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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del cancer vesical:

1.1.1 Incidencia, prevalencia y mortalidad

Cada ano son diagnosticados 430.000 pacientes de cancer de vejiga en el mundo,

siendo el noveno cancer mas frecuente a nivel mundial (el cuarto mas frecuente en

hombres y el undécimo en mujeres) causando 165.000 muertes por esta

enfermedad en el afio 2012 segun cifras del proyecto GLOBOCAN de la agencia

internacional para la investigacion del cancer (Tabla 1) (1,2).

Tabla 1. Neoplasias mas frecuentes en el mundo para el afio 2012 (3).

Ranking Cancer

Ndmero de nuevos casos % de todos los canceres

en el afio 2012 (1,000s) excl. no melanoma de piel

1 Pulmén 1,825 13.0
2 Mama 1,677 119
3 Colon y recto 1,361 9.7
4 Préstata 1,112 7.9
5 Estémago 952 6.8
6 Higado 782 5.6
7 Cuello del utero (cérvix) 528 37
8 Es6fago 456 3.2
9 Vejiga 430 3.1
10 Linfoma no Hodgkin 386 2.7
11 Leucemia 352 25
12=  Pancreas 338 24
12=  Rifién 338 24
14  Cuerpo del utero (endometrio) 320 23
15  Labioy cavidad oral 300 2.1
16  Tiroides 298 21
17 Cerebro, sistema nervioso 256 1.8
18  Ovario 239 1.7
19  Melanoma 232 16
20  Vesicula biliar 178 13
21  Llaringe 157 11
22  Otros faringeos 142 1.0
23  Mieloma mudltiple 114 0.8
24  Nasofaringe 87 0.6
25 Linfoma de Hodgkin 66 0.5
26  Testiculo 55 0.4
27  Sarcoma Kaposi 44 0.3

El cancer vesical es la neoplasia maligna mas frecuente del aparato urinario.

En el ano 2012 se diagnosticaron unos 151.200 casos nuevos de cancer de vejiga

en Europa, de los que 118.300 se produjeron en varones y 32.900 en mujeres, lo



cual representa el 6,5 % del total de las neoplasias en los varones y el 2 % en las

mujeres (Tabla 2) (3).

Tabla 2. Incidencia y mortalidad estimada del cancer de vejiga por sexo y tipo de cancer en Europa
para el afio 2012 (3)

Incidencia Mortalidad

Ambos sexos Hombre Mujer Ambos sexos Hombre Mujer

Casos  ASR  Casos ASR Casos ASR  Muertes ASR Muertes ASR ~ Muertes ASR

(E) (E) (E) (E) (E) (E)
Cavidad oral y faringe 996 110 739 182 258 49 437 47 342 84 94 16
Esofago 459 47 351 84 108 18 395 39 303 71 92 14
Estomago 1.396 137 842 195 554 93 1.073 103 636 146 437 70
Colon y recto 4.468 435 2416 557 2,052 347 2.147 195 1.132 252 1.015 154
Higado 634 62 428 100 206 33 621 59 399 91 222 34
Vesicula biliar 297 27 119 27 179 28 209 19 79 18 130 20
Pancreas 1.038 101 519 121 518 83 1.045 99 526 122 519 81
Laringe 399 44 36 88 39 8 198 21 181 43 17 3
Pulmon 4.099 419 2.907 683 1.192 216 3.535 352 2.544 591 990 172
Melanoma de piel 1.003 111 472 114 531 110 222 23 121 28 101 18
Mama 4.638 942 1312 231
Cérvix uterino 583 134 244 49
Utero 989 193 237 39
Ovario 655 131 427 76
Prostata 4.167 960 922 193
Testiculo 215 58 16 4
Riiion 1.152 121 717 172 434 81 490 47 313 72 177 28
Vejiga 1.512 144 1.183 269 329 53 524 45 395 85 129 18
Cerebro, sistema nervioso 571 66 307 78 264 56 450 49 246 60 204 40
Tiroides 529 63 123 31 407 93 63 6 21 5 43 7
Linfoma de Hodgkin 176 23 93 25 83 21 46 5 26 6 20 4
Linfoma no Hodgkin 934 98 495 119 439 80 379 35 203 46 175 27
Mieloma multiple 389 38 205 47 184 31 243 22 122 27 121 18
Leucemia 823 88 464 113 359 69 538 51 295 67 243 39

Todos los tumores(excl. tumores 34.396  3.557 18291 4299  16.105 3.063 17.546 1.680  9.759 2226  7.786 1.288

cutdneos no melanoma)

ASR (age-standarized rate=tasa relativa ajustada por edad) y proporciones por 100.000.

Europa tiene una de las tasas mas altas de incidencia de cancer de vejiga, sobre

todo en la zona sur, particularmente Espafia e Italia (Tabla 3) (4).



Tabla 3. Incidencia y mortalidad estimada del cancer de vejiga por sexo y regiones del mundo para
el afo 2012 (1,4).

Region Incidencia Mortalidad
Hombre Mujer H:M Hombre Mujer H:M
(M) (ASR) (n) (ASR) (ASR) (n) (ASR) (n) (ASR) (ASR)
Mundial 330380 90 99413 22 41 123051 32 42033 9 36
Por nivel de desarrollo
Regiones mas desarrolladas 196077 169 57766 37 46 58914 45 21024 11 41

Regiones menos desarrolladas 134303 53 41647 15 35 64137 26 21009 7 37
Por nivel de desarrollo humano

Muy alto desarrollo humano 183065 167 54713 39 43 51927 41 19760 11 37
Alto desarrollo humano 56697 108 15596 22 49 24239 45 6588 8 56
Medio desarrollo humano 79357 47 23748 12 39 39769 23 12226 6 38
Bajo desarrollo humano 11096 31 5311 14 22 7065 21 3443 9 23
Africa 17685 63 6752 21 30 9362 35 3906 12 29
Africa oriental 2824 33 1961 20 17 1819 22 1290 13 17
Africa subsahariana 6460 30 4044 16 19 3873 19 2569 1 17
Africa media 610 22 441 13 17 420 16 300 9 18
Africa norte 11225 151 2708 32 47 5489 76 1337 16 48
Africa del sur 1285 75 483 19 39 494 30 225 9 33
Africa occidental 1741 21 1159 13 16 1140 15 754 9 17
Centro América, Sur América y el 17610 61 7234 20 31 7078 24 3069 8 30
Caribe 1839 76 542 18 42 773 30 284 9 33
Centro América 2327 34 1430 18 19 867 12 535 6 20
Sur América 13444 69 5262 21 33 5438 27 2250 9 30
Norte América 58089 195 18660 51 38 13285 40 5307 12 33
Asia 115646 55 32922 14 39 52816 25 16478 6 42
Asia 64662 58 20789 16 36 27271 23 10220 7 33
Asia sur-este 10784 43 3034 10 43 5352 22 1517 5 44
Asia sur-central 24415 36 6159 8 45 13413 20 3441 5 40
Asia occidental 15785 190 2940 31 61 6780 84 1300 1365
Europa 118365 177 32932 35 51 39522 52 12889 11 47
Central y Europa del este 30871 151 8904 27 56 13231 61 3543 9 68
Norte de Europa 12722 124 4645 36 34 5174 44 2391 15 29
Sur de Europa 34786 218 8049 38 57 11653 60 3001 10 60
Europa Occidental 39986 197 11334 43 46 9464 40 3954 11 36
Oceania 2985 106 913 27 39 988 32 384 10 32
Australia/Nueva Zealanda 2868 113 887 29 39 939 33 366 10 33
Melanesia 84 35 21 7 50 43 20 13 4 50
Micronesia/Polinesia 33 65 5 9 72 6 12 5 9 13

|ASR=age-standardised rate=tasa relativa ajustada por edad |

En Espafia en el afio 2012 se diagnosticaron 13.789 casos, siendo el quinto tipo de
tumor mas frecuentemente diagnosticado en la poblacion general (1,5).

En un contexto europeo, la incidencia de cancer de vejiga en Espafia fue en
hombres la tercera mas elevada solo por detras de Bélgica y Malta (5).

Espafa ocupa un lugar muy elevado en el ranking europeo de mortalidad por
tumores de vejiga, aunque como en el resto de los paises vecinos, las tasas de
mortalidad han descendido en los ultimos afos (6).

La tendencia observada responde en parte a la caida de la prevalencia del
consumo de tabaco en los hombres espafoles, asi como una disminucién de la
exposicion laboral a ciertos carcindgenos (7).

El cancer de vejiga es un grave problema salud publica en Espaina determinado por

su alta incidencia y sobre todo por la elevada prevalencia de casos.



La prevalencia de cancer a 5 afiosuo en Espana en el afio 2012 era de 581.688

casos, con una tasa de 1.467,6 casos por 100.000 habitantes. La prevalencia a 3

anos era de 389.498 casos y a 1 afio de 151.257 casos (8) (Figura 1).

Figura 1. Estimacion de la prevalencia de tumores en Espafa para el afio 2012 (poblacién general)

(5)-
Mama
Intestino grueso _
vejiga [N
Utero _

Pulmén incluido tréquea y bronquios -

Melanoma maligno de la piel -
Rifién incluido pelvis renal y uréter -
Cérvix -

Labio, cavidad oral y faringe -
Linfoma no Hodgkin -

Ovario -
Estémago -

Laringe .
Leucemias .

Tiroides .
Testiculos I

Mieloma muiltiple l
Higado y vesicula biliar .
Linfoma Hodgkin I
Pancreas I

Cerebro y sistema nervioso central I
Eséfago I

Vesicula biliar y el tracto biliar I
0

220 440 660 880 1100

Proporciones por 100,000

= laio g= 3afos = Safios

Fuente: Las estimaciones fueron proporcionadas por IARC.

La supervivencia por este tumor en Espafia a los 5 afos del diagndstico es de

73.7%, cifra algo superior a las del conjunto de Europa (7).



La variabilidad geografica del cancer de vejiga se parece a la del cancer de pulmoén
reflejando el papel del consumo de tabaco, que constituye el agente etiolégico mas
importante. En Espafa, el mayor numero de casos se detecta en los registros de
Girona, Murcia, Navarra y Tarragona. La mortalidad es, sin embargo, mas alta en
Andalucia, Comunidad Valenciana y La Rioja. (7)

En Catalufa el cancer de vejiga ocupa el cuarto lugar en incidencia en los hombres

y el octavo en las mujeres (Figura 2).

Figura 2. Casos incidentes anuales de cancer para los 10 tumores mas frecuentes. Catalufia, 2003-
2007.

Casos, n (%) ) Casos, n (%)
Préstata 4258 (21,3) { ' Mama 3907 (28,6)
Pulmén 3021 (15,1) / Colon y Recto 2088 (15,3)
Colon y Recto 3007 (15,0) ‘ / \ ) Cuerpo uterino 734 (5,4)
Vejiga urinaria 2238 (11,2) 7 A ! ( Pulmén 527 (3,9)
Cavidad Oral y Faringe 788 (3,9) 4 " Linfoma no hodgkiniano 503 (3,7)
Estémago 669 (3,3) Y Ovario y anexos 465 (3,4)
Linfoma no hodgkiniano 605 (3,0) ‘ \/] Estémago 427 (3,1)
Higado 560 (2,8) \ ! Vejiga urinaria 420 (3,1)
Leucemias 499 (2,5) - 4 Leucemias 413 (3,0
Laringe 493 (2,5) . . Pancreas 379 (2,8)

Fuente: Registro de Cancer de Girona, Registro de Cancer de Tarragona.

En el entorno europeo, Catalufia tiene unas tasas de incidencia globales
intermedias-altas en hombres y bajas en mujeres, con la excepcion muy relevante
del cancer de vejiga, en el cual tenemos una de las incidencias mas elevadas de
Europa (9).

Teniendo en cuenta las previsiones demograficas realizadas por el Instituto de
Estadistica de Catalufia, las proyecciones de la incidencia hasta el afo 2020,
efectuadas a partir de los datos de incidencia de los registros de cancer de Girona

y Tarragona, permiten estimar el numero de casos previsibles (9).



Los datos indican que el numero de casos de cancer en Cataluia pasara de 21,592
hombres diagnosticados en el afio 2010 a 26,455 casos en 2020, mientras que, en
las mujeres, el numero de casos incidentes pasara de 14,741 en el afio 2010 a
18,345 en 2020. En conjunto, esto supone un incremento del 22,5% y 24,5%,
respectivamente.

A partir de modelos estadisticos se ha determinado la causa de estos cambios en
la incidencia, este crecimiento del 22,5% del numero de casos incidentes en los
hombres se puede atribuir en un 12% al envejecimiento; en un 8%, al crecimiento
poblacional, y en un 2%, a los factores de riesgo (10). En los hombres, esta
distribucion varia mucho segun cada tumor y destaca el descenso del riesgo en los
tumores asociados al tabaco, atribuible al cambio de tendencia observado en este
sexo respecto a dicho habito (10).

En las mujeres, el peso de cada componente es diferente, un 9% es atribuible al
envejecimiento; un 8%, al crecimiento demografico, y un 8%, a los factores de
riesgo. Este porcentaje superior en las mujeres es atribuible al aumento de los
tumores relacionados con el tabaco, imputable al incremento de este habito en
dicho género, aunque actualmente se esta estabilizando (10).

En el periodo 1999-2010, la proporcion de fumadores en Catalufia ha disminuido.

Figura 3. Evolucién de la prevalencia del tabaquismo en poblacion de 15 afos y mas, por
sexo;porcentaje.
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alcohol y drogas. Encuestas de salud de Catalufia 1994, 2002, 2006 y 2010.



Esta disminucion se debe principalmente al abandono del habito tabaquico entre
los hombres. EIl tabaquismo en los hombres es mas frecuente en las clases mas
desfavorecidas, mientras que en las mujeres el patron esta poco definido. En los
ultimos afos se observa un cierto estancamiento en el descenso del consumo del
tabaco iniciado en el afo 2002 (9).

Se espera una disminucion en el numero de tumores relacionados con el tabaco en
la poblacién mas joven (laringe, cavidad oral/faringe, vejiga y pulmén) mientras que
en los ancianos se espera un aumento en los tumores de pulmon y vejiga atribuible
al crecimiendo de la poblacion (10) .

En los varones, el aumento esperado de casos de cancer debido a cambios en el
riesgo, el envejecimiento y al aumento del tamafio poblacional son respectivamente
del 2, 12 y 8% vy, en las mujeres, del 8, 9 y 8%. Se espera que en las mujeres
aumenten los tumores relacionados con el tabaco y en los hombres un aumento en
el cancer colorrectal y hepatico. Para el periodo 2010-2020 se estima una

disminucién de la mortalidad en ambos sexos (10).

En Estados Unidos se han estimado para el afilo 2016 unos 76.960 casos nuevos.
El cancer de vejiga es 3 veces mas comun en el sexo masculino, siendo el quinto
cancer mas comun después del cancer colorrectal, de préstata, puimén y mama
(11).

Como fue mencionado anteriormente, el cancer de vejiga es mas frecuente en los
paises desarrollados con una proporcién casi 3:1 en comparacion con los paises
menos desarrollados (Tabla 4).

También se ha detectado una alta incidencia de cancer de vejiga, sobre todo del
carcinoma de células escamosas en zonas de Africa y Oriente Medio, en relacién

con la mayor frecuencia de infeccion cronica por Schistosoma haematobium.



Tabla 4. Tasa relativa ajustada por edad y proporciones por 100.000 (en ambos sexos a nivel
mundial).

Tasa relativa ajustada por edad y proporciones por 100.000
(en ambos sexos a nivel mundial)

Céncer Mundial Mas desarrollados Menos desarrollados
Pulmén 23.1 30.8 20.0
Colon y recto 17.2 29.2 11.7
Estémago 121 10.6 12.7
Higado 10.1 5.4 12.0
Eséfago 5.9 3.6 7.0
Vejiga 5.3 9.5 3.3
Linfoma no Hodgkin 5.0 8.6 3.6
Leucemia 4.7 7.2 3.8
Rifién 4.4 9.2 2.6
Péncreas 4.2 7.2 2.8
Labio y cavidad oral 4.0 4.7 3.7
Cerebro, sistema nervioso 3.4 5.1 3.0
Tiroides 4.0 7.4 3.0
Melanoma 3.0 9.6 0.8
Laringe 2.1 2.7 1.9
Otros faringeos 1.9 2.7 1.7
Vesicula biliar 2.2 2.1 2.2
Mieloma muiltiple 1.5 2.7 0.9
Nasofaringe 1.2 0.4 14
Linfoma de Hodgkin 0.9 2.1 0.6
Sarcoma de Kaposi 0.6 0.2 0.7
Todos los tumores (exl.tumores 182.3 268.3 147.7

cutdneos no melanoma)

El 90-93% de los casos de cancer de vejiga en nuestro medio son carcinomas de
células transicionales. El resto son carcinomas escamosos y adenocarcinomas.
La mayoria de los casos se diagnostican entre los 65 y los 75 afios, con un maximo

a los 70, aunque se registran casos desde los 40-45 afos.

1.1.2 Diferencias de género

Existe un fuerte predominio en el sexo masculino, tres cuartas partes de todos los
casos de cancer de vejiga se presentan en hombres (1). La razén entre hombres y
mujeres en Europa occidental varia entre 2:1 y 7:1 (12). 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 anatomicos, biolégicos, hormonales y
retrasos en el diagnostico para explicar la diferente incidencia y comportamiento

clinico entre géneros (13-15). A pesar de que son bien conocidas las diferencias



epidemioldgicas en la incidencia del carcinoma de células transicionales (CCT),
existen pocos y contradictorios datos sobre las diferencias en el grado y estadio
entre hombres y mujeres (16—-19). Los estudios Prostate, Lung, Colorectal and
Ovarian Cancer Screening y National Lung (PLCO) Cancer Screening Trial en una
de sus ramas evaluaron la relacion del tabaquismo con el riesgo de cancer de
vejiga. Curiosamente, a pesar de que en ambos sexos la exposicion al tabaco fue
similar, los hombres fueron diagnosticados con cancer de vejiga aproximadamente
cuatro veces mas que las mujeres en ambos estudios (20). Previamente un
metaanalisis concluyé que la prevalencia del tabaquismo solo podria explicar en
parte la diferencia en la incidencia de cancer de vejiga entre hombres y mujeres
(21).

Hay evidencia de que el género femenino esta asociado con un mayor riesgo de
recidiva del estadio T1 del cancer de vejiga (22).

En un estudio reciente llevado a cabo con datos del Registro Nacional Sueco de
cancer de vejiga urinaria entre 1997 a 2011 con todos los pacientes diagnosticados
de cancer vesical, de un total de 30,310 pacientes (74.9% hombres, 25.1%
mujeres) el sexo femenino fue asociado con una supervivencia cancer especifica
inferior. Aunque las mujeres tenian una tasa mas alta de tumores agresivos, una
proporcion menor de mujeres que de hombres recibieron un tratamiento 6ptimo. La
supervivencia cancer especifica fue del 77% a los 5 afos para los hombres y del
72% para las mujeres (p<0.001). Este estudio demostré que las mujeres con
tumores vesicales primarios T1G3 o CIS recibieron menor cantidad de tratamientos
con instilaciones endovesicales que los hombres con la misma enfermedad.
Desafortunadamente, esta observacion confirma que los hombres suelen recibir

terapia intravesical mas intensa en comparacion con las mujeres y que los



pacientes mas jovenes con tumor vesical musculo infiltrante en los cuales se ha
indicado un tratamiento con intencién curativa (cistectomia o radioterapia) suelen
ser mas hombres que mujeres (23).

La relacidon entre el género y el cancer de vejiga es compleja, y esta

probablemente influenciada por factores bioldgicos y epidemioldgicos.

1.1.3 Factores de riesgo:

Los dos factores de riesgo mas importantes para este cancer son el tabaco (24) y
la exposicion ocupacional (25-27). Un 50% de los casos de cancer de vejiga se
pueden atribuir al consumo de tabaco y hasta un 10% a exposiciones
ocupacionales (28).

La exposicidon ocupacional cronica a carcinogenos produce una elevada
concentracion de sustancias en la orina que pueden conducir, con los afos, al
desarrollo de CCT. Mas del 90% de los mismos aparecen en la vejiga. Sin
embargo, sélo una minoria de los casos de cancer de vejiga se cree que es
atribuible a tales carcindnegos distintos al tabaco (29,30).

Podemos dividir los factores de riesgo en 2 grupos: los relacionados con la
susceptibilidad genética y la exposicion a diversos agentes carcindgenos externos.
1.1.3a Predisposicion genética:

El riesgo de presentar cancer de vejiga es 2 veces mayor en los familiares de
primer grado de los pacientes con cancer vesical (28). La predisposicion genética
influye en la susceptibilidad a otros factores de riesgo.

La N-acetiltransferasa 2 (NAT2) es una enzima clave en el metabolismo de las
aminas aromaticas carcinogénicas vesicales. Varios haplotipos del gen NAT2

pueden reducir la capacidad de acetilacion cuando estan presentes en ambos
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cromosomas (acetiladores lentos). Existe un subgrupo de acetiladores lentos con
genotipo NAT2*6A/*6A que se denomina acetiladores ultra-lentos, estos pacientes
presentan un mayor riego de recidiva, sobre todo si son fumadores (31). Por lo
tanto, este factor no aumenta directamente el riesgo de cancer vesical, sino que
confiere un riesgo adicional a la exposion de agentes carcindgenos como el tabaco.
Las glutation S-transferasas (GST) pertenecen a una familia de enzimas de gran
importancia en mecanismos de desintoxicacidon celular, eliminando xenobidticos o
sustancias nocivas para las células. Entre los sustratos de estas enzimas se
incluyen los productos del estrés oxidativo y los derivados de la activacién de
hidrocarburos aromaticos policiclicos. El genotipo GST mu 1 (GSTM1) nulo en el
que no hay expresion de proteina, debido a una condicion homocigota en la que
ambos alelos estan deleccionados, se ha asociado con la susceptibilidad genética

de las neoplasias relacionadas con el tabaco incluyendo el cancer de vejiga.

1.1.3b Factores de riesgo externos:

Tabaco:

El tabaco representa el principal factor de riesgo para el cancer vesical y como se
menciono previamente la mitad de los casos se pueden atribuir a su consumo. Las
personas que han fumado tienen 2.5 veces mas riesgo que los no fumadores (32).
Las aminas aromaticas como la beta-naftiamina e hidrocarburos aromaticos
policiclicos que se forman durante la combustion incompleta del tabaco son los
responsables del potencial carcinbgeno del tabaco a nivel de todo el sistema
excretor urinario incluida la vejiga. Segun estimaciones, actualmente un 25% de la

poblacién de Europa y de Estados Unidos son fumadores.
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Las diferencias de prevalencia del habito tabaquico en cuanto al género han
variado en las ultimas décadas, las mujeres historicamente fumaban menos, sin
embargo, a partir de los afios 70 y 80 han ido en aumento. Actualmente la
prevalencia del habito tabaquico es similiar en ambos géneros, aunque la
incidencia de cancer vesical esta disminuyendo en los hombres y aumentando en
las mujeres. Este patron refleja un largo periodo de latencia para el cancer vesical
igual o mayor a 30 afos (28).

En los fumadores pasivos también aumenta el riesgo de cancer vesical, sobre todo

en las mujeres (33).

Factor ocupacional:

El factor ocupacional después del tabaco representa el segundo factor de riesgo
para el cancer vesical, sin embargo solo representa hasta el 10% de los casos.
Entre las ocupaciones asociadas a un mayor riesgo de cancer de vejiga se
encuentran las relacionadas con la fabricacion de aminas aromaticas, de gomas,
tintes, pinturas, aluminio o cuero y los conductores de vehiculos pesados (25-27),
también tienen elevado riesgo los trabajadores de empresas de metal, mecanicos,

servicios de limpieza, fontaneros, operadores en industria del plastico y textil (34).

Otros factores de riesgo:

La endometriosis en raras ocasiones afecta al tracto urinario, siendo la vejiga el
organo mas frecuentemente afectado. La endometriosis con afectacion vesical es
muy poco frecuente y su transformacion a un tumor vesical es mas bien

anecddtica, describiéndose solo 8 casos en la literatura (35).
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La infeccién crénica por el “Squistosoma haematobium” (propia del norte de Africa)
es una enfermedad parasitaria que se relaciond por primera vez con el cancer de
vejiga en el ano 1911 (36). Los huevos de bilharzia depositados en la vejiga
provocan una intensa reaccion inflamatoria, asociada con la produccion de
radicales de oxigeno libre, los cuales pueden inducir mutaciones o promover la
produccion de compuestos carcinogénicos (como las N-nitrosaminas e
hidrocarburos aromaticos policiclicos) jugando un papel importante en la
transformacion maligna (37). La esquistosomiasis habitualmente asocia una
infeccidon bacteriana, la cual por si misma también predispone a una neoplasia de
células escamosas. No solo la esquistosomiasis, sino en general las infecciones
cronicas del tracto urinario pueden producir cancer vesical. También el uso de
algunos medicamentos como la fenacetina (38) o la ciclofosfamida (39) podrian
estar implicados en el origen de un cancer vesical. Recientemente se ha asociado
el uso de pioglitazona, un antidiabético oral, con un elevado riesgo de cancer

vesical (40).

1.1.4 Edad

La incidencia del cancer vesical se incrementa con la edad, la poblacion de edad
avanzada tiene una probabilidad tres 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 arfios .

Existe un incremento de la esperanza de vida y como consecuencia la poblacion de
edad avanzada aumenta progresivamente en los paises industrializados. En
Espafa de acuerdo con los datos del Instituto Nacional de Estadistica (INE) (41) ,

la proporcion de poblacion de 65 y mas afios ha pasado de representar un 11,2%
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en 1981 a un 17,3% en 2011, lo que supone que entre 1981 y 2011 casi se ha
duplicado la poblacion anciana. En el aino 2050 habra algo mas de 15 millones de
mayores, casi el doble que en la actualidad y representaran mas de un tercio del

total de la poblacién espanola (36,4%) (41) (Tabla 5).

Tabla 5. Poblacion de 65 afios y mas y 80 afios y mas en algunos paises del mundo, 2010 y 2050
(42).

Poblacion de 65 y mas afios Poblacion de 80 y mds afios
Palses 2010 2050 Paises 2010 2050
N"f""f“ Porcentaje NUmero Porcentaje Numero Porcentaje Numero Porcentaje
(miles) (miles) (miles) (miles)
Japon 29.243 230 39.594 365 | Japon 8.086 6,3 16.903 15,6
Alemania 17.275 208 23.743 327 Italia 3.571 59 8.280 13,8
Italia 12.279 203 19.827 330 | Francia 3411 54 7.801 10,7
Espaia 7.899 171 16.651 34,4  Alemania 4.248 51 10.429 14,4
Francia 10.625 16,8 18.636 255  Espafa 2.331 5,0 6.196 12,8
Reino Unido 10.296 16,6 18.063 24,7 Reino Unido 2.890 4,7 6.930 9,5
Ucrania 7.268 15,8 7.523 224 EE. UU. 11.347 36 31.739 79
EE. UU. 40.794 131 85.979 21,4  Ucrania 1616 35 1.690 50
Federacion Rusa | 18.815 131 24.776 20,5 | Federacion Rusa 4211 29 5.631 47
China 113.545 84 331314 239 | Vietnam 1.598 18 7.004 6,8
Brasil 13.485 6,9 52.008 225 China 19.980 15 90.425 6,5
Vietnam 5.823 6,5 23911 23,1 Brasil 2.878 1,5 15.823 6,8
México 7.053 6,0 31.542 20,2 México 1.472 12 9.260 59
Egipto 4.288 55 14.969 123 Indonesia 1918 08 9.559 30
India 61.100 5.1 205.752 12,7 Bangladesh 1.140 08 7.410 37
Indonesia 12,057 50 50.725 15,8 Egipto 651 08 2.838 23
Bangladesh 6.966 46 32.729 16,2 India 8.490 0,7 37.173 23
Paquistan 7.484 43 25.969 9,6 | Paquistan 1.036 06 3.747 14
Nigeria 4.358 38 16.627 38 | Nigeria 332 0,2 1.437 03

Fuente: United Nations: World Population Prospects: The 2012 Revision: http://esa.un.org/unpp.

1.2 Impacto econoémico del cancer vesical:

Debido a las altas tasas de recidiva, necesidad de seguimiento intensivo y
tratamientos costosos, sumado a una alta tasa de supervivencia del tumor vesical
no musculo-infiltrante (TMVNMI), el manejo del cancer vesical supone un

importante impacto econdmico en los sistemas sanitarios.
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El cancer de vejiga representa el noveno cancer mas costoso en los Estados
Unidos con un coste estimado de $3.98 billones en el afio 2010 (43), lo que
representa cerca del 7% del gasto de todos los tipos de cancer.

El costo desde el diagndstico hasta la muerte se ha estimado entre $89,000 a
$202,000 por paciente (44), es el mas alto entre todos los tipos de cancer debido a
su alta tasa de recidiva, baja tasa de mortalidad y costes asociados con la
seguimiento y tratamiento de la enfermedad (44,45). Hasta el 60% de estos costes
se asocian con los controles y el tratamiento de las recidivas (46).

Las cistoscopias para el seguimiento, aunque sean realizadas bajo anestesia local,
representan el 13 % del coste total.

Los costes presentan una amplia variabilidad de acuerdo al sistema de salud de

cada pais (Tabla 6).

Tabla 6. Coste en euros del cuidado del cancer de vejiga (47).

Estados Unidos | Reino Unido | Suecia | Alemania | ltalia
Cistoscopia en el despacho 163 520 165
RTU Tm vesical 4348 2362 2200 2500 2242
Dosis unica de MMC 40 mg. 219 87 - - -
BCG 6 semanas 528 630 - - 975
Cistectomia 23451 8090 20570 15419 7222

BCG: Bacilo de Calmette-Guérin, MMC: Mitomicina C, RTU: reseccioén transuretral

Un estudio realizado en los Estados Unidos demostré las consecuencias
economicas de no realizar la prevencién de las recidivas en el tratamiento del
TMVNMI (48). A pesar de que el tratamiento con quimioterapia endovesical con
MMC perioperatoria tras la RTU de TMV ha demostrado una disminucion relativa
de aproximadamente el 35 % en la tasa de recidiva tumoral con un nivel de
evidencia 1 (49,50), su practica sigue infrautilizada. Mediante estimaciones

poblacionales de la incidencia de TMVNMI, se desarrollé un modelo de 2 afos para
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estimar el numero de recidivas evitables en pacientes no tratados con
quimioterapia intravesical perioperatoria. EI modelo estimé que 7,827 recidivas de
TMVNMI podrian ser evitadas si todos los pacientes recibieran quimioterapia
intravesical inmediata, lo que representa un ahorro econémico de $ 3,847 por
recidiva evitable, resultando en un ahorro total de $ 30,1 millones (48).

Aunque los costes de atencion médica asociados con la administracion de BCG no
se han evaluado rigurosamente, los estudios han sugerido que la induccion y el
mantenimiento con la terapia con BCG puede lograr ahorros de costes al disminuir
los riesgos de recidiva y sus tratamientos. Un estudio de coste-efectividad evalud
los costes totales de la instilacion de BCG y las complicaciones relacionadas con el
tratamiento en comparacidén con los atribuibles a recidivas, encontrando que los
costes disminuirian en $ 3,900 por intervalo sin recidiva de 5 afios desde la
administracion de la terapia intravesical con BCG (51,52).

Los gastos asociados a la cistectomia radical incluyen los costes de la preparacion
preoperatoria y después del procedimiento. El coste de la cistectomia radical
incluyendo linfadenectomia y la derivacion urinaria en un centro médico académico
es mayor a $ 30,000 (51). La introduccion de la cirugia robética como alternativa a
la cirugia abierta en centros con experiencia podria reducir los costes de estancia
hospitalaria y complicaciones, sin embargo esta afirmacidn aun no se ha
demostrado.

También debemos contar con el coste elevado de las complicaciones del
tratamiento del cancer vesical. El tratamiento de las complicaciones representa
hasta el 30% del coste total ($19,811): hasta un 26% ($16,934) para el TMVMI y

hasta un 4% ($2,312) para las complicaciones del TMVNMI (46).
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1.3 Anatomia Patolégica:

1.3.1 Generalidades

En el momento del diagndstico, el 70-85 % de los casos se diagnostica como
TMVNMI limitado a la mucosa (estadio Ta, CIS) y submucosa (estadio T1) y el
30%, como enfermedad con invasién muscular o TMVMI. En pacientes tratados
con una cistectomia radical por TMVMI, el 57 % tenia invasion muscular en el
momento de presentacion, en tanto que el 43 % habia sido diagnosticado
inicialmente de TMVNMI que progresé a pesar del tratamiento (53).
Aproximadamente un tercio de los pacientes diagnosticados de TMVMI presenta
metastasis no detectadas en el momento del tratamiento del tumor primario (53),
mientras que el 25 % de los que se someten a una cistectomia radical tiene
afectacion ganglionar en el momento de la intervencion quirurgica.

Las altas tasas de recidiva tumoral y las bajas tasas de progresién y mortalidad que
caracterizan a los TMVNMI, hacen que el tumor vesical sea un tumor con una alta
prevalencia.

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

a) El urotelio es la capa mas 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 unas 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. Capas internas reposan sobre una
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membrana basal o [amina propia. Separando la lamina 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.

1.3.2 Clasificacion TNM

Desde el punto de vista de clasificacion anatomopatologica, esta ampliamente
aceptada la clasificacion TNM (tumor, nodes o ganglios, metastasis) del afno 2002
de la Union Internacional Contra el Cancer 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 7) se

realiz6 en el afio 2009 (54).

Tabla 7. Clasificacion TNM 2009 de tumor vesical (54).

T- Tumor primario

Tx No se puede evaluar el tumor primario

TO Ausencia de datos de tumor primario

Ta Carcinoma papilar no invasivo

Tis Carcinoma in situ: “tumor plano”

T El tumor invade el tejido conjuntivo subepitelial

El tumor invade el musculo

T2 T2a Invasién del musculo superficial (mitad interna)
T2b Invasién del musculo profundo (mitad externa)
El tumor invade el tejido perivesical

T3 T3a Microscopicamente

T3b Macroscépicamente (masa extravesical)
Invasion de otras estructuras adyacentes

T4 T4a Invasion de la prostata, el atero o la vagina
T4b Invasion de la pared pelviana o abdominal

18



N- Ganglios linfaticos

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Ausencia de metastasis ganglionares regionales
N1 Metéastasis en un soélo ganglio linfatico de la pelvis menor

(hipogastrico, obturator, iliaco externo o presacro).

