1.00 indicate a significant association with outcome at

P � 0.05 (two-sided).
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reach statistical significance (HRa, 1.88; 95% CI, 0.94 –
3.74; Table 2). As shown in Table 2, the associations of
p21 with DFS and OS followed a statistically signifi-
cant dose-response relation (P for trend test � 0.002
and 0.01, respectively). No statistical association be-
tween pRB expression and DFS or OS was observed.
The expression of pRB was also analyzed after com-
bining patients with negative expression (0% positive
cells) and patients with high expression (� 50% posi-
tive cells) and comparing their results with the results
for patients with moderate expression (1–50% positive
cells). No significant difference between groups was
observed for either of the two survival outcomes se-
lected.

Association of p53, p21, and pRB Expression with Long-
Term Bladder Preservation
There was a tendency toward decreased probability of
survival with bladder preserved free of tumor that did
not reach statistical significance for patients with p53
overexpression (univariate P � 0.07; Fig.1A); the cor-
responding trend was less significant for patients with
p21-positive reactivity (univariate P � 0.17; Fig.1B).
No association was found between pRB expression
and survival with bladder preserved. When assessed in
a multivariate analysis, adjusting for the same clinical
variables, overexpression of p53 (HRa, 2.10; 95% CI,
1.10 –3.99), positive immunoreactivity for p21 (HRa,
2.10; 95% CI, 1.10 – 4.04), and extravesical disease stage
(HRa, 3.02; 95% CI, 1.26 –7.19) were significant and
independent prognostic factors of poor survival with
bladder preserved (Table 2). The association of p21
with survival with bladder preservation followed a sig-
nificant dose-response relation (P for trend test
� 0.003; Table 2).

Combined Expression of p53 and p21 and Disease
Recurrence, Overall Survival, and Long-Term Bladder
Preservation
Further analysis of the prognostic value of p53 immu-
noreactivity and p21 immunoreactivity taken together
was undertaken (Fig. 2). Expression of both markers
was negative in 19 patients, expression was positive
for p21 and negative for p53 in 23 patients, expression
was positive for p53 and negative for p21 in 18 pa-
tients, and expression of both markers was positive in
17 patients. In the multivariate analysis, after adjust-
ing for age, stage, and ureteral obstruction, the pre-
dictive value of the expression of these markers was
weak when one was positive and the other was nega-
tive. However, when the expression of both markers
was positive, there were strong associations with de-
creased DFS (HRa, 5.47; 95% CI, 1.78 –16.81) and OS
(HRa, 4.12; 95% CI, 1.30 –13.04), as well as with de-

creased survival with bladder preserved (HRa, 3.86;
95% CI, 1.47–10.15; Table 3). Figure 2 shows survival
distributions after stratification of patients into those
with negative expression of one or both markers and
those with positive expression of both markers, for
whom the three selected survival rates were dramati-
cally decreased.

The presence of a statistical interaction between
p53 and p21 status was also explored on multivariate
analysis. A synergistic effect between p53 and p21 was
found for DFS (P � 0.05), but not for OS or survival
with bladder preserved (Table 3).

DISCUSSION
The current study shows that pretreatment p53 and
p21 expression provides important prognostic infor-
mation on treatment outcome and survival in patients
with invasive bladder carcinoma who were treated
with bladder-sparing intent using neoadjuvant che-
motherapy. The prognostic effect of the expression of
these markers was moderate when only one of them
was positive. However, when both were positive, this
effect was strong and consistent across the three sur-
vival outcomes selected. It is noteworthy that the ex-
pression of these markers was predictive of long-term

FIGURE 2. (A) Disease-free survival, (B) overall survival, and (C) survival with

bladder preservation stratified according to combined p53/p21 status (negative

expression of one or both markers [n � 60] or positive expression of both

markers [n � 17]). P values were obtained using a Cox multivariate analysis

model adjusting for age, disease stage, and ureteral obstruction.
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organ preservation. This finding was independent of
the recognized clinical prognostic factors for bladder
preservation, such as clinical stage and presence of
secondary ureteral obstruction.1,3

The unfavorable prognostic effect associated with
p53 overexpression has been well documented in pa-
tients with advanced bladder carcinoma treated with
radical cystectomy.5 Nonetheless, this tumor suppres-
sor protein, which is strongly implicated in human
malignancies, is a key factor in the cellular response to
DNA damage–inducing cell cycle arrest and apopto-
sis.14 –16 Many DNA-damaging anticancer agents, such
as cisplatin and irradiation, induce apoptosis, indicat-
ing that tumor cell chemosensitivity may be influ-
enced by the efficiency of the activation of apoptotic
programs.9,17–20 This has led to the assumption that
p53 alterations are associated with poor response to
chemotherapy and radiotherapy, although this link
remains debatable. Our results add to the controver-
sial data reported so far in invasive bladder carcinoma
studies. They are consistent with the findings of a
previous study involving patients with advanced blad-
der carcinoma treated with neoadjuvant chemother-
apy, most of whom underwent surgery.21 In that study,
overexpression of p53 was found to be an independent
prognostic factor for poor survival. Nevertheless, these
results were not reproduced in another study that
evaluated patients treated with neoadjuvant chemo-

therapy.22 In contrast, a Phase III trial of adjuvant
chemotherapy versus observation for patients who
had undergone cystectomy for advanced bladder car-
cinoma showed that adjuvant chemotherapy only
benefited patients with altered p53 expression, result-
ing in a significant improvement in survival compared
with patients with altered p53 expression who were
managed with observation only.23 There are several
possible explanations for the apparent discrepancies
in the results of these studies. These include limita-
tions associated with the patient populations exam-
ined (e.g., heterogeneity, limited size), retrospective
study design, diverse tumor types, the types of drugs
administered, and differences in methods of assess-
ment of p53 alterations.

