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1. INTRODUCCION.

1.1 Epidemiologia del cancer vesical:

El carcinoma de vejiga es la neoplasia maligna mas frecuente del aparato urinario.

En el afio 2006 se diagnosticaron unos 104.400 casos nuevos de cancer de vejiga en
Europa, de los que 82.800 se produjeron en varones y 21.600 en mujeres. Esto
representa el 6,6 % del total de canceres en los varones y el 2,1 % en las mujeres [1].

En Estados Unidos la incidencia en el afio 2005 fue de 63.210 casos. El cancer de
vejiga es 3 veces mas comun en el sexo masculino, siendo el cuarto cancer mas comun
después del cancer de prostata, pulmon y cancer colorrectal [2].

Aunque el habito tabaquico es el principal factor de riesgo conocido [3], se ha
relacionado con factores profesionales como la manipulacion de aminas aromaticas,
caucho y tintes [4-6]. La exposicion crénica a estos carcindgenos produce una elevada
concentracion de estas sustancias en la orina que pueden conducir, con los afios, al
desarrollo de carcinoma de células transicionales (CCT). Mas del 90% de los mismos
aparecen en la vejiga. La razon entre hombres y mujeres en Europa occidental varia
entre 2:1 y 7:1 [7]. Las diferencias en la incidencia pueden ser principalmente
explicadas por los distintos habitos tabaquicos y por la exposicion a los mencionados
factores. Asi mismo, se ha propuesto la posible influencia de factores anatdémicos,
biologicos, hormonales y retrasos en el diagnostico para explicar la diferente incidencia
y comportamiento clinico entre géneros [8-9]. A pesar de que son bien conocidas las
diferencias epidemiologicas en la incidencia del CCT, existen pocos y contradictorios

datos sobre las diferencias en el grado y estadio entre hombres y mujeres [10-13].



La incidencia del cancer vesical se incrementa con la edad, la poblacion de edad
avanzada tiene una probabilidad 3 veces mayor de padecer cancer vesical con respecto a
otra con edad comprendida entre los 55-59 afos y 15 veces mayor que las que se
encuentran en el intervalo de edad de 30-54 afios [14].

Existe un incremento de la esperanza de vida y como consecuencia la poblacion de edad
avanzada aumenta progresivamente en los paises industrializados. En Espafia de
acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE) [15], la poblacion
mayor de 75 afios en el afio 2001 suponia el 7,4% (3 millones). En Estados Unidos se
calcula que en 2020 el 20% de la poblacion tendrd mas de 65 afios [16], por lo que la
incidencia del cancer de vejiga presenta un aumento en los ultimos afos.

En el momento del diagnostico, el 70 % de los casos se diagnostica como cancer vesical
sin infiltracion muscular (CVSIM) y el 30 %, como enfermedad con invasion muscular
(CVIM). En pacientes tratados con una cistectomia radical por CVIM, el 57 % tenia
invasion muscular en el momento de presentacion, en tanto que el 43 % habia sido
diagnosticado inicialmente de CVSIM, que progres6 a pesar del tratamiento con
conservacion del organo [17]. Aproximadamente un tercio de los pacientes
diagnosticados de CVIM presenta metastasis no detectadas en el momento del
tratamiento del tumor primario [18], mientras que el 25 % de los que se someten a una
cistectomia radical tiene afectacion ganglionar en el momento de la intervencion
quirurgica.

Aproximadamente el 75-85 % de los pacientes con cancer de vejiga debuta con una
enfermedad limitada a la mucosa (estadio Ta, CIS) o submucosa (estadio T1).

Las altas tasas de recidiva tumoral y las bajas tasas de progresion y mortalidad que
caracterizan a los al CVSIM, hacen que el tumor vesical sea un tumor con una alta

prevalencia.



1.2 Anatomia Patologica:

Los tumores vesicales puede originarse a partir de cualquiera de los tejidos que
conformen la vejiga como son:

a) El urotelio es la capa mds interna y consta de una serie de capas variables de
células transicionales en funcion de que la vejiga este vacia o llena. La capa mas
superficial posee unes uniones intercelulares caracteristicas que le confieren una
impermeabilidad necesaria. El urotelio normal puede desarrollar cambios metaplasicos,
por lo que los carcinomas vesicales pueden presentar un fenotipo transicional (95%),
escamoso (5%) o glandular. Estas capas internas reposan sobre una membrana basal o
lamina propia. Separando la ldmina propia de la submucosa se encuentra la muscularis
mucosae, formada por haces musculares de forma discontinua y que no se deben
confundir con la muscular propia.

b) La capa muscular de la vejiga es la muscular propia. Se dispone en 3 capas:
longitudinal externa, circular media y longitudinal interna.

c) Por ultimo nos encontramos con la capa externa o serosa.

1.2.1 Clasificacion TNM:

Desde el punto de vista de clasificacion anatomopatologica, estd ampliamente aceptada
la clasificacion TNM del 2002 de la Union Internacional Contra el Cancer (UICC) y
difiere respecto a las previas en el estadio T2, que ahora incluye la infiltracion de toda la
pared vesical (T2a mitad interna, T2b mitad externa) y T3. La ultima actualizacion del

TNM (Tabla 1) se realizé en el afio 2009 [19].



Tabla 1. Clasificacion TNM 2009 de tumor vesical [19].

T- Tumor primario

Tx No se puede evaluar el tumor primario
TO Ausencia de datos del tumor primario
Ta Carcinoma papilar no invasivo
Tis carcinoma in situ: “tumor plano”
Tl Invasion del tejido conectivo subepitelial
T2 Invasion muscular
T2a Musculo superficial (mitad interna)
T2b Musculo profundo (mitad externa)
T3 Invasioén del tejido perivesical
T3a Microscopicamente
T3b MacroscOpicamente (masa extravesical)
T4 Invasion de otras estructuras adyacentes
T4a Invasién de la prostata, el ttero o la vagina
T4b Invasion de la pared pelviana o abdominal

N- Ganglios linfaticos

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO Ausencia de metastasis ganglionares regionales

N1 Metastasis en un s6lo ganglio linfatico de la pelvis menor.
(hipogastrico, obturator, iliaco externo o presacro).

N2 Metastasis en varios ganglios de la pelvis menor
(hipogastrico, obturator, iliaco externo o presacro).

N3 Metastasis a nivel de ganglio (s) linfatico iliaco comun

M- Metastasis a distancia

Mx No se pueden evaluar las metéstasis a distancia

MO Ausencia de metastasis a distancia

M1 Metéastasis a distancia




1.2.2 Clasificacion histologica:

La clasificacion histoldgica de los tumores vesicales (7abla 2) de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) fue modificada en el afio 2004. Su principal contribucion
es una descripcion histologica detallada de los diversos grados, aplicando criterios

citologicos y estructurales especificos [19].

Tabla 2. Clasificacion histologica de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y de la Sociedad internacional de patologia urologica (ISUP) [19].

Clasificacion 1973 Clasificacion 2004 WHO/ISUP

Papiloma (lesion benigna) Papiloma

Grado 1 |bien diferenciado Neoplasia urotelial papilar de bajo potencial

maligno (NUPBPM)

Grado 2 | moderadamente diferenciado | Carcinoma urotelial papilar de bajo grado

Grado 3 | mal diferenciado Carcinoma urotelial papilar de alto grado

Mas del 90% de los tumores vesicales son CCT; el resto, son carcinomas escamosos 0
adenocarcinomas.