N2 Metéastasis en multiples 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 metastasis a distancia

MO Ausencia de metastasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

Figura 4. Estadio tumoral (T) del tumor vesical de acuerdo a la infiliracion vesical (Modificado de
Staging bladder cancer from Harvard Health publications, Harriet Greenfield 2011).
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1.3.3 Clasificacion histolégica

La clasificaciéon histologica de los tumores vesicales (Tabla 8) de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) fue modificada en el afo 2004. Su principal
contribucion es una descripcion histologica detallada de los diversos grados,

aplicando criterios citolégicos y estructurales especificos (54).
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Tabla 8. Clasificacion histolégica de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de la Sociedad
internacional de patologia urolégica (ISUP) (55,56)

Clasificacion de la OMS de 1973 (55) | Clasificaciéon de la OMS/ISUP de 2004 (56)

Lesiones planas

Hiperplasia (lesiones planas sin atipia o aspecto papilar)
Atipia reactiva (lesiones planas con atipia)

Atipia de importancia desconocida

Displasia urotelial

CIS

CIS

Lesiones papilares

Papiloma urotelial

Grado 1: bien diferenciado

Grado 2: moderadamente diferenciado

Grado 3: mal diferenciado Lesiones papilares

Papiloma urotelial (lesién benigna)

NUPBPM

Carcinoma urotelial papilar de bajo grado (BG)
Carcinoma urotelial papilar de alto grado (AG)

NUPBPM: Neoplasia urotelial papilar de bajo potencial maligno, CIS: carcinoma in situ

La clasificacion histolégica en grados segun la OMS de 1973 y 2004 poseen ambas
valor pronaostico, sin embargo determinar cual de las 2 clasificaciones ofrece una

mejor utilidad prondstica es controvertido.

Figura 5. Comparacion de las clasificaciones histoldgicas de los tumores vesicales. Clasificacion de
la OMS de 1973 vs. OMS de 2004 (54,57)

NUPBPM BAJO GRADO ALTO GRADO
I I I | OMS 2004

GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3
I I | OMS 1973

Mas del 90% de los tumores vesicales son CCT; el resto, son carcinomas

escamosos 0 adenocarcinomas.
Los tumores vesicales se consideran como TMVNMI (Tis-Ta-T1) o TMVMI (T2-T3-
T4) basandose en los hallazgos objetivados a la cistoscopia, reseccion transuretral

(RTU), estudios de imagen y hallazgos histopatolégicos. Alrededor del 50 al 70%
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de los tumores vesicales primarios son TMVNMI. La invasion de la lamina propia o
de la muscular corresponden al 28 y 24% respectivamente.

La clasificacion de la OMS del aiio 2004 diferencia entre las neoplasias uroteliales
papilares de bajo potencial maligno (NUPBPM) y los carcinomas uroteliales de bajo
y alto grado (54).

Las NUPBPM se definen como lesiones que carecen de caracteristicas citologicas
de malignidad, pero muestran células uroteliales normales en una configuracion
papilar. Aunque conllevan un riesgo insignificante de progresion, no son
completamente benignas y siguen presentando tendencia a recidivar.

Otro tipo son las lesiones planas limitadas a la mucosa, entre las cuales estan la
displasia urotelial, la atipia reactiva, la atipia de significado desconocido y el

carcinoma in situ (CIS) (Tabla 9).

Tabla 9. Clasificacion histolégica de las lesiones planas segun la OMS 2004 (54).

Lesiones planas y su clasificacion histolégica

* Proliferacion urotelial de potencial maligno desconocido.
(lesiones planas sin atipia o aspecto papilar).

* Atipia reactiva (lesiones planas con atipia).

* Atipia de significado desconocido.

* Displasia urotelial.

* CIS urotelial (se considera siempre una lesion de alto grado).

CIS: carcinoma in situ

De las lesiones planas destaca particularmente el CIS que corresponde siempre a
una lesién de alto grado. Habitualmente multifocal, puede estar presente en la
vejiga o también en el tracto urinario superior, uretra prostatica y otras
localizaciones (54,58).

Es importante mencionar la subclasificacion de los tumores vesicales T1 de

acuerdo a la profundidad y extension de la invasion tumoral en la lamina propia (59)
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basado en el reconocimiento de la existencia de una cierta estratificacion de la
mucosa vesical (T1a, T1b y T1c). Otros sistemas de subclasificaciéon T1 han sido
propuestas (T1m y T1e) para predecir el comportamiento de estos tumores (60).
Dicha subclasificacion no esta recomendada por la OMS y estda basada
principalmente en estudios retrospectivos.

La historia natural del cancer vesical se define por dos procesos separados, pero
relacionados: la recidiva y la progresién. La progresion representa el mayor riesgo
biolégico; no obstante, la recidiva, incluso sin progresion, representa una
importante morbilidad para el paciente, ya que requiere de reevaluacion periddica
(citologias de orina, cistoscopias y pruebas de imagen), resecciones transuretrales
repetidas, y a veces, instilaciones endovesicales. Las decisiones del tratamiento se
hacen en funcidn del estadio tumoral, el grado, tamafo, multiplicidad y patron 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 biolégico del tumor, un subgrupo no pequeno
de tumores superficiales desarrollara enfermedad musculo infiltrante y no todos los
infiltrantes se comportaran con la misma agresividad.

Por lo tanto el analisis histopatologico convencional de los tumores vesicales que
incluye la determinacién 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.
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1.4 Estratificacion en grupos de riesgo para recidiva/progresion en los TMVNMI:

La forma clasica de clasificar a los pacientes con tumores Ta y T1 consiste en
distribuirlos en grupos de riesgo segun los factores prondsticos derivados de
analisis multifactoriales. Con esta técnica se propuso distribuir a los pacientes en
grupos de riesgo bajo, intermedio y alto (54). 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
progresion en pacientes concretos, la Organizacion europea para la investigacion y
el tratamiento del cancer (EORTC, European Organization for Research and
Treatment of Cancer) elaboré un sistema de puntuacioén y tablas de riesgo basadas
en los resultados de 2596 pacientes con tumores TaT1 que fueron aleatorizados en
7 ensayos para determinar los riesgos individuales de recidiva y progresion (61).
Estos pacientes no recibieron tratamiento de mantenimiento con BCG ni tampoco
re-RTU, limitando la utilidad del estudio. Recientemente, la EORTC ha publicado
una actualizacion del modelo que incluye pacientes tratados durante 1-3 afios con
BCG de mantenimiento, pero han sido excluidos los pacientes con CIS y no se ha

realizado re-RTU en los pacientes de alto riesgo (62).

El sistema de puntuacidon esta basado en los seis factores clinicos y

anatomopatoldgicos mas importantes:
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* Numero de tumores.

» Tamafno 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 10.

Tabla 10. Ponderacion utilizada para calcular las puntuaciones de recidiva y progresion (54).

Factor Recidiva Progresién
Numero de tumores

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

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

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

Categoria

Ta 0 0
T 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 0-28

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 segun el sistema de puntuacion y tablas de riesgo de la

EORTC (Tabla 11).
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Tabla 11. Probabilidad de recidiva y progresion segun la puntuacion total (54).

Puntuacién Probabilidad de recidiva Probabilidad de recidiva Grupo de riesgo
de recidiva al cabo de 1 afo al cabo de 5 afios de recidiva
% (IC del 95 %) % (IC del 95 %)
0 156 (10-19) 31 (24-37) Riesgo bajo
1-4 24 (21-26) 46 (42-49) Riesgo intermedio
5-9 38 (35-41) 62 (58-65) Riesgo alto
Puntuacién Probabilidad de progresién Probabilidad de progresion  Grupo de riesgo
de progresién al cabo de 1 aio al cabo de 5 afos de progresién
% (IC del 95 %) % (IC del 95 %)
0 0,2 (0-0,7) 08 0-1,7) Riesgo bajo
2-6 1 (0,4-1,6) 6 (5-8) Riesgo intermedio
7-13 5 (4-7 %) 17 (14-20) Riesgo afto
14-23 17 (10-24) 45 (35-55)

Para facilitar las recomendaciones terapéuticas es importante categorizar a los
pacientes en grupos de riesgo. Basado en factores prondsticos y particularmente
en las tablas de riesgo de la EORTC, las guias de la EAU han recomendado

estratificar a los pacientes en 3 grupos de riesgo (Tabla 12).

Tabla 12. Estratificacién del tumor vesical en grupos de riesgo segun la EAU basado en las tablas
de riesgo de la EORTC (54).

GRUPOS DE RIESGO Caracteristicas del tumor

Bajo riesgo Tumor primario, unico, Ta, G1 (NUPBPM, BG), <3cm, no CIS.

Riesgo intermedio Todos los tumores no definidos en las otras dos categorias
(entre las categorias de bajo y alto riesgo).

Cualquiera de las siguientes:

Alto riesgo : (T;13 (AG).
e CIS.

e Mudltiple, recurrentes y >3 cm Ta, G1G2
(deben estar presentes todas las condiciones en este punto)

NUPBPM: Neoplasia urotelial papilar de bajo potencial maligno, CIS: carcinoma in situ, AG: alto grado, BG:
bajo grado.
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Estos grupos de riesgo proporcionan el marco para protocolos de
seguimiento/control, terapias intravesicales adyuvantes y orientacién sobre cuando
continuar o abandonar el tratamiento conservador y proceder con una cistectomia
radical (63). La ultima actualizacion de las guias de la asociacion americana de
urologia (AUA) han adoptado un sistema similar de grupos de riesgo, en el cual han
incluido la variable tratamiento previo con terapia intravesical con BCG en el
prondstico (64).

El Club Urolégico Espafiol de Tratamiento Oncoldgico (CUETO) ha establecido un
modelo de puntuacidén para pacientes tratados con BCG que permite predecir el
riesgo de recurrencia y progresion a corto y largo plazo (65). Este modelo se basa
en 7 factores prondsticos (sexo, edad, recidivas previas, numero de tumores,
categoria T, asociaciéon de CIS y grado tumoral). El riesgo calculado de recurrencia
y progresion de las tablas CUETO es menor que las de la EORTC, probablemente
debido a una instilacion mas eficaz en los estudios individuales en los que se basé

el sistema.

1.5 Diagnostico del cancer vesical:

La historia clinica es muy importante en el diagnéstico del cancer vesical dado su
asociacion con el habito tabaquico, factor de exposicidén a ciertas sustancias, etc.

El sintoma mas comun en los TMVNMI es la hematuria, sin embargo es posible la

asociacion de sintomas del tracto urinario inferior en los casos de CIS.
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1.5.1 Diagndstico por imagen:

1.5.1.1 Ecografia abdominal

La ecografia abdominal suele ser la primera exploracion que se realiza ante la
sospecha de TMVNMI (54), permite visualizar los tumores vesicales con una
sensibilidad de hasta 87.1%, especificidad de 98.1%, valor predictivo positivo de
94.4% vy valor predictivo negativo de 95.4% (66,67). Es una prueba rapida, no
invasiva y econdmica, que permite también valorar el tracto urinario superior, sin
embargo es operador dependiente y las lesiones pequefias (<5mm) o planas en
algunos casos no son posibles de visualizar, por lo que ante la sospecha de CIS es
imprescindible realizar una cistoscopia flexible. También presentan dificultad en el
diagnostico de las lesiones localizadas en la cupula o cuello vesical. Factores
como la obesidad y grado de distensidn vesical pueden afectar el diagndstico

mediante la ecografia abdominal.

1.5.1.2 Urografia intravenosa (UIV) y tomografia axial computarizada (TAC)

Los tumores de mayor tamaio pueden visualizarse como un defecto de llenado en
la vejiga y el compromiso de los meatos ureterales que produce obstruccion puede
detectarse como ectasia con ureterohidronefrosis. La UIV puede detectar estos
defectos de llenado y dilatacidn en el tracto urinario superior que pueden indicar la
presencia de tumor urotelial. El uso rutinario de la UIV esta cuestionado dada la
baja incidencia simultanea de tumores vesical y del tracto urinario superior, un
1.8% que puede aumentar hasta un 7.5% en los tumores localizados en el trigono
vesical (68).

La TAC con contraste se utiliza como una alternativa a la UIV convencional. En los

TMVMI y en los tumores del tracto urinario superior, proporciona mas informacion
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que la UIV. Es importante destacar que tanto la ecografia abdominal, la UIV y la

TAC con contraste no son capaces de diagnosticar el CIS ni otras lesiones planas.

1.5.2 Cistoscopia:

El diagnostico de cancer de vejiga depende del examen cistoscopico y la
evaluacion histologica del material extraido bien mediante biopsia o toda la pieza
tumoral. El diagnostico de CIS se hace utilizando la combinacion de cistoscopia,
citologia urinaria y evaluacion histoldgica de biopsias de vejiga multiples (54).

La cistoscopia puede realizarse de forma ambulatoria bajo anestesia local en la
consulta mediante el uso de instrumentos flexibles. Si tenemos un diagndstico
previo de imagen, podemos omitir la realizacion de la cistoscopia y pasar
directamente al tratamiento.

Los cistoscopios estandar para el diagnostico y seguimiento del tumor vesical
poseen luz blanca. En la ultima decada se ha introducido la fluorescencia a través
de derivados de las porfirinas, los cuales pueden mejorar la deteccion de lesiones
vesicales planas o CIS. Es posible su aplicacién tanto en cistoscopios rigidos como
en los cistoscopios flexibles (69).

El 5-alfa-aminolevulinico (5-ALA) y el acido hexil-amino-levulinico (HAL) son
sustancias empleadas para el diagnéstico fotodinamico (PPD) mediante una
instilacion vesical. El mas usado es el HAL, sustancia que es captada
mayoritariamente por las células neoplasicas del urotelio debido a que compite con
los betaaminoacidos y los aminoacidos gammaaminobutiricos. A nivel intracelular
se induce la acumulacién de protoporfirina IX, que es la sustancia fotosensible, la

cual se estimula mediante una luz violeta que la activa. Tras la activacién de la
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sustancia sensible se emite una luz roja fluorescente (longitud de onda de 600-700
nm) que nos permite evidenciar la lesion neoplasica.

(69). EI PDD mejora el contraste visual entre el tejido benigno y las lesiones
malignas mediante una acumulacién selectiva de porfirina rojo-fluorescentes,

principalmente protoporfirina IX (PplX), en las células malignas (70).

1.5.3 Citologia de orina:

La citologia urinaria se considera el marcador urinario no invasivo estandar, cuya
utilidad depende del desprendimiento de células tumorales a la orina y de su
correcta identificacion por un patolégo (71).

La muestra se puede obtener tras la miccidn espontanea o mediante la obtencion
de una muestra urinaria de células tumorales exfoliadas obtenidas tras lavado
vesical. Tiene una sensibilidad y especificidad razonable para la deteccion de los
tumores vesicales de alto grado, mientras que la sensibilidad para la deteccion de
los tumores de bajo grado es solo de 4% a 31% (72).

Por lo tanto, es util principalmente para los tumores G3/alto grado (sensibilidad de
hasta el 84%) o CIS (sensibilidad del 28-100%); sin embargo, un resultado negativo
no puede excluir la presencia de un cancer de bajo grado (54).

La positividad de una citologia puede indicar la presencia de tumor urotelial en
cualquier segmento del tracto urinario superior o inferior. La interpretacion de la
citologia es observador-dependiente (73). El analisis citolégico puede estar
afectado por un bajo rendimiento celular, infecciones del tracto urinario, la
presencia de litiasis o instilaciones intravesicales recientes. Sin embargo con

citdlogos con amplia experiencia, la especificidad puede superar el 90% (74). A
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pesar de todas sus limitaciones, su alta especificidad y relativo bajo coste han

convertido a la citologia urinaria en el marcador urinario usado habitualmente (71).

1.5.4 Test moleculares de orina:

El seguimiento y diagnéstico del tumor vesical muchas veces requiere de
exploraciones invasivas como la cistoscopia y el uso de la citologia de orina, la cual
tiene multiples limitaciones ya mencionadas. El objetivo del desarrollo de test
moleculares de orina es permitir un diagndstico con elevada especificidad y
sensibilidad de forma no invasiva y disminuir si es posible la realizacion de
cistoscopias innecesarias.

Los test moleculares de orina pueden ser utilizados no solo para el diagnostico sino
también para el cribado de la poblacion en riesgo, aunque dado la baja incidencia
del cancer vesical en la poblacion general y el elevado coste de estos test, de
momento no respresentan una prueba de cribado adecuada. EI TMVNMI suele
recidivar requiriendo el uso de la cistoscopia y citologias de orina para el control, la
cistoscopia es una prueba invasiva y las citologias de orina a pesar de su alta
especificidad, tienen una baja sensibilidad para los tumores de bajo riesgo (75).
Estos dos factores han obligado al desarrollo de los marcadores urinarios
moleculares en el cancer versical, sin embargo su uso rutinario no se ha
generalizado en la practica clinica. Se han descrito multiples test moleculares,
muchos de ellos aun estan en fase de investigacion. La Tabla 13 muestra un
resumen de los diferentes marcadores moleculares en orina para detectar el cancer

vesical.
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Tabla 13. Biomarcadores en orina para la deteccion del cancer vesical (76)(75)(71).

Marcador/Test Método de deteccion Sensibilidad | Especificidad
(%) (%)
NMP22 ELISA 56 86
UroVysion FISH 69-87 89-96
MicroRNA RT-PCR 75 75
Marcador epigenégetico Metilacién-especifica PCR 79-92 87-90
Antigeno tumoral vesical Inmunoensayo cualitativo 57-83 60-92
cualitativo (BTA-stat® )
Antigeno tumoral vesical cuantitativo | ELISA 62-91 65
(BTA-TRAK)
Immunocyt® citologiat+inmunofluorescencia | 66.7-84.9 62-84.7
Lewis X (Ag del grupo sanguineo) deteccién AC monoclonal 79.8 86.4
Accu-Dx (FDP) 68.4 79.6
TRAP (Telomerasa) PCR 90 88
Acido hialurénico (AH) ELISA 83.1 90.1
HYAL-1 ELISA 81.5 83.8
Survivina ELISA 75 100
BCLA-4 (proteinas matriz nuclear) ELISA 89-96.4 95-100
Analisis de Microsatélites/LOH 60-97 93
UPK3A ELISA 83 83

ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay (analisis por inmunoadsorcion con enzimas ligados), FISH: hibridacion
fluorescente in situ, NMP22: proteina de la matriz nuclear 22, Ag: antigeno, AC: anticuerpo, HYAL-1: hialuronidasa 1, PCR:
Polymerase Chain Reaction (reaccién en cadena de la polimerasa), RT: transcriptasa reversa, FDP: Productos de
degradacién de la fibrina y fibrindbgeno, UPK3A: uroplaquina 3A.

Ninguno de los tests de orina puede sustituir a la cistoscopia. Sin embargo, la
citologia urinaria o marcadores moleculares en orina se pueden utilizar como
complemento de la cistoscopia para detectar tumores invisibles, especialmente CIS
u otras lesiones planas.

Recientemente se han combinado 3 marcadores moleculares en orina: la mutacion
del receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblasto (FGFR3), la mutacion de la
telomerasa transcriptasa inversa (TERT) y el ensayo de metilacion OTX1 para el
seguimiento de los pacientes con TMVNMI de bajo grado con una sensibilidad para
la deteccidn de recidivas de un 57% (que aumenta al 83% para la detecciéon de
recidivas en tumores pT1 o TMVMI) y de 72% para los TMVNMI de alto grado (77).
Los objetivos de esta combinacion fueron sustituir la realizacion de las cistoscopias
flexibles para el seguimiento de los pacientes con TMVNMI de bajo grado y
detectar de forma precoz el potencial de invasion y recidiva en el seguimiento de

los pacientes tras una reseccion de un TMVNMI de alto grado.
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Con esta combinacon se logré obtener una sensibilidad superior a la citologia

urinaria para la deteccion de TMVNMI de bajo grado (57% vs 4-31%).

1.6 Tratamiento del tumor vesical no musculo-infiltrante (TMVNMI):

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

El objetivo de la RTU de TMV es la extraccion completa de todas las lesiones
visibles y la realizacion de un adecuado diagndstico anatomopatolégico para
posteriormente de acuerdo al tipo de tumor establecer el correcto manejo del
paciente (54). Es fundamental la calidad de la RTU de TMV, no s6lo debe ser
completa, sino que debe incluir una buena representacion de la capa muscular; la
ausencia de representacion muscular esta asociada con un mayor riesgo de
recidiva precoz (78).

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 recidiva vesical después de la reseccion
inicial fue del 80% (79). Los pacientes con mayor riesgo de desarrollar recidiva son
aquellos que tienen tumores grandes, menos diferenciados, tumores multiples o
vinculados con una sobreexpresion del p53 nuclear (80). Ademas, los pacientes
que tienen CIS tienen un riesgo mas alto de tener recidiva y de progresion tumoral

(79,81,82).

La Figura 6 resume el tratamiento estandar del tumor vesical.
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Figura 6. Tratamiento del tumor vesical.

| Diagnéstico

RTU de TMV +/- instilacion de MMC

| Re-RTU |
10, Ta, T1, CIS [(2 |
| Induccion BCG
v
Cistoscopia (+) Cistoscopia (-) | Cistectomia radical

A

\L‘ RTU | BCG de mantenimiento |
| (post. 2da induccion de BOG) 4
[ | |

[taTics] [12] [T70] [T

TMV: tumor vesical, RTU: reseccion transuretral, CIS: carcinoma in situ, MMC: Mitomicina-C
Modificado de Zuiverloon et al. Eur urol 2011;(2012):129

Los pacientes que requieren de una forma de tratamiento mas agresiva, son
aquellos que presentan enfermedad recidivante multifocal extensiva o cualquier
otro factor prondstico no favorable. La cistectomia parcial solo se aplica a una
pequena minoria de pacientes debido a la multifocalidad o tendencia del carcinoma
vesical de comprometer multiples regiones de la mucosa.

Recientemente ha despertado el interés de la RTU de TMV "en bloque" como una
alternativa a la RTU de TMV clasica. La RTU "en bloque" aporta una amplia
muestra de tejido muscular (en el 97% de los casos) y una muestra de tejido
tumoral en bloque lo cual puede facilitar el analisis. Sus objetivos son mejorar la
calidad de la reseccidn, disminuir las tasas de complicaciones perioperatorias y
disminuir las recidivas tumorales (83,84). Se ha descrito la técnica con diferentes

fuentes de energia ademas de las fuentes de energia clasicas monopolar y bipolar,
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se han empleado el laser de holmio, tulio y el verde. La morbilidad y
complicaciones no varian respecto a la RTU tradicional, tampoco los resultados
oncologicos. No existen estudios del impacto de la RTU "en bloque" y la recidiva
tumoral (83,84).

De la misma forma como se podia emplear el PPD para el diagndstico durante la
realizaciéon de la cistoscopia también se puede emplear durante la RTU de Tm
vesical, para delimitar mejor las lesiones papilares o para detectar lesiones planas
o de CIS. EI PPD tiene una mayor sensibilidad que la endoscopia de luz blanca
(93% vs. 65%) sin embargo, tiene una menor especificidad (63% vs. 81%) (85).
Otra modificacion de la vision endoscopica se obtiene con el NBI (Narrow Band
Imaging) que es una cromoendoscopia digital que permite una valoracion mas
detallada de la superficie mucosa y de su patron vascular, facilitando la
diferenciacion entre el urotelio normal y las lesiones hipervasculares tumorales
(86). Tiene la ventaja de ser mas economica frente al PPD y si se dispone de la
torre de endoscopia con esta funcién no es necesaria la administracion de ningun
farmaco endovesical.

Se han descrito otros tratamientos como la fulguracion de pequefas lesiones en
pacientes con antecedentes de tumores pequefios de bajo grado, la cual puede
realizarse de forma ambulatoria bajo anestesia local (87).

En pacientes con tumores TaT1, las biopsias aleatorias no estan recomendadas de
manera rutinaria. La probabilidad de detectar CIS en los tumores de bajo riesgo es
extremadamente baja (<2%) (88) .

En pacientes con CIS, tumores exofiticos de apariencia no papilar, tumores de alto
riesgo y citologias de orina positivas puede estar indicado la toma de biopsias

vesicales multiples randomizadas (89) . Ha sido descrita la afectacion de la uretra
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prostatica en el TMVNMI (90) que puede ser de hasta un 11.7%, principalmente en
los tumores localizados en el trigono o en el cuello vesical que asocien CIS y
tumores multiples (90), por lo que en algunos casos la biopsia de la uretra

prostatica estaria indicada.

1.6.1 Indicaciones de re-RTU

En determinados casos esta indicada una segunda RTU principalmente en los
casos de una reseccion inicial incompleta con lesion tumoral residual que impide un
correcto diagnostico. Debemos sospechar en una reseccidn incompleta en los
casos de tumores multiples o de gran tamafio o cuando el patdlogo no informa de
la presencia de tejido muscular en el tumor resecado. En estos casos un tumor
invasivo puede no ser diagnosticado durante la RTU inicial, siendo infraestimado
por lo que se recomienda una segunda RTU o re-RTU (91).

Las indicaciones de una segunda RTU se resumen en la Tabla 14. No existe
consenso en relacion al momento adecuado de su realizacion, sin embargo. la
mayoria de autores recomiendan llevarla a cabo tras 2-6 semanas de la RTU

inicial.

Tabla 14. Indicaciones de re-RTU de tumor vesical segun la EAU y la AUA.

Reseccion inicial incompleta.

Tumores T1.

EAU Tumores de alto grado/G3 - excepto CIS primario.

Ausencia de representacion muscular en la muestra - excepto TaG1 y CIS primario.

Reseccion inicial incompleta.

Tumores de alto riesgo (recidiva,multifocal,>3cm) Tumores de alto grado Ta.
AUA Tumores T1.

Variantes histolégicas .

(micropapilar, nested, plasmocitoide, neuroendocrino, sarcomatoide).

CIS: carcinoma in situ, EAU: asociacion europea de urologia, AUA: asociacion americana de urologia.
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1.6.2 Tratamiento adyuvante

El tratamiento adyuvante con quimioterapia intravesical con Mitomicina C,
epirubicina 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. De acuerdo a las ultimas guias de la Asociacion Europea de
Urologia (54) las indicaciones de quimioterapia intravesical en los pacientes con
TMVNMI son:

- Unica instilacién inmediata de quimioterapia postoperatoria: sélo se benefician los
pacientes con una tasa previa de recidiva menor o igual a 1 recidiva por afo y
aquellos con una puntuacion de recidiva de la EORTC < 5.

- Instilaciones adicionales con quimioterapia intravesical disminuyen la tasa de
recidiva en los pacientes con riesgo intermedio.

En la siguiente tabla se resumen los resultados los resultados del tratamiento con
terapia intravesical (quimioterapia o inmunoterapia) vs. no terapia intravesical (sélo

RTU de tumor vesical) en el TMVNMI (Tabla 15) (92).
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Tabla 15. Resumen de los resultados del tratamiento con terapia intravesical vs. no terapia
intravesical (s6lo RTU de tumor vesical) en el TMVNMI.

Terapia Mortalidad Mortalidad especifica Recidiva del Progresion del
intravesical | (todas las causas)| por cancer vesical cancer vesical cancer vesical
1 ensayo, RR 0.62, IC |3 ensayos, RR 4 ensayos, RR 0.39,
BCG No ensayos del 95% 0.32-1.19 0.56, IC del 95% IC del 95% 0.24-0.64,
0.43-0.71, I =0% 1°=40%

1 ensayo, HR 1.17, |1 ensayo, HR 0.71, IC |11 ensayos, RR 7 ensayos, RR 0.65,

MMC IC del 95% 0.89- del 95% 0.34-1.46 0.68, IC del 95% IC del 95%0.38-1.11,
1.53 0.55-0.83, I" =74% |I"=0%
2 ensayos, RR 2 ensayos, RR 2.35,IC

1.83, IC del 95% del 95% 0.25-21.6y 10 ensayos, RR 5 ensayos, RR 1.03,
Doxorrubicina |0.78- 4.28 y RR RR 0.97,IC del 95% 0.80, IC del 95% IC del 95% 0.72-1.46,

0.93, IC del 95%  |0.54-1.76 0.72-0.88, I° =46% |I°=0.0%
73-1.18
Epirubicina 9 ensayos, RR 8 ensayos, RR 0.79,
No ensayos No ensayos 0.63, IC del 95% IC del 95% 0.48-1.30,
02.53 to 0.75, 1°=27%
1"=64%
1 ensayo, RR 0.50, |1 ensayo, RR 1.00, IC
Gemcitabina IC del 95% 0.13- del 95% 0.06-15.8 1 ensayo, RR 0.98, |1 ensayo, RR 3.00,
2.00 IC del 95% 0.70- IC del 95% 0.32-28.4
1.36
1 ensayo, RR 1.00, |1 ensayo, RR 1.00, IC |3 ensayos, RR 2 ensayos, RR 0.33,
Interferén-alfa |IC del 95% 0.15- del 95% 0.15-6.75 0.75, del 95% Ig) del 95% 0.14-0.76,
6.75 0.53-1.06, I =50% |1°=0%

1 ensayo HR 1.61, IC
del 95% 0.59-4.30

1 ensayo, HR 0.99, | (multi-instilaciones) y |5 ensayos, RR 1 ensayo, RR0.92, IC
Tiotepa IC del 95% 0.56- HR 1.73, IC del 95% 0.78, IC del 95% del 95% 0.13-6.36
1.82 0.65- 4.63 (instilacion | 0.58-1.06, I =69%
Unica)

BCG: bacilo de Calmette-Guérin; MMC: mitomicina C; IC: intervalo de confianza; RR: riesgo relativo; HR: hazard ratio

1.6.3 Indicaciones del tratamiento con instilaciones con BCG

Deberian recibir tratamiento con BCG los pacientes con tumores de alto grado,
tumores T1, CIS, tumores multiples, grandes y por ultimo los pacientes con
multiples recidivas tumorales.

La terapia con BCG disminuye el riesgo de recidiva y progresion (93), sin embargo
no aumenta la supervivencia (94).

La ultima versién de las guias de la Asociacion Europea de Urologia (EAU) para el

tratamiento del TMVNMI con BCG propone las siguientes recomendaciones:
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* En pacientes con tumores de riesgo intermedio o alto riesgo la terapia

intravesical con BCG después de la RTU de tumor vesical reduce el riesgo

de recurrencia, es mas efectiva que el tratamiento con RTU sola o que la

RTU + quimioterapia intravesical.

* Para obtener una eficacia 6ptima, es importante la terapia de mantenimiento

con BCG. La duracion del mantenimiento con BCG en los pacientes con

tumor vesical de alto riesgo es de 3 afos, mientras que en los pacientes de

riesgo intermedio seria de 1 afo.

La Tabla 16 resume las indicaciones de terapia intravesical (quimioterapia o

inmunoterapia) en el tratamiento del TMVNMI.

Tabla 16. Indicaciones de terapia intravesical en el TMVNMI segun la EAU y la AUA.

Bajo riesgo-riesgo intermedio: una instilacion inmediata de quimioterapia post-RTU.
Riesgo intermedio: induccién con BCG o QT.
Mantenimiento por maximo 1 afio recomendado en aquellos que respondan a la

EAU induccion con QT.
Mantenimiento por 1 afo recomendado en aquellos que respondan a la induccién
con BCG.
Alto riesgo: induccion con BCG y mantenimiento con BCG por 1-3 afos.
Bajo riesgo-riesgo intermedio: una instilacién inmediata de quimioterapia post-RTU.
Bajo riesgo: no ofrecer induccion con quimioterapia.
Riesgo intermedio: considerar induccién con QT o inmunoterapia.
Mantenimiento puede usarse en aquellos que respondan a la induccién con QT.
AUA Mantenimiento debe ser considerado por 1 afio en aquellos que respondan a la

induccion con BCG.
Alto riesgo: induccion con BCG y continuar mantenimiento con BCG por 3 afios,
segun tolerancia.

BCG: bacilo de Calmette-Guérin, EAU: asociacion europea de urologia, AUA: asociacién americana de urologia,
RTU: reseccion transuretral, QT: quimioterapia.

Aunque la BCG es un tratamiento muy eficaz, existe el consenso de que no todos

los pacientes con TMVNMI deben ser tratados con BCG, debido al riesgo de

toxicidad. En ultimo término, la eleccién del tratamiento depende del riesgo de

recidiva y progresion del paciente (54).
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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.

Hasta un 90% de los pacientes pueden experimentar efectos secundarios locales,
como son los sintomas de cistitis (disuria, polaquiuria y hematuria ocasional)
(95,96). Se observan efectos adversos graves en menos del 5 % de los pacientes
y pueden tratarse con eficacia en casi todos los casos (97).

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, casos con hematuria ni tras un sondaje traumatico.

1.6.4 Eficacia del tratamiento con instilaciones con BCG

La administraciéon de BCG intravesical después de la RTU de TMV se compard con
tratamiento s6lo con RTU de TMV, en pacientes con lesiones Ta y T1. El
tratamiento con BCG retardo la evolucion a enfermedad muscular infiltrante o
metastasica, mejord la preservacion de la vejiga y disminuyo el riesgo de muerte
por cancer de la vejiga (98). 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 (99-101).

Un estudio aleatorio llevado a cabo por el Grupo Sueco-Noruego sobre el Cancer
de vejiga comparo el tratamiento intravesical de dos afios con MMC, versus BCG
en pacientes con alto riesgo de recidiva o progresion. En cinco afos, se notdé una

importante mejoria en cuanto a la supervivencia sin enfermedad en el grupo tratado
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con BCG (P=0,04); sin embargo no se encontrd diferencia alguna en cuanto a la
evolucion del tumor o la supervivencia general entre los dos grupos (102).

Varios metaanalisis han demostrado la eficacia del BCG en los tumores vesicales
TaT1. En cuatro metaanalisis se confirmd que la BCG despues de la RTU es
superior a la RTU aislada o a RTU y quimioterapia en lo que respecta a prevenir las
recidivas de los tumores TaT1 (103-105).

Se demostro en dos metaanalisis que el tratamiento con BCG previene, o al menos
retrasa, el riesgo de progresion del tumor (106,107) . 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 CIS (107).

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

intravesical (108,109).

1.6.5 Valoracion de la respuesta al tratamiento con instilaciones con BCG

La respuesta al tratamiento con BCG es impredecible, por lo que es muy
importante encontrar biomarcadores que puedan ser capaces de predecir el grupo
de pacientes con riesgo de fracaso del tratamiento o de los pacientes que tengan
mas riesgo de presentar efectos secundarios (110).

La determinacion de p53, una proteina bien conocida que participa en el ciclo
celular y en la regulacion de la apoptosis, representa uno de los marcadores
moleculares mas estudiados cuya expresion no ha demostrado relacion con la tasa
de recidiva tras el tratamiento con BCG, a pesar de que su expresion elevada se

relaciona con un menor tiempo hasta la recidiva (111-113) o progresion (111,113—
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115), sin embargo esta asociacion no ha sido demostrada en otros estudios
(116,117).

ki-67 es una proteina nuclear de proliferacién celular que no ha demostrado ser un
marcador predictivo independiente de recidiva (111,112).