p21 is a cyclin kinase inhibitor that induces
growth arrest by preventing phosphorylation of pRB in
the G1/S phase transition. Initially, p21 was identified
as an effector of p53 response that provoked cell cycle
arrest. Recently, it has become evident that control of
p21 expression is more complex and can be mediated
by p53-independent pathways.24 A previous study of
patients with advanced bladder carcinoma undergo-
ing radical surgery showed that patients with tumors
that maintained p21 expression had increased survival
relative to patients with loss of p21 expression.6 In
sharp contrast to this observation, our study shows
that maintenance of p21 expression is correlated with

TABLE 3
Multivariate Analysis of Disease-Free Survival, Overall Survival, and Survival with Bladder Preservation in Patients with Bladder Carcinoma in
Relation to Combined p53 and p21 Expression and Clinical Prognostic Featuresa

Characteristic

Disease-free survival Overall survival Survival with bladder preservation

HRa (95% CI) P HRa (95% CI) P HRa (95% CI) P

Age (yrs)
� 62 1 1 1
� 62 0.41 (0.19–0.85) 0.02 0.54 (0.27–1.07) 0.08 0.46 (0.24–0.86) 0.02

Stage
T2 1 1 1
T3–4a 1.93 (0.60–6.18) 0.3 2.01 (0.73–5.53) 0.2 2.81 (1.18–6.68) 0.02

Ureteral
obstruction

No 1 1 1
Yes 2.42 (1.11–5.27) 0.03 1.33 (0.64–2.78) 0.4 1.94 (0.99–3.80) 0.055

p53/p21
expression

Negative/negative 1 1 1
Negative/positive 1.04 (0.32–3.45) 0.9 1.93 (0.64–5.84) 0.2 1.40 (0.53–3.72) 0.5
Positive/negative 1.08 (0.31–3.80) 0.9 2.22 (0.72–6.81) 0.1 1.37 (0.50–3.74) 0.5
Positive/positive 5.47 (1.78–16.81) 0.003 4.12 (1.30–13.04) 0.02 3.86 (1.47–10.15) 0.006

P value for interaction between p53 and p21 0.05 0.96 0.29

HRa: adjusted hazard ratio; CI: confidence interval.
a Based on Cox proportional hazards model adjusted for age, stage, ureteral obstruction, and combined p53 and p21 status. Confidence intervals that do not include 1.00 indicate a significant association with

outcome at P � 0.05 (two-sided).
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poor survival and poor long-term bladder preserva-
tion when platinum-based chemotherapy is adminis-
tered. The finding that these associations followed a
statistically significant dose-response relation further
strengthens our conclusion that p21 is a predictor of
poor outcome. This finding is in agreement with most
previous experimental evidence suggesting that p21
expression can protect cells from drug-induced apo-
ptosis by arresting growth in G1 and enhancing DNA
repair. Thus, p21 could cause loss of sensitivity to DNA
alkylating agents and radiotherapy,10,12,13,25–29 limiting
the efficiency of combined-modality approaches.

Our study shows that the combined p53 and p21
analysis offers a better prediction of the success of the
combined-modality bladder-sparing treatment. The
poor prognosis for patients expressing both proteins
in our study is consistent with several in vitro obser-
vations: for example, p21 is required to maintain cell
cycle arrest at G2 in p53-deficient cells after DNA
damage30; p53 alterations may result in an increased
sensitivity to chemotherapy in cells lacking p2131; and
wild-type p53 can overcome p21-mediated G1 arrest
and induce tumor cell apoptosis.32

To our knowledge, only one previous study has
explored the relation between a molecular marker
(namely, p53) and bladder preservation using neoad-
juvant chemotherapy.33 In that study, patients with
localized bladder carcinoma who had complete re-
sponses to neoadjuvant chemotherapy underwent
partial or radical cystectomy, or only TUR, depending
on the patient’s preference. Patients with p53-nega-
tive tumors and T2 disease were found to have favor-
able long-term survival results, and these results held
true even for those treated with bladder-sparing sur-
gery. Although the original intent of the treatment was
not bladder conservation, this observation appears to
agree with our findings.