Los tumores vesicales se consideran como CVSIM (Tis-Ta-T1) o CVIM (T2-T3-T4)
basandose en los hallazgos objetivados a la cistoscopia, reseccion transuretral (RTU),
estudios de imagen y hallazgos histopatologicos. Alrededor del 50 al 70% de los
tumores vesicales primarios son CVSIM. La invasiéon de la lamina propia o de la
muscular corresponden al 28 y 24% respectivamente.

La historia natural del cancer vesical se define por dos procesos separados, pero
relacionados: la recurrencia y la progresion. La progresion representa el mayor riesgo
biologico; no obstante, la recurrencia, incluso sin progresion, representa una importante

morbilidad para el paciente, ya que requiere de reevaluacion periddica (citologias,



cistoscopia, pruebas de imagen), resecciones transuretrales repetidas, y a veces,
instilaciones endovesicales. Las decisiones del tratamiento se hacen en funcion del
estadio tumoral, el grado, tamafio, multiplicidad y patrén de recurrencia.

En la actualidad, el grado y el estadio son las variables prondsticas que condicionan la
estrategia terapéutica y, aunque ambas variables proporcionan cierto grado de
estratificacion del potencial biologico del tumor, un subgrupo no pequefio de tumores
superficiales desarrollara enfermedad musculo-infiltrante y no todos los infiltrantes se
comportaran con la misma agresividad.

Por lo tanto el andlisis histopatologico convencional de los tumores vesicales, incluye la
determinacion del grado y el estadio del tumor, no permite predecir de forma fiable el
comportamiento. La evaluacion de los marcadores moleculares de la enfermedad, con
mayor frecuencia con métodos inmunohistoquimicos, puede complementar la

evaluacion tradicional del estadio y grado del cancer y predecir mejor la evolucion.

1.3 Grupos de riesgo para recidiva/progresion en los tumores TaTl:

La forma clasica de clasificar a los pacientes con tumores Ta y T1 consiste en
distribuirlos en grupos de riesgo segun los factores pronosticos derivados de analisis
multifactoriales. Con esta técnica se propuso distribuir a los pacientes en grupos de
riesgo bajo, intermedio y alto [19]. Sin embargo, al utilizar estos grupos de riesgo no
suelen hacerse diferencias entre el riesgo de recidiva y progresion. Aunque los factores
pronosticos pueden indicar un riesgo elevado de recidiva, el riesgo de progresion puede
seguir siendo bajo, mientras que otros tumores pueden conllevar un riesgo alto de

recidiva y progresion.



Con el fin de predecir por separado los riesgos a corto y largo plazo de recidiva y
progresidon en pacientes concretos, la Organizacion europea para la investigacion y el
tratamiento del cancer (EORTC, European Organization for Research and Treatment of

Cancer) elabor6 un sistema de puntuacion y tablas de riesgo.

El sistema de puntuacion esta basado en los seis factores clinicos y anatomopatoldgicos

mas importantes:

* Numero de tumores.

» Tamano del tumor

* Frecuencia de recidiva anterior.

* Categoria T.

* Presencia de un CIS concomitante.

» Grado del tumor.

Las ponderaciones aplicadas a dichos factores para calcular las puntuaciones totales de

recidiva y progresion se incluyen en la Tabla 3.



Tabla 3. Ponderacion utilizada para calcular las puntuaciones de recidiva y progresion
[19].

Factor Recidiva Progresion
Namero de tumores

Unico 0 0
2-7 3 3
=8 6 3
Diametro del tumor

<3cm o] 0
>3cm 3 3
Frecuencia de recidiva anterior

Primario 0 0
<1 recidiva/ano 2 2
> 1 recidiva/ano 4 2
Categoria

Ta 0 0
T1 1 4

CIS concomitante

No 0 0
Si 1 6
Grado (OMS de 1973)

G1 0 0
G2 1 6
G3 2 5
Puntuacion total 0-17 0-23

CIS = carcinoma in situ
Mediante una combinacion de categorias de manera definida en la recidiva y la
progresion, la Asociacion Europea de Urologia (EAU) aconseja usar un sistema de 3
niveles que define grupos de riesgo bajo, intermedio y alto de recidiva y progresion,

definido segtn el sistema de puntuacion y tablas de riesgo de la EORTC (Tabla 4).

Tabla 4. Probabilidad de recidiva y progresion segun la puntuacion total [19].

Puntuacién Probabilidad de recidiva Probabilidad de recidiva Grupo de riesgo
de recidiva al cabo de 1 afio al cabo de 5 afios de recidiva
% (IC del 95 %) % (IC del 95 %)
0 15 (10-19) 31 (24-37) Riesgo bajo
1-4 24 (21-26) 46 (42-49) Riesgo intermedio
59 38 (35-41) 62 (58-65) Riesgo alto
Puntuacién Probabilidad de progresion Probabilidad de progresién  Grupo de riesgo
de progresion al cabo de 1 afo al cabo de 5 afios de progresién
% (IC del 95 %) % (IC del 95 %)
0 0,2 (0-0,7) 08 0-1,7) Riesgo bajo
2-6 il (0,4-1,6) 6 (5-8) Riesgo intermedio
7-13 5 (4-7 %) 17 (14-20) Riesgo alto
14-23 17 (10-24) 45 (35-55)




1.4 Tratamiento del cancer vesical sin infiltracion muscular (CVSIM):

Existe una variedad de tratamientos para el CVSIM, el mas extendido de dichos
tratamientos en nuestro medio es la reseccion transuretral (RTU) vesical con o sin
tratamiento adyuvante.

En una serie de pacientes con tumores Ta o T1 que fueron seguidos por un minimo de
20 afos o hasta la muerte, el riesgo de la recidiva en la vejiga después de la reseccion
inicial fue del 80% [20]. Los pacientes con mayor riesgo de desarrollar tumores
recidivantes son aquellos que tienen tumores grandes, menos diferenciados, tumores
multiples o vinculados con una sobrexpresion del p5S3 nuclear [21]. Ademas, los
pacientes que tienen carcinoma in situ (Tis) tienen un riesgo mas alto de tener recidiva y
de que la enfermedad avance [20,22-23].

Es importante una observacion cuidadosa de la evolucion de los tumores subsecuentes
de la vejiga. Los pacientes que requieren de una forma de tratamiento mas agresiva, son
aquellos que presentan enfermedad recidivante multifocal extensiva o cualquier otro
factor pronostico no favorable. La cistectomia parcial sélo se aplica a una pequefia
minoria de pacientes debido a la multifocalidad o tendencia del carcinoma vesical de
comprometer multiples regiones de la mucosa ya que ocurre en areas que no son
resecadas en segmentos.

El tratamiento adyuvante con quimioterapia intravesical con Mitomicina C, epirrubicina
y doxorrubicina o inmunoterapia intravesical con bacilo de Calmette-Guérin (BCG) se
usan con mayor frecuencia en pacientes con tumores multiples o recidivantes o como

medida profilactica en pacientes con mayor riesgo después de la RTU.