Marcadores como CD68 que es un marcador de macréfagos o TAMs (presencia de
macréfagos asociados al tumor) y otras moléculas (ezrin, HSP90, CD83 y Cox2)
requiren aun una validacién. Otras técnicas como el estudio de expresiéon de genes
y alteraciones epigenéticas del tumor antes del tratamiento podrian ser alternativas
en la busqueda de biomarcadores que puedan predecir la respuesta a la
inmunoterapia con BCG (110).

En cuanto a los marcadores urinarios, la monitorizacion de los niveles de IL-2
durante el tratamiento parece una alternativa para determinar la respuesta al
tratamiento (otros marcadores como la IL-8, TNF-alfa e IL-18); la unica desventaja
de estos marcadores es el hecho de que estos marcadores no son capaces de

predecir la respuesta al tratamiento antes de la terapia (118).

1.6.6 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, fue
comunicada hace mas de 40 afios por Morales y cols (119).

A pesar de que se dispone de una amplia experiencia clinica con el Bacillus
Calmette-Guérin para el tratamiento del cancer de vejiga, el mecanismo de su
efecto terapéutico aun esta bajo investigacion. Esta claro que la BCG funciona a
través de la activacion del sistema inmune e induccion de una respuesta

inflamatoria. Los resultados de estudios recientes sugieren que en la inmunoterapia

41



con BCG participa no solo la inmunidad innata sino que también la inmunidad
adquirida puede desempefiar una papel importante.

Un metanaanalisis reciente (92) sobre las terapias intravesicales en el tratamiento
del TMVNMI (BCG, mitomicina-C, gemcitabina, tiotepa, valrubicina, doxorubicina,
epirubicina e interferén) no demostré diferencias entre la BCG versus MMC en en
cuanto al riesgo de recidiva (RR 0.95, 95% CI 0.81-1.11), pero la BCG se asoci6
con una disminucion del riesgo de recidiva del 20% en el subgrupo de los ensayos
de terapias de mantenimiento (RR 0.79, 95% CI 0.71- 0.87).

Existe una sélida evidencia a favor del uso de la terapia de mantenimiento para
obtener el maximo beneficio de la terapia con BCG (120-122).

La terapia con BCG se asocia con un elevado porcentaje de efectos adversos
locales y sistémicos en comparacion con otros agentes intravesicales. Un ensayo
clinico comparativo no encontro diferencias entre la dosis estandar y baja de BCG
para la recidiva, progresion o mortalidad (92). La BCG es el unico agente asociado

con una disminucion del riesgo de progresion versus RTU sola (92).

Respuesta inmune a la BCG:

La vejiga es un compartimento mucoso confinado, lo que permite mantener
elevadas concentraciones de BCG y asi poder lograr a largo plazo una activacion
inmune continua, ejerciendo una estimulacion innata local, teniendo una amplia
reactividad cruzada y mas memoria originada a partir de un reordenamiento de
genes (123).

La inmunoterapia representa una estrategia de tratamiento técnicamente factible
para el cancer de vejiga por multiples razones (124). Los tumores de la vejiga

poseen uno de los indices mas altos de mutacion de todos los tumores humanos y
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son muy antigénicos (125). Otras ventajas incluyen la capacidad de lograr un
contacto directo entre los agentes terapéuticos y el tumor a través de la
administracion intravesical, la exposicion sistémica tedricamente esta limitada y la
capacidad de monitorizar la respuesta al tratamiento mediante la cistoscopia, la
biopsia y la monitorizacién no invasiva de células y biomarcadores urinarios (124).
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, esta se internaliza en el urotelio y
en las células tumorales vesicales en un proceso fibronectina dependiente mediado
por integrinas (126,127). La proteina de union a la fibronectina (FAP) media la
unidn de la BCG a las células tumorales vesicales y a la pared vesical.
Recientemente Sinn y cols (128) 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 (Figura 7).

Para un tratamiento efectivo con BCG es necesario un sistema inmune intacto, la

BCG y contacto de la misma con las células tumorales vesicales.
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Figura 7. Modelo de mecanismo de accion de la BCG en el cancer vesical.

Procesamiento por las

. o Citotoxicidad directa
células dendriticas

Destruccion de las células
neoplasicas

BCG: bacilo de Calmette-Guérin, IL: interleucina, GM-CSF: factor de estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos,
TNF: factor de necrosis tumoral, ICAM-1: moléculas de adhesion intracelular, NK: natural killer, INF: interferén,

MHC: complejo principal de histocompatibilidad, TRAIL: ligando relacionado con TNF en la induccion a la apoptosis.
(Modificado de: The mechanism of action of BCG therapy for bladder cancer. Nat Rev Urol. 2014;11:155).

Citocinas involucradas:

La interaccion de la BCG con las células uroteliales desencadena cambios
inmunoloégicos importantes, incluidos la liberacion masiva de citocinas a la orina de
los pacientes tratados como la interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-17 (129), factor de
estimulacion de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor de necrosis
tumoral (TNF) y el aumento de las moléculas de adhesion intracelular (ICAM)-1
(130,131).

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 neutrdfilos y los
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linfocitos T, asi como sefales de activacion como ICAM-1, acido graso sintetasa
(FAS), CD40, etc (130,132,133). Niveles elevados de produccién de IL-8 se
asocian a una mejor respuesta clinica a la BCG (134,135).

Es posible aumentar la respuesta Th1 asociando la administracion de BCG a
citocinas como el IFN-2a3 (136).

Como se menciond previamente es posible monitorizar los niveles de IL-2 en orina
durante el tratamiento con BCG para determinar la respuesta del mismo (también la
IL-8, TNF-a, e IL-18); sin embargo estas determinaciones no son capaces de

predecir la respuesta al tratamiento antes de la terapia (118).

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 neutrdfilos,
seguido de macrofagos (5-10%) y células NK (1-3%) (137). Los neutrdéfilos
secretan grandes cantidades de citocinas que activan varias células efectoras.

La induccion en las células tumorales de ICAM-1, moléculas del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) de clase | y clase Il, es importante para eliminar
estas células. Se necesitan 5 o 6 instilaciones de BCG para inducir estas
reacciones inmunes y una respuesta clinica (138,139).

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 (140), células killers activadas por linfocinas (LAK) (140,141), células
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NK activadas por BCG (142—-144), células T CD8+ CD-1-restringidos (145), células
T yo (123,146,147), células T NK (123,147,148), neutrdfilos (140,149,150) ,
macroéfagos (151,152), células T CD8+ restringidas por el MHC y células T CD4+
(153-156). De estas células, los linfocitos T son considerados las células efectoras
mas efectivas responsables de eliminar las células tumorales (157).

Las ceélulas "profesionales" presentadoras de antigenos como son las células
dendriticas y los macréfagos pueden capturar, procesar y presentar no solo las
micobacterias sino también los antigenos apoptéticos de las células tumorales a los
linfocitos T (Figura 8).

Se ha postulado que las células dendriticas inician la activaciéon de las células T
tras la administracion de BCG. Células dendriticas inmaduras han sido identificadas
en la orina de pacientes tratados con BCG (158).

In vitro, las células dendriticas que han sido expuestas a las BCG pueden activar a
las células NK y a las células T yd, e inducir la actividad citotoxica en contra de las

células tumorales vesicales infectadas con BCG (123,160).

Figura 8. Principales células que participan en la respuesta inmune inducida por la inmunoterapia
intravesical con BCG (161). (Modificada de: Immunotherapy for Urothelial Carcinoma: Current
Status and Perspectives. Cancers 2011;3:3055-72).
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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 (153).

El papel de los linfocitos ha sido estudiado ampliamente; en el modelo de cancer
vesical en ratones, se ha observado que la BCG no tiene ningun efecto terapéutico
en los ratones atimicos y que su eficacia puede restaurarse mediante una
transferencia de esplenocitos sensibilizados a la BCG (162).

La mayoria de linfocitos en la orina de los pacientes tratados con BCG son
linfocitos T, principalmente CD4+, lo mismo ocurre en el infiltrado de la mucosa
vesical meses después del tratamiento con BCG (163,164). Sin embargo, a pesar
del predominio de linfocitos CD4+, también es necesaria la participacion de los
linfocitos T CD8+.

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

infiltracion de células CD8+ después de la terapia con BCG (155).

Papel de los macrofagos, expresion de moléculas inductoras de apoptosis y
citocinas en la respuesta inmunolégica:

Los macrofagos juegan un papel importante no sélo 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 (156).

Podemos encontrar macréfagos en la orina de pacientes tratados con BCG asi
como un infiltrado a nivel de la pared vesical.

La terapia con BCG puede dar como resultado una estimulacidon 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
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el ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral
(TRAIL) en macrofagos (165-167).

Las citocinas Th1 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 (168,169), pudiendo dichas citocinas estimular la actividad
citotéxica de los macrofagos en contra de las células tumorales vesicales. Otras
citocinas como la IL-10 pueden tener accion inhibitoria sobre la actividad citotdxica
de los macréfagos (170).

En contraste, Ayari y cols (171) comunicaron que elevados niveles de infiltracion
tumoral por células dendriticas CD83+ y macrofagos CD68+ antes de la terapia con
BCG estaban asociados a un elevado riesgo de recurrencia. Estos resultados
podrian ser explicados por un cambio favorable de respuesta Th1 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 (171).

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-1B3, pueden reclutar
varias células inmunes (135,172-175). 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 (176), y TLR9 (177) e induce la produccion de IFN-y
por la células dendriticas via TLR2 (178). La BCG es capaz de inducir también la
expresion de TRAIL en los neutrdfilos (179). Niveles elevados de proteina TRAIL
en la orina de pacientes con cancer vesical tratados con BCG estan asociados con

una respuesta favorable al tratamiento (180).

48



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 patrén de citocinas Th1 (Figura 9) (181).

Figura 9. Factores que inhiben la funcién citolitica y promueven la resistencia tumoral incluidas la
citocinas tipo Th2 y las células T reguladoras. Cuando existe predomino de citocinas Th1 se
promueve la actividad citolitica. (Modificada de: The immunotherapy of prostate and bladder cancer.
BJU int 2005;96:728-735) (181).

Regresion tumoral Resistencia tumoral

Th1 Th2, células T reguladoras
IL-12 't’4 0
Interferon-y LT
TNF-a TeFp

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 (153).

En realidad, con mayor control del patron de citocinas Th1 dominado por el
interferon-y e IL-12 se desvia hacia un patrén Th2 con IL-10 (182).

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 (183).

La citotoxicidad BCG-especifica de las celulas NK puede ser estimulada con la IL-

12 o IFN-y, e inhibida por la IL-10 (184).
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1.6.7 Mecanismos de escape del sistema inmune
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 | juega
un papel critico en el reconocimiento y la lisis de células tumorales por los linfocitos
T citoliticos (CTLs) y defectos en la presentacion de antigenos podrian permitir a
los tumores escapar a la accién de CTLs (185). El down-regulation del HLA de
clase | en las células tumorales perjudica la presentacion de antigenos tumorales y
su péptido al sistema inmune (186). El HLA de clase | presenta down-regulation en
aproximadamente el 30% de las neoplasias vesicales (187,188). Este es un factor
prondstico significativo en los pacientes sometidos a inmunoterapia con BCG (155).
Se sugiere que las células tumorales con down-regulated HLA de clase | 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 citotdxica de
las células T de las ratas en las células tumorales con baja expresion de MHC de
clase |, estuvo disminuida comparada con la de las células tumorales con alta
expresion de MHC de clase | (189). Otro estudio reciente utilizando muestras
quirurgicas de cancer de vejiga humano ha demostrado cambios en la expresion de
HLA de clase | durante el desarrollo tumoral (190). Esto sugiere que la
inmunoterapia estimula un nuevo ciclo de fuerte inmunoseleccién, eliminando las
células con bajo HLA y/o cambios en este, sin embargo las células tumorales con
alteraciones mas importantes del HLA de clase | pueden escapar a la accion del

sistema inmune y desarrollar tumores recurrentes. Por lo tanto, es esencial no solo
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analizar los mecanismos de escape del sistema inmune, sino también desarrollar
un enfoque de inmunoterapia dirigidas a inhibir el escape, por ejemplo estimular

upregulation de las moléculas HLA clase | en las células tumorales (191).

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

Las células reguladoras T (Tregs) son una subpoblaciéon 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 (192). En contraste, Winerdal y cols (193) comunicaron que la infiltracién
de Tregs en el cancer vesical también se asocido con un mejor pronostico. 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
gue expresan una variedad de marcadores de superficie como CD11c+, CD11b+,
CD33+, CD34+ y CD15+. La presencia de estas células también se correlaciona
positivamente con la incidencia de recurrencia o enfermedad metastasica en los
pacientes (192). Eruslanov y cols (194) han demostrado que la activacion de las
células mieloides inflamatorias inhibiendo la proliferacién 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
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estudios para confirmar estos resultados, examinar los mecanismos que subyacen

en los detalles e investigar el impacto prondstico en la supervivencia.

1.6.8 Fracaso del tratamiento del TMVNMI y necesidad de cirugia radical

La progresiéon de los TMVNMI (Ta-T1) a TMVMI (T2) se ha comunicado entre un
6% y un 25% en los tumores Ta y entre un 27 % y un 48 % en los T1 de cualquier
grado.

En los pacientes con tumores pequefios (< 3 cm) y sin CIS asociado la tasa de
progresion de la enfermedad es baja (tasa de progresién de 20 % a 5 anos) y
aproximadamente 90 % de los pacientes mantiene la vejiga intacta durante un
seguimiento maximo de 10 afos (11).

Segun los normogramas de la EORTC (afo 2015) el riesgo de progresion a 5 afios
de los tumores T1G3 tratados con terapia de mantenimiento con BCG es < 20 %
(62).

Es muy importante mencionar que en los casos en los cuales existe una progresion
tumoral real de TMVNMI a un TMVMI (no por infraestadiaje inicial), la supervivencia
cancer-especifica disminuye un 35% después de 4 anos, la cual es
significativamente peor si la comparamos con la de los pacientes con TMVMI sin
historial de TMVNMI (195). Por esto es muy importante realizar un tratamiento con
cistectomia radical precoz en los casos de fracaso de la terapia intravesical en los

pacientes con TMVNMI.
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De acuerdo con las guias del afno 2016 de la EAU para TMVNMI, debe
considerarse la cistectomia radical en los pacientes con TMVNMI con elevado

riesgo de progresion (Tabla 17).

Tabla 17. Recomendaciones de tratamiento con cistectomia radical precoz en los casos de fracaso
del tratamiento del TMVNMI (54,196).

Recomendacion de cistectomia radical precoz GR

* Enlos tumores T1 de alto riesgo de progresion (alto grado, multifocales, CIS y tamafio C
del tumor). En estos casos la CR inmediata es una opcion.

* Enlos tumores T1 con fracaso del la terapia intravesical. La CR es una opcion. B

TMVNMI: Tumor vesical no musculo-infiltrante, GR: grado de recomendacién, CIS: carcinoma in situ, CR: cistectomia radical

1.7 Seguimiento del TMVNMI:

Los pacientes con TMVNMI tienen un riesgo de recidiva a 5 afios de un 70 % y de
progresién de un 25 % (197), razoén por la que es necesario llevar a cabo un
seguimiento que en algunos casos debe ser intensivo.

Los calendarios de seguimiento y duracion del mismo se ajustan segun el grupo
riesgo al cual pertenece cada paciente, mediante el uso de tablas de riesgo de la
EORTC (61) (Tabla 12) se pueden predecir los riesgos a corto y largo plazo de
recidiva y progresion en pacientes individuales y adaptar el calendario de

seguimiento de forma individual.

Existen varios factores que debemos tener en cuenta a la hora de planificar el
calendario de seguimiento y las exploraciones complementarias. Las guias de la
EAU puntualizan muy bien estos factores, de acuerdo al tipo de tumor, grupo de

riesgo al que pertenece el paciente (54):
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- La deteccién precoz de los casos con invasiéon muscular y HG/ G3 sin invasion

muscular es crucial porque un retraso en el diagnostico y el tratamiento puede traer
como consecuencia una disminucion de la supervivencia.

- La recidiva tumoral en el grupo de bajo riesgo suele ser de BG/G1. Las recidivas

pequefas, Ta BG/G1 papilares no representan un peligro inmediato para el
paciente y la deteccion temprana no es esencial en estos casos para que el
tratamiento tenga éxito (198-202). La fulguracion de pequefias recidivas papilares
de forma ambulatoria podria ser una opcion segura (87) para reducir la carga
asistencial y terapéutica. Algunos autores han planteado la vigilancia temporal o
conducta expectante en casos seleccionados (198,199,203).

- La primera cistoscopia después de la RTU de TMV a los 3 meses es un indicador

pronodstico muy importante de recidiva y progresion (204-207). Por lo tanto, la
primera cistoscopia debe realizarse siempre 3 meses después de la RTU de TMV
en todos los pacientes con tumores Ta, T1y CIS.

- En los tumores de bajo riesgo el riesgo de recidiva después de 5 afios libre de

recidiva es bajo (207). En estos casos se puede considerar la interrupcion de la
cistoscopia o la realizacién de métodos menos invasivos (208).

- En los tumores de riesgo intermedio y alto riesgo de inicio, las recidivas después

de 10 afios libres de enfermedad no son inusuales (209). Por lo tanto se
recomienda seguimiento durante toda la vida (208).

- La estrategia de seguimiento debe reflejar el riesgo de recidiva extravesical
(uretra prostatica en hombres y tracto urinario superior).

- En los tumores del tracto urinario superior el riesgo de recidiva aumenta en

pacientes con tumores multiples y alto riesgo (210).
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- Los resultados positivos de los test de orina tienen un impacto positivo en la

calidad de la cistoscopia de seguimiento realizada (211).

El seguimiento de los TMVNMI se basa en la relizacion de cistoscopias. Ningun
método no invasivo puede sustituir a la cistoscopia. Los estudios con
biomarcadores moleculares en orina son prometedores y su implementacién intenta
reducir el numero de controles con cistoscopias; sin embargo no pueden sustituir
de momento dichos controles.

En los casos de CIS el cual habitualmente no es visible, las biopsias vesicales
multiples randomizadas son necesarias para confirmar la eficacia del tratamiento
de las terapias endovesicales.

La Tabla 18 resume las recomendaciones de seguimiento del TMVNMI.

Tabla 18. Recomendaciones de seguimiento del TMVNMI segun la EAU y la AUA (63).

- A todos los pacientes: realizar una cistoscopia a los 3 meses.

- Bajo Riesgo: otra cistoscopia a los 9 meses, luego anual durante 5 afnos. Considerar
parar a los 5 afos.

EAU - Riesgo intermedio: esquemas de seguimiento entre bajo y alto riesgo.

- Alto riesgo: cistoscopia + citologia C/3 meses por 2 afos, luego C/6 meses hasta 5
afios y luego anualmente.

- Evaluacién del tracto urinario superior anual en los casos de alto riesgo, no
recomendaciones especificas para riesgo bajo e intermedio.

- A todos los pacientes: realizar una cistoscopia a los 3-4 meses tras completar el
tratamiento.

- Bajo riesgo: cistoscopia 6-9 meses después y luego anual durante al menos 5 afios.

- Riesgo intermedio: cistoscopia + citologias C/3-6 meses por 2 afos, luego cada 6-12
AUA meses por 3-4 afios y después anual.

- Alto Riesgo: cistoscopia + citologias C/3-4 meses por 2 afios, luego cada 6 meses por
3-4 afios y después anual.

- Evaluacion del tracto urinario superior cada 1-2 afios en los casos de riesgo intermedio
o alto riesgo. No recomendada rutinariamente para los casos de bajo riesgo.

EAU: Asociacion Europea de Urologia, AUA: Asociacion Americana de Urologia.
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1.8 Oncogénesis:

Un cambio neoplasico del urotelio es un fendmeno producido por multitud de
procesos (212). 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 transcripcion de la informacion genética de
DNA a RNA 'y por ultimo, a la formacion 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 e inactivacion o pérdida de genes supresores de tumores
(213).

La proliferacidn celular normal es el resultado de una progresién ordenada a traves
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 funcion importante en la regulacion del ciclo celular. Cuando se produce dafo
en el DNA, la concentracion de p53 aumenta, deteniendo el ciclo celular y
permitiendo la reparaciéon del DNA. Mutaciones en el p53 producen un producto
proteico anormal, permitiendo que células con un DNA dafiado continuen su ciclo
celular (214). La proteina alterada de p53 puede detectarse mediante técnicas de
inmunohistoquimica. La inmunoreactividad aumentada de p53 se ha encontrado en

neoplasias vesicales de alto grado y se vincula con progresion de la enfermedad y
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disminucién de la supervivencia total y especifica de la enfermedad. Existe
evidencia cientifica de que p53 no seria la unica proteina que se activaria en caso
de dafio del DNA (215,216).

La maquinaria celular que responde al dafo 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 biolégico 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 demuestran las
relaciones encontradas entre la activacion de los mecanismos de respuesta al dafio
del DNA y numerosos estados patoldgicos, incluido el cancer (216,217). Al
contrario que los tejidos normales, en los cuales la respuesta al dafio del DNA es
practicamente inexistente, las células tumorales muestran activaciéon de los
mecanismos de respuesta al dafo del DNA, evidenciado 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 (218,219).

Una segunda via de respuesta al dafio oxidativo del DNA seria la 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

10).

57



Figura 10. Respuesta celular y sistémica al dafio 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)(220).
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Esta segunda via con activacion de la inmunidad innata genera no sélo la
activacion de las células NK, sino también de otras células de la inmunidad innata y
de la inmunidad especifica (adaptativa), asi como produccién de diversas citocinas

y estimulacion de la angiogénesis (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de algunos de los elementos importantes de la inmunidad que participan como
mecanismo de respuesta al dafio oxidativo.
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1.8.1 MICA:

1.8.1 Moléculas no clasicas relacionadas con el MHC de clase |

En los ultimos afos se han descubierto genes relacionados con los genes HLA de
clase | a los que se ha denominado en conjunto genes HLA de clase | "no clasicos".
Aunque existen diferencias en la secuencia aminoacidica, las moléculas HLA de
clase | no clasicas presentan una estructura tridimensional similar a las clasicas, en

particular en los dominios a1y a2.
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Hughes y cols (221) propusieron otra clasificaciéon de esta familia multigénica,
segun la cual los genes HLA de clase | clasicos (HLA-A, -B y -C) se agruparian
como HLA de clase la.

Los genes HLA de clase | “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 regiébn cromosémica 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, MR1, ULBP y ZAG).

1.8.2 MIC (Major histocompatibility complex class | Chain related proteins)

MIC constituye una familia génica localizada en la regiéon cromosémica formada por
dos genes (MICA y MICB) y cinco pseudogenes no traducidos (MIC-C, -D, -E, -F y-
G) (222). MICA y MICB (MICA/B) forman una nueva familia de moléculas de HLA

de clase | denominadas no clasicas.

1.8.3 MICA. Generalidades

MICA es el acrénimo de Major histocompatibility complex class 1 Chain related
proteins to gen A. Constituye una de las moléculas relacionadas con el MHC de
tipo | "no clasicas". Existen otras moléculas no clasicas como MICB, pero su
importancia parece ser menor. Los antigenos MICA son glicoproteinas que se
expresan en la superficie celular y tienen funciones relacionadas con la inmunidad

innata.
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En el afno 1994 Bahram y cols (223) describieron una nueva familia de secuencia
dentro del MHC de clase | pero con s6lo un 27% de homologia con las demas

moléculas de clase | del MHC.

Esta familia esta ubicada en el brazo corto del cromosoma 6 a unos 40 kb en

sentido centromérico del gen del HLA-B (Figura 12).

Figura 12. Esquema de las moléculas del MHC. Cromosoma 6p21
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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 (224,225). Este polimorfismo
de las moléculas MICA (ausente en las MICB) esta relacionado con cambios en el
aminoacido 129 (metionina/valina; M129V) del dominio a2 (exén 3, A454G). Este
polimorfismo parece tener implicaciones funcionales relevantes, aunque aun esta
por precisar (226).

La expresion de MICA aumenta en los procesos de neoformacion, pero también

como respuesta a otros tipos de estrés celular como las infecciones virales,
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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, sélo esta presente en el epitelio gastrointestinal
sano (227,228) cuya presencia parece estar relacionada con el estrés bacteriano
propio y contrariamente a lo que son las moléculas de histocompatibilidad de clase
| y clase Il, las moléculas MICA sélo se expresan en aquellas situaciones de estrés
celular. No obstante recientemente se ha demostrado su expresion en diversos
tejidos sanos (229).

MICA no se asocia a B2-microglobulina y se expresa en tumores, epitelio
gastrointestinal, células endoteliales, queratinocitos, células dendriticas,
fibroblastos y médula timica. También se ha detectado su expresion en los
linfocitos T activados, pero no se expresa en los linfocitos de sangre periférica
(230).

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. El IFN-y puede inducir la expresion de MICA y MICB
por las células dendriticas (231). 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 sueros de pacientes trasplantados con
rechazo del aloinjerto por lo que MICA es blanco de una respuesta inmune

alogénica durante el rechazo.
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La expresidon de antigenos MICA en el aloinjerto puede provocar varias respuestas
en el receptor, incluida la produccidn de anticuerpos. Los anticuerpos anti-MICA
aparecen un tiempo después del trasplante y generan una activacion celular
endotelial crénica (que puede desencadenar en un rechazo crénico). Los
anticuerpos anti-MICA pre-existentes pueden también provocar un rechazo humoral
agudo inmediatamente después del trasplante (232).

Zou y cols. (230) demostraron que en el trasplante renal de donante cadaver los
pacientes con anticuerpos anti-MICA presentaron un aumento en el riesgo de
rechazo del injerto en los receptores de un primer trasplante (HR 1.86, 95% CI
1.17-2.97; p=0.009). Su estudio concluyé que la sensibilizacién en contra de los
antigenos MICA se asocia a una reduccion de la supervivencia del injerto después

del trasplante renal.

Ante una situacion de estrés celular, la expresion de MICA y su reconocimiento por
la célula NKG2D+, se precipita una serie de respuestas:

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

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

perforinas y granzimas.

En las infecciones virales, MICA juega un papel importante, uno de los modelos
mejor conocido es el de la infeccion por citomegalovirus (CMV) (233). A partir de
las primeras 24-72 horas después de la infeccion, la expresion de MICA a nivel de
la superficie celular de las células infectadas aumenta progresivamente. La
interaccion del receptor NKG2D con su ligando MICA trae como consecuencia una

cascada de eventos, entre los cuales destaca la respuesta anti-CMV de los

63



linfocitos T CD8 af. Posteriormente, 72 horas tras la infeccidon se alcanzan los
maximos niveles de MICA.

La interaccion MICA-NKG2D activa las células NK y células T para eliminar las
células infectadas por el virus, mediante una respuesta citotoxica y la secrecion de
IFN-y y TNF-a.

Por lo tanto la expresion de MICA es beneficiosa inicialmente, pero a medida que
progresa el tumor o infeccidn los niveles elevados de MICA, inicialmente
intracelular incapaz de interactuar con su receptor y posteriormente a nivel sérico
(MICA soluble), saturan a su receptor NKG2D, inhibiendo la respuesta citotoxica y
toda la cascada de acontecimientos dirigidos a combatir a las células tumorales

que espresan MICA, convirtiendo los niveles elevados de MICA en perjudiciales.

1.8.4 Interés del estudio de MICA

La expresion de MICA no es simplemente fenotipica sino que tienen funciones
inmunolodgicas concretas. Mientras que la expresidn de moléculas clase | 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 | estén inactivas (234).

Existe un interés en MICA como inductor de una respuesta citotoxica 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.
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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 opcioén terapéutica. Ademas aportaria informacion relacionada con el
prondstico y la supervivencia de los pacientes con cancer vesical.
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-3 de origen tumoral.
* Retencion intracelular de MICA, lo que compromete Ila vigilancia

inmunologica.

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

El receptor NKG2D es una glicoproteina transmembrana tipo Il que se expresa de
manera constitutiva en las células NK, células T y/d y células T a/f CD8+ (235).
Normalmente no se expresa en las células T CD4+, sin embargo, en los pacientes
con artritis reumatoide es posible su expresion en las células T CD4+ (Tabla 19)

(236).

Tabla 19. Expresion de NKG2D por las células inmunes humanas.

Tipo de célula Patron de expresion en la superficie celular
NK ~100%
T o/ CD8+ Antes de la activacion: ~100%

Después de la activacion: ~100%
Células de memoria antigeno-especifica: ~100%

T o/ CD4+ Normalmente ausente, presentes en la artritis
reumatoide.
T vy/d Sangre periférica: ~100%

Intraepiteliales intestinales: ~100%

NK: natural killer.
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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 (237).

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 13a).

Figura 13. (a) Receptor NKG2D acoplado a DAP10. (b) MICA vy otros ligandos del receptor NKG2D.
(Modificada de: Promiscuity and the single receptor: NKG2D. Nat Rev Inmunol.2007;7:737-44)(238).
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Dominio transmembrana

La cascada senalizadora parece comenzar con la activacion de la PI3K
(fosfatidilinositol-3-kinasa) por la porcidén intracitoplasmatica de la molécula
adaptadora DAP10. 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 sefal activadora

proporcionada por la union del ligando MICA sea dominante sobre otras sefales
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inhibitorias emanantes de la misma célula, como las generadas por las propias
moléculas de clase |.

La respuesta de la célula estimulada por este receptor (NKG2D/DAP10) consiste
en un incremento de la actividad citotoxica y de la sintesis de citocinas entre las
que destaca el interferon-y (239,240). Los niveles de NKG2D aumentan tras la
exposicion a IL-15 (241).

Spies y cols. (235) fueron los primeros en definir la expresién y funcion del receptor
NKG2D, asi como su interaccion con MICA y respuesta antitumoral. Esta
respuesta depende del balance entre multiples sefales inhibitorias y activadoras,
de los niveles de receptores y sus ligandos y del estado de activacién de las células

NK.

1.9.1 Ligandos del receptor NKG2D:

NKG2D interactua con ligandos que no son constitutivos, pero la expresion de
estos ligandos es inducida.

En humanos existen 7 ligandos de NKG2D (Figura 13b), los cuales se dividen en 2
familias:

* Las proteinas relacionadas con el MHC de clase |, gen A (MICA) y MICB.

e La familia de las proteinas de unién al citomegalovirus ULBP (UL16-binding
protein) también conocidas como proteinas RAET1. Se componen de 5
miembros (ULBP1-ULBP4 y RAET1G).

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

conocido es MICA (238).
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La expresion de ambos, el receptor NKG2D vy sus ligandos, tiene un papel crucial
en los mecanismos de defensa inmune en contra de las células tumorales a traves
de los linfocitos T y células NK. Estudios llevados a cabo en ratones demostraron
que tanto las células NK como los linfocitos T CD8+ eliminan a las células
tumorales que expresan ligandos de NKG2D a través respuestas mediadas por el
receptor NKG2D (242,243).

En contraste con la expresién de MICA y MICB que no se expresa en las células
normales (excepto el epitelio gastrointestinal), otros ligandos de NKG2D como

RAET1 y ULBP se encuentran expresadas en tejidos sanos (244).

1.9.2 Expresion de los ligandos de NKG2D en situaciones de estrés celular:

Cancer colorrectal:

Watson y cols. (245) evaluaron la expresion inmunohistoquimica de MICA en los
tumores colorrectales, la cual fue ampliamente homogénea. Se observo que el
tejido epitelial adyacente normal era también positivo para MICA, asi como las
células endoteliales y algunos leucocitos infiltrantes del tumor. En contraste, no se
observo tincion de elementos nucleares o estromales. Todos los tumores
evaluados mostraron expresion de MICA.

A pesar de esta expresion de MICA por una proporcion similar de células en cada
caso, se observd que la intensidad de tincion variaba entre tumores. Todas las
células tumorales mostraron una intensidad muy similar de tincion MICA. No
demostraron correlacion entre los niveles de expresiéon de MICA (valorados
mediante inmunohistoquimica a nivel tisular, asi como a nivel sérico) con las

variables clinicopatologicas convencionales. Por el contrario, el analisis de
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supervivencia mostré una correlacion significativa entre los niveles mas altos de
expresion MICA y la mejora de la supervivencia especifica de la enfermedad, con
un significado prondstico independiente en el analisis multivariante (245).

Otros autores (246) han demostrado que los ligandos de NKG2D como MICA
estan sobreexpresados en el carcinoma de colon. La citotoxicidad mediada por las
células NK de lineas celulares en el carcinoma de colon depende de las
interacciones receptor-ligando. Los niveles de MICA soluble (sMICA) se
incrementan en los pacientes con cancer de colon, saturando e inhibiendo al
receptor NKG2D en las células NK, lo que finalmente produce la inhibicién de la
citotoxicidad NK y estimulo de la progresion tumoral (246).

Por lo tanto niveles elevados de MICA y NKG2D, representan un factor buen
prondstico hasta cierto punto; sin embargo, si esta elevacion de MICA es muy
pronunciada, este ligando se internaliza (siendo incapaz de interaccionar con
NKG2D) o se desprende de la superficie celular, aumentando los niveles de sMICA,
que saturan a su receptor NKG2D, generando una serie de eventos que permiten la
progresion tumoral. Siendo buena la presencia de MICA solo en fases iniciales

para estimular a su receptor NKG2D y posteriormente puede ser perjudicial.

Carcinoma hepatocelular:

Uno de los ligandos de NKG2D, ULBP1 se expresa de forma abundante en el
carcinoma hepatocelular, pero a medida que progresa la enfermedad se pierde su
expresion. Se demostré que la perdida de expresion de ULBP1 se asocid con la
recidiva precoz depués de la reseccion hepatica, no obstante su expresion no se

relaciona con la supervivencia (247).
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Timoma:

El equilibrio entre los niveles de NKG2D y sus ligandos son importantes para una
correcta respuesta inmune frente a las células tumorales, a pesar de que a medida
que la neoplasia progresa, los niveles persistentemente elevados de los ligandos
de NKG2D pueden favorecer la progresion tumoral (248). En los timomas los
niveles de NKG2D y de sus ligandos (MICA, MICB y ULBP1) estan
considerablemente elevados en comparacién con los pacientes con atrofia o
hiperplasia timica. Y esta elevacion contribuye al reconocimiento de las células
tumorales por las células NK, contribuyendo a su eliminaciéon. El aumento de la
expresion de NKG2D y de sus ligandos podria ser un método util en el tratamiento
de los timomas de acuerdo al estadio de la enfermedad, siendo beneficiosa la
induccion de dichos ligandos en las fases iniciales de la enfermedad. En las fases
avanzadas (timomas subtipo C), la estrategia seria contraria; el empleo de
farmacos que inhiban dichos ligandos y permitan el reestablecimiento de la

actividad citotoxica para combatir las células tumorales (248).