We used immunohistochemical methods to eval-
uate p53 and p21 status because of its affordability
and feasibility in the routine clinical setting. However,
some limitations are associated with this technique. It
is well known that tissue handling and processing may
affect immunostaining. This limitation probably did
not affect our results, because patients in the current
study were recruited from a single institution. Inter-
pretation of results usually is semiquantitative and is
based on appropriate cutoff values that may be con-
troversial.34 We used previously reported cutoff points
that had demonstrated usefulness in our population.
Another potential limitation is that immunohisto-
chemical assessment of p21 is less established than
p53 immunostaining; in our experience, only one of
the two antibodies initially selected for p21 immuno-
staining yielded reproducible and specific staining

that could be adequately scored. Nonetheless, we ob-
served no difference in the frequency of positive stain-
ing for p21 or p53 between patients in the current
study and more recent patients (data not shown),
disregarding differences in staining that were associ-
ated with long-term storage.35

Bladder preservation via combined-modality
treatment provides a considerable improvement in
the quality of life of selected patients with bladder
carcinoma by allowing these patients to avoid radical
cystectomy. However, the bladder-sparing approach is
not successful for all patients, and a significant num-
ber of patients eventually require radical surgery. The
availability of reliable predictors of treatment out-
come would allow a better selection of patients to be
treated with the bladder-sparing strategy. We have
shown that the pretreatment expression of p53 and
p21 is correlated with OS, as well as with long-term
bladder preservation. The results of the current study
are meaningful, because the series examined was ho-
mogeneous from the perspective of organ preserva-
tion intent and because follow-up was long enough to
allow evaluation of bladder preservation. However,
caution should be exercised in drawing definite con-
clusions, as the study was retrospective and the num-
ber of patients included was limited. Patients with
superficial recurrence in the preserved bladder consti-
tute a particular subgroup of patients for whom longer
follow-up would permit a more accurate analysis of
the predictive value of these markers.

In summary, the current study demonstrates that
positive expression of p53 and p21, especially when
simultaneously assessed, has independent prognostic
value with respect to poor long-term bladder preser-
vation and survival in patients with bladder carcinoma
treated with platinum-based neoadjuvant chemother-
apy. These results suggest that assessment of the ex-
pression of these molecular markers would improve
the selection of patients for whom combined-modality
bladder-sparing approaches were appropriate. Fur-
ther studies are warranted to confirm this noteworthy
observation.
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La presente tesis doctoral pretende profundizar en el análisis del valor pronóstico que 

posee la expresión de dos grupos de moléculas implicadas en procesos relevantes de la 

carcinogénesis y la progresión tumoral en el cáncer de vejiga urinaria. En primer lugar se 

estudiaron las moléculas de adhesión, seleccionándose aquellas que parecían 

desempeñar un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad: E-cadherina, beta-

catenina y CD44 Estas moléculas han sido implicadas en los fenómenos de invasión de 

los tejidos vecinos y la diseminación a distancia propios de las neoplasias malignas. En 

una segunda fase, se estudiaron varias proteínas reguladoras del ciclo celular que han 

demostrado, en estudios previos, poseer un papel crítico en la progresión del cáncer 

vesical, como son p53, p21 y pRB. La presencia de alteraciones en estas moléculas se 

ha relacionado con una mayor agresividad tumoral y algunos datos experimentales 

sugieren que su estado podría influir en la respuesta a la quimioterapia y la radioterapia.  

Los dos estudios se realizaron en series retrospectivas de pacientes con 

seguimiento prolongado, tratados en un mismo centro y, por tanto, con una evaluación 

cínica y un manejo terapéutico homogéneos. Las series seleccionadas para la evaluación 

del efecto pronóstico de estos dos grupos de marcadores, sin embargo, difieren entre sí 

desde el punto de vista clínico. Exploran situaciones clínicas distintas, en las que los 

diferentes marcadores biológicos podrían aportar información pronóstica útil en la práctica 

clínica diaria. 

 Los resultados obtenidos en los estudios que constituyen la presente tesis 

muestran que la expresión de  determinadas moléculas implicadas en la adhesión celular 

y la regulación del ciclo celular, poseen un efecto pronóstico significativo, que es 

independiente de los factores pronósticos clínicopatologicos establecidos. En el primer 

estudio, la pérdida de la expresión de E-caderina, especialmente cuando se asociaba a 

pérdida también en la expresión de beta-catenina, poseyó valor pronóstico sobre la 

supervivencia libre de progresión y la supervivencia global en una serie de pacientes 
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consecutivos que incluía todo tipo de carcinomas uroteliales de vejiga, tanto superficiales 

como infiltrantes. En el segundo estudio, la expresión de p53 y p21 tuvo valor predictivo 

sobre el resultado del tratamiento a largo plazo y la supervivencia en un subgrupo bien 

definido de pacientes. Se trata de pacientes con carcinoma infiltrante de vejiga, 

diagnosticado en estadio localizado, candidatos a tratamiento con quimioterapia 

neoadyuvante y posterior cirugía o radioterapia, con intención conservadora de vejiga.  

En ambos estudios, el hecho de que el valor pronóstico de los marcadores 

moleculares analizados sea independiente de los factores clásicos establecidos, sugiere 

que la información que aportan podría complementar a la procedente de los factores 

clásicos, permitiendo una evaluación pronóstica más precisa. Otro aspecto importante, 

común a los dos estudios, es la evidencia de que la evaluación combinada de varios 

marcadores aporta una información pronóstica superior a la de un marcador aislado. Este 

hallazgo se encuentra en la línea de algunas observaciones relevantes actuales en este 

sentido (26,27,77,78,89), y sugiere que en el futuro la evaluación simultánea de varias 

moléculas podría ser una vía para obtener una mejor información pronóstica. La 

utilización de técnicas modernas como micromatrices (microarrays) de ADN, que 

permiten evaluar la expresión de múltiples genes simultáneamente es prometedora en 

este sentido (22,23). 