La necesidad de tratamiento intravesical adyuvante depende del riesgo de recidiva y/o
progresion. La eleccion entre quimioterapia o inmunoterapia adicional depende en gran

medida del riesgo que hay que reducir: recidiva o progresion.

1.5.1 Indicaciones del tratamiento con instilaciones con BCG:

La ultima version de las guias de la Asociacion Europea de Urologia (EAU) para el
tratamiento del CVSIM propone las siguientes recomendaciones:
* En pacientes con tumores TaT1 con riesgo intermedio o elevado de recurrencia y
riesgo intermedio de progresion, una instilacion inmediata de quimioterapia
debe ser seguida de al menos 1 afio de tratamiento con instilaciones de BCG o
instilaciones adicionales de quimioterapia.
* En pacientes con riesgo elevado de progresion del tumor, deben recibir al
menos | afo de tratamiento con instilaciones de BCG.
* Los pacientes con carcinoma in situ también deberan ser tratados durante 1 afo
con BCG intravesical [19].
Aunque la BCG es un tratamiento muy eficaz, existe el consenso de que no todos los
pacientes con CVSIM deben ser tratados con BCG a causa del riesgo de toxicidad. En
ultimo término, la eleccion del tratamiento depende del riesgo de recidiva y progresion
del paciente [19].
El uso de BCG no modifica la evolucion natural de la enfermedad en los tumores con
un riesgo bajo de recidiva y progresion y se puede considerar un tratamiento excesivo
para esta categoria.
Sin embargo, al aumentar la experiencia en la aplicacion del BCG, ahora parece que los

efectos secundarios son menos prominentes. Se observan efectos adversos graves en
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menos del 5 % de los pacientes y pueden tratarse con eficacia en casi todos los casos
[24].

Tras la absorcion sistémica del medicamento pueden surgir complicaciones importantes.
Por tanto, no debe administrarse BCG durante las dos primeras semanas después de una

RTU, a los pacientes con hematuria ni tras un sondaje traumatico.

1.5.2 Eficacia del tratamiento con instilaciones con BCG:

La administracién de BCG intravesical después de la RTU del tumor vesical se compard
con RTU vesical so6lo en pacientes con lesiones Ta y T1. El tratamiento con BCG
retardd la evolucion a enfermedad muscular invasora o metastdsica, mejord la
preservacion de la vejiga y disminuyo el riesgo de muerte por cancer de la vejiga [25].
Los pacientes con un tumor T1 en la evaluacion a los tres meses después de un curso de
seis semanas con BCG y los pacientes con carcinoma in situ que persiste después de un
segundo curso de seis semanas de BCG tienen una probabilidad alta de desarrollar
enfermedad muscular invasiva y deben ser considerados para una cistectomia [26-28].
Un estudio aleatorio llevado a cabo por el Grupo Sueco-Noruego sobre el Cancer de
vejiga compard el tratamiento intravesical de dos afios con mitomicina C, versus BCG
en pacientes con alto riesgo de recidiva o evolucion. En cinco afios, se notd una
importante mejoria en cuanto a la supervivencia sin enfermedad en el grupo tratado con
BCG (P = 0,04); sin embargo no se encontr6 diferencia alguna en cuanto a la evolucion
del tumor o la supervivencia general entre los dos grupos [29].

Varios metandlisis han demostrado la eficacia del BCG en los tumores vesicales TaTl.

En cuatro metanélisis se confirmé que la BCG despties de la RTU es superior a la RTU
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aislada o a RTU y quimioterapia en lo que respecta a prevenir las recidivas de los

tumores TaT1 [30-33].

Se demostré en dos metanalisis que el tratamiento con BCG previene, o al menos
retrasa, el riesgo de progresion del tumor [34-35]. Sylvester y cols comunicaron una
reduccion del 27 % de las posibilidades de progresion con el tratamiento con BCG (p =
0,0001), siendo la magnitud de la reduccion similar en los pacientes con tumores
papilares TaT1 y en aquellos con carcinoma in situ [35].

Sin embargo, en otros dos metanalisis se indicé un posible sesgo a favor de la BCG al
incluir en los estudios a pacientes tratados previamente con quimioterapia intravesical

[36-37].

1.5.3 Mecanismo de la inmunoterapia endovesical con BCG:

La primera experiencia en el tratamiento del cancer vesical con instilaciones
endovesicales con la BCG, una cepa viva atenuada de Mycobacterium bovis, tue
comunicada hace mas de 30 afios por Morales y cols [38].

Los resultados de estudios recientes sugieren que en la inmunoterapia con BCG
participa no solo la inmunidad innata sino que también la inmunidad adquirida puede
desempefiar una papel importante.

La vejiga es un compartimiento mucoso confinado, lo cual permite mantener elevadas
concentraciones de BCG y asi puede lograr a largo plazo una activacion inmune
continua, lo cual parece ejercer una mejor estimulacion innata local, teniendo una
amplia reactividad cruzada con menos memoria mas que inmunidad especifica
adquirida con alta especificidad y memoria originada a partir de reordenamiento de

genes [39].
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La inmunoterapia intravesical con BCG provoca una repuesta inmune masiva local
caracterizada por la secrecion de varias citocinas en la orina o tejido vesical, como
también infiltracion de granulocitos y células monononucleares a nivel de la pared
vesical después de varias instilaciones con BCG.

Después de una instilacion intravesical con BCG, ésta se internaliza en el urotelio y
células tumorales vesicales en un proceso fibronectina dependiente mediado por
integrinas [40-41]. La proteina de unién a la fibronectina (FAP) media la unién de la
BCG a las células tumorales vesicales y a la pared vesical. Recientemente Sinn y cols
[42] comunicaron que ratones preinmunizados con FAP demostraban una reduccion
significativa del crecimiento tumoral tras las instilaciones vesicales con BCG,

sugiriendo que FAP es también un agente antitumoral efectivo.

1.5.3.1 Citocinas involucradas:

La interaccion de la BCG con las células uroteliales desencadena cambios
inmunolégicos importantes, incluidos la induccion de citocinas como la interleucina
(IL)-1, IL-6, IL-8, IL-17 [43], factor de estimulaciéon de colonias de granulocitos-
macrofagos (GM-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF) y el aumento de las moléculas
de adhesion intracelular (ICAM)-1 [44-45].

Estas citocinas se considera que preparan el terreno para el asalto celular resultando en
un expresion de moléculas por parte de las células tumorales que sirven como anclaje
para la fijacion de las células inmunes. Los neutréfilos y los linfocitos T, asi como
sefiales de activacion como ICAM-1, acido graso sintetasa (FAS), CD40, etc [44,46-
47]. Niveles elevados de produccion de IL-8 se asocian a una mejor respuesta clinica a

la BCG [48-49].
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1.5.3.2 Participacion de células inmunes.

Después de multiples instilaciones con BCG, varios tipos de células inmunes como los
neutréfilos, macréfagos, células natural killer (NK), linfocitos T y células NKT son
reclutadas. Un 75% de estas células inmunes, estan contenidas en la orina evacuada de
la vejiga de los pacientes con cancer vesical después del tratamiento con terapia
endovesical con BCG, compuesto mayoritariamente por neutréfilos, seguido de
macrofagos (5-10%) y células NK (1-3%) [50]. Los neutrofilos secretan grandes
cantidades de citocinas que activan varias células efectoras.