Melanoma:

Se ha estudiado la influencia de la IL-10 en la regulacion de la expresion de los
ligandos de NKG2D en el melanoma y su efecto sobre la citotoxicidad de las
células NK. La IL-10 disminuye los niveles de ligandos de NKG2D a nivel de la
superficie celular. Tras la administracion de IL-10 se obtienen menores niveles de
MICA sobre la superficie celular y una disminucion de los niveles de lisis de las
células tumorales. Esto sugiere que la IL-10 es capaz de llevar a cabo una
modulacion de la actividad citotoxica desencadena por la interaccion de MICA con

su receptor (249).
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En otro estudio se demostré la expresion de MICA en el 70% de los tumores

primarios y en 60% de los tumores metastasicos (250).

Leucemia:

Se ha sugerido que la citotoxicidad mediada por NKG2D se correlaciona con los
niveles de expresion de ligandos de NKG2D en las células diana. En un estudio
realizado con pacientes con leucemia se estimuldé el aumento de los niveles de
expresion de MICA y MICB en las lineas celulares leucémicas y las células
leucémicas de los pacientes por tratamiento con tricostatina A, un inhibidor de la
histona deacetilasa (HDAC). El tratamiento con TsA dio como resultado una
acetilacion incrementada de la histona H3 y una disminucion de HDAC1. La
estimulacién de MICA y MICB por el tratamiento con TsA llevo a la mejora de la
susceptibilidad de las células leucémicas a la citotoxicidad celular mediada por la
activacion de NKG2D. Estos resultados sugieren que la regulacion de la expresion
de los ligandos de NKG2D mediante el tratamiento con medicamentos de
remodelacion de la cromatina puede ser una estrategia atractiva para la

inmunoterapia (251).

Cancer de pancreas:

Chen y cols. demostraron que la elevacion de los niveles de sMICA y NKG2D se
correlaciona no solo con la tumorogénesis y la progresion sino también con la
invasion del tumor y la produccién de metastasis (252). La expresion de sMICA fue
mas elevada en tejidos tumorales que en el tejido no tumoral adyacente (67.1 % vs
31.4 %) y la expresion de NKG2D fue significativamente mas baja en los tejidos

tumorales (32.9 %) que en los tejidos no tumorales adyacentes (60 %); esto indica
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una correlacion negativa entre los niveles de sMICA y los de NKG2D. Los niveles
elevados de sMICA se correlacionaron significativamente con una disminucién de
la supervivencia libre de enfermedad y de la supervivencia global. Mientras que
niveles de expresion elevados de NKG2D se asociaron con un aumento de la
supervivencia libre de enfermedad y de la supervivencia global. En el analisis
multivariante se demostré que niveles elevados de sMICA representan un factor

independiente predictivo de mal prondstico (252).

Colangiocarcinoma:

En el colangiocarcinoma la expresion de los ligandos de NKG2D fue homogénea
(253). Niveles de expresion elevados de MICA/B se correlacionaron con una baja
invasion linfocitica (p=0.0407). No hubo asociacion estadisticamente significativa
entre los niveles de expresion de los ligandos de NKG2D y la edad, sexo, T,
ganglios linfaticos, metastasis, asi como tampoco con la recidiva tumoral.

Niveles de expresion elevados de MICA/B se asociaron también con una mayor
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (p=0.0031 y p=0.0012,
respectivamente).  Concluyendo que los niveles elevados de los ligandos de

NKG2D se asocian con un buen prondstico (253).

Cancer de mama:

En el carcinoma de mama invasivo el patrén de expresion inmunohistoquimico de
MICA es heterogéneo, no se observa tincion del estroma ni del nucleo, sin embargo
las areas adyacentes de tejido no tumoral epiteliales, células endoteliales e

infiltrado leucocitario demostré positividad para MICA (254). Existe una correlaciéon
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positiva entre la expresion de MICA y el grado tumoral, tipo, invasion linfatica y
vascular.

En pacientes con tumores de mal prondstico los niveles de expresion de MICA
fueron mas elevados que en los tumores de buen prondstico.

La correlacion observada entre la expresion elevada de MICA y mal prondstico en
el carcinoma de mama invasivo podria explicarse por varios factores. Es predecible
una respuesta inmune ante niveles elevados de MICA caracterizada por aumento
de la actividad citotoxica de las células NK vy linfocitos T, produciendo la lisis y
erradicacion del tumor. No obstante, en este estudio, observaron lo contrario, los
tumores mas agresivos son los que expresan mayores niveles de MICA. Una
explicacion razonable seria que los tumores mas agresivos con alto grado de
indiferenciaciéon da como resultado no solo unos niveles elevados de MICA, sino
también ausencia de otras sefiales proinflamatorias. Con lo cual no se produce
infiltracion de las células inmunes efectoras y por lo tanto la expresion de MICA no
tiene ninguna influencia en la evolucion del tumor. Alternativamente, si MICA sdlo
se expresa dentro del citoplasma y no esta presente a nivel de la superficie celular,
no sera posible su interaccion con NKG2D en las células NK (254).

Es posible que los tumores de mama agresivos comprendan variantes que son
resistentes al ataque inmunitario por otros motivos, independientemente de la
expresion de MICA, y que la mayor expresion de MICA observada en estos casos

refleja simplemente el estrés alrededor de estos tumores.

Cancer de prostata:

El dafio en el ADN o el fracaso de los mecanismo de vigilancia ante los dafos del

ADN se ha asociado con el aumento del riesgo de cancer de prostata. Varios
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estudios clinicos han indicado que los hombres que fueron remitidos para
realizacion de una biopsia de prostata debido a un antigeno prostatico especifico
elevado (PSA> 4,0 ng / ml) o por un tacto rectal (TR) alterado, pero ninguna
evidencia de cancer en la biopsia tienen una probabilidad mas alta de desarrollar
cancer de prostata que los hombres en la poblacion general (255-257). Se ha
sugerido que hay cambios preneoplasicos estos pacientes, que puede estar
asociada con un mayor riesgo de cancer de prostata (258). Wu y cols (259). han
formulado la hipotesis de que en los casos "derivados" (pacientes con PSA>4
ng/ml. o TR alterado sin evidencia de cancer) se han producido cambios biolégicos,
tales como dafo al DNA, que predisponen a estos pacientes a un riesgo elevado
de cancer de prostata y que la vigilancia temprana en estos casos proporciona un
diagnostico precoz. En este estudio se evaluaron diversas respuestas al dafo
oxidativo del ADN entre las cuales estaba la expresion de MICA/B (259). Gasser y
cols. (260) han demostrado que la expresion de MICA y otros ligandos de NKG2D
esta asociada al dafo oxidativo del DNA. Wu y cols. demostraron que MIC positivo
en los pacientes "derivados" también demostraron positividad para la fosforilacion
de ATM (pATM). Mientras que las muestras de pacientes de entre 19-20 anos de
edad con prostatas sanas fueron negativos para MIC. En los carcinomas también
fue positivo la expresion de MIC y de pATM. Los niveles de MIC fueron mas bajos
en los pacientes con carcinoma que en los pacientes "derivados". Este nivel de MIC
mas bajo en los carcinomas se debe probablemente al desprendimiento de MIC de
la superficie celular (261).

Estos datos indican que es posible la deteccién de MIC en los tejidos humanos
preneoplasicos donde se ha producido dafio al ADN. Se demuestra que el nivel de

expresion de MIC se correlaciona con la fosforilacion ATM en los tejidos, lo que
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sugiere que la induccion de la expresion de la MIC puede servir como marcador
general de dafio al ADN y traducir un cambio biolégico preneoplasico en los tejidos

(259).

Cancer renal:
En el carcinoma renal de células claras existe sobreexpresion de MICA con un
patron homogéneo. Niveles elevados de MICA se asociaron con metastasis,

estadio clinico avanzado y mal prondstico (262).

Cancer de pulmon:

En estudios de cancer de pulmén avanzado de células no pequefias (NSCLC) la
expresion elevada de MICA es uno de los indicadores de mal prondstico y es uno
de los factores de mal prondstico de respuesta al tratamiento con terapia con
citocinas (263). La mayoria de casos presentaban una expresion de MICA
citoplasmatica y de membrana, pero en el epitelio de pulmén normal no se

expresaba MICA.

Trasplante renal:

La expresion de MICA en el aloinjerto puede provocar varias respuestas en el
receptor, incluida la producciéon de anticuerpos. Los anticuerpos anti-MICA
aparecen un tiempo después del trasplante y generan una activacion celular
endotelial crénica (que puede desencadenar en un rechazo crénico). Los
anticuerpos anti-MICA preexistentes pueden también provocar un rechazo humoral

agudo inmediatamente después del trasplante (232).
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Zou y cols. (230) demostraron que en el trasplante renal de donante cadaver los
pacientes con anticuerpos anti-MICA aumentaron el riesgo de rechazo del injerto
en los receptores de un primer trasplante (HR 1.86, 95% CI 1.17-2.97; p=0.009).
Su estudio concluyo que la sensibilizacion en contra de los antigenos MICA se

asocia a una reduccion de la supervivencia del injerto después del trasplante renal.

1.9.3 Estrategias terapéuticas conocidas. Sobreeexpresion farmacologica de los

ligandos de NKG2D:

Acido valproico e inhibidores de la histona deacetilasa.

Los inhibidores de la histona deacetilasa (HDACIs) representan una nueva clase de
agentes antineoplasicos prometedores que afectan la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis en tumores soélidos y hematoldgicos (264,265) .

En los pacientes con tumores vesicales el tratamiento con acido valproico (VPA)
puede restaurar la expresion de los receptores de coxsackie y adenovirus (CAR).
Este receptor es una molécula de adhesién en el cancer vesical (266). La ausencia
de expresion del CAR se ha asociado con una mayor agresividad del cancer
vesical (267,268).

El VPA también inhibe la migracion e invasion de las células tumorales vesicales en
multiples lineas celulares de cancer vesical. Estos efectos fueron dosis
dependiente (269).

En procesos neoplasicos hematologicos como la leucemia los ligandos de NKG2D
estan ausentes o se expresan de forma muy discreta (251). En la leucemia

mieloide aguda se ha demostrado que es posible obtener una sobreexpresion
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farmacoldgica de los ligandos de NKG2D (MICA/B y ULBP1) mediante el uso de
VPA, lo cual aumenta de forma significativa la lisis de las células tumorales
mediada por las células NK, en un proceso de destruccion y reconocimiento de
antigenos dependiente del receptor NKG2D (251). Este proceso constituye un
mecanismo de la inmunidad innata en respuesta al dafio al DNA para eliminar las
células preneoplasicas y neoplasicas.

En lineas celulares de cancer de vejiga TCCSUP y 253J tratadas con VPA y acido
zoledronico, se demostré que el VPA aumenta los niveles de expresion de ligandos
de NKG2D (MICA/B) en ambas lineas celulares, aumentando la susceptibilidad de
las células tumorales que son reconocidas por NKG2D, a la citdlisis por las células
T y/®, aunque el mecanismo exacto es desconocido (270). Por otro lado el acido
zoledronico es un bifosfonato nitrogenado que produce la inhibicion de la enzima
farnesil pirofosfato sintetasa, necesaria para la actividad biolégica de los
osteoclastos, inhibiendo la resorcién ésea mediada por los osteoclastos; demostrd
aumentar la susceptibilidad de las células tumorales a las citdlisis por las células

gamma-delta (270).
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2. HIPOTESIS

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 libre de

recidiva/progresion tumoral.

Esta hipotesis se basa en:

- La conocida expresidon 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.

- La mayor expresion de su receptor NKG2D en la células NK.

La expresion de MICA y NKG2D podria servir como un marcador para predecir la
agresividad del tumor, en términos de recidiva y progresion tumoral.

El hecho de poder predecir la recidiva del tumor mediante un marcador podria
permitir reducir el numero de controles y pruebas innecesarias disminuyendo el
impacto econémico, asi como detectar los pacientes en los cuales es necesario

realizar un seguimiento mas intensivo.
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3. 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.

Evaluar el nivel de expresion de estas moléculas relacionandolo con el grado

de infiltracion (T) y con el grado histoldgico (G).

Analizar el nivel de expresion tisular de MICA y NKG2D segun determinados
factores clinicos conocidos de riesgo en el carcinoma urotelial de vejiga:

3.1 Grupos de riesgo de la EORTC.

3.2  Habito tabaquico.

3.3 Sexo.

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

pronostico independiente de recidiva.

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

prondstico independiente de progresion tumoral.

De manera complementaria, analizar las subpoblaciones de linfocitos T,
histiocitos y células cebadas en el carcinoma de vejiga, su relaciéon con la
expresion tisular de MICA y NKG2D, asi como el impacto que el perfil de
estas subpoblaciones celulares inflamatorias puede tener sobre la historia

natural del tumor.

81



82



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 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 (393 pacientes) con un
seguimiento de 78 meses segun los protocolos de seguimiento oncologico del

Servicio de Urologia del Hospital del Mar.

4.2 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
afos 1998-2003 y en los que hubiera suficiente material recogido para un

diagnaostico histologico.

4.3 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion han sido:

* No representacion de capa muscular en la muestra (pTx).
* Presencia de carcinoma in situ (CIS) asociado.
* Material insuficiente para la construccion de un microarray de tejido

(TMA), considerando material insuficiente < 2x2 mm.
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Figura 14. Proceso de inclusién de casos en el estudio.

Todos los casos de RTU de TMV primario periodo 1998-2003 (n=393)

Excluidos (n=198)

o No representacion de capa muscular en la muestra (pTx)

o Presencia de CIS asociado

o Material insuficiente (< 2x2 mm.) para la construccion de un TMA

criterios de exclusion

v

Tamafio
Multiplicidad
Edad Estadio
Sexo Grado 1973
Tabaco || Grado 2004
Recidiva
Progresién
BCG/QT

Construccion del TMA (n=195)

Variables

MICA
NKG2D
CD4+
CD8+ ‘

CD56+ TMVNMI (n=173)
CD15+
CD117+
CD68+
CD34+

TMVMI (n=22) |

Estudio inmunohistoguimico

TMV: tumor vesical, RTU: reseccion transuretral, CIS: carcinoma in situ, TMA: tissue-microarray, TMVNMI: TMV no musculo-infiltrante, TMVMI; TMV musculo-infiltrante

4.4 Aprobacién por el Comité ético del Hospital del Mar

Previamente se obtuvo la aprobacion del banco de tejidos del Hospital del Mar para
poder tener acceso a todas las muestras y posteriormente la autorizacion del
Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Parc de Salut Mar. Los pacientes
firmaron un consentimiento informado antes de realizar la RTU de tumor vesical en
el cual se hizo mencion a la posibilidad de que parte del material extraido, tras
realizar el diagnostico anatomopatolégico pudiese ser empleado con fines de
investigacion. Posteriormente se contacté con todos los pacientes que no tuviesen

el consentimiento firmado previo al uso de las muestras.
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Todo el estudio de las muestras anatomopatolégicas y lectura de las
inmunohistoquimicas fueron realizados por 2 uropatdélogos sénior del Servicio de
Anatomia patoldégica del Hospital del Mar, con la colaboracion de un residente del

ultimo afo de anatomia patoldgica y un urodlogo.

4 .5 Calculo del tamafo muestral

Para el calculo del tamafio muestral nos basamos en el riesgo de recidiva de los
pacientes con TMV estimado en la literatura en torno a un 70% a 5 afos
(197,271,272). En nuestro estudio de cohorte tenemos una aproximacion del riesgo
relativo de 0.7. Se calcula que aproximadamente el 80% de los no expuestos
presentaron el evento de interés. Para el calculo se tuvo en cuenta que la razén
entre el numero de expuestos y no expuestos es de 1.2.

Estos datos se introdujeron en una calculadora estadistica Granmo (Calculadora
de Grandaria Mostral GRANMO desarrollada por el Program of Research in
Inflammatory and  Cardiovascular  Disorders  del IMIM, Barcelona
https://www.imim.cat/ofertadeserveis/software-public/granmo/).

Se necesitan 132 pacientes (74 pacientes en los cuales este presente la recidiva y
62 sin recidiva para detectar como estadisticamente significativo (p<0.05) un RR

del 0.7.
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4.6 Construccion del Tissue microarray (TMA)

El Tissue microarray (TMA) para el estudio de la expresién inmunohistoquimica es
un potente instrumento que ofrece la oportunidad trabajar con cientos de muestras
de manera masiva y permite realizar estudios retrospectivos ya que preserva las
muestras originales. Se trata de una técnica de investigacion a nivel poblacional y
no debe ser considerada como una técnica diagnostica de casos individuales.

Los TMAs del presente estudio se construyeron a partir de las muestras de
anatomia patoldgica de las resecciones transuretrales de tumor vesical que
cumplian los criterios de inclusion (n=195) (Tabla 15).

El primer paso de la construccion del TMA es la revision de todas las preparaciones
histologicas de cada caso, en las que se marcaba con tinta las zonas de interés
(areas tumorales de mayor grado y estadio tumoral), seleccionando las zonas sin
artefactos (de fijacién o cauterizacién). A continuaciéon se localizaron los bloques
de parafina correspondiente a dichos cortes y se compararon con las laminillas,
transfiriendo las marcas de las zona de interés al bloque con la mayor precision

posible.

Con los casos seleccionados, se disefiaron los mapas de distribucion en los que
se repartian al azar los 195 casos del estudio en 3 grupos, uno para cada bloque.
Los 3 TMAs contienen respectivamente 82 cores (muestra 1-82), 91 cores (muestra

83-173) y 44 cores (muestra 174-195). Ver Figura 15.
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Figura 15. Mapas de distribucién de los casos: A) TMA 1 B)TMA 2y C)TMA 3.
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TMA 1: muestra 1-82 TMA 2: muestra 83-173 TMA 3: muestra 174-195

De los diferentes bloques donantes se obtuvieron muestras con una aguja de 1
mm. de didmetro. Estos cilindros se transportaban con precisiéon al bloque receptor

mediante un arrayer manual (Beecher Instruments, Silver Spring, USA) (Figura 16).

Figura 16. Arrayer manual (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA).

Los bloques de parafina resultantes contenian toda la serie de tumores dispuestos
de acuerdo al mapa preestablecido.

Seguidamente se coloco el bloque sobre una placa termostatica a 56°C durante 3
minutos aproximadamente, para lograr una mejor cohesion de los cilindros al
bloque y para que todos ellos estuvieran al mismo nivel a la hora de obtener los
cortes. Tras enfriar cada bloque a 4 °C se colocaron en un micrétomo y se

seccionaron en laminas de 5 micrometros de grosor.
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Se obtuvieron un total de 30 secciones de cada bloque, de las cuales la numero 1,
la 11 y la 21 se tiferon con H&E para comprobar la representatividad de la
muestra a los distintos niveles. El resto de secciones se sumergieron en parafina
liquida y una vez solidificada, se guardaron en un congelador a -20°C para

protegerlas hasta el momento de efectuar las técnicas inmunohistoquimicas.

4.7 Anticuerpos y lectura de las reacciones inmunohistoquimicas

La realizacién de la técnica inmunohistoquimica se llevé a cabo en varios pasos

segun el siguiente esquema (Figura 17):

Figura 17. Protocolo para realizacion de la técnica inmunohistoquimica.

N - Estufa de laboratorio a 65°C
Desparafmado - Eliminacion de exceso de parafina con
3 barios de xilol de 10" cada uno

v
- Extraccion de xilol con 2 pases por

q oz alcohol absoluto (100°)
Rehidratacion - Baros de alcohol (95°,95°,70°,70%)

- Bafio en agua destilada

v

‘ Desenmascaramiento antigénico ‘ *proceso distinto de acuerdo al anticuerpo empleado

anti-MICA
anti-NKG2D
v anti-CD4

il R A : ti-CD8
‘ Aplicacion del Anticuerpo ‘ gl
anti-CD15
anti-CD117
anti-CD68
anti-CD34

Desparafinado:

El primer paso antes de realizar las diversas técnicas inmunohistoquimicas es el
desparafinado, que se lleva a cabo sometiendo las preparaciones histolégicas a
una temperatura de 65°C en una estufa de laboratorio. Posteriormente se elimina

el exceso de parafina en 3 bafos de xilol de 10' cada uno.
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Rehidratacion:

Para rehidratar los cortes, primero se extrae el xilol en 2 pases de 10' cada uno por
alcohol absoluto (100°) y posteriormente se sumergen en bafos de alcohol de

graduacion decreciente (95°, 95°, 70°,70°) y finalmente en agua destilada.

Desenmascaramiento antigénico:

Se utilizan distintos recursos dependiendo de las pruebas previas que se han

hecho con cada anticuerpo para poder ponerlo a punto.

Tabla 20. Anticuerpos empleados en el estudio.

Laboratorio Clon Desenmascaramiento Dilucién T/°C Control
incubacion
MICA Immatics Biotechnologies, AMO1 anti-human Tampon fosfato-salino 1:60 20°C gastrointestinal
Tubingen, Germany monoclonal pH 7.3. 20°C/30'
NKG2D NovusBio, Littleton, CO CD314 rabbit Tampon citrato 1:250 overnight/4° C ganglio linfatico
polyclonal pH 6. 120°C/ 3'
CD8 Ventana, Tucson, AZ SP57 rabbit Tampoén CC1 Roche© prediluido 37°C/16' ganglio linfatico
monoclonal pH alcalino. 37°C/24'
CDh4 Ventana, Tucson, AZ SPR35 rabbit Tampoén CC1 Roche© prediluido 37°C/28' ganglio linfatico
monoclonal pH alcalino. 37°C/40'
CD68 Ventana, Tucson, AZ PGM1 Tampoén CC1 Roche© prediluido 37°C/24' ganglio linfatico
pH alcalino. 37°C/24'
CD56 Ventana, Tucson, AZ MRQ-42 rabbit Tampén CC1 Roche®© prediluido 37°C/24' ganglio linfatico
monoclonal pH alcalino. 37°C/24'
CD34 Ventana, Tucson, AZ QBENd/10 mouse Tampén CC1 Roche®© prediluido 37°C/8' ganglio linfatico
monoclonal pH alcalino. 37°C/24'
CD117 Ventana, Tucson, AZ 9.7 rabbit antibody Tampoén CC1 Roche© prediluido 37°C/36' ganglio linfatico
pH alcalino. 37°C/32'
CD15 Ventana, Tucson, AZ MMA mouse Tampoén CC1 Roche© prediluido 37°C/20' ganglio linfatico
monoclonal pH alcalino. 37°C/40'
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LECTURA DE LAS REACCIONES INMUNOHISTOQUIMICAS:

La totalidad de las lecturas de las preparaciones inmunohistoquimicas fueron
realizadas por dos uropatolégos y por un urdlogo, sin que ninguno de los 3
observadores tuviera conocimiento del grupo al que pertenecian las muestras.

Por otra parte las lecturas las efectuaron los 3 observadores en dos rondas
completas en parejas (patélogo-urdlogo) con la idea de llegar a un consenso en
cada una de las lecturas y minimizar el factor de subjetividad.

Para obtener una mayor precision y facilitar las lecturas, las muestras fueron
previamente digitalizadas mediante un scanner de preparaciones histologicas
(Aperio®© Digital pathology scanner) vy las lecturas se realizaron en un ordenador
con pantalla HD mediante el software Aperio© Imagescope (Leica Microsystems

GmbH. www.LeicaBiosystems.com/ePathology), detalle en la Figura 18.

Figura 18. Lecturas de las inmunohistoquimicas mediante el software Aperio© Imagescope.
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Esto permitio visualizar de manera mas agil y precisa todas las imagenes, asi como
realizar comparaciones y revisar nuevamente los casos en los cuales existia algun
tipo de duda.

Para cada anticuerpo, tras estudiar de manera cualitativa las distintas secciones, se

estableci6é una estrategia de valoracion adaptada a sus distintos perfiles.

MICA y NKG2D:

Para ambos anticuerpos empleamos un sistema de evaluacion semicuantitativo en
el cual se puntuaba con 0/+/++ de acuerdo a la intensidad del anticuerpo evaluado,
ya que con estas tres categorias era suficiente para clasificar la totalidad de las
muestras debido a su homogeneidad de expresion. En todos los casos se detectd
una reaccion inmunohistoquimica homogénea de todo el cilindro para MICA y
NKG2D. Sin embargo, la intensidad de la misma era variable en cada caso. Para

el analisis posterior de los datos se considerd O=ausente, 1=leve y 2=intenso.

Figura 19. Cilindros del TMA vesical con tincion del anticuerpo anti-MICA demostrando una (a)
expresion débil y (b) una expresion intensa de MICA (60X)
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También se establecieron las categorias de no valorable (cuando la muestra era de
mala calidad o se habia dafiado durante el proceso y no permitia una correcta
evaluacioén) y missing (en los casos en los cuales no quedaba ningun cilindro con
tumor correspondiente al caso en el TMA).

El anticuerpo empleado para la deteccion de MICA fue el anticuerpo Anti-MICA
MICA-b1 monoclonal (clone AMO1; Immatics Biotechnologies, Tubingen, Germany)
y para la deteccion de NKG2D fue el anticuerpo anti-NKG2D rabbit polyclonal

(clone CD314, ref. NBP2-43645, Novus Biologicals, Littleton, Colorado, USA).

Figura 20. Cilindros del TMA vesical con tincién del anticuerpo anti-NKG2D demostrando (a) una
expresion débil y (b) una expresion intensa de NKG2D (60X)

CD8:

Se contabilizé el numero absoluto de linfocitos CD8+ intraepiteliales en el tumor
mientras que en el compartimiento estromal se establecieron las siguientes
categorias: ausente, 1-9 linfocitos CD8+ por core, 10-30 linfocitos CD8+ por core y

> 30 linfocitos CD8+ por core.
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Figura 21. Cilindros del TMA vesical con tincion del anticuerpo anti-CD8 demostrando linfocitos
CD8+ intraepiteliales, (a) detalle de un campo con 5 linfocitos CD8+ y (b) linfocitos CD8+ estromales
(120X)

El anticuerpo utilizado fue anti-CD8 rabbit monoclonal primary antibody Ventana

Medical Systems, Tucson, Arizona (clone SP57).

CD4:

Similar a la lectura de CD8 se contabilizé primero el numero absoluto de linfocitos
positivos intraepiteliales tumorales y para el estroma se establecieron 4 categorias:
ausente, 1-9 linfocitos CD4+ por core, 10-30 linfocitos CD4+ por core y > 30

linfocitos CD4+ por core.

Figura 22. Cilindros del TMA vesical con tincion del anticuerpo anti-CD4 demostrando (a) linfocitos
CD4+ intraepiteliales y linfocitos CD4+ estromales (120X) y (b) en el mismo core detalle de dos
linfocitos CD4+ (160X).




El anticuerpo empleado en este caso fue el anti-CD4 rabbit monoclonal primary

antibody Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona (clone SPR35).

CD68:

Las lecturas de la reaccién inmunohistoquimica para la deteccion de células CD68+
se realizé en funcién del rango observado en el examen histolégico convencional
primero a nivel epitelial estableciendo 4 categorias: ausente, escaso, abundante y
difuso. Mientras que para el compartimiento estromal se emplearon 3 categorias:
1-9 células CD68+ por core, 10-30 células CD 68+ por core y > 30 células CD68+

por core.

Figura 23. Cilindros del TMA vesical con tincién del anticuerpo anti-CD68 demostrando (a) células
CD68+ intraepiteliales escasos (60X) y (b) células CD68+ intraepiteliales abundantes y estromales
>30 por core(60X).

El anticuerpo empleado en este caso fue el anti-CD68 rabbit monoclonal primary

antibody Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona (clone PGM1).
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CD56:

Se contabilizé de la misma forma que CD4 y CD8, primero el numero absoluto de
células CD56+ intraepiteliales en el tumor mientras que en el compartimiento
estromal se establecieron las siguientes categorias: ausente, 1-9 células CD56+

por core, 10-30 células CD56+ por core y > 30 células CD56+ por core.

Figura 24. Cilindros del TMA vesical con tincién del anticuerpo anti-CD56 demostrando (a) células
CD56+ intraepiteliales, detalle de un campo con 2 células CD56+ (160X) y (b) un core completo con
multiples células CD56+ (60X)

El anticuerpo usado anti-CD56 rabbit monoclonal primary antibody Ventana Medical

Systems, Tucson, Arizona (clone MRQ-42).
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CD34:

Se contabilizé el nimero absoluto de "cortes" de vasos en cada core.

Figura 25. Cilindros del TMA vesical con tincion del anticuerpo anti-CD34 demostrando (a) reaccion
positiva para CD34+, vision panoramica de un core completo (60X) y (b) detalle magnificado de
algunos "cortes" de vasos sefalados (160X)

El anticuerpo usado anti-CD34 mouse monoclonal primary antibody Ventana

Medical Systems, Tucson, Arizona (clone QBEnd/10).

CD117 (c-kit):

Para valorar la reacciéon de CD117 de acuerdo al escaso numero de células
positivas observadas en el examen histolégico convencional de decidié contabilizar
el numero absoluto de células positivas para CD117 a nivel intraepitelial tumoral y
posteriormente se llevé a cabo el mismo procedimiento a nivel del compartimiento

estromal.
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Figura 26. Cilindros del TMA vesical con tincion del anticuerpo anti-CD117 (Anti-c-KIT)
demostrando la reaccion positiva para CD117+ en dos casos (a) (120X), y (b) (140X) en ambos
casos las células positivas se han sefialado con una flecha.
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El anticuerpo usado anti-CD117 (Anti-c-KIT) rabbit primary antibody Ventana

Medical Systems, Tucson, Arizona (clone 9.7).

CD15:

La reaccion positiva para CD15 presentd un expresion particular que en principio
estaba pensado para células inflamatorias, pero fue llamativo el hecho de observar
una mayor expresion a nivel de las células tumorales. Esta expresion de CD15 ha
sido descrita en proliferaciones tumorales glandulares (adenocarcinoma), pero tras
revisar de manera exhaustiva nuestros casos con expresion de CD15, todos
mostraban diferenciacion urotelial pura y no fue posible detectar componente de
diferenciacion glandular en ninguno de ellos.

La expresion fue focal a nivel del compartimiento basal, intermedio, superficial o
incluso de forma heterogénea y en otros casos presentd una expresion de forma
homogénea débil, media o intensa. Estas dos formas de expresion homogénea o
focal incluian el epitelio y el estroma. Al final los 7 patrones posibles de expresion

fueron categorizados en: ausente, focal y homogéneo.
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Figura 27. Cilindros del TMA vesical con tincidn del anticuerpo anti-CD15 demostrando (a) reaccion
negativa para CD15, (b) expresion de CD15 focal basal, (c) expresiéon focal media, (d) focal

superficial, (e) homogénea medio y (f) homogénea intensa (60X)
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El anticuerpo utilizado fue anti-CD15 mouse monoclonal primary antibody Ventana

Medical Systems, Tucson, Arizona (clone MMA).
4.7.1 Controles inmunohistoquimicos de MICA

En el caso de MICA se realizd un control mas exhaustivo para determinar la
precision de la reaccion inmunohistoquimica. A pesar de la extensa evidencia
comunicada en la literatura en la que se describe la positividad de MICA en la
mayoria de tumores (con distintos grados de positividad, de acuerdo al tipo de
tejido), decidimos realizar un control externo (negativo y positivo) de dicha reaccion

inmunohistoquimica y posteriormente un control interno (positivo y negativo).

4.7.1.1 Control externo de MICA
Para el control externo disefiamos de forma especifica un mini-TMA con 49 cores
de diferentes muestras histologicas de tejido sano y neoplasico procedente de

diversos 6rganos (Figura 28 y 29).

Figura 28. Mapa de distribucién de los casos en el TMA multiorganico disefiado para el control
externo de la expresion de MICA y procedencia de las muestras.

@ @ 1: Carcinoma mamario mucinoso
@l@@ @ 2: Carcinoma escamoso de pulmén
3,6,10-14,16,19-21,24-25, 28-29,36,38-39,44-45,47-48: Estdmago sano
@ @ @ @ 4: Fibrosarcoma de tejidos blandos
5,23: Intestino sano
@ @ @ @ 7: Metastasis ganglionar de colon
8,9: Carcinoma ductal mamario
15: Carcinoma urotelial
@ @ @ 17,27: Adenocarcinoma intestinal
18,35: Tejido conectivo sano
@ @ () 22,26,31-32,37,40-42,49:Adenocarcinoma de estomago
N 30-43: Tejido adiposo sano
33: Tumor quistico de pancreas
@ @ @ @ 34: Adenocarcinoma endometrial
I@ 46: Musculo liso sano
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Figura 29. Cilindros del TMA de multiples tejidos creado para el control externo de MICA, (a) control
externo negativo de MICA y (b) control externo positivo de MICA.

TMA MICA CONTROL (-}
DR RIJO

TMA MICA CONTROL (+)
DR RO

El control externo (-) estaba constituido por el mini-TMA con las 49 muestras de
tejidos de diversos o6rganos sin aplicar el anticuerpo anti-MICA (Figura 29a).
Mientras que el control externo (+) se realizd en otro corte del mini-TMA al cual se

le aplicé el anticuerpo anti-MICA (Figura 29b).
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Figura 30. Control externo de MICA mediante un TMA multiorganico.

= MICA (-)
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O ) MICA (+) ADK de estémago

& ® ADK de endometrio

:” s S (aplicacién de anti-MICA) Tumor quistico de pancreas

En el control de MICA positivo, todos los tejidos presentaron expresion de MICA

con intensidad variable en cada caso.

4.7.1.2 Control interno de MICA

Para el control interno de MICA utilizamos zonas del TMA de TMV negativas a
pesar de que en nuestro TMA la totalidad de las muestras fueron positivas para
MICA de forma "homogénea" en cada caso, si bien de diferente intensidad de
acuerdo al caso. En 16/195 cores se detectd alguna zona de tejido sano adyacente
al tumor, que resultaron negativas para MICA. De modo que el control interno de
MICA (-) estaba constituido por estas zonas de tejido sano, fundamentalmente
fibroblastos del estroma y fibras colagenas que en general no expresan MICA. En
condiciones normales, las areas de tejido tumoral, con independencia de la
intensidad, deben demostrar expresion de MICA y este fue por lo tanto el control
interno de MICA (+). También podria utilizarse como control interno positivo el
infiltrado linfocitario, pero su presencia en los cores era menos constante que la del
tejido tumoral (en los mismos cores del TMA de TMV que incluian estas zonas de

tejido sano negativo). En la Figura 31 se observa el disefio del control interno para
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MICA (+) vy (-) y en la FIGURA 32, podemos observar un

presentaba esta condicion.

