APLICACIONES DIAGNOSTICAS DEL FISH EN PATOLOGIA

FISH EN TUMORES DE UROTELIO: UROVYSION?
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Los tumores que surgen en la mucosa urotelial que recubre la vejiga urinaria,
los uréteres y la pelvis renal se conocen como carcinomas uroteliales y
representan el tipo de neoplasia mas comun de la vejiga y el tracto urinario
superior. La mayoria de casos aparecen en la vejiga, aunque el 5% de ellos se
encuentran en la pelvis renal y en los uréteres. En la vejiga, podemos encontrar
dos tipos de carcinoma urotelial: el carcinoma de vejiga superficial y el
carcinoma de vejiga invasivo (que invade la muscularis). En el segundo caso, a
los pacientes se les realiza una cistectomia radical para prevenir el cancer de
vejiga metastasico. Sin embargo, los carcinomas superficiales se siguen en
intervalos regulares para controlar las recurrencias y la progresion, con
cistoscopia y citologia. Numerosos estudios han demostrado que la citologia es
una técnica altamente especifica pero que presenta una baja sensibilidad en la
deteccion del cancer de vejiga. Ademas, la sensibilidad de esta técnica esta
muy influenciada por la experiencia del observador. Ademas de la citologia, se
han desarrollado muchos tests de citometria de flujo (BTA-STAT, NMP22,
productos de degradacion de fibrina), la base de los cuales es la deteccion de
antigenos que se encuentran en niveles elevados en la orina de los pacientes
con carcinoma urotelial. Muchos de estos tests presentan una elevada
sensibilidad pero una baja especificidad respecto a la citologia®.

Durante los ultimos 20 afios, los conocimientos de las alteraciones genéticas
gue se asocian a la aparicién y a la progresion del carcinoma urotelial han
aumentado enormemente. Las deleciones de parte del cromosoma 9
(generalmente 9p21 con pérdida de P16) o la monosomia del cromosoma 9
representa la alteracién genética mas frecuente en esta patologia, y se detecta
en las primeras fases de desarrollo del carcinoma papilar y del carcinoma
urotelial in situ®. La progresién del carcinoma urotelial se acompafia de un

aumento en la inestabilidad cromosomica y la aneuploidizacion. Los estudios



citogenéticos muestran alteraciones recurrentes que afectan a diferentes
cromosomas , siendo los méas frecuentes los cromosomas 9, 17, 7, 11,1 y 3%
Las técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) utiliza sondas de ADN
marcadas con un fluorocromo que permiten detectar alteraciones numéricas
(sondas centroméricas) y alteraciones estructurales (sondas de locus
especifico) sobre células en interfase, y tiene la ventaja de no necesitar
metafases para hacer el estudio genético. Por esta razon, el andlisis de la
presencia de células con alteraciones cromosémicas indicativas de malignidad
se puede realizar sobre tejidos no viables (congelados, en parafina) y en las
células de la orina.

Desde principio de los afios 90 se empezaron a realizar estudios con sondas
de FISH especificas para diferentes cromosomas 0 regiones cromosOmicas
para la deteccion de células malignas en el carcinoma urotelialP. Estos estudios
se realizaron en orina 0 en lavados vesicales, pero no se empezaron a utilizar
de forma més rutinaria hasta el desarrollo del kit UroVysion (VYSIS). El ensayo
de FISH con mdltiples sondas y multiples colores, posteriormente llamado
UroVlysion, fue puesto a punto por Sokolova y cols®. El objetivo de este grupo
fue desarrollar un kit de FISH para detectar carcinoma urotelial en muestras de
orina que permitiese su uso en los laboratorios de diagndstico clinico para
monitorizar pacientes con carcinoma urotelial superficial. Se analizaron 30
pacientes, 21 con carcinoma urotelial y 9 controles sanos, con 8 sondas
diferentes (centroméricas de los cromosomas 3, 7, 8, 11, 15, 17, 18, Y y para el
locus 9p21) vy se llegd a la conclusion de que el conjunto de sondas mas
sensible era el formado por las sondas centroméricas de los cromosomas 3, 7,
17 y la de locus especifico para 9p21°. Los criterios que se establecieron para
dar un caso como positivo fueron los siguientes: a) Hallar 5 o mas células con
ganancias de 2 o mas cromosomas Yy b) Hallar >50% de células con pérdida
homocigética de 9p21, contando 100 nucleos consecutivos. La sensibilidad del
test en el primer estudio se situé en el 84.2% y la especificidad en el 91.8%.
También se demostré que las sondas centoméricas y la sonda de locus
especifico se complementaban muy bién, ya que las primeras detectaban
hiperdiploidias, hallazgo frecuente en carcinoma invasivo y carcinoma urotelial
in situ, mientras que la sonda de locus especifico detectaba deleciones de

9p21, muy frecuentes en los carcinomas uroteliales papilares no invasivos.



Desde aquel momento, el kit UroVysion ha sido usado ampliamente en
diferentes estudios, que avalan su utilidad en la deteccion de células malignas
en la orina de pacientes con carcinoma urotelial, sobretodo en la deteccion de
recurrencias, en las cuales el numero de células patolégicas puede ser bajo y
de dificil deteccién con las técnicas citoldgicas convencionales’°. Este kit fue
aprovado por la FDA para detectar recurrencias en cancer de vejiga el afio
2002,

Nuestro grupo puso a punto este kit en el afio 2001. Realizamos un estudio
para evaluar la utilidad clinica de este test en orina para deteccion de cancer de
vejiga y sus recurrencias, comparando los resultados obtenidos con la técnica
de citologia urinaria convencional*®>. Se evaluaron 86 pacientes con las dos
técnicas, y en todos los pacientes se realizO cistoscopia con biopsia o
reseccion del tumor. Se compararon los resultados de la citologia y del FISH en
orina con los datos obtenidos del estudio anatomopatologico del tumor.

La sensibilidad y especificidad de las dos técnicas se detallan a continuacion:

Grado Tumoral Sensibilidad Citologia (%) Sensibilidad FISH (%)
Gl 25% 53.3%

G2 66.6% 83.3%

G3 94.7% 100%

Técnica Sensibilidad Global (%) | Especificidad Global (%)
Citologia 63.8% 86.1%

FISH 80.4% 85.3%

La técnica de FISH con el kit UroVysion mejoré la sensibilidad obtenida con la
citologia urinaria en todos los grados y estadios tumorales y mostré una
especificidad similar. La técnica de FISH doblo la precision de la citologia en la
deteccion de los tumores de bajo grado y detect6 todos los tumores infiltrantes

de alto grado.
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