La induccidn en las células tumorales de ICAM-1, moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase 1 y clase II, es importante para eliminar estas
células. Se necesitan 5 o 6 instilaciones de BCG para inducir estas reacciones inmunes
y una respuesta clinica [51-52].

Las células efectoras potencialmente responsables de llevar a cabo la muerte de las
células tumorales incluyen células no restringidas por el MHC como son las células NK
[53], células killers activadas por linfocinas (LAK) [53-54], células NK activadas por
BCG [55-57], células T CD8+ CD-1-restringidos [58], células T vyd [59-61], células T
NK [60-62], neutréfilos [63-53], macrofagos [65-66], células T CD8+ restringidas por
el MHC y células T CD4+ [67-70]. De estas células, los linfocitos T son considerados
las células efectoras mas efectivas responsables de eliminar las células tumorales [71].
Las células "profesionales" presentadoras de antigenos como son las células dendriticas
(DCs) y los macréfagos pueden capturar, procesar y presentar no solo las micobacterias
sino también los antigenos apoptoticos de las células tumorales a los linfocitos T

(Figura 1).

14



Células tumorales
vesicales

ApoPTOSIS BCG o
FAGOCITOSIS .
. antigeno tumoral

Célula . —
dendritic FAGOCITOSIS

Linfocito T
CD8+

Linfocito T
CD8+

HLA de clase Il dendritica |
HLA de clase |

PROCESAMIENTO Y
PRESENTACION DEL

ANTIGENO
Macrofago

PROCESAMIENTO Y
PRESENTACION DEL
ANTIGENO

Linfocito T CD4+

PRODUCCION DE

CITOCINAS

Respuesta Th-1
IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-

| RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR CELULAS

‘ INFLAMACION ‘ EFECTOS SECUNDARIOS

Figura 1. Respuesta inmune inducida por la inmunoterapia intravesical con
BCG [72]. (Modificada de: Immunotherapy for Urothelial Carcinoma: Current
Status and Perspectives. Cancers 2011;3:3055-72).
En un estudio de deplecion, tanto los linfocitos T CD8+ y CD4+ fueron esenciales para
llevar a cabo con éxito el efecto antitumoral de la BCG [73].

Los pacientes con buena respuesta a la terapia con BCG presentan una notable

infiltracion de células CD8+ después de la terapia con BCG [69].

1.5.3.3 Papel de los macrofagos, expresion de moléculas inductoras de apoptosis y

citocinas en la respuesta inmunologica:

Los macréfagos juegan un papel importante no solo en la presentacion de antigenos sino
también en la citotoxicidad.
Los macrofagos pueden unirse a las células tumorales vesicales a través de proteinas de

superficie y posteriormente eliminarlas [70].
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La terapia con BCG puede dar como resultado una estimulacion positiva de la expresion
de moléculas de adhesion como son el antigeno-1 asociado a funcién linfocitaria (LFA-
1) o las moléculas inductoras de apoptosis como el ligando FAS y el ligando inductor de
apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL) en macrofagos|[74-76].
Las citocinas Thl como IFN-y, IL-12, e IL-18 juegan un rol importante en la
citotoxicidad de los macréfagos en contra de las células tumorales vesicales inducida
por la BCG [77-78].

En contraste, Ayari y cols [79] comunicaron que elevados niveles de infiltracion
tumoral por células dendriticas CD83+ y macrofagos CD68+ previo a la terapia con
BCG estaban asociados a un elevado riesgo de recurrencia. Estos resultados podrian ser
explicados por un cambio favorable de respuesta Thl de las células dendriticas en
pacientes expuestos a pocas instilaciones con BCG a una respuesta Th2 menos
favorable en los casos de instilaciones repetidas de BCG [79].

Las citocinas inducidas por la terapia con BCG, incluyen IL-8, IL-18, la proteina
inducida por interferon (IP)-10, proteina quimiotactica para monocitos (MCP)-1, MCP-
3, proteina inflamatoria de macrofagos (MIP)-1a, y MIP-1B, pueden reclutar varias
células inmunes [49,80-83]. La terapia con BCG activa componentes de la respuesta
innata del sistema inmune a través de receptores tipo Toll (o Toll-like receptor TLR)
(TLR) 2, TLR4 [84], y TLR9 [85] e induce la produccion de IFN-y en humanos por la
células dendriticas via TLR2 [86]. La BCG es capaz de inducir también la expresion de
TRAIL en los neutréfilos [87]. Niveles elevados de proteina TRAIL en la orina de
pacientes con cancer vesical tratados con BCG estan asociados con una respuesta

favorable al tratamiento [88].
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En el cancer vesical predomina el patrén de citocinas supresor Th2, siendo susceptible
al tratamiento con inmunoterapia intravesical, inclinando el patron dominante Th2 a un

patron de citocinas Thl (Figura 2) [89].

Regresion tumoral Resistencia tumoral
Th1 Th2, células T reguladoras
IL-12 L4
Interferon-y IL-10
TNF-a Tehe

Figura 2. Factores que inhiben la funcion citolitica y promueven la resistencia
tumoral incluidas la citocinas tipo Th2 y las células T reguladoras. Cuando
existe predomino de citocinas Thl se promueve la actividad citolitica.
(Modificada de: The immunotherapy of prostate and bladder cancer. BJU int
2005;96:728-735).
La eficacia terapéutica de la inmunoterapia con BCG se basa en un correcto
funcionamiento del sistema inmune. El patrén de citocinas representado por una
respuesta de tipo Th1 ha sido detectado en modelos animales [90].
En realidad, con mayor control del patron de citocinas Th1 dominado por el interferon-y
e [L-12 se desvia hacia un patron Th2 con IL-10 [91].
Estudios in vitro en humanos han proporcionado una fuerte evidencia de que la BCG es

un potente activador de las células NK, lo cual podria explicar la fuerte respuesta local

en ausencia de inmunidad sistémica [92].
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1.6.1 Mecanismos de escape de las células tumorales a la accion del sistema inmune en

el cancer vesical:

El sistema antigeno leucocitario humano (HLA), MHC en humano, de clase I juega un
papel critico en el reconocimiento y lisis de las células tumorales por los linfocitos T
citoliticos (CTLs), y defectos en la presentacion de antigenos podrian permitir a los
tumores escapar a la accion de CTLs [93]. El down-regulation del HLA de clase I en las
células tumorales perjudica la presentacion de antigenos tumorales y su péptido al
sistema inmune [94]. El HLA de clase I presenta down-regulation en aproximadamente
el 30% de las neoplasias vesicales [95-96]. Este es un factor prondstico significativo en
los pacientes sometidos a inmunoterapia con BCG [69]. Se sugiere que las células
tumorales con down-regulated HLA de clase I escapan al reconocimiento de las células
T y asi, en estos casos, la inmunoterapia con BCG no es efectiva en el tratamiento de
pacientes con cancer vesical. En un modelo animal empleando cancer vesical
quimicamente inducido, la actividad citotoxica de las células T de las ratas en las
células tumorales con baja expresion de MHC de clase I, estuvo disminuida comparada
con la de las células tumorales con alta expresion de MHC de clase 1 [97]. Otro estudio
reciente utilizando muestras quirtrgicas de cancer de vejiga humano ha demostrado
cambios en la expresion de HLA de clase I durante el desarrollo tumoral [98]. Esto
sugiere que la inmunoterapia estimula un nuevo ciclo de fuerte inmunoseleccion,
eliminando las células con bajo HLA y/o cambios en este, sin embargo las células
tumorales con alteraciones mas importantes del HLA de clase I pueden escapar a la
accion del sistema inmune y desarrollar tumores recurrentes. Por lo tanto, es esencial no

solo analizar los mecanismos de escape del sistema inmune, sino también desarrollar un

18



enfoque de inmunoterapia dirigidas a inhibir el escape, por ejemplo estimular

upregulation de las moléculas HLA clase I en las células tumorales [99].