Figura 31. Disefio del control interno de MICA.

e

CASOS DEL TMA TMV
(n=16)

CONTROL INTERNO
MICA

N\

caso en el cual se

Zonas de tejido sano MICA (-)
adayacente al tumor

Zonas de tejido tumoral MICA (+)
adayacente a tejido sano

Control interno (-)

(aplicacion de anti-MICA)

Control interno (+)

(aplicacion de anti-MICA)

Figura 32. Detalle de un caso de control interno de MICA, (a) control interno de MICA (+) en tejido
tumoral y MICA (-) en tejido adyacente sano (60X) (b) detalle a mayor aumento (140X).

[Tejido sanof

MICA ()
[Tejido tumoral
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4.8 ANALISIS ESTADISTICO:
4 8.1 Variables analizadas

4 .8.1a Variables clinicas

Tabla 22. Variables clinicas en el estudio.

VARIABLE TIPO DE VARIABLE

Edad continua (afos)

Sexo dicotomica (1=hombre, 2=mujer)

Fecha del diagnéstico discreta (dd/mm/aa)

Tabaquismo cualitativa (O=nunca, 1=<20 cig/dia, 2=>20 cig/dia, 3= exfumador
desde hace =1 afo)

Recidiva dicotomica (0=no, 1=si)

Numero de recidivas continua. Mediana (Q1,Q3)

Tiempo a recidiva continua (meses)

Progresién cualitativa (0=no, 1=T1, 2=>T1)

Tiempo a progresion continua (meses)

Instilaciones endovesicales | cualitativa (O=no, 1=BCG, 2=QT)

4.8.1b Variables anatomopatologicas

Tabla 23. Variables patoldgicas en el estudio.

VARIABLE TIPO DE VARIABLE
Tamaio tumoral dicotédmica (1=<3cm, 2= 23cm)
Estadio tumoral cualitativa (1=pTa, 2=pT1, 3=pT2)
Grado OMS 1973 cualitativa (1=G1/bajo grado, 2=G2/grado intermedio, 3=G3/alto grado)
Grado OMS 2004 dicotdmica (1=bajo grado, 2=alto grado)
Multiplicidad dicotomica (1=0nico, 2=muiltiple)

4.8.1c Variables de expresion inmunohistoquimica de los marcadores moleculares

Tabla 24. Variables moleculares en el estudio.

VARIABLE TIPO DE VARIABLE
MICA dicotdmica (1=débil, 2=intenso)
NKG2D dicotomica (1=débil, 2=intenso)
CD8 epiteliales cuantitativa (nUmero absoluto de células)
CD8 estroma cualitativa (O=no, 1=1-9, 2=10-30, 3=>30)
CD4 epiteliales cuantitativa (numero absoluto de células)
CD8 estroma cualitativa (O=no, 1=1-9, 2=10-30, 3=>30)
CD68 epiteliales cualitativa (O=no, 1=escaso, 2=abundante, 3=difuso)
CD68 estroma cualitativa (O=no, 1=1-9, 2=10-30, 3=>30)
CD56 epiteliales cuantitativa (numero absoluto de células)
CD56 estroma cualitativa (O=no, 1=1-9, 2=10-30, 3=>30)
CD34 cuantitativa (nUmero absoluto de vasos)
CD117 estroma cuantitativa (numero absoluto de células)
CD117 epitelio cuantitativa (numero absoluto de células)
CD15 cualitativa (0=no, 1=focal, 2=homogéneo)
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4.8.2 Metodologia estadistica

4.8.2.1 Creacion de bases de datos y procesamiento de datos

La base de datos fue creada con Microsoft© Excel© para Mac 2011 al crear el
TMA, introduciendo todas las variables. Después se importé a IBM© SPSS©

Statistics version 24 para Mac para categorizar las distintas variables.

4 .8.2.2 Analisis estadistico

Para las variables que en nuestro estudio siguen una distribucion normal utilizamos
la media y la desviacion estandar. Mientras que si no siguen una distribucion
normal utilizamos la mediana, primer y tercer cuartil.

Para comparar las diferencias entre grupos en el caso de las variables que siguen
una distribucion normal con dos grupos fue usado el test de la t-Student y para mas
de dos grupos el analisis de varianza (ANOVA). El p.valor se corrige mediante el
test de Tukey para comparaciones multiples.

En el caso de las variables que no siguen una distribucion normal se utiliza el test U
de Mann-Whitney para comparar dos grupos y el test de Kruskall-Wallis para
comparar mas de dos grupos corrigiendo mediante la correccion de Benjamin &
Hochberg.

En el caso de las variables categdricas se describen con frecuencia y porcentaje;
para comparar los grupos se utiliza el test de Chi-cuadrado.

Se utiliza la regresion de Cox cuando tenemos tiempo de seguimiento y la

regresion logistica en caso de que no tengamos.
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A partir de la base de datos creada se importaron todos los datos al software
estadistico R (version 3.3.2. Referencia: R A language and environment for
statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL

http://www.R-project.org/f) para la realizacion de todos los andlisis estadisticos.
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5. RESULTADOS

5.1 Analisis descriptivo general:

Se analizaron todas las caracteristicas de la cohorte de 195 pacientes intervenidos
de RTU de TMV primario en el periodo de 1998 a 2003, de los cuales 173 casos
fueron TMVNMI y 22 casos TMVMI.

En la Tabla 25 se describen las variables clinicas y anatomopatolégicas de los
pacientes con TMVNMI y TMVMI. Existen caracteristicas que solo estan presentes
en los TMVNMI como el grupo de riesgo, estadio, grado histologico, recidiva,
progresion e instilaciones vesicales.

La edad media fue de 68.4 afios (en los TMVNMI de 67.8 afios y en los TMVMI de
72.4 anos). Con un predominio de hombres (85.6 %) y mujeres en s6lo un 14.4 %.
Un 55.3 % de los pacientes eran fumadores, un 28 % ex-fumadores y un 16 %
nunca habia fumado.

En los TMVNMI el estadio patolégico mas frecuente fue pTa (64.7 %) y el 35.3 %
fue pT1, siendo el grado de diferenciacidn histolégica predominante los tumores de
alto grado con un 74 % de los casos. En cuanto al nimero de tumores presentes,
la presencia de un tumor unico fue lo mas frecuente (72.3 %). En relacion al
tamano tumoral en el 66.2 % de los casos el tumor fue de <3 cmy en el 33.8 % de
los casos fue >3 cm.

El grupo de riesgo mas frecuente fue el de alto riesgo (75 %).

El 76.91 % de los casos de TMVNMI recibieron tratamiento con instilaciones

endovesicales (con BCG el 69.4 % y con QT el 7.51%).
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El 50.9% de los casos de TMVNMI presentaron recidiva a 78 meses (mas frecuente

la recidiva unica en el 50 %) y el 17.34 % de los casos presentd progresion.

Tabla 25. Variables clinicas y anatomopatoldgicas de los pacientes con TMV del estudio.

[ALL] TMVNMI TMVMI OR pratio p.valor N
N=195 N=173 N=22
Edad 68.4(11.4) 67.8(11.4) 72.4(11.6) 1.04[1.00;1.08] 0.080 0.093 195
Edad: 0.140 195
35-59 42 (21.5%) 40(23.1%)  2(9.09%) Ref. Ref.
60-74 89 (45.6%) 80(46.2%)  9(40.9%) 2.12[0.50;15.8] 0.330
>75 64 (32.8%) 53(30.6%)  11(50.0%) 3.88[0.95;28.6] 0.059
Sexo: Hombre 167 (85.6%) 149 (86.1%) 18 (81.8%) Ref. Ref. 0.530 195
Tabaco: 0.288 190
nunca 31(16.3%) 27(16.0%)  4(19.0%) Ref. Ref.
<20 21 (11.1%) 21(12.4%)  0(0.00%) [
>20 84 (44.2%) 75(44.4%) 9 (42.9%) [
exfumador 54 (28.4%) 46 (27.2%)  8(38.1%) [
Fumador 105 (55.3%) 96 (56.8%)  9(42.9%) 0.57[0.22;1.44] 0.238  0.327 190
Tabaco categorizada: 0.429 190
No fumador 31(16.3%) 27(16.0%) 4 (19.0%) Ref. Ref.
Fumador 105 (55.3%) 96 (56.8%)  9(42.9%) 0.62[0.18;2.54] 0.482
Ex-fumador 54 (28.4%) 46(27.2%) 8(38.1%) 1.15[0.32;4.84] 0.832
Tamafio del tumor: 0.614 195
<3 cm 129 (66.2%) 116 (67.1%) 13 (59.1%) Ref. Ref.
>3 cm 66 (33.8%) 57(32.9%) 9(40.9%) 1.41[0.55;3.51] 0.465
Estadio tumoral: <0.001 195
Ta 112 (57.4%) 112 (64.7%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
Tl 61 (31.3%) 61(35.3%)  0(0.00%) L[5
T2 22 (11.3%)  0(0.00%) 22 (100%) L[5
Grado (OMS 1973): <0.001 195
G1 bajo grado 45(23.1%) 45(26.0%)  0(0.00%) Ref. Ref.
G2 grado intermedio 79 (40.5%) 79 (45.7%)  0(0.00%) [
G3 alto grado 71 (36.4%) 49 (28.3%) 22 (100%) [
Grado (OMS 2004): 0.014 195
bajo grado 45(23.1%) 45(26.0%)  0(0.00%) Ref. Ref.
alto grado 150 (76.9%) 128 (74.0%) 22 (100%) [
Multiplicidad: 0.421 195
Ginico 141 (72.3%) 123 (71.1%) 18 (81.8%) Ref. Ref.
multiple 54 (27.7%) 50(28.9%) 4(18.2%) 0.56[0.15;1.62] 0.304
Grupo de riesgo: . 173
Bajo 27 (15.6%) 27 (15.6%) 0 (%) Ref. Ref.
Intermedio 15 (8.67%) 15 (8.67%) 0 (.%) s
Alto 131 (75.7%) 131(75.7%) 0 (%) s

TMV: Tumor vesical, TMVNMI: Tumor vesical no musculo-infiltrante, TMVMI: Tumor vesical musculo-infiltrante
OMS: Organizaciéon mundial de la salud
Continta en la siguiente pagina--->
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[ALL] TMVNMI TMVMI OR pratio p.overall N
N=195 N=173 N=22
Instilaciones vesicales: 173
no 40 (23.1%) 40 (23.1%) 0 (%) Ref. Ref.
BCG 120 (69.4%) 120 (69.4%) 0 (%) [5]
QT 13 (7.51%) 13 (7.51%) 0 (%) [5]
Recidiva (78 meses) 88 (50.9%) 88 (50.9%) 0 (%) [5.] 173
Numero de recidivas: 88
44 (50.0%) 44 (50.0%) 0 (%) Ref. Ref.
2 24 (27.3%) 24 (27.3%) 0 (%) -
>3 20 (22.7%) 20 (22.7%) 0 (%) -
Progresion: 173
no 143 (82.7%) 143 (82.7%) 0 (%) Ref. Ref.
T1 14 (8.09%) 14 (8.09%) 0 (%) -
>Tl 16 (9.25%) 16 (9.25%) 0 (%) -
BCG: bacilo de Calmette-Guérin, QT: quimioterapia
Tabla 26. Variables moleculares de los pacientes con TMV del estudio.
[ALL] TMVNMI TMVMI OR p.ratio poverall N
N=195 N=173 N=22
MICA 0.295 175
+ (débil) 124 (70.9%) 111 (72.5%) 13 (59.1%) Ref. Ref.
-++ (intenso) 51(29.1%) 42 (27.5%) 9 (40.9%) 1.83[0.70;4.61]  0.211
NKG2D 0.110 165
+ (débil) 61 (37.0%) 49 (34.3%) 12 (54.5%) Ref. Ref.
-++ (intenso) 104 (63.0%) 94 (65.7%) 10 45.5%)  0.44[0.17;1.10] 0.077
CD8 epitelial 11.5[3.00;34.8] 10.0 [2.50;31.0] 25.0 [8.00;51.0] 1.03 [1.00;1.05] 0.019 0.020 156
CD8 estroma: 0.062 157
no 7 (4.46%) 7 (5.15%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
19 66 (42.0%) 61 (44.9%) 5(23.8%) L]
10-30 29 (18.5%) 26 (19.1%) 3 (14.3%) s
>30 55 (35.0%) 42 (30.9%) 13 (61.9%) | .
CD#4 epitelial 10.5[2.75;30.0] 9.00 [2.00;22.0] 49.0 [12.0;51.0] 1.06[1.03;1.08] <0.001 <0.001 152
CD4 estroma: 0.002 152
no 4(2.63%) 4 (3.05%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
19 38 (25.0%) 38 (29.0%) 0 (0.00%) ]
10-30 34 (22.4%) 31 (23.7%) 3 (14.3%) [3]
>30 76 (50.0%) 58 (44.3%) 18 (85.7%) [+
CD68 epitelial <0.001 158
no 1(0.63%) 1(0.73%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
escaso 68 (43.0%) 67 (48.9%) 1 (4.76%) |
abundante 45 (28.5%) 43 (31.4%) 2(9.52%) [
difuso 44 (27.8%) 26 (19.0%) 18 (85.7%) [+
CD68 estroma: <0.001 158
19 38 (24.1%) 38 (27.7%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
10-30 45 (28.5%) 45 (32.8%) 0 (0.00%) L]
>30 75 (47.5%) 54 (39.4%) 21 (100%) 3] .
CD56 epitelial 3.00 [0.00;6.00] 2.00 [0.00;4.00] 8.00 [3.00;16.0] 1.08 [1.03;1.13]  0.001 <0.001 130
CDS56 estroma: 0.003 131
no 24 (18.3%) 22 (20.0%) 2 (9.52%) Ref. Ref.
19 85 (64.9%) 74 (67.3%) 11(524%)  1.54[0.37;11.5] 0.585
10-30 17 (13.0%) 13 (11.8%) 4 (19.0%) 3.18[0.51;28.7] 0.218
>30 5 (3.82%) 1(0.91%) 4 (19.0%) 31.5[2.96;1112] 0.003
CD34 52.0 [35.2;84.8] 50.0 [31.0;83.0] 55.0[48.0;,95.0] 1.00[0.99;1.01] 0.441 0.089 158
CD117 estroma 4.00[1.00;11.0] 3.00[1.00;10.0] 9.00 [5.00;17.5] 1.03 [0.99;1.07] 0.201 0.019 137
CD117 epitelial 3.00 [0.00;7.00] 3.00 [0.00;8.00] 0.00 [0.00;4.00] 0.80[0.64;0.98] 0.034 0.014 139
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[ALL] TMVNMI TMVMI OR p.ratio poverall N

N=195 N=173 N=22
CD15: 0.020 168
no 41 (24.4%) 34 (23.3%) 7 (31.8%) Ref. Ref.
focal basal 10 (5.95%) 10 (6.85%) 0 (0.00%) ]
focal intermedio 15 (8.93%) 11 (7.53%) 4 (18.2%) ]
focal superficial 14 (8.33%) 13 (8.90%) 1 (4.55%) ]
focal heterogéneo 14 (8.33%) 9 (6.16%) 5(22.7%) L[4
homogéneo débil 15 (8.93%) 13 (8.90%) 2 (9.09%) [
homogéneo medio 32 (19.0%) 29 (19.9%) 3 (13.6%) [54]
homogéneo intenso 27 (16.1%) 27 (18.5%) 0 (0.00%) s .
CD15 categorizada: 0.094 168
No 41 (24.4%) 34 (23.3%) 7 (31.8%) Ref. Ref.
Focal 53 (31.5%) 43 (29.5%) 10 (45.5%) 1.12[0.38;3.44] 0.834
Homogéneo 74 (44.0%) 69 (47.3%) 5(22.7%) 0.36[0.10;1.23]  0.103

La Tabla 26 muestra las variables moleculares de los pacientes con TMV en el
estudio. En el 100% de los casos de TMV MICA fue positivo (débil/+ en el 72.5 %
de los casos e intenso/++ en el 27.5 % de los casos de TMVNMI), a diferencia de
los TMVMI en los cuales la categoria intenso/++ estuvo presente en el 40.9 % de
los casos.

Los valores de NKG2D en todos los TMV fueron débil/+ en el 37 % de los casos e
intenso/++ en el 63% de los casos. Siendo diferente su relacién en los TMVNMI
(débil/+ en 34.3% de los casos e intenso/++ en 65.7 % de los casos) y en los
TMVMI una relacion inversa (+/débil en el 54.5 % de los casos e intenso/++ en el
45.5 % de los casos).

Los valores del resto de variables detectados a nivel de epitelio y estroma CD4,
CD68, CD56, CD34, CD117 y CD15 también se presentan en la misma tabla.

La variable CD15 se valord inicialmente como ausente, focal basal, focal
intermedia, focal heterogénea, homogéneo débil, homogéneo medio y homogéneo
intenso, pero posteriormente fue categorizada en ausente, focal y homogéneo para

facilitar los analisis posteriores.
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5.2 Andlisis descriptivo segun sexo:

Existe un predominio de hombres (85.6 %) sobre mujeres (14.4 %) en nuestra

serie. En la Tabla 27 podemos observar un analisis descriptivo segun el sexo.

Tabla 27. Analisis descriptivo segun sexo en los pacientes con TMV del estudio.

[ALL] Hombre Mujer OR p.ratio  p.overall N
N=195 N=167 N=28
Edad 68.4 (11.4) 67.7 (10.8) 722 (14.3) 1.04 [1.00;1.08]  0.054 0.118 195
Edad categorizada: 0.025 195
35-59 42 (21.5%) 36 (21.6%) 6 (21.4%) Ref. Ref.
60-74 89 (45.6%) 82 (49.1%) 7 (25.0%) 0.51[0.16;1.74]  0.275
>75 64 (32.8%) 49 (29.3%) 15 (53.6%) 1.80[0.65;5.58] 0.261
Tabaco: <0.001 190
nunca 31 (16.3%) 9 (5.56%) 22 (78.6%) Ref. Ref.
<20 21 (11.1%) 19 (11.7%) 2(7.14%) ]
>20 84 (44.2%) 80 (49.4%) 4 (14.3%) S|
exfumador 54 (28.4%) 54 (33.3%) 0 (0.00%) s
Fumador 105 (55.3%) 99 (61.1%) 6 (21.4%) 0.18 [0.06;0.44] <0.001  <0.001 190
Tabaco categorizada: <0.001 190
No fumador 31 (16.3%) 9 (5.56%) 22 (78.6%) Ref. Ref.
Fumador 105 (55.3%) 99 (61.1%) 6 (21.4%) ]
Ex-fumador 54 (28.4%) 54 (33.3%) 0 (0.00%) S|
TMVMI 22 (11.3%) 18 (10.8%) 4 (14.3%) 1.41[0.37;4.24] 0.579 0.530 195
Tamailo del tumor: 0.192 195
<3 cm 129 (66.2%) 114 (68.3%) 15 (53.6%) Ref. Ref.
>3 cm 66 (33.8%) 53 (31.7%) 13 (46.4%) 1.86[0.81;4.22] 0.141
Estadio tumoral: 0.799 195
Ta 112 (57.4%) 97 (58.1%) 15 (53.6%) Ref. Ref.
T1 61 (31.3%) 52 (31.1%) 9 (32.1%) 1.13[0.44;2.73]  0.799
T2 22 (11.3%) 18 (10.8%) 4(14.3%) 1.46 [0.37;4.67]  0.555
Grado (OMS 1973): 0.609 195
G1 bajo grado 45 (23.1%) 38 (22.8%) 7(25.0%) Ref. Ref.
G2 grado intermedio 79 (40.5%) 70 (41.9%) 9 (32.1%) 0.70 [0.24;2.13]  0.516
G3 alto grado 71 (36.4%) 59 (35.3%) 12(42.9%)  1.09[0.40;3.23] 0.863
Grado (OMS 2004): 0.985 195
bajo grado 45 (23.1%) 38 (22.8%) 7 (25.0%) Ref. Ref.
alto grado 150 (76.9%) 129 (77.2%) 21(75.0%)  0.87[0.36;2.39] 0.779
Multiplicidad: 0.426 195
unico 141 (72.3%) 123 (73.7%) 18 (64.3%) Ref. Ref.
multiple 54 (27.7%) 44 (26.3%) 10 (35.7%) 1.56 [0.64;3.60] 0.317
Instilaciones vesicales: 0.286 173
no 40 (23.1%) 33 (22.1%) 7(29.2%) Ref. Ref.
BCG 120 (69.4%) 103 (69.1%) 17 (70.8%) s
QT 13 (7.51%) 13 (8.72%) 0 (0.00%) S|
Recidiva 88 (50.9%) 75 (50.3%) 13 (54.2%) 1.16[0.48;2.83] 0.735 0.898 173
Numero de recidivas: 0.791 88
1 44 (50.0%) 38 (50.7%) 6 (46.2%) Ref. Ref.
2 24 (27.3%) 21 (28.0%) 3(23.1%) 0.93[0.17:4.03] 0.921
>3 20 (22.7%) 16 (21.3%) 4(30.8%) 1.59[0.35;6.54] 0.533
Tiempo a 1° recidiva (meses) 16.0 [8.00;28.0]  16.0 [8.00;28.0] 13.0[8.00;28.0] 0.99[0.95;1.03] 0.673  0.791 88
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Progresion:
No
Tl
>T1

Tiempo a progresion (meses) 20.5 [9.50;54.8] 26.5[10.5;48.2]

Riesgo:
Bajo
Intermedio
Alto
MICA
+ (débil)
++ (intenso)
NKG2D
+  (débil)
++ (intenso)
CDS epiteliales
CD8 estroma:
no
1-9
10-30
>30
CD4 epiteliales
CD4 estroma:
no
1-9
10-30
=30
CD68 epiteliales:
no
escaso
abundante
difuso
CD68 estroma:
1-9
10-30
=30
CD56 epiteliales
CD56 estroma:
no
1-9
10-30
>30
CD34
CD117 estroma
CD117 epitelial
CD15 categorizada:
No
Focal

Homogéneo

[ALL]
N=195

143 (82.7%)
14 (8.09%)
16 (9.25%)

27 (15.6%)
15 (8.67%)
131 (75.7%)

124 (70.9%)
51(29.1%)

61 (37.0%)
104 (63.0%)
11.5 [3.00;34.8)

7 (4.46%)

66 (42.0%)
29 (18.5%)
55 (35.0%)

Hombre

N=167

125 (83.9%)
12 (8.05%)
12 (8.05%)

22 (14.8%)
13 (8.72%)
114 (76.5%)

106 (70.2%)
45 (29.8%)

50 (35.2%)
92 (64.8%)
11.0 [3.00;33.5]

6 (4.41%)

58 (42.6%)
26 (19.1%)
46 (33.8%)

Mujer
N=28

18 (75.0%)

2(8.33%)

4(16.7%)
12.0 [8.00;58.8)

5(20.8%)
2(8.33%)
17 (70.8%)

18 (75.0%)
6 (25.0%)

11 (47.8%)
12 (52.2%)
14.0 [3.00;51.0]

1 (4.76%)
8 (38.1%)
3 (14.3%)
9 (42.9%)

10.5[2.75;30.0] 9.00 [2.25;22.0] 30.0 [5.25;50.5)

4(2.63%)

38 (25.0%)
34 (22.4%)
76 (50.0%)

1(0.63%)

68 (43.0%)
45 (28.5%)
44 (27.8%)

38 (24.1%)
45 (28.5%)
75 (47.5%)

3(2.31%)

34 (26.2%)
30 (23.1%)
63 (48.5%)

1(0.74%)

61 (45.2%)
34 (25.2%)
39 (28.9%)

33 (24.4%)
39 (28.9%)
63 (46.7%)

1 (4.55%)
4(18.2%)
4 (18.2%)
13 (59.1%)

0 (0.00%)
7 (30.4%)
11 (47.8%)
5(21.7%)

5(21.7%)
6 (26.1%)
12 (52.2%)

3.00 [0.00;6.00] 2.00 [0.00;5.00] 3.50 [1.00;7.25)

24 (18.3%)
85 (64.9%)
17 (13.0%)
5 (3.82%)

20 (18.0%)
72 (64.9%)
15 (13.5%)
4(3.60%)

4(20.0%)
13 (65.0%)
2 (10.0%)
1(5.00%)

52.0(35.2;84.8] 52.0 [35.0;87.0] 50.0 [38.0;75.5)
4.00[1.00;11.0] 4.00 [1.00;11.0] 4.00 [3.00;10.0]
3.00 [0.00;7.00] 2.00 [0.00;6.00] 4.00 [0.75;7.00]

41 (24.4%)
53 (31.5%)
74 (44.0%)

32 (22.1%)
50 (34.5%)
63 (43.4%)

9 (39.1%)
3 (13.0%)
11 (47.8%)

OR

Ref.
1.22 [0.16;5.08]
2.35[0.58;7.74]
1.00 [0.97;1.03]

Ref.
0.71 [0.08;4.01]
0.65 [0.22;2.18)

Ref.
0.80 [0.27;2.06]

Ref.
0.59 [0.24;1.48)
1.00 [0.98;1.03]

Ref.
0.76 [0.10;21.4]
0.65 [0.06;21.1]
1.07 [0.15;30.1]
1.03 [1.01;1.06]

Ref.
0.34 [0.03;11.5]
0.39 [0.03;13.1]
0.58 [0.06;17.5]

Ref.
L]
s
L]

Ref.
1.01 [0.27;3.92]
1.24 [0.41;4.26]
1.03 [0.99;1.07]

Ref.
0.88 [0.27;3.53]
0.69 [0.08;4.31]
1.33 [0.04;13.7]
1.00 [0.99;1.01]
0.99 [0.95;1.04]
1.01 [0.94;1.09]

Ref.
0.22 [0.04;0.83]
0.62 [0.23;1.71]

TMVNMI: Tumor vesical no musculo-infiltrante, BCG: bacilo de Calmette-Guérin

112

p.ratio

Ref.

0.814
0.210
0.892

Ref.
0.709
0.456

Ref.
0.654

Ref.
0.259
0.688

Ref.

0.823
0.759
0.958
0.012

Ref.

0.473
0.522
0.684

Ref.

Ref.

0.987
0.714
0.154

Ref.

0.849
0.703
0.837
0.564
0.804
0.715

Ref.
0.024
0.351

p.overall N

0.377

0.568
0.765

0.811

0.352

0.675

0.846

0.029
0.562

0.185

0.887

0.191
0.972

0.693
0.610
0.341
0.069

173

30
173

175

165

156

157

152
152

158

158

130
131

158
137
139
168



Edad:

La edad media de la mujeres fue de 72.2 afios y la de los hombres de 67.7 anos,
siendo el 53.6 % de las mujeres mayores de 75 anos.

TMVMI:

El TMVMI en el grupo de mujeres fue de un 14.3 % frente a un 10.8% en el grupo
de los hombres.

Tamano tumoral:

Con respecto al tamafio del tumor, las mujeres presentaron tumores de mayor
tamano un 46.4 % de las mujeres presentaron tumores >3 cm. en comparacién con
un 31.7 % de los hombres.

Estadio tumoral:

Al comparar el estadio tumoral entre ambos sexos fue similar, la mayoria presento
tumores pTa (58.4 % de los hombres y 53.6 % de las mujeres) y también en ambos
sexos los tumores de alto grado fueron los mas frecuentes (77.2% de los hombres
y 75 % de las mujeres).

Multiplicidad:

Los tumores unicos fueron los mas frecuentes en ambos sexos (en 73.7% de los
hombres y en 64.3% de las mujeres).

Recidiva:

En cuanto a la recidiva las mujeres presentaron 54.2 % de recidivas vs. 50.3 % en
los hombres y el tiempo medio a la primera recidiva en las mujeres fue mas corto;

13 meses frente a 16 meses en los hombres.
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Progresion:

La progresion del tumor fue mayor en las mujeres 25% frente a un 16% en los
hombres, siendo el tiempo medio hasta la progresién en las mujeres menor, de 12

meses frente a 26.5 meses en los hombres.

MICA:
No se observaron diferencias entre el sexo y la expresion de MICA. En ambos
sexos predominé la expresion de MICA +/débil (en el 70.2 % de los hombres vs el

75 % de las mujeres).

Tabla 28. Relacién entre el sexo y la expresion de MICA en los pacientes con TMV.

[ALL] Hombre Mujer OR pratio p.valor N
N=175 N=151 N=24
MICA: 0.811 175
+ (débil) 124 (70.9%) 106 (70.2%) 18 (75.0%) Ref. Ref.
++ (intensa) 51 (29.1%) 45 (29.8%) 6 (25.0%) 0.80[0.27;2.06]  0.654

NKG2D:
Al comparar el sexo con la expresion de NKG2D tampoco se observaron
diferencias. En ambos sexos predominé la expresion de NKG2D ++/intensa (en

64.8 % de los hombres vs 52.2 % de las mujeres).

Tabla 29. Relacién entre el sexo y la expresion de NKG2D en los pacientes con TMV.

[ALL] Hombre Mujer OR p.ratio p.valor N
N=175 N=151 N=24
NKG2D: 0.352 165
+ (débil) 61 (37.0%) 50 (35.2%) 11 (47.8%) Ref. Ref.

++ (intensa) 104 (63.0%) 92 (64.8%) 12(52.2%)  0.59[0.24;1.48]  0.259
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CD4:

Con respecto a las variables moleculares no se objetivaron diferencias

significativas al comparar por sexos en el analisis univariado, excepto para CD4

epiteliales (p=0.029) que en la mujeres fue mas elevado (valor medio de 30.0 vs

9.0) . La expresion de CD4 a nivel del estroma fue similar en ambos sexos.

Tabla 30. Relacién entre el sexo y la expresion de CD4 en los pacientes con TMV.

[ALL] Hombre Mujer OR p.ratio p.valor N
N=152 N=130 N=22
CD4 epiteliales  10.5 [2.75;30.0] 9.00 [2.25;22.0] 30.0[5.25;50.5] 1.03[1.01;1.06] 0.012 0.029 152
CD#4 estroma: 0.562 152
no 4 (2.63%) 3 (2.31%) 1 (4.55%) Ref. Ref.
1-9 38 (25.0%) 34 (26.2%) 4 (18.2%) 0.3410.03;11.5] 0.473
10-30 34 (22.4%) 30 (23.1%) 4 (18.2%) 0.390.03;13.1] 0.522
>30 76 (50.0%) 63 (48.5%) 13 (59.1%) 0.580.06;17.5] 0.684
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5.3 Anadlisis descriptivo segun edad:

Como se menciond en el analisis descriptivo inicial (Tabla 31) la edad media de los
pacientes incluidos en el estudio fue de 68.4 afos (en los casos de TMVNMI fue de
67.8 afios y en los casos de TMVMI de 72.4 afios).

En la Tabla 31 se muestra un analisis descriptivo segun la edad de los pacientes
con TMV. La edad ha sido categorizada en 3 grupos: 35-79 afios, 60-74 afios y >
de 75 afnos.

Grado tumoral:

El 84.4% de los pacientes >75 afios tenian tumores de alto grado (p=0.024).

Recidiva y progresion:

Se observo una tendencia de que a mayor edad existe mayor recidiva y progresion,
sin embargo no alcanzo la significacion estadistica.

MICA:

Para MICA destaca que en los pacientes >75 afios un 66.1 % presentaban MICA
débil/+ y con los niveles de expresidon de NKG2D existia un tendencia en este
mismo grupo de pacientes (>75 afios) de aumento sus niveles (el 64.3 % de los
pacientes tenian NKG2D intenso/++), sin embargo ninguna de estas dos
tendencias alcanzo diferencias estadisticamente significativas.

CD68:

En relacion a las variables moleculares en el analisis univariante no se observaron
diferencias estadisticamente significativas con edad, excepto para la variable CD68
estromal que aumentada con la edad CD68 estormal >30 en el 63.6 % de los

pacientes >75 afos (p=0.024).
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Tabla 31. Andlisis descriptivo segun edad categorizada (en afos) en los pacientes con TMV.