En los dos estudios que constituyen esta tesis, se optó por la inmunohistoquímica 

para la evaluación del estado de los marcadores pronósticos evaluados. Esto es debido a 

que estos estudios poseen un enfoque práctico, encaminado a detectar efectos 

pronósticos que puedan tener una aplicabilidad en la práctica clínica. No se pretende 

conocer la importancia real de una determinada alteración genética, detectada con las 

técnicas más precisas, sino más bien detectar un efecto pronóstico significativo desde el 

punto de vista clínico, mediante una técnica que sea fácilmente utilizable en la clínica 

diaria. La inmunohistoquímica posee esta característica, ya que es una técnica rápida y 
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relativamente sencilla, que no precisa una sofisticación técnica especial ni comporta un 

incremento excesivo del coste, y además permite la determinación en muestras 

conservadas en parafina y no requiere tejido en fresco para su realización.  Además, 

varios estudios han demostrado que existe una buena correlación entre la detección de 

alteraciones por inmunohistoquímica de algunas de estas proteínas, y la presencia de 

mutaciones determinada por métodos moleculares más complejos (48.49,71).  

 

4.1 Moléculas de adhesión y pronóstico en cáncer de vejiga  

Puede deducirse de diversos estudios realizados en diferentes tipos de tumores, que la 

pérdida de expresión de E-cadherina se asocia con frecuencia a fenotipo agresivo. Este 

fenómeno ha sido particularmente estudiado en carcinoma gástrico y cáncer de mama 

(177). En ellos, la pérdida de E-cadherina parece jugar un papel importante en la 

progresión tumoral. En el carcinoma urotelial los datos disponibles son más reducidos, si 

bien los estudios iniciales coinciden en poner de manifiesto de forma uniforme, una 

asociación de la pérdida de expresión de E-caderina con alto grado y estadio avanzado 

(101- 106). En algunos de ellos, además, la pérdida de expresión de E-caderina se 

asoció a un mayor riesgo de recidiva y una supervivencia reducida (101,103). Sin 

embargo, este efecto pronóstico, en dichos estudios con frecuencia no fue independiente 

de los factores pronósticos clinicopatológicos clásicos en el análisis multivariado. No 

obstante, debe tenerse en cuenta que, en ocasiones, limitaciones en las series 

seleccionadas para un estudio (principalmente número de casos reducido, 

heterogeneidad y corto seguimiento) pueden dificultar el poner de manifiesto de una 

forma clara efectos pronósticos moderados o débiles. 

Nuestro estudio confirmó, en primer lugar, que las alteraciones en la expresión de 

E-caderina en cáncer de vejiga son frecuentes, con un 35% de tumores negativos, frente 

a un 32.5% que presentaban una expresión positiva focal  y 32.5% con expresión positiva 

homogénea; mientras que la tinción fue positiva en las muestras de urotelio normal de 
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todos los pacientes. En consonancia con los estudios previos, la pérdida de 

inmunoreactividad de E-caderina se asoció significativamente con los factores 

pronósticos adversos establecidos: estadio infiltrante y alto grado; y con la presencia de 

sobreexpresión nuclear de p53, el factor pronóstico molecular más aceptado en cáncer 

de vejiga; así como a peor supervivencia global y  supervivencia libre de progresión.  

Un dato a destacar es que el efecto pronóstico de la expresión de E-caderina fue 

significativo e independiente del resto de factores en el análisis multivariado, ajustando 

por los factores pronósticos conocidos: grado, estadio, edad y estado de p53. Este 

hallazgo sugiere que la expresión de E-caderina puede ser un marcador  pronóstico útil 

en la evaluación clínica del cáncer de vejiga, independiente y, en consecuencia, 

complementario a los factores pronósticos establecidos. 

Los datos disponibles en la literatura acerca del valor pronóstico de Beta-catenina 

en cáncer de vejiga, son mucho más escasos. Un estudio mostró que la pérdida de 

expresión de Beta-catenina evaluada por inmunohistoquímica se asoció a una peor 

supervivencia (109), mientras que dos estudios adicionales no encontraron impacto sobre 

la supervivencia, que en cambio, sí fue aparente para la expresión de otras cateninas 

(110,111). Sin embargo, numerosos datos experimentales apuntan a que esta molécula 

posee un papel importante en el complejo caderina-catenina, y el deterioro de su 

regulación puede desensamblar la unión celular (178), y también afectar de forma 

significativa al sistema de transducción de señales (98). Por todo ello, se le ha atribuido 

un papel potencial importante en la progresión tumoral, y por este motivo decidimos 

incorporar su determinación al presente estudio.  

Nuestros resultados revelan una elevada incidencia de alteraciones en la 

expresión de Beta-catenina en cáncer de vejiga, con pérdida de la expresión de 

membrana en 42.5% de los tumores, mientras que en un 30% la tinción fue positiva 

homogénea y en un 27.5% positiva focal. Al igual que la expresión de E-caderina, la 

pérdida de beta-catenina se asoció de forma significativa a grado alto, estadio infiltrante y 
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sobreexpresión de p53. Se asoció también a una peor supervivencia y progresión. Sin 

embargo, en el análisis multivariado estos efectos perdieron su significación estadística, 

sugiriendo que su efecto pronóstico podría ser más débil que el de E-caderina y podría 

encontrarse relacionado con el de otros factores pronósticos clásicos.  