1.6.2 Mecanismo de escape inmune mediado por las células reguladoras T, MDSCs:

Las células reguladoras T (Tregs) son una subpoblacion de células T que regulan la
activacion de las células T efectoras/helper asi como de las células B. Muchos estudios
de pacientes con cancer han demostrado que la prevalencia de las Tregs es
significativamente alta en las lesiones cancerosas en comparacion con los controles
sanos, y el porcentaje de Tregs entre TILs (linfocitos infiltrantes del tumor) se
correlaciona positivamente con una tasa de supervivencia significativamente mas baja
[100]. En contraste, Winerdal y cols [101] comunicaron que la infiltracion de Tregs en
el cancer vesical también se asocidé con un mejor prondstico. Sin embargo, el
mecanismo de escape inmune a través de Treg sigue siendo controvertido en el cancer
de vejiga. Las MDSCs (células supresoras derivadas de mieloide) representan una
poblacion heterogénea de células inmunosupresoras que expresan una variedad de
marcadores de superficie como CDI11lc+, CD11b+, CD33+, CD34+ y CDI15+. La
presencia de estas células también se correlaciona positivamente con la incidencia de
recurrencia o enfermedad metastasica en los pacientes [100]. Eruslanov y cols [102] han
demostrado que la activacion de las células mieloides inflamatorias inhibiendo la
proliferacion de las células T a través de la induccion de Tregs en sangre periférica y
tejidos tumorales de pacientes con cancer vesical, representa una fuente de
quimiocinas/citocinas y puede contribuir a la inflamacién y a la disfuncion inmune en el

cancer vesical. Se necesitan mas estudios para confirmar estos resultados, examinar los
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mecanismos que subyacen en los detalles, e investigar el impacto prondstico en la

supervivencia.

1.7 Oncogénesis:

Un cambio neoplésico del urotelio es un fendmeno producido por multitud de procesos
[103]. Un iniciador o su metabolito son capaces de inducir alteraciones del DNA de una
célula normal, lo que permite su transformacion hacia una célula maligna. Ocurre una
alteracion de la transformacion normal de la informacion genética de DNA a RNA vy,
por ultimo, a la formacién de la proteina.

Se desconocen los eventos genéticos exactos que conducen a esta transformacion de
multiples fases, pero es probable que sean muchos y que pueden incluir la activacion de
oncogenes ¢ inactivacion o pérdida de genes supresores de tumores [104].

La proliferacion celular normal es el resultado de una progresion ordenada a través del
ciclo celular, mientras que la neoplasia se caracteriza por un crecimiento celular
descontrolado. Los complejos proteicos vinculados al ciclo celular de ciclinas y cinasas
dependientes de ciclinas, regulan en gran medida esta progresion. La pérdida del control
del ciclo celular puede ser el primer paso en la oncogénesis. El marcador molecular
caracterizado de manera extensa en pacientes con cancer vesical invasivo es la
expresion de p53. Este gen es un gen supresor de tumor con una funcidon importante en
la regulacion del ciclo celular. Cuando se produce dafio en el DNA, la concentracion de
p53 aumenta, parando el ciclo celular y permitiendo la reparacion del DNA. Mutaciones
en el p53 producen un producto proteico anormal, permitiendo que células con un DNA
dafiado contintien su ciclo celular [105]. La proteina alterada de p53 puede detectarse

mediante técnicas de inmunohistoquimica. La inmunoreactividad aumentada de p53 se
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ha encontrado en canceres vesicales de alto grado y se vincula con progresion de la
enfermedad y disminucion de la supervivencia total y especifica de la enfermedad. En
los ultimos afios han aparecido multitud de articulos que informan que p53 no seria la
unica proteina que se activaria en caso de dafio del DNA [106-107].

La maquinaria celular que responde al dafio del DNA consiste en una red de proteinas
jerarquicamente ordenadas y complejos multiproteicos capaces de detectar las lesiones
del DNA y activar mecanismos que o bien reparen dichas lesiones, detengan el ciclo
celular (los denominados “checkpoints”) o sean capaces de inducir la muerte celular
(apoptosis). El significado biologico de esta respuesta al dafio del DNA tiene una gran
importancia durante el desarrollo embrionario, asi como para mantener la homeostasis
del tejido adulto, como demuestra las relaciones encontradas entre la activacion de los
mecanismos de respuesta al dafio del DNA y numerosos estados patologicos, incluido el
cancer [108-109]. Al contrario que los tejidos normales, en los cuales la respuesta al
dafio del DNA es practicamente inexistente, las células tumorales muestran activacion
de los mecanismos de respuesta al dafio del DNA, como se ha demostrado con la
presencia de formas activadas de las kinasas Ataxia-telangiectasia mutada (ATM),
Checkpoint 2 (Chk 2) y p53 los estadios iniciales de ciertos tumores de origen epitelial,
entre ellos el tumor vesical [110-111].

Una segunda via de respuesta al dafio oxidativo del DNA seria al expresion de MICs
(moléculas no clasicas relacionadas con el MHC de clase I) con la consiguiente

activacion de la inmunidad innata a través de las células NK (Figura 3).
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Figura 3. Respuesta celular y sistémica al dano oxidativo del DNA para
prevenir el desarrollo del cancer. (Modificada de: Oxidative DNA Damage in
the Prostate May Predispose Men to a Higher Risk of Prostate Cancer. Transl
Oncol 2009;2:39-45).
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2. REVISION Y ACTUALIZACION BIBLIOGRAFICA.

En los ultimos afios se ha intentado disefar diversas estrategias de tratamiento con el
uso de dianas moleculares.

En otros tumores (pulmon, préstata, rifion, mama, colon, cérvix, etc) se han llevado a
cabo estudios relacionados con los mecanismos de respuesta de la inmunidad innata
ante el dano oxidativo del DNA, desencadenando la citotoxicidad y secrecion de

citocinas.

2.1 Moleculas no clasicas relacionadas con el MHC de clase I:

En los ultimos afios se han descubierto genes relacionados con los genes HLA de clase |
a los que se ha denominado en conjunto genes HLA de clase I "no clasicos".

Aunque existen diferencias en la secuencia aminoacidica, las moléculas HLA de clase |
no clasicas presentan una estructura tridimensional similar a las clésicas, en particular
en los dominios al y a2.

Hughes y cols [112] propusieron otra clasificacion de esta familia multigénica, segin la
cual los genes HLA de clase I "clasicos" (HLA-A, -B y -C) se agruparian como HLA de
clase Ia.