[ALL] 35-59 60-74 >75 p.overall N
N=195 N=42 N=89 N=64
Sexo: Hombre 167 (85.6%) 36 (85.7%) 82 (92.1%) 49 (76.6%) 0.025 195
Tabaco: <0.001 190
nunca 31 (16.3%) 4 (9.76%) 8(9.09%) 19 (31.1%)
<20 21 (11.1%) 8 (19.5%) 10 (11.4%) 3(4.92%)
>20 84 (44.2%) 26 (63.4%) 43 (48.9%) 15 (24.6%)
exfumador 54 (28.4%) 3(7.32%) 27 (30.7%) 24 (39.3%)
Fumador 105 (55.3%) 34 (82.9%) 53 (60.2%) 18 (29.5%) <0.001 190
Tabaco categorizada: <0.001 190
No fumador 31 (16.3%) 4 (9.76%) 8(9.09%) 19 (31.1%)
Fumador 105 (55.3%) 34 (82.9%) 53 (60.2%) 18 (29.5%)
Ex-fumador 54 (28.4%) 3(7.32%) 27 (30.7%) 24 (39.3%)
TMVMI 22 (11.3%) 2 (4.76%) 9 (10.1%) 11 (17.2%) 0.140 195
Tamafio del tumor: 0.202 195
<3 cm 129 (66.2%) 32 (76.2%) 59 (66.3%) 38 (59.4%)
>3 cm 66 (33.8%) 10 (23.8%) 30 (33.7%) 26 (40.6%)
Estadio tumoral: 0.266 195
Ta 112 (57.4%) 27 (64.3%) 54 (60.7%) 31 (48.4%)
Tl 61 (31.3%) 13 (31.0%) 26 (29.2%) 22 (34.4%)
T2 22 (11.3%) 2 (4.76%) 9 (10.1%) 11 (17.2%)
Grado (OMS 1973): 0.009 195
G1 bajo grado 45 (23.1%) 16 (38.1%) 19 (21.3%) 10 (15.6%)
G2 grado intermedio 79 (40.5%) 19 (45.2%) 37 (41.6%) 23 (35.9%)
G3 alto grado 71 (36.4%) 7 (16.7%) 33 (37.1%) 31 (48.4%)
Grado (OMS 2004): 0.024 195
bajo grado 45 (23.1%) 16 (38.1%) 19 (21.3%) 10 (15.6%)
alto grado 150 (76.9%) 26 (61.9%) 70 (78.7%) 54 (84.4%)
Multiplicidad: 0.533 195
unico 141 (72.3%) 31 (73.8%) 61 (68.5%) 49 (76.6%)
multiple 54 (27.7%) 11 (26.2%) 28 (31.5%) 15 (23.4%)
Instilaciones vesicales: 0.194 173
no 40 (23.1%) 11 (27.5%) 19 (23.8%) 10 (18.9%)
BCG 120 (69.4%) 24 (60.0%) 54 (67.5%) 42 (79.2%)
QT 13 (7.51%) 5(12.5%) 7 (8.75%) 1 (1.89%)
Recidiva 88 (50.9%) 21 (52.5%) 41 (51.2%) 26 (49.1%) 0.943 173
Numero de recidivas: 0.146 88
1 44 (50.0%) 9 (42.9%) 21 (50.0%) 14 (56.0%)
2 24 (27.3%) 3 (14.3%) 13 (31.0%) 8(32.0%)
>3 20 (22.7%) 9 (42.9%) 8 (19.0%) 3 (12.0%)
Tiempo a 1° recidiva (meses) 16.0 [8.00;28.0] 16.0 [9.00;25.0] 16.0 [7.25;29.5] 14.0 [8.00;19.0] 0.740 88
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Progresion:
no

Tl

>T1

Tiempo a progresién (meses) 20.5 [9.50;54.8] 38.5 [25.8;63.5] 33.0 [10.0;71.5] 11.0 [8.50;14.0]

Grupos de Riesgo:
Bajo
Intermedio
Alto

MICA

+  (débil)
++ (intenso)

NKG2D

+  (débil)
++ (intenso)

CDS8 epiteliales

CDS8 estroma:
no
1-9
10-30
>30

CD4 epiteliales

CD4 estroma:
no
1-9
10-30
>30

CD68 epiteliales:
no
escaso
abundante
difuso

CD68 estroma:
1-9
10-30
>30

CD56 epiteliales

CD56 estroma:
no
1-9
10-30
>30

CD34

CD117 estroma

CD117 epitelial

CD15 categorizada:

No
Focal

Homogéneo

143 (82.7%)
14 (8.09%)
16 (9.25%)

27 (15.6%)
15 (8.67%)
131 (75.7%)

124 (70.9%)
51(29.1%)

61 (37.0%)
104 (63.0%)

11.5 [3.00;34.8] 8.00 [2.00;22.5] 12.5 [4.00;35.5] 16.0 [2.00;44.0]

7 (4.46%)
66 (42.0%)
29 (18.5%)
55 (35.0%)

10.5 [2.75;30.0] 12.0 [2.25;22.0] 9.00 [2.25;21.8] 14.5 [3.00;42.8]

4(2.63%)
38 (25.0%)
34 (22.4%)
76 (50.0%)

1(0.63%)

68 (43.0%)
45 (28.5%)
44 (27.8%)

38 (24.1%)
45 (28.5%)
75 (47.5%)

3.00 [0.00;6.00] 2.00 [0.00;7.00] 3.00 [1.00;5.00] 2.00 [0.00;6.25]

24 (18.3%)
85 (64.9%)
17 (13.0%)
5(3.82%)

52.0 [35.2;84.8] 47.0 [30.0;69.0] 52.0 [35.0;94.2] 53.0 [40.0;80.0]
4.00 [1.00;11.0] 5.00 [1.00;12.0] 3.00 [1.00;10.0] 4.50 [1.00;11.5]
3.00 [0.00;7.00] 3.50 [1.75;8.00] 3.00 [0.00;5.75] 2.00 [0.00;7.00]

41 (24.4%)
53 (31.5%)
74 (44.0%)

32 (80.0%)
4(10.0%)
4(10.0%)

11 (27.5%)
4(10.0%)
25 (62.5%)

27 (75.0%)
9 (25.0%)

17 (47.2%)
19 (52.8%)

2 (6.45%)
12 (38.7%)
8 (25.8%)
9 (29.0%)

0 (0.00%)
7(23.3%)
9 (30.0%)
14 (46.7%)

1(3.03%)
15 (45.5%)
12 (36.4%)
5(15.2%)

11 (33.3%)
12 (36.4%)
10 (30.3%)

8 (27.6%)
16 (55.2%)
5(17.2%)
0 (0.00%)

7(19.4%)
8 (22.2%)
21 (58.3%)

66 (82.5%)
7 (8.75%)
7 (8.75%)

11 (13.8%)
7 (8.75%)
62 (77.5%)

58 (72.5%)
22 (27.5%)

24 (32.9%)
49 (67.1%)

4 (5.48%)
28 (38.4%)
14 (19.2%)
27 (37.0%)

3 (4.29%)
19 (27.1%)
11 (15.7%)
37 (52.9%)

0 (0.00%)

35 (50.0%)
15 (21.4%)
20 (28.6%)

20 (28.6%)
20 (28.6%)
30 (42.9%)

7(12.1%)
41 (70.7%)
9 (15.5%)
1(1.72%)

18 (23.7%)
24 (31.6%)
34 (44.7%)
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45 (84.9%)
3 (5.66%)
5(9.43%)

5(9.43%)
4(7.55%)
44 (83.0%)

39 (66.1%)
20 (33.9%)

20 (35.7%)
36 (64.3%)

1(1.89%)
26 (49.1%)
7 (132%)

19 (35.8%)

1(1.92%)
12 (23.1%)
14 (26.9%)
25 (48.1%)

0 (0.00%)

18 (32.7%)
18 (32.7%)
19 (34.5%)

7(12.7%)
13 (23.6%)
35 (63.6%)

9 (20.5%)
28 (63.6%)
3 (6.82%)
4(9.09%)

16 (28.6%)
21 (37.5%)
19 (33.9%)

0.951

0.106
0.177

0.592

0.335

0.564

0.624

0.512
0.635

0.076

0.024

0.672
0.130

0.661
0.808
0.373
0.251
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173

175

165

156

157

152
152

158

158
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158
137
139
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5.4 Analisis descriptivo segun grupos de riesgo:

El 75% de los casos pertenecian al grupo de alto riesgo, 8.67% eran de riesgo
intermedio y el 15.6 % de bajo riesgo.

A continuacion se representa la relacion de la variable grupo de riesgo con el resto
de las variables mediante el analisis univariado.

Edad:

La edad media del grupo de alto riesgo fue 68.7 afos, en el grupo de riesgo
intermedio de 68.2 afios y en el grupo de bajo riesgo de 63.2 afios.

En los grupos de riego alto e intermedio el 47.3% y 46.7 % de los casos tenian
entre 60-74 anos de edad. En el grupo de bajo riesgo 40.7 % de los casos tenian

entre 35-59 afnos de edad.

Tabla 32. Relacién entre el grupo de riesgo y la edad en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p-valor
N=173 N=27 N=15 N=131
Edad media 67.8 (11.4) 63.3 (10.4) 68.2 (16.0) 68.7 (10.8) 0.075
Edad: 0.177
35-59 40 (23.1%) 11 (40.7%) 4 (26.7%) 25 (19.1%)
60-74 80 (46.2%) 11 (40.7%) 7 (46.7%) 62 (47.3%)
>75 53 (30.6%) 5 (18.5%) 4 (26.7%) 44 (33.6%)

Sexo:

En todos los grupos de riesgo predominaban los hombres, el 86.1 % de los casos
(149 pacientes) eran hombres y solo el 13.9 % de todos los grupos fueron mujeres.
En el grupo de alto riesgo el 87 % de los casos (114 pacientes) eran hombres, en el
grupo de riesgo intermedio el 86.7% (13 pacientes) y en los de bajo riesgo 81.5 %

(22 pacientes).
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Tabaco:

El 56.8 % de los casos de TMVNMI eran fumadores. En el grupo de alto riesgo el
53.5 % eran fumadores, 53.3 % en el grupo de riesgo intermedio y 74.1 % del
grupo de bajo riesgo.

El mayor consumo de tabaco se observo en el grupo de bajo riesgo, de este grupo
el 51.9 % de los casos eran fumadores de > 20 cig/dia.

En el grupo de alto riesgo era donde habia una proporcion mayor de ex-fumadores
con un 315 % de pacientes. No detectamos diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo de riesgo y el habito tabaquico categorizado (p=0.139).

Tabla 33. Relacion entre el grupo de riesgo y el tabaco en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p-valor
N=169 N=27 N=15 N=127

Tabaco: 0.114
nunca 27 (16.0%) 4 (14.8%) 4 (26.7%) 19 (15.0%)
<a20 21 (12.4%) 6 (22.2%) 3 (20.0%) 12 (9.45%)
> de 20 75 (44.4%) 14 (51.9%) 5(33.3%) 56 (44.1%)
ex-fumador 46 (27.2%) 3 (11.1%) 3 (20.0%) 40 (31.5%)

Fumador 96 (56.8%) 20 (74.1%) 8 (53.3%) 68 (53.5%) 0.142

Tabaco categorizada: 0.139
No fumador 27 (16.0%) 4 (14.8%) 4 (26.7%) 19 (15.0%)
Fumador 96 (56.8%) 20 (74.1%) 8 (53.3%) 68 (53.5%)
Ex-fumador 46 (27.2%) 3 (11.1%) 3 (20.0%) 40 (31.5%)

Tamano tumoral:

En relacion a los grupos de riesgo y el tamafo tumoral se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001). Dichas diferencias se deben en parte a
las condiciones del grupo de bajo riesgo que excluyen los tumores <3 cm. En el
grupo de alto riesgo un 38.2 % de los casos los tumores eran > 3 cm y en el de

riesgo intermedio un 46.7 %.
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Tabla 34. Relacién entre el grupo de riesgo y el tamafio tumoral en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N
N=173 N=27 N=15 N=131
Tamafio del tumor: <0.001 173
<3 cm 116 (67.1%) 27 (100%) 8 (53.3%) 81 (61.8%)
>3 cm 57 (32.9%) 0 (0.00%) 7 (46.7%) 50 (38.2%)

Estadio tumoral:

Al comparar los grupos de riesgo con el estadio tumoral objetivamos que los
pacientes de alto riesgo tenian un 46.6% de tumores pT1 y un 57.4 % de tumores
pTa, mientras que para los grupos de bajo riesgo y riesgo intermedio el 100% de
los casos eran pTa (p<0.001). Al igual que con el tamafno tumoral dichas

diferencias son debidas en parte a la condicion del grupo de bajo riesgo que

excluye los tumores T1.

Tabla 35. Relacién entre el grupo de riesgo y el estadio tumoral en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=173 N=27 N=15 N=131
Estadio tumoral: <0.001
Ta 112 (64.7%) 27 (100%) 15 (100%) 70 (53.4%)

T1 61 (35.3%) 0 (0.00%)

0 (0.00%)

61 (46.6%)

Grado tumoral (OMS 1973)/(OMS 2004):

Evidenciamos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de riesgo
y el grado tumoral (p<0.001) que en parte se deben a los criterios de constitucion
del grupo de bajo riesgo. En el grupo de alto riesgo la mayoria de tumores eran de

alto grado (97 %), mientras que el 3 % de los casos eran de bajo grado. En el

grupo de riesgo intermedio el 100 % de los tumores eran de bajo grado.
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Tabla 36. Relacion entre el grupo de riesgo y el grado tumoral (OMS1973) / (OMS 2004) en los
pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=173 N=27 N=15 N=131
Grado (OMS 1973): <0.001
G1 bajo grado 45 (26.0%) 27 (100%) 15 (100%) 3(2.29%)

G2 grado intermedio 79 (45.7%) 0 (0.00%) 0(0.00%) 79 (60.3%)

G3 alto grado 49 (28.3%) 0 (0.00%) 0(0.00%) 49 (37.4%)
Grado (OMS 2004): <0.001

bajo grado 45 (26.0%) 27 (100%) 15(100%) 3 (2.29%)

alto grado 128 (74.0%)  0(0.00%) 0(0.00%) 128 (97.7%)
Multiplicidad:

En relaciéon con la multiplicidad el 73.3 % de los pacientes del grupo de riesgo
intermedio presentaron tumores multiples frente a un 29.8 % del grupo de alto

riesgo.

Tabla 37. Relacion entre el grupo de riesgo y la multiplicidad en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=173 N=27 N=15 N=131
Multiplicidad: <0.001
unico 123 (71.1%) 27 (100%) 4 (26.7%) 92 (70.2%)
multiple 50 (28.9%) 0 (0.00%) 11 (73.3%) 39 (29.8%)

Instilaciones endovesicales:

El 76.9 % de los pacientes recibieron tratamiento con terapia con instilaciones
vesicales. La mayoria de los pacientes de alto riesgo recibieron tratamiento con
BCG (79.8 %) y de este mismo grupo solo el 8.40 % fueron tratados con MMC.

En el grupo de riesgo intermedio también la mayoria recibio tratamiento con BCG
(73.3 %). Mientras que en el grupo de bajo riesgo el 77.8 % de los pacientes no

fueron tratados con instilaciones endovesicales.
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Tabla 38. Relacion entre el grupo de riesgo e instilaciones vesicales en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=173 N=27 N=15 N=131
Instilaciones vesicales: <0.001
no 40 (23.1%) 21 (77.8%) 3 (20.0%) 16 (12.2%)
BCG 120 (69.4%) 5(18.5%) 11(73.3%) 104 (79.4%)
MMC 13 (7.51%) 1 (3.70%) 1 (6.67%) 11 (8.40%)

Recidiva:

Al comparar los grupos de riesgo con la recidiva observamos que la mitad de los
pacientes recidivaron (50.9 %). Destaca que soélo presentaron recidiva los
pacientes del grupo de alto riesgo, en el cual el 61.5 % de los pacientes
recidivaron. En cuanto al numero de recidivas que presenté cada paciente, el 50 %
tuvo sélo una recidiva, el 27.3 % dos recidivas y solamente tres 0 mas recidivas el

22.7 % de los casos.

Tabla 39. Relacion entre el grupo de riesgo y la recidiva en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N
N=173 N=27 N=15 N=131
Recidiva 88 (50.9%) 15 (55.6%) 5(33.3%) 68 (51.9%) 0.148 173

Progresion:

El 82.7 % de los pacientes no presentaron progresion tumoral. Comparando el
grupo de riesgo con la progresion tumoral vemos que el 24% de los pacientes de
alto riesgo presenté progresion (en 6.11 % aT1yen 12.2 % a >T1) frente al 6.67%
del grupo de riesgo intermedio (6.67 % a T1 y 0 % a >T1) y al 18.5 % de bajo

riesgo (18.5% aT1y 0 % a>T1).
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Tabla 40. Relacién entre el grupo de riesgo y la progresién en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=173 N=27 N=15 N=131
Progresion: 0.047
No 143 (82.7%) 22 (81.5%) 14 (93.3%) 107 (81.7%)
T1 14 (8.09%) 5(18.5%) 1 (6.67%) 8 (6.11%)
>T1 16 (9.25%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 16 (12.2%)

MICA:

En el 72.5 % de los pacientes la expresion de MICA fue débil y en el 27.5 %

intensa.

En los tres grupos de riesgo la expresion de MICA fue similar. No detectamos

diferencias.

Tabla 41. Relacion entre el grupo de riesgo y MICA en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N
N=153 N=23 N=14 N=116
MICA 0.951 153
+ (débil) 111 (72.5%) 17 (73.9%) 11 (78.6%) 83 (71.6%)

++ (intenso) 42 (27.5%) 6 (26.1%) 3(21.4%) 33 (28.4%)

NKG2D:

En el 65.7 % de los pacientes se observé una expresion intensa de NKG2D y en el
34.3 % fue débil. Al comparar los grupos de riesgo con la expresion de NKG2D
destaca una relacion inversa a menor grupo de riesgo mayor expresion de NKG2D.
En los pacientes de bajo riesgo un 73.9 % de los casos tenia expresion intensa de
NKG2D vs. 50 % en el grupo de riesgo intermedio y 65.7 % en el grupo de alto

riesgo.
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Tabla 42. Relacion entre el grupo de riesgo y NKG2D en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N
N=143 N=23 N=12 N=108
NKG2D 0.368 143
+ (débil) 49 (34.3%) 6 (26.1%) 6 (50.0%) 37 (34.3%)

++ (intenso) 94 (65.7%)  17(73.9%)  6(50.0%) 71 (65.7%)

CD4 epiteliales:

Al comparar los grupos de riesgo con la expresion de CD4 epiteliales evidenciamos
una relacion inversa, al aumentar el grupo de riesgo disminuye el valor medio de
linfocitos T CD4+ epiteliales, no obstante la diferencia no es estadisticamente

significativa (p=0.685).

Tabla 43. Relacién entre el grupo de riesgo y CD4 epiteliales en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N
N=131 N=20 N=12 N=99

CD4 epitelial  9.00 [2.00;22.0] 15.5[2.75;25.8] 10.0 [2.00;18.0] 8.00 [2.00;21.5] 0.685 131

CD4 estroma:

La expresion de linfocitos T CD4+ en el compartimiento estromal en los pacientes
del grupo de bajo riesgo fue mayor, un 55 % de los casos tenian >30 linfocitos T
CD4+ epiteliales por core frente a un 33.3 % de los casos del grupo de riesgo
intermedio y al 43.4 % de los casos del grupo de alto riesgo. La ausencia de
expresion de linfocitos T CD4+ estromal fue poco frecuente (3%) en todos los

grupos.
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Tabla 44. Relacién entre el grupo de riesgo y CD4 estroma en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=131 N=20 N=12 N=99
CD4 estroma: 0.323
no 4 (3.05%) 1 (5.00%) 0(0.00%) 3 (3.03%)
1-9 38 (29.0%) 7 (35.0%) 4 (33.3%) 27 (27.3%)
10-30 31 (23.7%) 1 (5.00%) 4 (33.3%) 26 (26.3%)
>30 58 (44.3%) 11 (55.0%) 4 (33.3%) 43 (43.4%)
CD8 epitelial:

Tras comparar el nivel de expresion de linfocitos T CD8+ intraepitelial con los
grupos de riesgo no se observoé diferencias significativas siendo muy similar en los

3 grupos, con una expresion mas baja en el grupo de bajo riesgo.

Tabla 45. Relacién entre el grupo de riesgo y CD8 epitelial en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N

N=136 N=23 N=14 N=99

CDS epitelial  10.0[2.50;31.0]  6.00 [2.50;21.5]  9.00 [3.00;18.0] 11.0[2.50;35.5]  0.474 136

CDS8 estroma:

La categoria mas frecuente en todos los grupos de riesgo fue la de 1-9 linfocitos T
CD8+ en el estroma por core. Destaca que en un 7.07 % de los pacientes de alto
riesgo se observo ausencia de linfocitos T CD8+, mientras que para los otros

grupos de riesgo no se detectd ausencia de linfocitos T CD8+ en ningun caso.

Tabla 46. Relacion entre el grupo de riesgo y CD8 estroma en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=136 N=23 N=14 N=99
CD8 estroma: 0.575
no 7 (5.15%) 0(0.00%) 0(0.00%) 7 (7.07%)
1-9 61 (44.9%) 11 (47.8%) 9 (64.3%) 41 (41.4%)
10-30 26 (19.1%) 5(21.7%) 3 (21.4%) 18 (18.2%)
>30 42 (30.9%) 7 (30.4%) 2 (14.3%) 33 (33.3%)
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CD68 epitelial:

En todos los grupos de riesgo la categoria mas frecuente fue la de células CD68+
epiteliales escasas (1-9 por core), representando el 59.1 % de los casos del grupo
de bajo riesgo, 58.3 % de riesgo intermedio y el 45.6 % del grupo de alto riesgo.
Detectamos pocos casos con infiltracion difusa de CD68 epitelial y practicamente

ningun caso con ausencia de expresion de CDG68 epitelial.

Tabla 47. Relacion entre el grupo de riesgo y CD68 epiteliales en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=137 N=22 N=12 N=103
CD68 epitelial 0.329
no 1 (0.73%) 0 (0.00%) 0(0.00%) 1 (0.97%)
escaso  (1-9) 67 (48.9%) 13 (59.1%) 7 (58.3%) 47 (45.6%)
abundante (10-30) 43 (31.4%) 7 (31.8%) 5(41.7%) 31 (30.1%)
difuso (>30) 26 (19.0%) 2 (9.09%) 0 (0.00%) 24 (23.3%)

CD68 estroma:

En el grupo de pacientes de alto riesgo evidenciamos que la categoria de CD68
estromal >30 por core fue la mas frecuente con un 39.4 % de los casos.
No hubo diferencias entre los grupos de riesgo y la expresion de CD68 a nivel del

estroma.

Tabla 48. Relacion entre el grupo de riesgo y CD68 estromal en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor
N=137 N=22 N=12 N=103
CD68 estroma: 0.888
1-9 38 (27.7%) 7 (31.8%) 4 (33.3%) 27 (26.2%)
10-30 45 (32.8%) 8 (36.4%) 4 (33.3%) 33 (32.0%)
>30 54 (39.4%) 7 (31.8%) 4 (33.3%) 43 (41.7%)
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CD56 epiteliales y estroma:

En la Tabla 49 se observa la relacion entre los grupos de riesgo y el valor medio de
expresion de CD56 a nivel epitelial, observando una expresién escasa en todos los
grupos de riesgo, siendo discretamente menor en el grupo de tumores de alto
riesgo.

La expresion de CD56 a nivel del estroma fue también escasa en la mayoria de
casos(1-9 por core) en casi el 70 % de los casos de todos los grupos de riesgo.

No detectamos tampoco diferencias significativas.

Tabla 49. Relacion entre el grupo de riesgo y la expresion de CD56 a nivel epitelial y del estroma
en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p-valor N
N=110 N=18 N=11 N=81

CD56 epiteliales  2.00 [0.00;4.00] 4.00[0.50;6.50] 3.00[1.00;3.50] 2.00[0.00;4.00] 0.176 109

CD56 estroma: 0.873 110
no 22 (20.0%) 3 (16.7%) 1 (9.09%) 18 (22.2%)
1-9 74 (67.3%) 12 (66.7%) 9 (81.8%) 53 (65.4%)
10-30 13 (11.8%) 3 (16.7%) 1 (9.09%) 9 (11.1%)
>30 1 (0.91%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1 (1.23%)
CD34:

Al comparar la expresiéon de CD34 segun el grupo de riesgo, fue superior en el
grupo de riesgo intermedio (mediana de 56.5), seguido del grupo de bajo y alto

riesgo (mediana de 44 y 50.5 respectivamente).

Tabla 50. Relacion entre el grupo de riesgo y la expresion de CD34 en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p-valor N
N=173 N=22 N=112 N=103

CD34  50.0[31.0;83.0] 44.0[30.0;75.0] 56.5[24.0;67.2] 50.5[35.0;84.8] 0.778 137
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CD117 epitelial y estromal:

La expresion de CD117 epitelial fue muy similar en los tres grupos de riesgo
(medianas de 4, 4 y 3). La diferencias no fueron estadisticamente significativas. No
obstante, la expresion de CD117 a nivel del epitelio y del estroma fue

discretamente mas baja en el grupo de alto riesgo.

Tabla 51. Relacion entre el grupo de riesgo y la expresion de CD117 en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N
N=173 N=27 N=15 N=131

CD117 estroma  3.00 [1.00;10.0] 4.00 [0.00;17.0]  6.00[2.00;10.5] 3.00 [1.00;8.00] 0.781 118
CD117 epitelial  3.00 [0.00;8.00] 4.00 [1.00;8.50]  4.00[0.75;14.5] 3.00[0.00;6.50] 0.399 122

CD15:
La categoria mas frecuente en los tres grupos de riesgo fue la expresion
homogénea de CD15, no evidenciamos en el analisis univariado ninguna relacion

entre el patron de expresion de CD15 y los grupos de riesgo.

Tabla 52. Relacion entre el grupo de riesgo y la expresion de CD15 en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] Bajo Intermedio Alto p.valor N
N=146 N=22 N=12 N=112
CD15 categorizado: 0.805 146
No 34 (23.3%) 4 (18.2%) 3 (25.0%) 27 (24.1%)
Focal 43 (29.5%) 6 (27.3%) 2 (16.7%) 35 (31.2%)
Homogéneo 69 (47.3%) 12 (54.5%)  7(58.3%) 50 (44.6%)
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5.5 Anadlisis descriptivo segun el habito tabaquico:

El 55.3 % de los pacientes eran fumadores, un 28.4 % ex-fumadores y el 16.3% no
habian fumado nunca.

De los fumadores activos, el 80 % fumaba >de 20 cig/dia mientras que el 20 %
restante fumaban < a 20 cig/dia.

La variable tabaco se categorizé de dos formas en el estudio descriptivo, primero
en tres categorias (fumador activo, no fumador y ex-fumador) y posteriormente en
cuatro categorias (no fumador, fumador de < de 20 cig/dia, > de 20 cig/dia y ex-
fumador) (Tabla 53 y Tabla 54).

A continuacion se representa la relacion de la variable tabaco con el resto de las
variables en el modelo univariante.

Sexo:

En relacion al género, un 61.1 % de los hombres (99/162) eran fumadores activos
frente a un 21.4 % (6/28) de la mujeres (p<0.001). De los hombres un 37.7 %
nunca habia fumado vs. 78.57 % de las mujeres. En el grupo de ex-fumadores no

habia mujeres frente a un 28% de hombres.

Tabla 53. Relacién entre el tabaco y el sexo en los pacientes con TMV.

[ALL] si <20 cig /dia >20 cig/dia no ex-fumador p.valor
N=190 N=105 N=21 N=84 N=31 N=54
Hombre 162 (85.3%) 99 (94.3%) 19 (90.5%) 80 (95.2%) 9 (29.0%) 54 (100%) <0.001
Mujer 28 (14.7 %) 6 (5.7%) 2 (9.5%) 4 (4.8%) 22 (71%) 0 (0%)
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Edad:

La edad media de los fumadores fue de 64.3 afnos y la de los no fumadores 74.5
afnos, en nuestra serie a mayor edad disminuye el consumo de tabaco.

El grupo de pacientes de 60-74 afos era el que tenia mas fumadores,
representando el 50.5 % de los fumadores activos, seguido del grupo de 35-59
anos con un 32.4% de los fumadores activos y por ultimo el grupo de pacientes de
>75 afos con un 17.1%. De los fumadores activos el grupo de edad de 60-74 afios
eran también los que mayor cantidad fumaban representando el 51.2% de los

pacientes que fumaban >20 cig/dia.

Tabla 54. Relacién entre el tabaco y la edad en los pacientes con TMV.

[ALL] si <20 cig /dia > 20 cig /dia no ex-fumador p.valor
N=190 N=105 N=21 N=84 N=31 N=54
Edad media  68.2 (11.4)  64.3 (10.8) 63.5(11.2) 64.5(10.8) 74.5(13.0)  72.2(8.52) <0.001
Edad <0.001
35-59 41 (21.6%) 34 (32.4%) 8 (38.1%) 26 (31.0%) 4 (12.9%) 3 (5.56%)
60-74 88 (46.3%) 53 (50.5%) 10 (47.6%) 43 (51.2%) 8 (25.8%) 27 (50.0%)
>75 61 (32.1%) 18 (17.1%) 3 (14.3%) 15 (17.9%) 19 (61.3%) 24 (44.4%)

Tamano tumoral:

En relacion al tamafo tumoral y el habito tabaquico, en los no fumadores no se
observaron diferencias en cuanto al tamafio tumoral. Mientras que en el grupo de

fumadores el 66.7% de los pacientes tenia tumores <3 cm.

Tabla 55. Relacién entre el tabaco y el tamarfio tumoral en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador  p.valor

N=190 N=31 N=105 N=54
Tamaifio tumoral: 0.077
124
<3 cm (65.3%) 15 (48.4%) 70 (66.7%) 39 (72.2%)
>3 cm 66 (34.7%) 16 (51.6%) 35 (33.3%) 15 (27.8%)
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Estadio tumoral:

De los pacientes con TMVNMI (Ta-T1) eran fumadores el 56.80 % (96/169) y en
los pacientes con TMVMI (T2) el 42.86 % (9/21). Los casos con TMVMI fumaban
mayor cantidad, el 100% de los fumadores de este grupo fumaban >20 cig/dia.

El 54.8% de los pacientes no fumadores presenté tumores pTa.

Tabla 56. Relacion entre el tabaco y el tamafio del tumor en los pacientes con TMV.

ex-fumador

N=54

p.valor

>20 cig/dia no
N=84 N=31

[ALL] si
N=190 N=105

<20 cig /dia
N=21

Estadio : 0.534

Ta 109 (57.4%)
Tl 60 (31.6%)
T2 21 (11.1%)

16 (76.2%)
5 (23.8%)
0 (0.00%)

47 (56.0%)
28 (33.3%)
9 (10.7%)

17 (54.8%)
10 (32.3%)
4 (12.9%)

29 (53.7%)
17 31.5%)
8 (14.8%)

63 (60.0%)
33 (31.4%)
9 (8.57%)

Grado tumoral:

Un 71.4% de los casos de alto grado eran fumadores activos (p=0.047). En
relacién a la cantidad, de los fumadores de >20 cig/dia, el 75 % de los casos
presentaron tumores de alto grado. No detectamos diferencias estadisticamente

significativas con la clasificacién segun la OMS 1973.

Tabla 57. Relacién entre el tabaco y el grado tumoral en los pacientes con TMV.

[ALL] si <20 cig /dia >20 cig/dia no exfumador  p.valor
N=190 N=105 N=21 N=84 N=31 N=54
Grado 1973: 0.215
Gl 45 (23.7%) 30 (28.6%) 9 (42.9%) 21 (25.0%) 8 (25.8%) 7 (13.0%)
G2 77 (40.5%) 42 (40.0%) 7 (33.3%) 35 (41.7%) 11 (35.5%) 24 (44.4%)
G3 68 (35.8%) 33 (31.4%) 5(23.8%) 28 (33.3%) 12 (38.7%) 23 (42.6%)
Grado 2004: 0.047
bajo grado 45 (23.7%) 30 (28.6%) 9 (42.9%) 21 (25.0%) 8 (25.8%) 7 (13.0%)
alto grado 145 (76.3%) 75 (71.4%) 12 (57.1%) 63 (75.0%) 23 (74.2%) 47 (87.0%)
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MICA:

El 72 % de los fumadores activos presentaban una expresion de MICA débil y el
28% un expresion intensa. El 78.6 % de los pacientes no fumadores expresaron
niveles de MICA bajos y el 21.4 % niveles altos. No existiendo diferencias
significativas entre los 3 grupos (fumadores, ex-fumadores y no fumadores) en

cuanto a la expresion de MICA (p=0.449).

Tabla 58. Relacién entre el tabaco y la expresién de MICA en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p.valor N
N=190 N=31 N=105 N=54
MICA 0.449 170
+  (débil) 121 (71.2%) 22 (78.6%) 67 (72.0%) 32 (65.3%)
++ (intensa) 49 (28.8%) 6 (21.4%) 26 (28.0%) 17 (34.7%)

NKG2D:

El 64.4 % de los pacientes fumadores activos expresaron un nivel intenso de
NKG2D frente al 35.6 % de este mismo grupo que presentaron una expresion débil.
En el grupo de no fumadores predominé la expresion intensa de NKG2D en el 62.7
% de los pacientes. En los ex-fumadores no hubo diferencias significativas de

expresion.

Tabla 59. Relacién entre el tabaco y la expresion de NKG2D en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p.valor N
N=190 N=31 N=105 N=54
NKG2D 0.299 161
+ (débil) 60 (37.3%) 7 (28.0%) 32 (35.6%) 21 (45.7%)

++ (intensa) 101 (62.7%) 18 (72.0%) 58 (64.4%) 25 (54.3%)
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CD4 epiteliales:

La expresion de CD4 intraepiteliales tumorales fue mas elevada en el grupo de
pacientes no fumadores que en los grupos de fumadores y ex-fumadores (mediana

de 22, 7 y 15 respectivamente) (p=0.023).

Tabla 60. Relacién entre el tabaco y la expresién de CD4 epiteliales en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p-valor N
N=190 N=31 N=105 N=54

CD4 epiteliales 10.0 [2.00;27.0]  22.0[6.50;50.0] 7.00 [2.00;20.0] 15.0[3.00;26.0] 0.023 148

CD4 estromales:

No se observaron diferencias en cuanto a los niveles de expresion de CD4 a nivel
del estroma en los pacientes no fumadores, fumadores y ex-fumadores, en los 3

grupos predominé la categoria de CD4 estromal >30 (56.5 % , 51.2 % y 44.4 %).

Tabla 61. Relacién entre el tabaco y la expresién de CD4 estroma en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador  p.valor N
N=190 N=31 N=105 N=54
CD4 estroma: 0.916 148
no 4 (2.70%) 0 (0.00%) 2 (2.50%) 2 (4.44%)
1-9 38 (25.7%) 5(21.7%) 19 (23.8%) 14 (31.1%)
10-30 32 (21.6%) 5(21.7%) 18 (22.5%) 9 (20.0%)
>30 74 (50.0%) 13 (56.5%) 41 (51.2%) 20 (44.4%)

134



CD8 epiteliales:

La expresion de linfocitos T CD8+ epiteliales fue mas elevada en el grupo de
pacientes ex-fumadores y no fumadores (mediana de 19 y 16 respectivamente) en
comparacién con el grupo de pacientes fumadores (mediana de 9). Sin embargo,

estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0.602).

Tabla 62. Relacién entre el tabaco y la expresion de CD8 epiteliales en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p-valor N
N=190 N=31 N=105 N=54

CD8 epiteliales 11.0 [3.00;33.5] 16.0[6.00;25.0] 9.00[3.00;30.5] 19.0[1.00;41.0] 0.602 151

CDS8 estromales:

En los fumadores y ex-fumadores predominé la expresion baja (1-9 por core) de
CD8 a nivel del estroma (41.2 % y 44.7 % respectivamente) frente a los no

fumadores con niveles elevados de CD8 estromal (>30 por core) en un 44 %.

Tabla 63. Relacién entre el tabaco y la expresion de CD8 estroma en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p.valor N
N=190 N=31 N=105 N=54
CD8 estroma: 0.755 152
no 7 (4.61%) 0 (0.00%) 3 (3.75%) 4 (8.51%)
1-9 64 (42.1%) 10 (40.0%) 33 (41.2%) 21 (44.7%)
10-30 28 (18.4%) 4 (16.0%) 16 (20.0%) 8 (17.0%)
>30 53 (34.9%) 11 (44.0%) 28 (35.0%) 14 (29.8%)
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CD56 epiteliales:

No se detectaron diferencias en relacion a la expresion de CD56 epiteliales vy el
consumo de tabaco, siendo similar la expresién en los 3 grupos de pacientes

(fumadores, no fumadores y ex-fumadores).

Tabla 64. Relacién entre el tabaco y la expresion de CD56 epiteliales en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p-valor N
N=190 N=31 N=105 N=54

CD56 epiteliales  3.00 [0.00;6.00]  3.00[1.00,7.00]  2.50[0.00;6.00] 2.50[0.00;4.25] 0.685 127

CD56 estromales:

No se detectaron diferencias significativas en relacion a los niveles de CD56
estromales y el tabaco, en los 3 grupos fue mas frecuente una expresion baja de

CD56 estromal (1-9 por core).