 La contribución más importante de nuestro estudio consiste en mostrar el valor 

pronóstico de la evaluación combinada de la expresión de E-caderina y Beta-catenina. En 

el análisis combinado de la expresión de ambas moléculas se establecieron tres 

categorías: pérdida de expresión de ambas variables, positividad de una de ellas con 

negatividad de la otra y, finalmente, positividad de ambas. En el análisis multivariado, la 

pérdida de expresión simultánea de los dos marcadores fue un predictor potente e 

independiente de pobre supervivencia global y supervivencia libre de progresión. De este 

modo, la evaluación simultánea de Beta-catenina  parece aumentar de forma importante 

el valor pronóstico de la expresión de E-caderina sola en el cáncer de vejiga. Posibles 

explicaciones a este fenómeno podrían encontrarse en relación con que la alteración del 

complejo caderina-catenina a dos niveles diferentes cause la disrupción de la adhesión 

celular, y por tanto, facilite la progresión tumoral de forma mucho más definitiva que 

cuando sólo un elemento está alterado; y también, con que la alteración de Beta-catenina 

refleje una alteración simultánea de la transducción señales y la trancripción, que 

comporte un peor pronóstico al estar asociada a la alteración de la adhesión celular 

(98,99).  

La determinación de la expresión combinada de E-caderina y Beta-catenina por 

inmunohistoquímica es un procedimiento que fácilmente podría ser aplicable a la práctica 

clínica, con objeto de conseguir una evaluación pronóstica más precisa. Sin embargo, 

estos resultados debe ser interpretados con una cierta precaución, debido a que se trata 

por el momento de un solo estudio, y además, a que la serie analizada es reducida. Es 

necesaria la realización de estudios amplios y bien diseñados, para validar la utilidad 

pronóstica de la expresión combinada de E-caderina y Beta-catenina. Asimismo, es de 
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interés la realización de estudios adicionales que exploren más profundamente las 

posibilidades pronósticas de las alteraciones en esta vía, incluyendo el estudio 

simultáneo de otros componentes, y también su aplicación en diferentes poblaciones 

específicas de tumores vesicales. 

En nuestro estudio se analizó también el valor pronóstico de otra molécula de 

adhesión de características muy diferentes a las caderinas, CD44. Se trata de una 

proteína implicada en la adhesión de la célula a la matriz extracelular y en la migración 

celular. La selección de la expresión de  esta molécula para nuestro estudio, se basó en 

que la expresión de variantes de CD44 se ha asociado a progresión en cáncer colorrectal 

y otros carcinomas (179), y sobre todo, a que algunos estudios previos habían descrito la 

presencia frecuente de un patrón alterado de expresión de CD44 en cáncer de vejiga 

(118-120). Dichos estudios, sin embargo, fallaron a la hora de evidenciar un efecto 

pronóstico definido.  

Nuestro estudio mostró que, tanto la forma estándar de CD44 como las variantes 

estudiadas v6 y v3-10 estaban expresadas en la mayoría de pacientes. No se apreció la 

existencia de asociación alguna entre la expresión de formas variantes de CD44 y las 

variables clinicopatológicas o la supervivencia. Estos resultados confirman los de los 

estudios previos citados. Unicamente un estudio entre todos los publicados ha sugerido 

que la expresión de la variante CD44v6 podría asociarse a un mejor pronóstico en los 

tumores infiltrantes (121). Aunque el papel pronóstico de la expresión de CD44 parece 

escaso, un artículo reciente sugiere que la expresión de CD44v8-10 detectada mediante 

análisis de reacción en cadena de la polimerasa podría ser útil en otro campo de gran 

interés clínico, el del diagnóstico precoz del cáncer de vejiga (180).  

 

4.2 Proteínas reguladoras del ciclo celular y pronóstico del cáncer de vejiga tratado 

con quimioterapia neoadyuvante 
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La presencia de mutaciones del gen p53 es un hecho frecuente en el cáncer de vejiga, y 

numerosos datos indican que podría desempeñar un papel importante en su desarrollo y 

progresión (182). La literatura acerca del valor pronóstico de las alteraciones de p53 en 

cáncer de vejiga es también abundante. Tal como ha sido expuesto  en la introducción, 

sus efectos pueden evidenciarse en tumores superficiales, en carcinoma en situ, y 

también en tumores infiltrantes. Por otro lado, se conoce cada vez mejor que las 

funciones que ejerce p53 se encuentran reguladas a múltiples niveles por diversos 

factores, que pueden interaccionar con ella. Las mutaciones o los patrones alterados de 

expresión que afectan a estos componentes regulatorios, denominados vía de p53, son 

capaces de causar también una disrupción del crecimiento celular y la apoptosis, que 

podría conducir a la progresión neoplásica. En nuestro estudio se incluyó, además del 

estudio de la expresión de p53, el análisis de p21, una proteína cuya expresión es 

regulada por p53 y por medio de la cual ésta ejerce parte de su control sobre el ciclo 

celular. Asimismo, se estudió la expresión pRB, proteína que ejerce también un papel 

fundamental en el control del ciclo celular, hasta el punto que su alteración ha sido 

sugerida como una vía alternativa a la de p53 en el desarrollo del cáncer de vejiga (89). 

De hecho, estudios  recientes han señalado la existencia de una posible interacción a 

nivel pronóstico entre p53 y pRB en este tumor (77,78).  