Los genes HLA de clase I “no clasicos” se dividirian en tres subfamilias:

* HLA de clase Ib: estan dentro de la region cromosémica MHC y que muestran
alta similitud con los clasicos (HLA-E, -F y -G).

* HLA de clase Ic: estan dentro de la regiéon cromosdomica MHC y que muestran
baja similitud con los clasicos (HFE y MIC).

* HLA de clase Id: situados fuera de la region cromosomica MHC y en general de

baja similitud con los clasicos (CD1, EPCR, FcRN, MR 1, ULBP y ZAQG).
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2.2 MIC (Major histocompatibility complex class I Chain related proteins):

MIC constituye una familia génica localizada en la region cromosémica formada por
dos genes (MICA y MICB) y cinco pseudogenes no traducidos (MIC-C, -D, -E, -F y-G)

[113] (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de las moléculas del MHC. Cromosoma 6p21.
2.3.1 MICA. Generalidades:

MICA es el acronimo de Major histocompatibility complex class I Chain related
proteins to gen A. Constituye una de las moléculas relacionadas con el MHC de tipo I,
de las denominadas "no clasicas". Existen otras moléculas no clasicas como MICB,
pero su importancia parece ser menor.

En el afio 1994 Bahram y cols [114] describieron una nueva familia de secuencia
dentro del MHC de clase I pero con solo un 27% de homologia con las demas
moléculas de clase I del MHC.

Esta familia estd ubicada en el cromosoma 6 a unos 40 kb en sentido centromérico del

gen del MHC-B (Figura 4).
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Los alelos MICA mas frecuentes son el MICA*008 y MICA*010, mientras que los
alelos MICA*005,*013 y *014 parecen no expresarse [115-116]. Este polimorfismo de
las moléculas MICA (ausente en las MICB) esta relacionado con cambios en el
aminoacido 129 (metionina/valina; M129V) del dominio a2 (exon 3, A454G). Este
polimorfismo parece tener implicaciones funcionales relevantes, aunque aun estar por
precisar [117].

La expresion de MICA aumenta en los procesos de neoformacion, pero también como
respuesta a otros tipos de estrés celular como las infecciones virales, procesos
inflamatorios y enfermedades autoinmunes. También se han encontrado aloanticuerpos
contra MICA en pacientes con rechazo de aloinjerto.

No se expresa por defecto, a pesar de que tiene homologia con HLA, es decir no esta
presente en tejidos sanos, s6lo estd presente en colon, cuya presencia parece estar
relacionada con el estrés bacteriano propio y contrariamente a lo que son las moléculas
de histocompatibilidad de clase I y clase II, las moléculas MICA so6lo se expresan en
aquellas situaciones que llamamos estrés epitelial.

MICA no se asocia a P2-microglobulina y se expresa en tumores, epitelio
gastrointestinal, células endoteliales, queratinocitos, fibroblastos y médula timica.
También se ha detectado su expresion en linfocitos T activados.

MICA es reconocida por un receptor denominado NKG2D (Natural- Killer Group 2,
member D), siendo el mas potente de sus ligandos.

La expresion de MICA aumenta en respuesta a infecciones o por neotransformacion,
desencadenando la citotoxicidad y secrecion de IFN-y por células que expresan
NKG2D. Asimismo, la expresion de MICA en tejidos inflamados o en enfermedades
autoinmunes (artritis reumatoidea, enfermedad celiaca y dermatitis seborreica) podria

contribuir a la inmunopatologia. Se han detectado aloanticuerpos contra MICA en
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sueros de pacientes trasplantados con rechazo del aloinjerto, por lo que MICA es blanco
de una respuesta inmune alogénica durante el rechazo.
Ante una situacion de estrés celular, la expresion de MICA y su reconocimiento por la
cé¢lula NKG2D+, se precipita una serie de respuestas:

* Liberacion moléculas proinflamatorias (el prototipo es IF-a y TNF-a).

* La célula que expresa MICA es destruida, mediante la inyeccion de perforinas y

granzimas.

2.3.2 Interes del estudio de MICA:

La expresion de MICA no es simplemente fenotipica sino que tienen funciones
inmunolégicas concretas. Mientras que la expresion de moléculas clase I del MHC son
indicativas de integridad celular (conocido como "self' inactivador de respuesta
inmune), la expresion de moléculas MICA y MICB traducen estrés celular (definido
como infeccion o transformacion celular). Las moléculas MICA no inactivan sino que
evocan (activan) una respuesta inmunitaria especifica inclusive a pesar de que las
moléculas de clase I estén inactivas [118].

Existe un interés en MICA como inductor de una respuesta citotdxica antitumoral y la
secrecion de IFN-y por células NKG2D+.

El estudio de la expresion de MICA podria servir como un antigeno tumoral diana en
diversos tipos de neoplasias incluida el carcinoma vesical.

Se podrian reducir los efectos de la liberacion de MICA de la superficie celular al
torrente sanguineo y mantener la respuesta inmune mediada por NKG2D como nueva
opcidn terapéutica. Ademas aportaria informacion relacionada con el pronostico y la

supervivencia de los pacientes con cancer vesical.
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Sin embargo, nuevas evidencias indican que algunos tumores desarrollaron mecanismos
de escape que comprometen al sistema MICA-NKG2D tales como:
* Secrecion de MICA soluble, la disminucion de la expresion de NKG2D y MICA
inducido por el TGF- de origen tumoral.

* Retencion intracelular de MICA, lo que compromete la vigilancia inmunologica.

2.4.1 Receptor NKG2D (Natural- Killer Group 2, member D). Estructura y funcion:

El receptor NKG2D se encuentra en las células NK, células T y/6 y células T o/f CD8+.
El gen que codifica para este receptor se localiza en el complejo NKG2 (natural killer
grupo 2), el producto del gen fue originalmente designado como nkg2d/NKG2D. El
complejo NKG2 esta localizado en el cromosoma 6 en ratones y en el cromosoma 12 en
humanos [119].

El receptor NKG2D forma un heterodimero en la membrana de la célula con la
molécula DAP10 (DNAX-activating protein of 10 kDa), que sirve como correceptor
transductor de senales (Figura 5a).

La cascada sefializadora parece comenzar con la activacion de la PI3K
(fosfatidilinositol-3-kinasa) por la porcion intracitoplasmatica de la molécula adaptadora
DAPI10. Es importante destacar que al no ser esta activacion mediada por un motivo
ITAM (immunoreceptor tyrosine- based activating motif), no es inhibible por receptores
portadores de motivos ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)
presentes en la misma célula. De ahi que la sefial activadora proporcionada por la union
del ligando MICA sea dominante sobre otras sefiales inhibitorias emanantes de la

misma célula, como las generadas por las propias moléculas de clase 1.
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La respuesta de la célula estimulada por este receptor (NKG2D/DAP10) consiste en un
disparo de la actividad citotoxica y en un incremento de la sintesis de citocinas entre las

que destaca el interferon-y [120-121].
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Figura 5. (a) Receptor NKG2D acoplado a DAP10. (b) MICA y otros ligandos
del receptor NKG2D. (Modificada de: Promiscuity and the single receptor:
NKG2D. Nat Rev Inmunol. 2007 ;7:737-44).