Tabla 65. Relacién entre el tabaco y la expresion de CD56 estroma en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p.valor N
N=190 N=31 N=105 N=54
CD56 estroma: 0.680 128
no 22 (17.2%) 2 (9.52%) 11 (15.5%)  9(25.0%)
1-9 84 (65.6%) 16 (76.2%) 47 (66.2%) 21 (58.3%)
10-30 17 (13.3%) 2 (9.52%) 11 (15.5%) 4 (11.1%)
>30 5(3.91%) 1 (4.76%) 2 (2.82%) 2 (5.56%)
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CD34 epiteliales:

No se detectaron diferencias en cuanto a la expresion de CD34 epiteliales y el
consumo de tabaco, siendo similar la expresién en los 3 grupos de pacientes
(fumadores, no fumadores y ex-fumadores). No obstante, los fumadores tenian un

discreto aumento de la expresién de CD34 epiteliales.

Tabla 66. Relacién entre el tabaco y la expresion de CD34 epiteliales en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p.-valor N
N=190 N=31 N=105 N=54

CD34 epiteliales 52.0 [35.0;86.0] 47.0[35.0,75.0] 55.0[35.0;102] 50.0[37.0;68.0] 0.279 155

CD117:

En la Tabla 67 se muestra la relaciéon del habito tabaquico con la expresion de
CD117 epitelial y a nivel del estroma.

La relacion entre el consumo de tabaco y la expresion de CD117 a nivel del
estroma fue similar en los pacientes fumadores y no fumadores, no obstante la
misma fue inferior en los ex-fumadores (p=0.007).

Al comparar la expresion de CD117 epitelial con el habito tabaquico se observo una
relacion similar a la de CD117 estromal, siendo mas baja también en el grupo de

los ex-fumadores.

Tabla 67. Relacién entre el tabaco y la expresién de CD117 epiteliales en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p.valor N
N=190 N=31 N=105 N=54

CDI117 estroma  4.00 [1.00;11.0]  4.50[2.25;11.8] 5.00[2.00;14.8] 2.00 [0.00;6.00] 0.007 133
CD117 epitelial  3.00 [0.00;,7.00]  4.00 [1.00;10.5] 3.00[0.00;7.00] 2.00[0.00;4.00]  0.093 135

137



CD15:

La relacion entre el habito tabaquico y el patron de expresion de CD15 fue focal en
la mayoria (43.5 %) de los pacientes ex-fumadores. En los fumadores vy no
fumadores predomind el patron de expresion homogénea (54.3 % vs 44 %

respectivamente).

Tabla 68. Relacién entre el tabaco y la expresién de CD117 epiteliales en los pacientes con TMV.

[ALL] No fumador Fumador Ex-fumador p.valor
N=163 N=25 N=92 N=46
CD15 categorizada: 0.008
No 39 (23.9%) 10 (40.0%) 16 (17.4%) 13 (28.3%)
Focal 50 (30.7%) 4(16.0%) 26 (28.3%) 20 (43.5%)
Homogénea 74 (45.4%) 11 (44.0%) 50 (54.3%) 13 (28.3%)
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5.6 Analisis descriptivo segun el estadio tumoral:
En nuestra serie el 57.4% de los pacientes tenian estadio pTa, el 31.3% pT1 y solo

el 11.3 % estadio pT2.

Tabla 69. Analisis descriptivo segun el estadio tumoral y las variables clinico-patologicas en los
pacientes con TMV.

[ALL] Ta Tl T2 p.valor
N=195 N=112 N=61 N=22
Edad media 68.4 (11.4) 67.3 (11.1) 68.8 (11.8) 72.4 (11.6) 0.147
Edad: 0.266
35-59 42 (21.5%) 27 (24.1%) 13 (21.3%) 2 (9.09%)
60-74 89 (45.6%) 54 (48.2%) 26 (42.6%) 9 (40.9%)
>75 64 (32.8%) 31 (27.7%) 22 (36.1%) 11 (50.0%)
Sexo: Hombre 167 (85.6%) 97 (86.6%) 52 (85.2%) 18 (81.8%)  0.799
Tabaco: 0.534
nunca 31 (16.3%) 17 (15.6%) 10 (16.7%) 4 (19.0%)
<20 21 (11.1%) 16 (14.7%) 5(8.33%) 0(0.00%)
>20 84 (44.2%) 47 (43.1%) 28 (46.7%) 9 (42.9%)
exfumador 54 (28.4%) 29 (26.6%) 17 (28.3%) 8 (38.1%)
Fumador 105 (55.3%) 63 (57.8%) 33 (55.0%) 9 (42.9%) 0.451
Tabaco categorizada: 0.764
No fumador 31 (16.3%) 17 (15.6%) 10 (16.7%) 4 (19.0%)
Fumador 105 (55.3%) 63 (57.8%) 33 (55.0%) 9 (42.9%)
Ex-fumador 54 (28.4%) 29 (26.6%) 17 (28.3%) 8 (38.1%)
Tamafio del tumor: 0.009
<3 cm 129 (66.2%) 84 (75.0%) 32 (52.5%) 13 (59.1%)
>3 cm 66 (33.8%) 28 (25.0%) 29 (47.5%) 9 (40.9%)
Grado (OMS 1973): <0.001
G1 bajo grado 45 (23.1%) 43 (38.4%) 2 (3.28%) 0(0.00%)
G2 grado intermedio 79 (40.5%) 55 (49.1%) 24 (39.3%) 0(0.00%)
G3 alto grado 71 (36.4%) 14 (12.5%) 35 (57.4%) 22 (100%)
Grado (OMS 2004): <0.001
bajo grado 45 (23.1%) 43 (38.4%) 2 (3.28%) 0(0.00%)
alto grado 150 (76.9%) 69 (61.6%) 59 (96.7%) 22 (100%)
Multiplicidad: 0.400
unico 141 (72.3%) 82 (73.2%) 41 (67.2%) 18 (81.8%)
multiple 54 (27.7%) 30 (26.8%) 20 (32.8%) 4 (18.2%)
Instilaciones vesicales: 0.071
no 40 (23.1%) 31 (27.7%) 9 (14.8%)
BCG 120 (69.4%) 71 (63.4%) 49 (80.3%)
MMC 13 (7.51%) 10 (8.93%) 3 (4.92%)
Recidiva 88 (50.9%) 59 (52.7%) 29 (47.5%) 0.627

139



Numero de recidivas 1.00 [0.00;2.00] 1.00 [0.00;1.25]  0.00 [0.00;2.00] 0.535
Numero de recidivas: 0.467
1 44 (50.0%) 32 (53.3%) 12 (42.9%)
2 24 (27.3%) 14 (23.3%) 10 (35.7%)
>3 20 (22.7%) 14 (23.3%) 6 (21.4%)
Tiempo a 1° recidiva (meses) 16.0 [8.00;28.0] 16.5[11.8;28.0] 10.5[4.75;25.8] 0.070
Progresion: 0.006
No 143 (82.7%) 95 (84.8%) 48 (78.7%)
T1 14 (8.09%) 12 (10.7%)
>T1 16 (9.25%) 5 (4.46%) 11 (18.0%)
Tiempo a progresion (meses) 20.5[9.50;54.8] 24.0[13.0;43.0] 16.0[4.00;76.0] 0.950
Mortalidad por TMV (78 meses) 11 (10.9%) 2 (3.77%) 2 (6.90%) 7 (36.8%) 0.001

Edad:

El 50 % de los casos con estadio tumoral pT2 fueron mayores de 75 afios de edad
en comparacion con el 36.1 % de los pacientes pT1 vy el 27.7 % pTa. El rango de
edad mas frecuente para los estadios pTa y pT1 fue de 60-74 afios de edad

(48.2 % y 42.6 % respectivamente).

Tabaco:

No hubo diferencias significativas entre el estadio tumoral y el habito tabaquico.

Los pacientes fumadores con tumores pTa representan el 57.8 % vs. 55 % pT1y
42.9 % pT2.

Destaca una mayor proporciéon de TMVMI en los ex-fumadores 38.1 % vs. 28.3 %

pT1y 26.6% pTa.

Tamano tumoral:

En todos los estadios tumorales predominaron los tumores menores de 3 cm. No
obstante el 47.5 % de los tumores estadio pT1 eran mayores de 3 cm en

comparacién con el 25 % pTay 40.9 % pT2.
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Multiplicidad:

En todos los estadios tumorales fueron mas frecuentes los tumores unicos (73.2 %

pTa, 67.2% pT1y 81.8 % pT2).

Grado tumoral (OMS 2004):

El 61.6 % de los tumores pTa fueron de alto grado, frente al 96.7 % de los tumores
pT1yal 100 % de los pT2.
El 38.4 % de los tumores pTa eran de bajo grado y sélo el 3.28 % de los tumores

pT1 fueron de bajo grado.

Instilaciones endovesicales:

La mayoria de los pacientes recibieron tratamiento con instilaciones vesicales con
BCG (63.4 % de los tumores pTa vs 80.3 % de los pT1).

El 27.7 % de los pacientes con tumores pTa no recibieron ningun tratamiento con
instilaciones vesicales frente al 14.8 % pT1.

Solo una minoria de los casos recibid tratamiento con instilaciones vesicales con

MMC (8.93 % de los tumores pTa 'y 4.92 % de los tumores pT1).

Recidiva:

No hubo diferencias significativas en cuanto al estadio tumoral y la recidiva tumoral.
El 52.7 % de los tumores pTa recidivaron frente al 47.5 % pT1.

En cuanto al numero de recidivas tampoco se detectaron diferencias

estadisticamente significativas.
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Tiempo a la primera recidiva:

El tiempo medio hasta la primera recidiva fue mas corto en los tumores pT1 de 10.5

meses vs. 16.5 meses para los tumores pTa.

Progresion tumoral:

El 84.8 % de los tumores pTa y el 78.7 % pT1 no presentaron progresion tumoral.
Solo un 10.7 % de los tumores pTa progresaron hasta T1.

La progresion a >T1 se observo en el 4.46 % de los tumores pTay en el 18 % pT1.

Mortalidad por TMV (78 meses):

En el grupo de tumores pTa la mortalidad por TMV fue del 3.77 % a 78 meses,

frente al 6.9 % de los tumores pT1 y el 36.8 % de los pacientes con tumores pT2.

MICA:

En los TMVNMI (pTa-T1) se detectdé una expresion de MICA débil en la mayor
parte de los casos (72.3% y 73.1%), frente a los TMVMI (T2) con un 59.1% de los
casos con expresion de MICA débil.

En los TMVMI (T2) la expresion intensa de MICA se observo en el 40.9 % de los

casos frente al 27.7 % de los tumores pTa y al 26.9 % de los pT1.

Tabla 70. Andlisis descriptivo segun el estadio tumoral y MICA en los pacientes con TMV.

[ALL] Ta Tl T2 p.valor
N=175 N=101 N=52 N=22
MICA: 0.428
+ (débil) 124 (70.9%) 73 (72.3%) 38 (73.1%) 13 (59.1%)
++ (intensa) 51 (29.1%) 28 (27.7%) 14 (26.9%) 9 (40.9%)
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NKG2D:

En los tumores pTa predominé la expresion intensa de NKG2D en el 63.4 % de los
casos frente a un 36.6 % con expresion débil. En los tumores pT1 fue my similar
con un 70 % de los casos con expresion intensa vs el 30 % de los casos con
expresion débil.

Destaca que de forma contraria en los TMVMI (T2) predominaron los casos con
expresion débil de NKG2D en un 54.5 % frente al 45.5 % de casos de expresion

intensa.

Tabla 71. Andlisis descriptivo segun el estadio tumoral y NKG2D en los pacientes con TMV.

[ALL] Ta Tl T2 p.valor
N=165 N=93 N=50 N=22
NKG2D: 0.138
+ (débil) 61 (37.0%) 34 (36.6%) 15 (30.0%) 12 (54.5%)
++ (intensa) 104 (63.0%) 59 (63.4%) 35 (70.0%) 10 (45.5%)
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5.7.1 Anadlisis descriptivo segun el grado tumoral (OMS 2004):

En la Tabla 72 se observa el analisis segun el grado tumoral (OMS 2004).

Tabla 72. Analisis descriptivo segun el grado tumoral (OMS 2004) y resto de variables en los
pacientes con TMV.

[ALL] Bajo grado Alto grado OR p.ratio  p.valor N
N=195 N=45 N=150
Edad: 0.024 195
35-59 42 (21.5%) 16 (35.6%) 26 (17.3%) Ref. Ref.
60-74 89 (45.6%) 19 (42.2%) 70 (46.7%)  2.25[1.00;5.08] 0.050
>75 64 (32.8%) 10 (22.2%) 54 (36.0%) 3.27[1.31;8.51] 0.011
Sexo: Hombre 167 (85.6%) 38 (84.4%) 129 (86.0%) Ref. Ref. 0.985 195
Tabaco: 0.047 190
nunca 31 (16.3%) 8 (17.8%) 23 (15.9%) Ref. Ref.
<20 21 (11.1%) 9 (20.0%) 12 (8.28%) 0.47[0.14;1.56] 0.219
>20 84 (44.2%) 21 (46.7%) 63 (43.4%) 1.05[0.39;2.66] 0.918
exfumador 54 (28.4%) 7 (15.6%) 47 (32.4%) 2.30[0.73;7.49] 0.155
Fumador 105 (55.3%) 30 (66.7%) 75 (51.7%) 0.54[0.26;1.08] 0.081  0.112 190
Tabaco categorizada: 0.086 190
No fumador 31 (16.3%) 8 (17.8%) 23 (15.9%) Ref. Ref.
Fumador 105 (55.3%) 30 (66.7%) 75 (51.7%)  0.88[0.33;2.13] 0.781
Ex-fumador 54 (28.4%) 7 (15.6%) 47 (32.4%)  2.30[0.73;7.49] 0.155
TMVMI 22 (11.3%) 0(0.00%) 22 (14.7%) L] . 0.014 195
Tamafio del tumor: 0.040 195
<3 cm 129 (66.2%) 36 (80.0%) 93 (62.0%) Ref. Ref.
>3 cm 66 (33.8%) 9 (20.0%) 57 (38.0%) 2.41[1.12;5.72] 0.024
Estadio tumoral: <0.001 195
Ta 112 (57.4%) 43 (95.6%) 69 (46.0%) Ref. Ref.
T1 61 (31.3%) 2 (4.44%) 59 (39.3%) L]
T2 22 (11.3%) 0(0.00%) 22 (14.7%) L]
Grado 1973: <0.001 195
G1 bajo grado 45 (23.1%) 45 (100%) 0(0.00%) Ref. Ref.
G2 grado intermedio 79 (40.5%) 0(0.00%) 79 (52.7%) [
G3 alto grado 71 (36.4%) 0(0.00%) 71 (47.3%) L]
Multiplicidad: 0.988 195
unico 141 (72.3%) 32 (71.1%) 109 (72.7%) Ref. Ref.
multiple 54 (27.7%) 13 (28.9%) 41 (27.3%) 0.92[0.45;1.99] 0.830
Instilaciones vesicales: <0.001 173
no 40 (23.1%) 25 (55.6%) 15 (11.7%) Ref. Ref.
BCG 120 (69.4%) 18 (40.0%) 102 (79.7%) 9.21 [4.14;21.4] <0.001
MMC 13 (7.51%) 2 (4.44%) 11 (8.59%) 8.36[1.87;65.3] 0.004
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Recidiva

Numero de recidivas:

1
2

>3

Tiempo a 1° recidiva (meses)

Progresion:
No
T1
>T1

Tiempo a progresion (meses)

Mortalidad por TMV (78 m)

MICA:

+ (débil)

++ (intensa)
NKG2D:

+ (débil)

++ (intensa)
CD8 epiteliales
CD8 estroma:

no

1-9

10-30

>30

CD#4 epiteliales
CD4 estroma:
no
1-9
10-30
>30

CD68 epiteliales:

no
escaso
abundante
difuso

CD68 estroma:
1-9
10-30
>30

CD56 epiteliales
CD56 estroma:
no
1-9
10-30
>30

88 (50.9%)

44 (50.0%)
24 (27.3%)

20 (22.7%)
16.0
[8.00;28.0]

143 (82.7%)
14 (8.09%)

16 (9.25%)
20.5
[9.50;54.8]

11 (10.9%)

124 (70.9%)
51 (29.1%)

61 (37.0%)

104 (63.0%)
115
[3.00;34.8]

7 (4.46%)
66 (42.0%)
29 (18.5%)

55 (35.0%)
10.5
[2.75;30.0]

4(2.63%)

38 (25.0%)
34 (22.4%)
76 (50.0%)

1 (0.63%)

68 (43.0%)
45 (28.5%)
44 (27.8%)

38 (24.1%)
45 (28.5%)

75 (47.5%)
3.00
[0.00;6.00]

24 (18.3%)
85 (64.9%)
17 (13.0%)
5 (3.82%)

21 (46.7%)

11 (50.0%)
4(18.2%)

7 (31.8%)
17.5
[12.0;29.5]

39 (86.7%)
6 (13.3%)

0 (0.00%)
435
[25.2;59.5]

0 (0.00%)

31 (77.5%)
9 (22.5%)

13 (35.1%)

24 (64.9%)
9.00
[2.50;22.5]

0 (0.00%)
20 (50.0%)
10 (25.0%)

10 (25.0%)
10.0
[2.00;21.5]

1(2.86%)
12 (34.3%)
6 (17.1%)
16 (45.7%)

1(2.70%)
22 (59.5%)
12 (32.4%)
2 (5.41%)

13 (35.1%)
13 (35.1%)

11 (29.7%)
3.00
[1.00;6.25]

4(12.5%)
24 (75.0%)
4(12.5%)
0 (0.00%)

67 (52.3%)

33 (50.0%)
20 (30.3%)

13 (19.7%)
14.0
[7.00;27.2]

104 (81.2%)
8 (6.25%)

16 (12.5%)
16.0
[7.75;43.5]

11 (13.8%)

93 (68.9%)
42 (31.1%)

48 (37.5%)

80 (62.5%)
15.0
[3.00;42.0]

7 (5.98%)
46 (39.3%)
19 (16.2%)

45 (38.5%)
11.0
[3.00;31.0]

3(2.56%)

26 (22.2%)
28 (23.9%)
60 (51.3%)

0 (0.00%)

46 (38.0%)
33 (27.3%)
42 (34.7%)

25 (20.7%)
32 (26.4%)

64 (52.9%)
2.00
[0.00;5.75]

20 (20.2%)
61 (61.6%)
13 (13.1%)
5 (5.05%)
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1.25 [0.63;2.50]

Ref.
1.62 [0.47;6.73]
0.62 [0.20;2.05]

0.98 [0.95;1.01]

0.99 [0.96;1.02]
[

Ref.
1.54 [0.69;3.72]

Ref.
0.91 [0.41;1.93]

1.02 [1.00;1.04]

1.01 [0.99;1.03]

Ref.
0.78 [0.03;7.57]
1.64 [0.05;17.2]
1.35 [0.04;12.5]

Ref.
1.28 [0.50;3.29]
2.98 [1.17;7.76]

1.02 [0.97;1.07]

0.519  0.630
0.376
Ref.
0.454
0.427
0.137  0.210
0.008
Ref.
0375  0.254
0.114
0.393
Ref.
0.301
0.945
Ref.
0.803
0.072  0.114
0.115
Ref.
0.403  0.370
0.468
Ref.
0.849
0.721
0.820
<0.001
Ref.
0.040
Ref.
0.612
0.022
0387  0.318
0.485
Ref.

173
88

88
173

30
101
175

165

156
157

152
152

158

158

130
131



52.0 46.5 52.0

CD34 [35.2;84.8] [26.8;69.8] [37.2;86.5] 1.00[0.99;1.01] 0.347  0.228 158
4.00 4.00 4.00
CD117 estroma [1.00;11.0] [0.75;11.0] [1.00;10.0] 1.00 [0.96;1.03] 0.904 0920 137
3.00 4.00 2.00
CD117 epitelial [0.00;7.00] [0.25;8.75] [0.00;5.00] 0.96 [0.90;1.01] 0.122  0.084 139
CD15 categorizada: 0.211 168
No 41 (24.4%) 7 (18.9%) 34 (26.0%) Ref. Ref.
Focal 53 (31.5%) 9 (24.3%) 44 (33.6%) 1.01[0.32;3.04] 0.985
Homogéneo 74 (44.0%) 21 (56.8%) 53 (40.5%) 0.53]0.19;1.34] 0.184
Edad:

En ambos grupos tumorales (bajo y alto grado) el rango de edad mas frecuente
observado fue el de 60-74 anos (42.2 % vs. 46.7 %). En los pacientes de edades
entre 35-59 afios fue mas frecuente los tumores de bajo grado con el 35.6 % en
comparacién con los tumores de alto grado con 17.3 %. Mientras que en el grupo
de pacientes mayores de 75 afos de edad predominaron los tumores de alto grado
con un 36 % vs los de bajo grado con un 22.2% (p=0.024).

Sexo:

No hubo diferencias significativas en cuanto al sexo y al grado tumoral. En los
hombres fue practicamente igual la proporcion de tumores de bajo y alto grado.
Tabaco:

En cuanto al habito tabaquico tampoco hubo diferencias significativas. Destaca
una mayor proporcién de tumores de alto grado en los ex-fumadores 32.4 % vs
15.4 % de ex-fumadores con tumores de bajo grado.

TMVMI:

Todos los tumores vesicales musculo-infiltrantes fueron de alto grado.

Tamano tumoral:

El 80 % de los tumores de bajo grado fueron de tamafio menor a 3 cm en

comparacioén con el 62 % de tumores de bajo grado.
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Los tumores mayores de 3 cm fueron mas frecuentes en los casos de alto grado
(38 %) en comparacion con los de bajo grado (20 %).

Estadio tumoral:

En relacion al estadio tumoral y grado tumoral se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001). El 95.6 % de los tumores de bajo grado
fueron estadio Ta frente al 46 % de los tumores de alto grado.

Solo el 4.44 % de los tumores de bajo grado fueron estado T1 vs el 39.3 % de
tumores de alto grado. El 100% de los tumores T2 fueron de alto grado.
Multiplicidad:

La mayoria de tumores fueron unicos (72.3 %). No se detectaron diferencias en
cuanto al grado tumoral y la multiplicidad.

Instilaciones endovesicales:

Mas de la mitad (55.6 %) de los tumores de bajo grado no recibieron ningun tipo de
tratamiento con instilaciones endovesicales. El 88% de los tumores de alto grado
fueron tratados con instilaciones endovesicales, la mayoria con BCG (79.7 %) y un
8.59 % con MMC.

Recidiva:

La recidiva fue discretamente mayor en el grupo de tumores de alto grado (52.3 %)
en comparacion con los tumores de bajo grado (46.7 %).

Numero de recidivas:

La mitad de los pacientes de bajo y alto grado presentaron una (1) recidiva.
Destaca que en el grupo de tumores de bajo grado un 31.8 % de los pacientes

presentaron 3 o mas recidivas frente al 19.7 % en los tumores de alto grado.
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Tiempo a la primera recidiva:

El tiempo medio hasta la aparicion de la primera recidiva fue mas corto en los
tumores de alto grado (14 meses) frente a unos 17.5 meses en los pacientes con
tumores de bajo grado.

Progresion:

Mas del 80% de los casos de bajo y alto grado no presentaron progresion tumoral.
La progresion tumoral hasta T1 fue mas frecuente en los tumores de bajo grado
(13.3 %) frente un 6.25 % en los tumores de alto grado.

La progresion tumoral a >T1 se presentd solo en los casos de alto grado (12.5%).

Tiempo hasta la progresion:

El tiempo medio hasta la progresiéon fue mas corto en los tumores de alto grado (16
meses) en comparacion con el de los tumores de bajo grado (43.5 meses).

Mortalidad por TMV (78 meses):

No se observd ningun caso de mortalidad cancer especifica en los tumores de bajo
grado durante el periodo de seguimiento de este estudio (78 meses) frente a un
13.8 % en los tumores de alto grado.

MICA:

No se detectaron diferencias en cuanto al grado tumoral y la expresién de MICA.
NKG2D:

Tampoco se detectaron diferencias en cuanto al grado tumoral y la expresién de
NKG2D.

CD68:

En cuanto al grado tumoral y la expresion de CDG8 epitelial destaca que en los
tumores de bajo grado la expresion de CDG68 epitelial fue escasa en el 59.5 % de

los casos frente al 38 % de los casos de tumores de alto grado. En ningun caso de
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los tumores de alto grado estuvo ausente la expresion de CD68 epitelial frente al
2.70 % de los casos de tumores de bajo grado.

La expresion de CD68 epitelial con patron difuso se observé en el 34.7 % de los
casos de tumores de alto grado vs. 5.41 % de los tumores de bajo grado.

Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.001).

En relacion a la expresion de CD68 a nivel del estroma no se observaron
diferencias estadisticamente significativas.

Otras variables moleculares:

Al comparar el grado tumoral con la expresion del resto de variables CD4, CD8,
CD56, CD34, CD117 y CD15 no detectamos diferencias estadisticamente

significativas.

5.7.2 Analisis descriptivo segun el grado tumoral (OMS 1973):

En la Tabla 73 se observa el analisis univariante segun grado tumoral de la OMS
1973 (sélo las variables en las cuales se detectaron diferencias estadisticamente
significativas).

Tabla 73. Analisis descriptivo segun el grado tumoral (OMS 1973) y resto de variables en los
pacientes con TMV.

[ALL] G1 bajo grado G2 grado intermedio ~ G3 alto grado  p.valor N
N=195 N=45 N=79 N=71
TMVMI 22 (11.3%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 22 (31.0%) <0.001 195
Estadio tumoral: <0.001 195
Ta 112 (57.4%) 43 (95.6%) 55 (69.6%) 14 (19.7%)
T1 61 (31.3%) 2 (4.44%) 24 (30.4%) 35 (49.3%)
T2 22 (11.3%) 0 (0.00%) 0 (0.00%) 22 (31.0%)
Instilaciones vesicales: <0.001 173
no 40 (23.1%) 25 (55.6%) 9 (11.4%) 6 (12.2%)
BCG 120 (69.4%) 18 (40.0%) 61 (77.2%) 41 (83.7%)
MMC 13 (7.51%) 2 (4.44%) 9 (11.4%) 2 (4.08%)
CD68 epiteliales: <0.001 158
no 1 (0.63%) 1 (2.70%) 0 (0.00%) 0 (0.00%)
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escaso 68 (43.0%) 22 (59.5%) 32 (50.8%) 14 (24.1%)

abundante 45 (28.5%) 12 (32.4%) 22 (34.9%) 11 (19.0%)
difuso 44 (27.8%) 2 (5.41%) 9 (14.3%) 33 (56.9%)
CD68 estroma: <0.001 158
1-9 38 (24.1%) 13 (35.1%) 19 (30.2%) 6 (10.3%)
10-30 45 (28.5%) 13 (35.1%) 24 (38.1%) 8 (13.8%)
>30 75 (47.5%) 11 (29.7%) 20 (31.7%) 44 (75.9%)
TMVMI:

Todos los tumores vesicales musculo-infiltrantes (T2) fueron de alto grado (G3).

Estadio tumoral:

En relacion al estadio tumoral y grado tumoral se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001). El 95.6 % de los tumores de bajo grado
(G1) fueron Ta, frente al 69.6 % de los tumores de grado intermedio (G2) y el
19.7 % de los tumores de alto grado (G3).

Solo el 4.44 % de los tumores de bajo grado fueron estadio T1 frente el 30.4 % de
tumores de grado intermedio (G2) y al 49.3 % de los tumores de alto grado (G3).
Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.001).

Instilaciones endovesicales:

Mas de la mitad (55.6 %) de los tumores de bajo grado (G1) no recibieron ningun
tipo de tratamiento con instilaciones endovesicales, frente al 11.4 % de los tumores
de grado intermedio (G2) y el 12.2 % de los tumores de alto grado (G3). ElI 83.7 %
de los tumores de alto grado (G3) fueron tratados con BCG y sélo el 4.08 % con
MMC.

CD68:

En cuanto al grado tumoral y la expresion de CDG8 epitelial destaca que en los
tumores de bajo grado (G1) la expresion de CD68 epitelial fue escasa en el 59.5 %
de los casos frente al 50.8 % de los casos de tumores de grado intermedio (G2) y

al 24.1 % de los tumores de alto grado (G3). En ningun caso de los tumores de
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grado intermedio (G2) ni de los tumores de alto grado estuvo ausente la expresion
de CDG68 epitelial frente al 2.70 % de los casos de tumores de bajo grado.

La expresion de CD68 epitelial con patron difuso se observé en el 56.9 % de los
casos de tumores de alto grado (G3), en el 14.3 % de los tumores de grado
intermedio (G2) y s6lo en el 5.41 % de los tumores de bajo grado (G1).

Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.001).

En relacion a la expresion de CD68 a nivel del estroma también se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) existiendo en los tumores de
alto grado (G3) un 75.9 % de los casos con expresion de CD68 a nivel estromal de
>30 células por core, en los tumores de grado intermedio (G2) un 31.7% y en los
tumores de bajo grado (G1) dicho patron de expresion se presentd en un 29.7 % de
los casos. La expresion de CD68 estromal de 1-9 células por core sélo estuvo
presente en el 10.3% de los casos de los tumores de alto grado (G3), en el 30.2 %
de los tumores de grado intermedio (G2) y en el 35.1 % de los tumores de bajo

grado (G1).
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5.8.1 Analisis descriptivo segun la expresion de MICA:

La Tabla 74 muestra el analisis descriptivo segun MICA y su relacion con el resto

de variables en el estudio.

Tabla 74. Analisis descriptivo segun MICA y resto de variables en los pacientes con TMV.

[ALL] MICA +(débil) ~ MICA ++ (intensa) OR pratio p.valor N
N=175 N=124 N=51
Edad media 68.3(11.4) 68.1(11.9) 68.9 (10.2) 1.01[0.98;1.04]  0.680 0.663 175
Edad categorizada 0.592 175
35-59 36 (20.6%) 27 (21.8%) 9 (17.6%) Ref. Ref.
60-74 80 (45.7%) 58 (46.8%) 22 (43.1%) 1.13[0.46;2.91]  0.793
>75 59 (33.7%) 39 (31.5%) 20 (39.2%) 1.520.61;4.03] 0.374
Sexo: Hombre 151 (86.3%) 106 (85.5%) 45 (88.2%) Ref. Ref. 0.811 175
Tabaco: 0.540 170
nunca 28 (16.5%) 22 (18.2%) 6 (12.2%) Ref. Ref.
<a20 19 (11.2%) 15 (12.4%) 4 (8.16%) 0.99[0.21;4.20]  0.986
> de 20 74 (43.5%) 52 (43.0%) 22 (44.9%) 1.52[0.56;4.68]  0.420
exfumador 49 (28.8%) 32 (26.4%) 17 (34.7%) 1.91[0.67;6.11]  0.235
Fumador 93 (54.7%) 67 (55.4%) 26 (53.1%) 0.91[0.47;1.79]  0.786 0917 170
Tabaco categorizada: 0.449 170
No fumador 28 (16.5%) 22 (18.2%) 6 (12.2%) Ref. Ref.
Fumador 93 (54.7%) 67 (55.4%) 26 (53.1%) 1.40[0.53;4.22]  0.513
Ex-fumador 49 (28.8%) 32 (26.4%) 17 (34.7%) 1.91[0.67;6.11]  0.235
TMVMI 22 (12.6%) 13 (10.5%) 9 (17.6%) 1.83[0.70;4.61]  0.211 0295 175
Tamaifio del tumor: 0.833 175
<3 cm 117 (66.9%) 84 (67.7%) 33 (64.7%) Ref. Ref.
>3 cm 58 (33.1%) 40 (32.3%) 18 (35.3%) 1.15[0.57;2.27]  0.698
Estadio tumoral: 0.428 175
Ta 101 (57.7%) 73 (58.9%) 28 (54.9%) Ref. Ref.
T1 52 (29.7%) 38 (30.6%) 14 (27.5%) 0.96 [0.44;2.03]  0.925
T2 22 (12.6%) 13 (10.5%) 9 (17.6%) 1.80[0.67;:4.71]  0.239
Grado (OMS 1973): 0.142 175
G1 bajo grado 40 (22.9%) 31 (25.0%) 9 (17.6%) Ref. Ref.
G2 grado intermedio 72 (41.1%) 54 (43.5%) 18 (35.3%) 1.14[0.46;2.98]  0.781
G3 alto grado 63 (36.0%) 39 (31.5%) 24 (47.1%) 2.09[0.86;5.40]  0.103
Grado (OMS 2004): 0393 175
bajo grado 40 (22.9%) 31 (25.0%) 9 (17.6%) Ref. Ref.
alto grado 135 (77.1%) 93 (75.0%) 42 (82.4%) 1.540.69;3.72]  0.301
Multiplicidad: 0.732 175
unico 125 (71.4%) 90 (72.6%) 35 (68.6%) Ref. Ref.
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multiple

Instilaciones vesicales:

no
BCG
MMC

Recidiva

Numero de recidivas

Numero de recidivas:

1
2

>3

Meses a lera recidiva

Progresion:
No
T1
>T1

Meses a progresion

Riesgo:
Bajo
Intermedio
Alto

Supervivencia

Mortalidad TMV (78

m)
NKG2D:
+ (débil)
++ (intensa)
CD8 epiteliales
CD8 estroma:
no
1-9
10-30
>30
CD#4 epiteliales
CD4 estroma:
no
1-9
10-30
>30

CD68 epiteliales:

no
escaso
abundante
difuso

CD68 estroma:
1-9
10-30

50 (28.6%)

34 (22.2%)
108 (70.6%)
11 (7.19%)
76 (49.7%)

0.00 [0.00;1.00]

39 (51.3%)
21 (27.6%)
16 (21.1%)

16.0 [8.75;30.0]

130 (85.0%)
12 (7.84%)
11 (7.19%)

17.0 [10.0;44.0]

23 (15.0%)
14 (9.15%)

116 (75.8%)

66 (41.2%)

10 (10.6%)

60 (37.5%)
100 (62.5%)

11.0 [3.00;33.5]

7 (4.49%)

66 (42.3%)
29 (18.6%)
54 (34.6%)

10.0 [2.50;28.0]

4(2.65%)

38 (25.2%)
34 (22.5%)
75 (49.7%)

1 (0.65%)

65 (42.5%)
43 (28.1%)
44 (28.8%)

37 (24.2%)
43 (28.1%)

34 (27.4%)

24 (21.6%)
80 (72.1%)
7(6.31%)

42 (37.8%)

0.00 [0.00;1.00]

20 (46.5%)
14 (32.6%)
9 (20.9%)

17.0 [9.00;32.0]

99 (89.2%)
8 (7.21%)
4 (3.60%)

23.0 [12.0;62.0]

17 (15.3%)
11 (9.91%)
83 (74.8%)
46 (40.7%)

4(5.97%)

43 (37.7%)
71 (62.3%)

12.0 [3.00;33.5]

3(2.70%)

49 (44.1%)
21 (18.9%)
38 (34.2%)

12.0 [3.00;22.5]

2 (1.87%)

28 (26.2%)
24 (22.4%)
53 (49.5%)

1(0.93%)

47 (43.5%)
28 (25.9%)
32(29.6%)

26 (24.1%)
29 (26.9%)

16 (31.4%)

10 (23.8%)

28 (66.7%)

4(9.52%)

34 (81.0%)
1.00 [1.00;2.00]

19 (57.6%)

7(21.2%)

7(21.2%)
16.0 [7.00;28.0]

31(73.8%)

4(9.52%)

7 (16.7%)
16.0 [9.00;38.5]

6 (14.3%)

3 (7.14%)

33 (78.6%)
20 (42.6%)

6 (22.2%)

17 (37.0%)
29 (63.0%)
10.0 [1.75;31.8]

4 (8.89%)

17 (37.8%)

8 (17.8%)

16 (35.6%)
8.00 [2.00;38.5]

2 (4.55%)

10 (22.7%)
10 (22.7%)
22 (50.0%)

0 (0.00%)

18 (40.0%)
15 (33.3%)
12 (26.7%)

11 (24.4%)
14 (31.1%)

153

1.21 [0.58;2.46]

Ref.
0.84 [0.36;2.05]
1.37 [0.29;5.85]
6.80 [2.99;17.3]
146 [1.11;1.92]

Ref.
0.54 [0.17;1.60]
0.82 [0.24;2.70]
0.98 [0.95;1.01]

Ref.
1.62 [0.39;5.64]
5.42[1.50;22.7]
0.98 [0.95;1.02]

Ref.
0.79 [0.13;3.84]
1.11 [0.42;3.36]
Ref.