Varios estudios han coincidido en señalar que la sobreexpresión de p53 detectada 

por inmunohistoquímica se correlaciona bien con la presencia de mutaciones detectada 

por métodos moleculares (48.49). Asimismo, la presencia de alteraciones en la expresión 

de pRB en la inmunotinción se correlacionó con la pérdida de heterocigosidad (71). Sin 

embargo, la expresión inmunohistoquímica de p21 posee una muy pobre correlación con 

la presencia de mutaciones en el gen de p21, ya que éstas son muy raras en humanos. 

Se acepta habitualmente que la expresión inmunohistoquímica de p21 concuerda mejor 

con la funcionalidad de la proteína que no la detección de mutaciones (182).  
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Las ventajas de la inmunohistoquímica han sido expuestas al inicio de la 

discusión. Esta técnica, sin embargo, posee algunas limitaciones conocidas (50) que es 

importante discutir en relación con nuestro estudio. Es conocido que el manejo del tejido 

y su procesamiento pueden afectar la inmuniotinción. Esto probablemente no haya 

afectado a nuestros resultados puesto que todos los pacientes proceden de una misma 

institución y las muestras han sido tratadas de igual forma. En segundo lugar, la 

interpretación de los resultados usualmente está basada en valores de corte que pueden 

ser controvertidos (50). En nuestro estudio se han utilizado valores de corte previamente 

reportados que han probado ser útiles en nuestra población. Además, la evaluación 

inmunohistoquímica de p21 se encuentra menos establecida que la de p53. En nuestra 

experiencia, solamente uno de los dos anticuerpos inicialmente seleccionados para la 

inmunotinción de p21 produjo una tinción específica y reproducible que pudiera ser 

fácilmente sometida a  graduación. Finalmente, con objeto de descartar la posibilidad de 

existencia de diferencias en la inmunotinción relacionadas con la conservación 

prolongada de las muestras (21), se comparó la frecuencia en la positividad de estos 

marcadores entre los pacientes más antiguos y los más recientes, no se observándose 

diferencias entre ellas.  

En nuestro estudio se halló una incidencia elevada de alteraciones en la expresión 

de estas proteínas, que confirman los resultados de estudios previos en pacientes con 

carcinoma infiltrante. Así, se encontró sobreexpresión de p53  en un 47% de los casos, 

ausencia de expresión de p21  en un 48%, y pérdida de expresión de pRB  en un 33%.   

Nuestro estudio se centra en una serie muy específica de pacientes con 

carcinoma infiltrante de vejiga localizado, tratados con quimioterapia neoadyuvante inicial 

con intención conservadora de la vejiga. Constituye una alternativa conservadora del 

órgano al tratamiento clásico que es la cistectomía radical. Este esquema terapéutico 

consigue resultados similares a la cirugía radical en términos de supervivencia, con unas 

cifras entorno al 40-45% de conservación vesical a largo plazo. En nuestra serie, por 
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ejemplo, conservan la vejiga a 5 años un 40% del total de pacientes tratados. Sin 

embargo, es revelador destacar que ello supone un 77.5% de los supervivientes a  largo 

plazo. Este resultado, similar al de otros estudios de las mismas características, indica un 

hecho muy importante: la probabilidad de conservar la vejiga a largo plazo se da sobre 

todo en los pacientes que tienen supervivencias prolongadas.  

La selección adecuada de la población a tratar con esta estrategia, permitiría 

beneficiar a un máximo de pacientes con probabilidades de conservación vesical, y 

evitaría toxicidades innecesarias y retrasos en la cirugía en el resto de pacientes. El valor 

predictivo de los factores clinicopatologicos actualmente disponibles es muy limitado, 

aunque en la práctica se tienda a utilizar el estadio y la presencia de uropatía obstructiva 

secundaria como criterios de selección. A pesar del gran interés práctico que supondría la 

identificación de nuevos factores pronósticos en esta población, hasta la fecha sólo existe 

un estudio previo que haya explorado la relación entre un marcador molecular, p53, y la 

preservación vesical con quimioterapia neoadyuvante (184). El protocolo terapéutico 

utilizado en el estudio no iba destinado a conseguir la conservación vesical, sino a la 

administración de quimioterapia neoadyuvante MVAC antes de la cirugía definitiva. No 

obstante, los pacientes fueron sometidos a diferentes tipos de cirugía posterior, 

admitiéndose opciones tan diversas como la cistectomía radical, la cistectomía parcial y, 

por último, la RTU sola. La elección de este tratamiento  quirúrgico se realizó de acuerdo 

con las preferencias del paciente y no según un protocolo previamente establecido. Se 

analizaron en el estudio únicamente los pacientes con carcinoma localizado de vejiga que 

habían presentado una respuesta completa a la quimioterapia neoadyuvante. El estudio 

mostró que los pacientes con tumores con tinción para p53 negativa y estadio T2 

consiguieron una supervivencia favorable, incluyendo aquellos tratados con cirugía 

conservadora de la vejiga. Por las razones anteriormente citadas, las conclusiones que 

pueden desprenderse de este estudio son muy limitadas.  
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La aportación más relevante de nuestro estudio consiste en mostrar que la 

expresión pretratamiento de p53 y de p21 en las células tumorales, son predictores 

significativos de conservación vesical a largo plazo tras tratamiento combinado 

multimodal. Este efecto fue independiente de los factores pronósticos clinicopatológicos 

reconocidos de conservación vesical, como el estadio clínico y la presencia de 

obstrucción ureteral secundaria (10,17). Nuestro estudio muestra que, aunque tanto p53 

como p21 poseen aisladamente valor pronóstico significativo e independiente, el efecto 

pronóstico de su expresión fue moderado cuando sólo uno de ellos fue positivo y el otro 

negativo, pero fue muy potente cuando ambos fueron positivos. Este hecho indica que la 

evaluación combinada de ambos marcadores puede permitir una valoración pronóstica 

más precisa que su utilización aislada. 