2.4.1 Ligandos del receptor NKG2D:

En humanos existen 7 ligandos de NKG2D (Figura 5b), los cuales se dividen en 2

familias:

* Las proteinas relacionadas con el MHC de clase I, gen A (MICA) y MICB.
* La familia de las proteinas de unién al citomegalovirus ULBP (UL16-binding

protein) también conocidas como proteinas RAET1. Las cuales consisten 5

miembros (ULBP1-ULBP4 y RAET1G).

No todos los ligandos de NKG2D son funcionalmente equivalentes, el ligando mejor

conocido es MICA [122].
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3. HIPOTESIS.

En base a la ya conocida expresion de las moléculas relacionadas con el complejo
principal de histocompatiblidad de clase I, gen A (MICA) en las células tumorales de
algunos organos como mecanismo de defensa innato al dafio oxidativo del DNA y a la
mayor expresion de su receptor NKG2D en la células NK, la hipdtesis del presente
trabajo es que los pacientes afectos de cancer urotelial vesical presentaran a nivel tisular
mayor expresion de MICA asi como de su receptor NKG2D y que tal expresion
posiblemente esté relacionada con las caracteristicas clinico patologicas del tumor y la

supervivencia.
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4. OBJETIVOS.

1. Determinar la expresion tisular de las moléculas relacionas con el complejo
principal de histocompatiblidad de clase I, gen A (MICA) y NKG2D (Natural-

Killer Group 2, member D) en el carcinoma urotelial de vejiga.

2. Evaluar el nivel de expresion de estas moléculas relaciondndolo con el grado de

infiltracion (T) y con el grado histologico (G).

3. Analizar el nivel de expresion tisular de MICA y NKG2D segtin determinados
factores clinicos conocidos de riesgo en el carcinoma urotelial de vejiga:
3.1  Grupos de riesgo de la EORTC.
3.2 Habito tabaquico.

33 Sexo.

4. Estudiar la utilidad de la expresion tisular de MICA y NKG2D como factor

pronostico independiente de recidiva.

5. Estudiar la utilidad de la expresion tisular de MICA y NKG2D como factor

pronostico independiente de progresion tumoral.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 Tipo de Estudio:

Se trata de un estudio retrospectivo de casos de todos los pacientes diagnosticados de
tumor vesical primario tratados con reseccion transuretral de tumor vesical (RTU)
durante el periodo 1998-2003 (352 pacientes) con un seguimiento minimo de 8 afios
seguin los protocolos de seguimiento oncoldgico del Servicio de Urologia del Hospital

del Mar.

5.2 Criterios de inclusion:

Se han recogido todos los pacientes diagnosticados de tumor vesical primario tratados
con reseccion transuretral de tumor vesical (RTU) procedentes del archivo de registro
de tumores del Servicio de Urologia en el periodo comprendido entre los afios 1998-
2003 (correspondiente a 352 pacientes) y en los que hubiera suficiente material recogido

para diagnostico histologico.

5.3 Criterios de exclusion:

Los criterios de exclusion han sido:

* No representacion de capa muscular en la muestra (pTx).
* Presencia de carcinoma in situ (Tis) asociado.

* Material insuficiente para la construcciéon de un microarray de tejido

(TMA).
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5.4.1 Variables clinicas:

- Edad (afos): Variable cuantitativa discreta.
- Sexo: Variable cualitativa binaria.

- Fecha del diagnéstico.

- Recidiva: Variable cualitativa binaria.

- Fecha de la recidiva.

- Progresion: Variable cualitativa binaria.

- Fecha de la progresion.

- Instilaciones con BCG: Variable cualitativa binaria.

5.4.2 Variables anatomopatologicas:

- Multiplicidad: Variable cuantitativa continua.

- Tamafio tumoral: Variable cuantitativa continua.

- Estadio (pTa, pT1): Variable cualitativa ordinal.

- Grado tumoral segun la clasificacion de la OMS de 1973 (GI, GII, GIII): Variable
cualitativa ordinal.

- Grado tumoral segun la clasificacion de la OMS del 2004 (Bajo grado, alto grado):

Variable cualitativa binaria.

5.4.3 Variables moleculares:
- Expresion de MICA tisular: Variable semicuantitativa segtn el grado de intensidad.
- Expresion de NKG2D tisular: Variable semicuantitativa segin el grado de

intensidad.
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5.5 Construccion del Tissue microarray (TMA):

A partir de las muestras de anatomia patoldgica de las resecciones transuretrales de
tumor vesical y después de la aplicacion de los criterios de exclusion se ha construido
un Tissue microarray (TMA).

De los 352 pacientes tras aplicar los criterios de exclusion, quedaron 280 pacientes.

El primer paso de la construccion del TMA fue el anélisis y preparacion de los bloques
de parafina archivados de dichos pacientes.

La posibilidad intrinseca a la técnica de analizar muchos casos y un periodo largo de
estudio, permitidé la inclusion de un nimero suficiente de pacientes en diferentes
situaciones clinicas. Para ello fue de gran utilidad el trabajo con bases de datos clinicas
y patologicas actualizadas.

La informacion clinica y patologica obtenida fue introducida en una base de datos
relacional (TMA DB) creada mediante Microsoft Access 2002 (Microsoft,
Redmond,WA) para organizar y relacionar todos los niveles de informacion a medida
que fue creandose el TMA y para posteriormente realizar las diferentes lecturas de las
técnicas de inmunohistoquimica.

Se llevd a cabo la tincion de las laminillas con hematoxilina y eosina (H&E) de
referencia en todos los bloques para revisar los diagnosticos y marcar con tinta las zonas
de interés.

De los diferentes bloques donantes, y una vez localizados los focos a adquirir, se
obtuvieron mediante un arrayer manual (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA)

las biopsias de 1 mm a integrar en el bloque receptor (Figura 6).
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Figura 6. Arrayer manual (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA)
montado con agujas de 0.6 mm construyendo un bloque receptor.
Una vez que los bloques receptores estuvieron construidos, se seccionaron en laminas
de 6 micras para realizar un control de calidad con tincién de H&E.
Se emplearon como casos control 10 biopsias en cada TMA de tejido procedente de
vejiga urinaria sana.
En cada TMA los controles fueron colocados en diferentes localizaciones. Todo el
proceso fue representado manualmente a medida que se construia en unas plantillas para

facilitar el paso de los datos a la TMA DB.
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Figura 7. Proceso de creacion de una laminilla de TMA.
5.6.1 Deteccion y cuantificacion de la expresion de moléculas MICA a nivel tisular:

La metodologia que se aplicard para evaluar la expresion (presente o ausente) y su
intensidad (método semicuantitativo) se basard en técnicas inmunohistoquimicas,
utilizando como anticuerpo primario un policlonal monoespecifico anti-MICA
humanas. Brevemente, las laminillas se procesaran mediante un proceso convencional
de desparafinacion y desenmascaramiento mediante presion y acido citrico (3g/1500 ml
PBS). Se realizaran lavados con solucion tampon fosfato-salino (PBS) y solucion de
peroxido de hidrogeno (15 cc/250 mIH202).

El anticuerpo primario se aplicard a la dilucion validada. La reaccion se incubara a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizaran nuevos lavados con solucion
tampon fosfato salino (PBS). El revelado de la reaccion utilizara un anticuerpo
secundario (anti-mouse), diaminobencidina y peroxidasa, segun métodos especificos.