Un aspecto a destacar de nuestro estudio es que el parámetro utilizado en la 

evaluación de la conservación vesical, no se limita a tener en cuenta la respuesta inicial 

al tratamiento combinado, y la consiguiente conservación vesical tras la quimioterapia, 

sino que utiliza una estimación de tipo actuarial de la supervivencia libre de tumor con 

vejiga conservada. Con ello, permite evaluar la conservación vesical a largo plazo, 

teniendo en cuenta que el paciente con recidiva infiltrante vesical pura durante el 

seguimiento, requerirá cistectomía diferida de rescate, y por ello debe ser considerado 

como un mal candidato al tratamiento conservador. 

Nuestros resultados muestran también que la expresión de p53 y de p21 poseen 

valor pronóstico significativo e independiente sobre la supervivencia libre de enfermedad 

y la supervivencia global, aunque la expresión de p21 no llegó a alcanzar el nivel de 

significación estadística en el caso de la supervivencia global, si bien mostraba una 

marcada tendencia. Al igual que ocurría con la supervivencia con vejiga conservada, la 

evaluación combinada de ambos marcadores mostró poseer un efecto pronóstico muy 

potente. El efecto pronóstico desfavorable sobre la supervivencia global asociado con la 

sobreexpresión de p53  ha sido bien documentado en pacientes con carcinoma de vejiga 
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tratados con cistectomía radical (55), y también en una serie en pacientes tratados con 

quimioterapia neoadyuvante, en la que la mayoría de los pacientes fueron sometidos a 

posterior  cirugía  (58). Nuestros resultados son consistentes con los hallazgos de este 

estudio. No obstante, en contraste con ellos, un estudio llevado a cabo en pacientes 

cistectomizados por carcinoma avanzado de vejiga, que fueron incluidos en un ensayo 

fase III randomizado que comparaba la administración de quimioterapia adyuvante con 

observación tras la cirugía, mostró que la quimiopterapia adyuvante únicamente 

beneficiaba a los pacientes con alteraciones en la expresión de p53 (60). Existen varias 

posibles explicaciones a estas aparentes discrepancias en los resultados de los 

diferentes estudios como pueden ser la heterogeneidad de las series clínicas analizadas 

y su pequeño tamaño, diferencias en la metodología utilizada para valorar las 

alteraciones de p53, y también la utilización de diferentes esquemas terapéuticos.  

Un aspecto relevante que podría haber incidido de forma importante en los 

resultados obtenidos, es la posible interacción de estos marcadores con la respuesta a la 

quimioterapia. Como ha sido expuesto en la introducción, existen numerosos datos 

experimentales que indican que p53 (151-160), p21 (152,161-168) y pRB (169-171) 

pueden desarrollar un papel importante en la respuesta celular al daño en el ADN 

infringido por la quimioterapia. La inducción de apoptosis que conduciría a la muerte 

celular, o alternativamente, la detención del ciclo celular que permitiría la reparación del 

daño genómico, son dos tipos de respuesta celular a la quimioterapia, en las que la 

influencia de estas proteínas podría ser decisiva. 

En aparente contraste con nuestros resultados, un estudio realizado en una serie 

amplia de pacientes con carcinoma avanzado de vejiga tratados con cistectomía radical, 

mostró que los pacientes que mantenían la expresión de p21 tuvieron una supervivencia 

superior a la de aquellos pacientes con pérdida de la expresión de p21 (67). En nuestro 

estudio, en cambio, la positividad de p21 se asoció con una pobre supervivencia y pobre 

conservación vesical en una serie de pacientes tratados de forma diferente, con 
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quimioterapia basada en platino. Y en este hecho precisamente se encuentra una posible 

explicación a esta divergencia en los resultados. De hecho, nuestra observación se 

encuentra de acuerdo con la mayor parte de la evidencia experimental, que sugiere que 

la expresión de p21 puede proteger a las células de la apoptosis inducida por drogas, 

mediante la detención del crecimiento en G1, y permitiendo así la reparación del DNA. De 

este modo, p21 podría estar implicado en la resistencia a la quimioterapia con agentes 

alquilantes del ADN (161-168).  

Recientemente, tres pequeños estudios han explorado la potencial utilidad de la 

inmunotinción de p21 y p53 en la predicción de la evolución de los pacientes con cáncer 

de vejiga tratados con quimioterapia, con resultados diversos (185-187). Sin embargo, el 

limitado número de pacientes incluidos, la heterogeneidad de las series estudiadas y el 

reducido seguimiento de los pacientes, impiden establecer comparaciones entre los 

resultados y no permiten extraer conclusiones definitivas. En los pacientes tratados con 

radioterapia radical exclusiva, sin embargo, la positividad combinada de p53 y p21 se 

asoció a una mejor supervivencia en un estudio (188). 