El contraste se lograra mediante tincion con hematoxilina de Mayer. Todas las muestras
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seran procesadas por duplicado e incluirdn un control negativo interno. Este incluira el
mismo proceso excepto el anticuerpo primario, en cuyo lugar se aplicara durante el
tiempo requerido PBS como solucion control. Las laminillas serdn almacenadas en un

archivador especifico, rotuladas por paciente y lote de procesamiento.

5.6.2 Andalisis de la expresion de MICA:

La expresion de MICA se evaluard en dos compartimientos, el epitelial y el basal
(lamina propia y/o muscular). Se incluira un baremo doble. El primero categorizard la
expresion como presente o ausente en cada compartimiento. El segundo baremo la
cuantificara por el método de cuantificacion por "histocore", en el que dos observadores
que no tendran conocimiento del grupo al que pertenecen las muestras, valoraran al
microscopio la proporcion de células que expresan el anticuerpo con una intensidad de
1+, 2+ o 3+. La expresion global en cada muestra se obtendra en funcién de la formula
[(%1+) +2 (%2+) +3(%3+)], cuyo valor maximo serd de 300 y el minimo de 0. Se

calcularan el grado de correlacion y concordancia en la lectura inter-observador.

5.6.3 Deteccion y cuantificacion de la expresion de NKG2D:

La expresion tisular de NKG2D en las células que se encuentran infiltrando el tejido

tumoral se llevara a cabo mediante la administracion de anti-NKG2D monoclonal CX5

(eBioscience) para evaluar la expresion (presente o ausente) y su intensidad (método

semicuantitativo) basado en técnicas de inmunohistoquimica.
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La desparafinacién y desenmascaramiento se realizara con el mismo procedimiento
explicado previamente en el apartado de deteccion de MICA e igualmente todas las
muestras seran procesadas por duplicado e incluiran un control negativo interno.

Las laminillas seran almacenadas en un archivador especifico, rotuladas por paciente y
lote de procesamiento. La expresion de NKG2D se valorard con la misma metodologia
explicada para valorar la expresion de MICA.

En todos los procedimentos anteriores se seguiran los protocolos detallados por el

laboratorio para cada uno de los kits especificados.

5.6.4 Controles de inmunohistoquimica para valorar la expresion tisular de

MICA/NKG2D:

Para cada anticuerpo, se emplearan controles positivos y negativos adecuados, a partir
de tejidos procedentes de neoplasia de recto que han recibido tratamiento con RT
(control positivo) y 10 muestras de tejido vesical sano procedente de donantes de
cadaver para trasplante renal, obtenidos durante extracciones multiorganicas por el
equipo de trasplante del Servicio de Urologia del Hospital del Mar (controles

negativos).
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5.7 Seguimiento oncologico:

El protocolo de seguimiento de los pacientes con CVSIM aplicado en el Servicio de
Urologia del Hospital del Mar se lleva a cabo segin una adpatacion de las
recomendaciones de las guias de la Asociacion Europea de Urologia (EAU).

Los calendarios de seguimiento se ajustan segun el grupo riesgo al cual pertenece cada
paciente, mediante el uso de tablas de riesgo de la EORTC (7abla 3).

El estudio con cistoscopia flexible, ecografia reno-vesico-prostatica (ECO RVP) y
citologias de orina, constituyen las exploraciones complementarias basicas para el
seguimiento oncoldgico. Sin embargo también es fundamental llevar a cabo una

correcta anamnesis durante las visitas sucesivas.

» Grupo de bajo riesgo de recidiva y progresion: cistoscopia flexible, ECO RVP y 3
citologias urinarias al cabo de 6 meses. En caso de ser negativas, las siguientes
cistoscopias y citologias han de repetirse cada 6 meses hasta cumplir 1 afio de la RTU y
anualmente a partir de entonces.

* Grupo de alto riesgo de progresion: cistoscopia flexible, ECO RVP y 3 citologias
urinarias al cabo de 6 meses. En caso de ser negativas, las siguientes cistoscopias y
citologias han de repetirse cada 6 meses durante un periodo de 5 afios y anualmente a
partir de entonces.

* Grupo de riesgo intermedio de progresion cistoscopia flexible, ECO RVP y 3
citologias urinarias al cabo de 6 meses. En caso de ser negativas, las siguientes
cistoscopias y citologias han de repetirse cada 6 meses hasta cumplir 2 afios de la RTU

y anualmente a partir de entonces.
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5.8 Tamano muestral:

Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.20 en un contraste bilateral, se
precisan 66 sujetos en el grupo de "bajo riesgo" y 132 en el grupo de "alto riesgo" para
detectar una diferencia igual o superior al 20% de recidiva a los 2 afios entre ambos

grupos.

5.9 Meétodos estadisticos:

A partir de la base de datos se realizara un estudio univariante de las variables
analizadas aplicando el test de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas y test
de la %2 para las variables cualitativas.

Los analisis semicuantitativos se analizaran mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Se realizara un estudio multivariante para la identificacion de las variables con
significado prondstico independiente.

Para el estudio de supervivencia libre de recidiva y progresion se realizara un estudio de
regresion logistica de Cox mediante un analisis de Kaplan-Meier (log-rank).

En todos los casos se considerara significativo un valor de p menor a 0.05.

Los anteriores célculos se llevaran a cabo con la ayuda del programa informatico SPSS

15.0 para Windows ® (Statistical Product and Service Solutions Ibérica, S.L.U.,

Madrid, Espana).
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6. RESULTADOS.

6.1 Resultados preliminares:

Hasta Septiembre de 2011 se ha llevado a cabo diversas actividades del trabajo de

investigacion/proyecto de tesis doctoral:

Elaboracion de la base de datos y actualizacién constante de la misma,
incluyendo todas las variables a estudio y planificacion del andlisis
estadistico.

Revision bibliografica.

Célculo del Tamafio muestral.

Construccion del tissue microarray (TMA) en su totalidad, el cual se
encuentra pendiente de corte para aplicacion de la inmunohistoquimica.
Prueba de la técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de
MICA/NKG2D tisular por parte de nuestro grupo de trabajo en tejido
vesical sano de fumadores y no fumadores, asi com también en tejido
tumoral, observando mayor expresion por métodos semicuantitativos en
las muestras tumorales. = También se han probado las técnicas de

inmunohistoquimica para deteccion de MICA en tejido prostatico.
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6.2 Calendario de actuaciones del Proyecto de Tesis Doctoral:

Entrega de la memoria escrita del trabajo de investigacion/

Septiembre 2011 proyecto de tesis doctoral
Octubre 2011 Defensa del trabajo de investigacioén/ proyecto de tesis doctoral
Noviembre 2011 | Corte del tissue microarray (TMA)
Diciembre 2011 Actualizacion de la base de datos y revision bibliografica
Aplicacion de la Técnica de inmunohistoquimica para deteccion
Enero 2012 de MICA/NKG2D vy lectura de los resultados
Febrero 2012 Actualizacion de la base de datos y revision bibliografica

Marzo-Abril 2012

Analisis de los resultados obtenidos

Mayo-Junio 2012

Discusion y conclusiones
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