En cuanto al valor del análisis combinado de p53 y p21 puesto de manifiesto en 

nuestro estudio, el peor pronóstico encontrado en los pacientes que expresaban las dos 

proteínas tratados con quimioterapia, podría encontrarse en relación con algunas 

importantes observaciones experimentales recientes: p21 es necesaria para mantener la 

detención del ciclo celular en G2 en células deficientes en p53 tras el daño del ADN 

(189); las alteraciones de p53 pueden resultar en una sensibilidad aumentada a la 

quimioterapia en las células que carecen de p21 (161); y por último, una p53 normal 

puede superar la parada celular en G1 mediada por p21 e inducir apoptosis de las células 

tumorales (190).  

 A diferencia de otros estudios previos, en nuestro estudio la expresión de pRB no 

poseyó efecto pronóstico alguno sobre ninguno de los parámetros de supervivencia 

estudiados, y tampoco contribuyó a mejorar el valor pronóstico de p53 en el análisis 
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combinado de ambos marcadores. Estos datos contrastan con los de algunos estudios 

reportados, que mostraron que su expresión poseía valor pronóstico en pacientes con 

cáncer avanzado de vejiga tratados con cirugía (75,77,78). Estas diferencias en el efecto 

pronóstico encontradas en nuestro estudio, podrían ser atribuibles, al menos en parte, a 

la influencia potencial de pRB en la respuesta celular a la quimioterapia (169-171). 

La determinación inmunohistoquímica de la expresión combinada de p53 y p21 es 

un procedimiento que resulta aplicable en la práctica asistencial sin comportar una 

excesiva complejidad. Atendiendo a los resultados de nuestro estudio, su determinación 

en los pacientes con carcinoma infiltrante localizado podría aportar una valiosa 

información, útil en la selección de los candidatos más adecuados para intentar la 

conservación vesical mediante tratamiento multimodal, permitiendo así evitar la agresiva 

cirugía radical que se considera tratamiento estándar. No obstante, nuestros resultados 

requieren una cierta precaución a la hora de extraer conclusiones definitivas. Si bien el 

estudio ha sido realizado en una serie amplia de pacientes, homogénea desde el punto 

de vista de estadiaje y, sobre todo, del tratamiento, y con un seguimiento suficientemente 

prolongado; se trata solamente de una serie y el número de pacientes es limitado. 

Creemos que es importante la confirmación de sus resultados en series más amplias, y 

en estudios que incluyan el uso prospectivo de estos marcadores en la selección de 

pacientes candidatos a estrategias terapéuticas con intención conservadora de la vejiga. 

El presente estudio deja abierto un campo cuya exploración puede ser de gran interés. 

Posibles aspectos a desarrollar podrían ser la incorporación del análisis de otros 

marcadores moleculares y componentes de la vía de p53, y su evaluación de forma 

combinada. Asimismo, la utilización de nuevas técnicas, como los microarrays de ADN, 

que pueden permitir una evaluación en profundidad del perfil de expresión de los 

tumores, poseyendo posibilidades pronósticas prometedoras.  
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1. Proteínas reguladoras del ciclo celular: 
 

• La sobreexpresión de p53 y la expresión de p21 positiva, determinadas por 

inmunohistoquímica, poseen valor pronóstico independiente desfavorable sobre la 

conservación vesical y la supervivencia, en el carcinoma infiltrante de vejiga 

tratado de forma multimodal con intención conservadora del órgano. La expresión 

de pRB carece de efecto pronóstico en esta situación. 

 

• La expresión positiva de p21, que en estudios previos se asocia a evolución 

favorable en el cáncer de vejiga tratado con cirugía, se asocia, sin embargo, a 

evolución desfavorable cuando los pacientes son tratados con quimioterapia. Este 

hecho podría estar en relación con el papel que juega p21 en la respuesta al daño 

del ADN inducido por quimioterapia. 

 

• La valoración combinada de la expresión de p53 y p21 en cáncer de vejiga tratado 

con quimioterapia neoadyuvante, proporciona una información pronóstica superior 

a la que aporta uno de estos marcadores aislado. 

 

• Nuestros resultados sugieren que la determinación de la expresión de p53 y p21 

en cáncer infiltrante de vejiga localizado, podría ser útil en la selección de 

candidatos a tratamiento multimodal con intención de conservadora de vejiga. No 

obstante, es precisa la confirmación en estudios adicionales.  
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2. Moléculas de adhesión: 
 

• La pérdida de expresión de E-caderina y de Beta-catenina, determinadas por 

inmunohistoquímica, son alteraciones frecuentes en cáncer de vejiga y se asocian 

a alto grado, estadio invasivo y sobreexpresión de p53. 

 

• La pérdida de expresión de E-caderina y, en menor medida, la de Beta-catenina 

poseen valor pronóstico desfavorable sobre la supervivencia en los pacientes con 

cáncer de vejiga. En el caso de E-caderina, este efecto es independiente de los 

factores clinicopatológicos establecidos. La expresión de CD44 no poseyó valor 

pronóstico significativo.  

 

• La evaluación combinada de la expresión de E-caderina y Beta-catenina en 

cáncer de vejiga, permite una valoración pronóstica más precisa que la de uno de 

los marcadores  
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