436[1.11;19.3]

Ref.
1.03 [0.51;2.13]
1.00 [0.98;1.02]

Ref.
0.27[0.05;1.41]
0.30 [0.05;1.74]
0.33 [0.05;1.73]
1.01 [0.99;1.02]

Ref.
0.37[0.03;3.92]
0.43 [0.04;4.58]
0.42 [0.04;4.25]

Ref.
1.14 [0.44;3.02]

0.600

Ref.
0.686
0.674
<0.001
0.007

Ref.

0.268
0.750
0.234

Ref.

0.478
0.010
0.286

Ref.
0.778

0.841

Ref.

0.036

Ref.
0.934
0.981

Ref.

0.118
0.178
0.184
0.603

Ref.

0.383
0.459
0.435

Ref.

Ref.
0.793

0.619

<0.001
<0.001
0.518

0.422
0.016

0.372
0.951

0.968

0.030
1.000

0.782
0.412

0.931
0.812

0.769

0.840

153

153
153
76

76
153

23
153

160

94
160

155
156

151
151

153

153



>30
CD56 epiteliales
CD56 estroma:
no
1-9
10-30
>30
CD34
CD117 estroma
CD117 epitelial

CD15 categorizada:

No
Focal

Homogéneo

TMVMI:

73 (47.7%) 53 (49.1%) 20 (44.4%) 0.89[0.37;2.20]  0.795
3.00 [0.00;6.00] 3.00 [0.00;6.00] 2.00 [0.00;6.00] 1.01[0.98;1.05] 0.569  0.753 126
0792 127
23 (18.1%) 14 (16.3%) 9 (22.0%) Ref. Ref.
82 (64.6%) 57 (66.3%) 25 (61.0%) 0.68 [0.26;1.85]  0.444
17 (13.4%) 11 (12.8%) 6 (14.6%) 0.86[0.22;3.20]  0.818
5(3.94%) 4 (4.65%) 1 (2.44%) 0.43[0.01;3.81]  0.486
52.0[35.2;86.5] 53.0[36.5;86.0] 47.0[35.0;84.0] 1.00[0.99;1.01] 0.562 0319 154
4.00[1.00;11.0] 4.00[1.00;11.8] 4.00[1.00;6.00] 0.98[0.94;1.02] 0241 0365 136
3.00[0.00;7.00] 2.00 [0.00;8.00] 3.00[0.00;5.25] 0.97[0.91;1.04] 0360  0.635 138
0316 161
41 (25.5%) 32(27.8%) 9 (19.6%) Ref. Ref.
50 (31.1%) 32(27.8%) 18 (39.1%) 1.97[0.78;5.28]  0.153
70 (43.5%) 51 (44.3%) 19 (41.3%) 131[0.54;3.41]  0.558

En los TMVMI (T2) el 59 % presentaron expresion débil de MICA y el 41 % de los

casos expresion intensa de MICA.

Progresion:

Un 85% de los pacientes con TMVNMI no presentaron progresion tumoral (89.2%

con expresion débil de MICA y 73.8 % con expresion intensa de MICA).

Destaca que un 16.7 % de los casos con expresion intensa de MICA progresaron a

>T1 frente al 3.60 % de casos con expresion débil de MICA (p=0.016).

Tabla 75. Analisis descriptivo segun MICA y progresién tumoral en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] MICA + MICA ++ OR p.ratio  p.valor
N=153 N=111 N=42
Progresion: 0.016
No 130 (85.0%) 99 (89.2%) 31 (73.8%) Ref. Ref.
T1 12 (7.84%) 8 (7.21%) 4 (9.52%) 1.62[0.39;5.64] 0.478
>T1 11 (7.19%) 4 (3.60%) 7 (16.7%) 5.42[1.50;22.7] 0.010
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A continuacion se describen las variables que alcanzaron la significacion
estadistica en el analisis univariante.

Recidiva:

El 49.7 % de los casos de TMVNMI presentaron recidiva (76/153 casos). Se
observd que el 55.26 % (42/76 casos) de las recidivas eran pacientes con
expresion débil de MICA y el 44.74 % de los casos (34/76 casos) con expresion
intensa de MICA.

Destaca que en el grupo de pacientes con TMVNMI y expresion intensa de MICA el
81% (34/42 casos) recidivaron (p<0.001). Siendo la expresion elevada de MICA un

factor de riesgo para la recidiva.

Tabla 76. Andlisis descriptivo segun MICA y recidiva en los pacientes con TMVNMI.

p-

[ALL] MICA + MICA ++ OR p.ratio valor
N=153 N= 111 N= 42
Recidiva 76 42 (55.3%) 34 (44.7%)  6.80[2.99;17.3] <0.001 <0.001

Numero de recidivas:

El 51.3 % de los pacientes presentaron una (1) recidiva, sélo el 21.1 % presentaron
3 0 mas recidivas. No hubo diferencias significativas entre el grado de expresién de

MICA y el numero de recidivas (ver Tabla 74).

Resto de variables:

Con el resto de las variables (ver Tabla 74) no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al grado de expresién de MICA en el

analisis univariante.
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5.8.1.1 Modelo de regresion logistica para MICA:

Con las variables que fueron significativas se realizé un analisis multivariado
mediante un modelo de regresion logistica.

MICA y NKG2D estan muy relacionadas entre si, es por ello que en el modelo de
regresion logistica, para evitar influir en los resultados se analizé6 MICA y el resto de
variables del estudio, excluyendo NKG2D del modelo.

La Tabla 77 muestra los resultados del analisis de regresion logistica para MICA
en individuos con tumor vesical (pTa-pT2).

Vemos que el tumor vesical musculo-infiltrante (TMVMI) es un factor de riesgo para
tener mayores niveles de MICA (OR: 1.83, IC 95%: 0.728; 4.596, p=0.199), es
decir, los pacientes con tumores infiltrantes tienen niveles de expresion de MICA

elevados, aunque no es estadisticamente significativo.

Tabla 77. Regresion logistica predictores independientes de MICA en individuos con tumor vesical.

OR IC 95% p.valor
TMVMI 1.83 [0.728;4.596] 0.199

TMVMI: tumor vesical musculo-infiltrante

La Tabla 78 muestra los resultados del analisis de regresion logistica para MICA
en individuos con tumor vesical no musculo infiltrante (TMVNMI).

Vemos que la recidiva es un factor de riesgo para MICA (OR: 6.982, IC 95%: 2.983;
16.506, p<0.001), es decir, la presencia de recidiva se relaciona con un mayor

riesgo de elevacion de MICA.

Tabla 78. Regresion logistica predictores independientes de MICA en individuos con TMVNMI.

OR IC 95% p.valor
Recidiva: Si 6.982 [2.953;16.506] <0.001
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5.8.2 Anadlisis descriptivo segun la expresion de NKG2D:

La Tabla 79 muestra el analisis descriptivo segun NKG2D y su relacién con el resto

de variables en nuestro estudio.

Tabla 79. Analisis descriptivo segun NKG2D vy resto de variables en los pacientes con TMV.

[ALL] NKG2D +(débil) NKG2D ++ (intensa) OR pratio p.valor N
N=165 N=61 N=104
Edad media 68.2 (11.3) 66.7 (12.5) 69.0 (10.5) 1.02[0.99;1.05] 0.203  0.224 165
Edad categorizada 0.335 165
35-59 36 (21.8%) 17 (27.9%) 19 (18.3%) Ref. Ref.
60-74 73 (44.2%) 24 (39.3%) 49 (47.1%) 1.82[0.80;4.16]  0.156
>75 56 (33.9%) 20 (32.8%) 36 (34.6%) 1.60[0.68;3.81]  0.283
Sexo: Hombre 142 (86.1%) 50 (82.0%) 92 (88.5%) Ref. Ref. 0.352 165
Tabaco: 0.488 161
nunca 25 (15.5%) 7 (11.7%) 18 (17.8%) Ref. Ref.
<a20 19 (11.8%) 7 (11.7%) 12 (11.9%) 0.67[0.18;2.50]  0.553
> de 20 71 (44.1%) 25 (41.7%) 46 (45.5%) 0.73[0.25;1.93]  0.529
exfumador 46 (28.6%) 21 (35.0%) 25 (24.8%) 0.47[0.15;1.33]  0.157
Fumador 90 (55.9%) 32 (53.3%) 58 (57.4%) 1.18[0.62;2.25]  0.617  0.733 161
Tabaco categorizada: 0.299 161
No fumador 25 (15.5%) 7 (11.7%) 18 (17.8%) Ref. Ref.
Fumador 90 (55.9%) 32 (53.3%) 58 (57.4%) 0.71[0.25;1.85]  0.498
Ex-fumador 46 (28.6%) 21 (35.0%) 25 (24.8%) 0.47[0.15;1.33]  0.157
TMVMI 22 (13.3%) 12 (19.7%) 10 (9.62%) 0.44[0.17;1.10]  0.077  0.110 165
Tamaifio del tumor: 1.000 165
<3 cm 112 (67.9%) 41 (67.2%) 71 (68.3%) Ref. Ref.
>3 cm 53 (32.1%) 20 (32.8%) 33 (31.7%) 0.95[0.48;1.89]  0.886
Estadio tumoral: 0.138 165
Ta 93 (56.4%) 34 (55.7%) 59 (56.7%) Ref. Ref.
T1 50 (30.3%) 15 (24.6%) 35 (33.7%) 1.34[0.64;2.86]  0.440
T2 22 (13.3%) 12 (19.7%) 10 (9.62%) 0.48[0.18;1.25]  0.134
Grado (OMS 1973): 0.965 165
G1 bajo grado 37 (22.4%) 13 (21.3%) 24 (23.1%) Ref. Ref.
G2 grado intermedio 69 (41.8%) 26 (42.6%) 43 (41.3%) 0.90[0.38;2.07]  0.804
G3 alto grado 59 (35.8%) 22 (36.1%) 37 (35.6%) 0.91[0.38;2.16]  0.838
Grado (OMS 2004): 0.945 165
bajo grado 37 (22.4%) 13 (21.3%) 24 (23.1%) Ref. Ref.
alto grado 128 (77.6%) 48 (78.7%) 80 (76.9%) 0.91[0.41;1.93]  0.803
Multiplicidad: 0.186 165
unico 122 (73.9%) 41 (67.2%) 81 (77.9%) Ref. Ref.
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miltiple 43 (26.1%) 20 (32.8%) 23 (22.1%)

Instilaciones vesicales:

no 31 (21.7%) 7 (14.3%) 24 (25.5%)

BCG 102 (71.3%) 38 (77.6%) 64 (68.1%)

MMC 10 (6.99%) 4(8.16%) 6 (6.38%)
Recidiva 72 (50.3%) 35 (71.4%) 37 (39.4%)

Numero de recidivas 1.00 [0.00;2.00] 1.00 [0.00;2.00] 0.00 [0.00;1.00]

Numero de recidivas:

1 35 (48.6%) 19 (52.8%) 16 (44.4%)
2 18 (25.0%) 8 (22.2%) 10 (27.8%)
>3 19 (26.4%) 9 (25.0%) 10 (27.8%)

Meses a lera recidiva 16.0 [9.00;28.5] 16.5[10.5;23.5] 15.5[8.75;30.2]

Progresion:
No 118 (82.5%) 34 (69.4%) 84 (89.4%)
T1 13 (9.09%) 9 (18.4%) 4 (4.26%)
>T1 12 (8.39%) 6 (12.2%) 6 (6.38%)

Meses a progresion 29.0[11.0;58.0] 29.0[14.5;59.5] 22.5[5.25;54.0]

Riesgo:
Bajo 23 (16.1%) 6 (12.2%) 17 (18.1%)
Intermedio 12 (8.39%) 6 (12.2%) 6 (6.38%)
Alto 108 (75.5%) 37 (75.5%) 71 (75.5%)
Supervivencia 66 (44.0%) 23 (41.8%) 43 (45.3%)
Mortalidad TMV (78
m) 9 (10.7%) 9 (28.1%) 0(0.00%)
MICA:
+ (débil) 114 (71.2%) 43 (71.7%) 71 (71.0%)

++ (intensa) 46 (28.7%)

11.0 [3.00;35.5]

17 (28.3%) 29 (29.0%)

CD3 epiteliales 9.00[2.00;35.0] 12.5 [4.00;35.0]

CD8 estroma:

no 7 (4.76%) 3 (5.45%) 4 (4.35%)

1-9 61 (41.5%) 23 (41.8%) 38 (41.3%)

10-30 26 (17.7%) 10 (18.2%) 16 (17.4%)

>30 53 (36.1%) 19 (34.5%) 34 (37.0%)
CD¥4 epiteliales 11.5[2.00;30.0] 12.0[1.00;20.8] 10.5 [3.00;35.5]

CD4 estroma:

no 4(2.70%) 2 (3.45%) 2(2.22%)

1-9 37 (25.0%) 14 (24.1%) 23 (25.6%)
10-30 33 (22.3%) 14 (24.1%) 19 (21.1%)
>30 74 (50.0%) 28 (48.3%) 46 (51.1%)

CD68 epiteliales:

no 1 (0.65%) 1(1.69%) 0 (0.00%)

escaso 67 (43.8%) 26 (44.1%) 41 (43.6%)
abundante 41 (26.8%) 15 (25.4%) 26 (27.7%)
difuso 44 (28.8%) 17 (28.8%) 27 (28.7%)

CD68 estroma:
1-9 37 (24.2%)
42 (27.5%)

14 (23.7%)
17 (28.8%)

23 (24.5%)

10-30 25 (26.6%)
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0.58 [0.29;1.19]

Ref.
0.50 [0.18;1.23]
0.45 [0.09;2.25]
0.26 [0.12;0.55]
0.75 [0.58;0.96]

Ref.
1.47 [0.46;4.80]
1.31 [0.42;4.15]
1.00 [0.97;1.02]

Ref.
0.19 [0.05;0.62]
0.41[0.12;1.43]
0.99 [0.97;1.02]

Ref.
0.37[0.08;1.63]
0.69 [0.23;1.83]

Ref.

[

Ref.
1.03 [0.51;2.13]
1.01 [0.99;1.02]

Ref.
1.25 [0.21;6.49]
1.20 [0.19;6.99]
1.35 [0.23;7.12]
1.01 [0.99;1.03]

Ref.
1.62 [0.15;17.1]
1.35 [0.13;14.3]
1.63 [0.16;16.4]

Ref.
0.90 [0.36;2.24]

0.140

Ref.
0.135
0.317
<0.001
0.023

Ref.

0.515
0.641
0.704

Ref.

0.006
0.156
0.686

Ref.
0.187
0.467
Ref.

Ref.
0.934
0.467

Ref.

0.792
0.837
0.725
0.312

Ref.

0.668
0.793
0.656

Ref.

Ref.
0.816

0.324

0.001
0.001
0.766

0.942
0.007

0.390
0.368

0.811

<0.001
1.000

0.326
0.985

0.272
0.922

0.769

0.956

143

143
143
72

72
143

25
143

150

84
160

147
147

148
148

153

153



>30
CD56 epiteliales
CD56 estroma:
no
1-9
10-30
>30
CD34
CD117 estroma
CD117 epitelial

CD15 categorizada:

No
Focal

Homogéneo

74 (48.4%)
3.00 [0.00;6.00]

23 (18.0%)
83 (64.8%)
17 (13.3%)
5(3.91%)
52.0 [35.8;85.5]
4.00[1.00;11.0]
3.00 [0.00;6.50]

40 (25.0%)
49 (30.6%)
71 (44.4%)

28 (47.5%)
3.00 [1.00;8.00]

7 (14.6%)

33 (68.8%)

6 (12.5%)

2 (4.17%)
51.0 [38.074.0]
5.00 [2.00;14.2]
2.50 [0.00;4.00]

13 (21.7%)
14 (23.3%)
33 (55.0%)

46 (48.9%)
2.00 [0.00;5.00]

16 (20.0%)

50 (62.5%)

11 (13.8%)

3(3.75%)
52.0 [35.0;87.0]
3.00 [0.00;9.00]
3.00 [0.00;7.00]

27 (27.0%)
35 (35.0%)
38 (38.0%)

1.00 [0.44;2.26]
0.99 [0.95;1.02]

Ref.
0.67 [0.23;1.78]
0.81[0.20;3.22]
0.66 [0.08:6.66]
1.00 [0.99;1.01]
0.97 [0.94;1.00]
1.04 [0.98;1.11]

Ref.
1.20 [0.48;3.02]
0.56 [0.24;1.25]

0.996
0.478

Ref.

0.431
0.756
0.699
0.755
0.042
0.203

Ref.
0.695
0.158

0.021
0.881

0.837
0.065
0.819
0.104

127
128

152
133
135
160

A continuacion se describen las variables que alcanzaron una significacion

estadistica en el analisis univariante.

Recidiva:

El 71.4 % de los pacientes con expresion débil de NKG2D presentaron recidiva
tumoral en comparacioén con el 39.4 % de los pacientes con expresion intensa de
NKG2D (p<0.001). Observando una relacion inversa entre los niveles de NKG2D y

la recidiva tumoral, a mayor recidiva menor expresion de NKG2D.

Tabla 80. Andlisis descriptivo segun NKG2D vy la recidiva en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] NKG2D + NKG2D ++ OR p.ratio  p.valor
N=143 N=49 N=94
Recidiva 72 (50.3%) 35 (71.4%) 37 (39.4%) 0.26[0.12;0.55] <0.001  0.001
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Mortalidad por TMV:

No se presentd ningun caso de muerte por tumor vesical durante los 78 meses de
seguimiento en los pacientes con expresion intensa de NKG2D frente a 9 casos en

el grupo de pacientes con expresion débil de NKG2D.

Tabla 81. Andlisis descriptivo segun NKG2D y mortalidad por TMV (a 78 meses).

[ALL] NKG2D + NKG2D ++
N=84 N=32 N=52
Mortalidad por TMV (78 meses) 9 (10.7%) 9 (28.1%) 0 (0.00%)

5.8.2.1 Modelo de regresion logistica para NKG2D:

Con las variables que fueron significativas se realizé un analisis multivariado
mediante un modelo de regresion logistica.

Como se menciond previamente MICA y NKG2D estan muy relacionadas entre si,
es por ello que en el modelo de regresion logistica, para evitar influir en los
resultados se analiz6 NKG2D vy el resto de variables del estudio, excluyendo MICA

del modelo.

La Tabla 82 muestra los resultados del analisis de regresion logistica para NKG2D
en individuos con tumor vesical (Ta-T2).

Vemos que la edad es un factor protector de niveles bajos de NKG2D (OR: 1.053,
IC 95%: 1.004; 1.105, p=0.035), es decir, a mayor edad existe un mayor riesgo de

tener niveles elevados de NKG2D.
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Tabla 82. Regresion logistica predictores independientes de NKG2D en individuos con TMV.

OR 1C 95% p-valor
Edad 1.053  [1.004;1.105] 0.035
Sexo 0.069  [0.007;0.677] 0.022
Fumador 0.144  [0.013;1.587] 0.114
Ex-fumador 0.034  [0.003;0.434] 0.009
TMVMI 0.34 [0.103;1.13] 0.078
Multiplicidad 0.328  [0.126;0.857] 0.023
CD117 estroma 0.938 [0.898;0.98] 0.004
CD15 focal 0.447  [0.122;1.639] 0.224

CD15 homogéneo 0.217  [0.069;0.685] 0.009

En cuanto al género (OR: 0.069, IC 95% [0.007; 0.677], p=0.022) los hombres
tienen un mayor riesgo de NKG2D alto que las mujeres.

Lo mismo ocurre para el resto de variables que aparecen en el modelo de regresion
logistica de NKG2D: fumador, exfumador, tumor vesical musculo-infiltrante (T2),
multiplicidad, expresién de CD117 a nivel del estroma y la expresién de CD15
homogénea o focal. Estos pacientes tienen un menor riesgo de NKG2D alto.

En la Tabla 83 se muestran los resultados del modelo de regresion logistica para
NKG2D en individuos con tumor vesical no musculo infiltrante, en el cual se
incluyeron todas las variables del estudio con significacion estadistica en el modelo

univariante y se excluyé MICA.

Tabla 83. Regresion logistica predictores independientes de NKG2D en individuos con TMVNMI.

OR IC 95% p.valor

Recidiva: Si 0.417 [0.167;1.041] 0.061
Progresion: T1 0.153  [0.028;0.828] 0.029
Progresion: >T1  0.835  [0.183;3.802] 0.815
CD117 estroma 0.96  [0.925;0.996] 0.03

Solo la progresién a T1 demostré ser un factor de riesgo para valores bajos de

NKG2D (p=0.029).

161



5.9.1 Andlisis descriptivo segun la recidiva:

En nuestra serie la tasa de recidiva fue del 50.9 % tras un tiempo de seguimiento
medio de 78 meses.

Del total de pacientes que recidivaron (n=88) el 41.4% lo hizo a los 12 meses, el
72.4% a los 24 meses, el 89.7 % a los 36 meses y el 98.4 % a los 48 meses.

El tiempo medio hasta la primera recidiva fue de 16 meses.

El 85.2 % de los pacientes eran hombres, un 54 % fumadores y en relacién a la
edad de los pacientes con recidiva, el 46.6 % tenian edades comprendidas entre
60-74 afios.

El 76.1 % (67 casos) de los tumores de alto grado recidivo frente a el 23.9 % (21
casos) de los tumores de bajo grado. El 50% de los casos tuvo una (1) sola
recidiva, el 27.3 % dos (2) recidivas y el 22.7 % de los casos tres (3) o mas
recidivas.

En la Tabla 84 se presenta la relacién de la recidiva con el resto de variables
analizadas, independientemente de que existan o no diferencias. Posteriormente
se presentan por separado las variables en las cuales se detectaron diferencias

estadisticamente significativas en cuanto a la recidiva tumoral.

Tabla 84. Andlisis descriptivo segun recidiva y resto de las variables en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No Si OR p.valor N
N=173 N=85 N=88
Edad media 67.8 (11.4) 68.7 (12.0) 67.0 (10.7) 0.99[0.96;1.01] 0339 173
Edad categorizada: 0.943 173
35-59 40 (23.1%) 19 (22.4%) 21 (23.9%) Ref.
60-74 80 (46.2%) 39 (45.9%) 41 (46.6%) 0.95[0.44;2.05]
>75 53 (30.6%) 27 (31.8%) 26 (29.5%) 0.87[0.38;2.00]
Sexo: 0.898 173
Hombre 149 (86.1%) 74 (87.1%) 75 (85.2%) Ref.
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Mujer
Tabaco:
nunca
<20
>20
exfumador
Fumador
Tabaco categorizada:
No fumador
Fumador
Ex-fumador
Tamatfio del tumor:
<3 cm
>3 cm
Estadio tumoral:
Ta
T1
Grado (OMS 1973):
G1 bajo grado
G2 grado intermedio
G3 alto grado
Grado (OMS 2004):
bajo grado
alto grado
Multiplicidad:
unico
multiple
Instilaciones vesicales:
no
BCG
MMC

Numero de recidivas
Numero de recidivas:
1
2
>3

Meses a lera recidiva
Progresion:

No

T1

>T1

Meses a lera progresion

Grupo de riesgo:
Bajo

Intermedio

24 (13.9%)

27 (16.0%)
21 (12.4%)
75 (44.4%)
46 (27.2%)
96 (56.8%)

27 (16.0%)
96 (56.8%)
46 (27.2%)

116 (67.1%)
57 (32.9%)

112 (64.7%)
61 (35.3%)

45 (26.0%)
79 (45.7%)
49 (28.3%)

45 (26.0%)
128 (74.0%)

123 (71.1%)
50 (28.9%)

40 (23.1%)
120 (69.4%)

13 (7.51%)
1.00
[0.00;2.00]

44 (50.0%)
24 (27.3%)

20 (22.7%)
16.0
[8.00;28.0]

143 (82.7%)
14 (8.09%)

16 (9.25%)
20.5
[9.50;54.8]

27 (15.6%)
15 (8.67%)

11 (12.9%)

18 (22.0%)
11 (13.4%)
38 (46.3%)
15 (18.3%)
49 (59.8%)

18 (22.0%)
49 (59.8%)
15 (18.3%)

58 (68.2%)
27 (31.8%)

53 (62.4%)
32 (37.6%)

24 (28.2%)
42 (49.4%)
19 (22.4%)

24 (28.2%)
61 (71.8%)

63 (74.1%)
22 (25.9%)

20 (23.5%)
59 (69.4%)

6 (7.06%)
0.00
[0.00;0.00]

1 (100%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)

137 [137;137]

83 (97.6%)
1(1.18%)

1(1.18%)
415
[21.2:61.8]

12 (14.1%)
10 (11.8%)
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13 (14.8%)

9 (10.3%)
10 (11.5%)
37 (42.5%)
31 (35.6%)
47 (54.0%)

9 (10.3%)
47 (54.0%)
31 (35.6%)

58 (65.9%)
30 (34.1%)

59 (67.0%)
29 (33.0%)

21 (23.9%)
37 (42.0%)
30 (34.1%)

21 (23.9%)
67 (76.1%)

60 (68.2%)
28 (31.8%)

20 (22.7%)
61 (69.3%)

7(7.95%)
1.50
[1.00;2.00]

43 (49.4%)
24 (27.6%)

20 (23.0%)
16.0
[8.00;28.0]

60 (68.2%)
13 (14.8%)

15 (17.0%)
20.5
[10.5:48.2]

15 (17.0%)
5 (5.68%)

1.16 [0.48;2.83]

0.037
Ref.
1.79 [0.55;6.02]
1.92[0.77;5.05]
4.02[1.48;11.6]
0.79 [0.43;1.46] 0.551
0.015
Ref.
1.90[0.78;4.87]
4.02[1.48;11.6]
0.870
Ref.
1.11 [0.59;2.11]
0.627
Ref.
0.82[0.43;1.53]
0.231
Ref.
1.01 [0.48;2.12]
1.79 [0.79;4.14]
0.630
Ref.
1.25[0.63;2.50]
0.488
Ref.
1.33[0.69;2.61]
0.971
Ref.
1.03 [0.50;2.13]
1.16 [0.32;4.31]
3614
[221;59153] <0.001
1.000
Ref.
s
s
0.60 [0.00;.] 0.087
<0.001
Ref.
15.7 [2.98;390]
18.1 [3.51;446]
0.99 [0.95;1.04] 0.835
0.343

Ref.
0.41 [0.10;1.53]

169

169
169

173

173

173

173

173

173

173
88

88
173

30
173



Alto
Muerte cancer vesical (78
meses)

MICA:
+ (débil)
++ (intensa)
NKG2D:
+ (débil)
++ (intensa)
MICA y NKG2D:
Mica bajo y NKG2D alto
Mica bajo y NKG2D bajo
Mica alto y NKG2D alto
Mica alto y NKG2D bajo

CD8 epiteliales
CDS8 estroma:
no
1-9
10-30
>30

CD4 epiteliales
CD4 estroma:
no
1-9
10-30
>30
CD68 epiteliales:
no
escaso
abundante
difuso
CD68 estroma:
1-9
10-30
>30

CD56 epiteliales
CD56 estroma:
no
1-9
10-30
>30

CD34
CD117 estroma

CD117 epitelial
CD15 categorizada:

131 (75.7%)

4 (4.88%)

111 (72.5%)
42 (27.5%)

49 (34.3%)
94 (65.7%)

63 (45.7%)
38 (27.5%)
27 (19.6%)

10 (7.25%)
10.0
[2.50;31.0]

7(5.15%)
61 (44.9%)
26 (19.1%)

42 (30.9%)
9.00
[2.00;22.0]

4 (3.05%)
38 (29.0%)
31 (23.7%)
58 (44.3%)

1(0.73%)

67 (48.9%)
43 (31.4%)
26 (19.0%)

38 (27.7%)
45 (32.8%)

54 (39.4%)
2.00
[0.00;4.00]

22 (20.0%)
74 (67.3%)
13 (11.8%)

1 (0.91%)
50.0
[31.0;83.0]
3.00
[1.00;10.0]
3.00
[0.00;8.00]

63 (74.1%)

0 (0.00%)

69 (89.6%)
8 (10.4%)

14 (19.7%)
57 (80.3%)

49 (69.0%)
14 (19.7%)
8 (11.3%)

0 (0.00%)
14.5
[3.00;38.8]

1 (1.47%)
31 (45.6%)
12 (17.6%)

24 (35.3%)
13.0
[3.25:30.8]

1(1.52%)
14 (21.2%)
17 (25.8%)
34 (51.5%)

1 (1.49%)
34 (50.7%)
20 (29.9%)
12 (17.9%)

22 (32.8%)
17 (25.4%)
28 (41.8%)

2.00
[0.00;4.75]

8 (14.5%)
39 (70.9%)
7 (12.7%)

1(1.82%)
55.0
[35.0;91.5]
3.00
[1.00;10.0]
3.00
[0.50;8.50]
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68 (77.3%)

4 (8.70%)

42 (55.3%)
34 (44.7%)

35 (48.6%)
37 (51.4%)

14 (20.9%)
24 (35.8%)
19 (28.4%)

10 (14.9%)
8.00
[2.00;26.5]

6 (8.82%)
30 (44.1%)
14 (20.6%)

18 (26.5%)
6.00
[1.00;18.0]

3 (4.62%)

24 (36.9%)
14 (21.5%)
24 (36.9%)

0 (0.00%)
33 (47.1%)
23 (32.9%)
14 (20.0%)

16 (22.9%)
28 (40.0%)

26 (37.1%)
2.00
[0.00;4.00]

14 (25.5%)
35 (63.6%)
6 (10.9%)

0 (0.00%)
47.0
[29.075.0]
4.00
[1.00;9.00]
3.00
[0.00;7.00]

0.87 [0.37;2.00]

s

Ref.
6.80 [2.99;17.3]

Ref.
0.26 [0.12;0.55]

Ref.

s
[
(]

s

0.98 [0.97;1.00]

Ref.
0.18 [0.01;1.20]
0.22[0.01;1.63]
0.14[0.01;0.98]

0.97 [0.95;1.00]

Ref.
0.62 [0.02;5.97]
0.31[0.01;2.97]
0.26 [0.01;2.39]

Ref.

Ref.
2.230.93;5.53]
1.27 [0.55;2.98]

1.00 [0.95;1.05]

Ref.

[
s
(]

s

1.00 [0.99;1.00]
0.99 [0.96;1.03]

0.97 [0.91;1.02]

0.127
<0.001

0.001

<0.001

0.128
0.213

0.011
0.129

0.875

0.162

0.550
0.426

0.212

0.948

0.389
0.676

82
153

143

138

135
136

131
131

137

137

109
110

137

118

122
146



No 34 (23.3%) 19 (26.4%) 15 (20.3%) Ref.

Focal 43 (29.5%) 20 (27.8%) 23(31.1%)  1.45[0.58;3.65]
Homogéneo 69 (47.3%) 33 (45.8%) 36 (48.6%)  1.38[0.60;3.20]
Progresion:

Fue mas frecuente la progresién tumoral en los pacientes con recidiva.

El 97.6 % de los pacientes sin recidiva tumoral no presentaron progresion tumoral,
frente al 68.2 % de los que si la presentaron. En los pacientes con recidiva tumoral
la progresion a T1 se observo en un 14.8 % de los casos frente al 1.18 % de los
casos sin recidiva tumoral. Para la progresion >T1 evidenciamos algo similar,
estando presente en el 17 % de los pacientes con recidiva tumoral frente al 1.18 %
de los pacientes sin recidiva. Estas diferencias fueron estadisticamente

significativas (p<0.001).

Tabla 85. Analisis descriptivo segun recidiva y la progresion en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No Si OR p-valor
N=173 N=85 N=88
Progresion: <0.001
No 143 (82.7%) 83 (97.6%) 60 (68.2%) Ref.
T1 14 (8.09%) 1(1.18%) 13 (14.8%) 15.7 [2.98;390]
>T1 16 (9.25%) 1(1.18%) 15 (17.0%) 18.1 [3.51;446]
Meses hasta
progresion 20.5[9.50;54.8] 41.5[21.2;61.8] 20.5[10.5;48.2] 0.99[0.95;1.04] 0.835

Los pacientes con recidiva tumoral tuvieron un tiempo medio hasta la progresion de

20.5 meses frente a 41.5 meses en los pacientes sin recidiva.
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MICA:

El 55.3 % de los pacientes con recidiva presentaron una expresion débil de MICA y
un 44.7 % expresion intensa. Mientras que en el grupo de pacientes que no
presentaron recidiva, el 10.4 % presentd una expresion intensa de MICA y el 89.6
% una expresion débil. Estas diferencias son estadisticamente significativas (OR
6.80, p<0.001).

A mayor expresion de MICA mayor es el riesgo de recidiva tumoral.

Tabla 86. Analisis descriptivo segun recidiva y MICA en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No Si OR p-valor N
N=173 N=85 N=88
MICA: <0.001 153
+ (débil) 111 (72.5%) 69 (89.6%) 42 (55.3%) Ref.
++ (intensa) 42 (27.5%) 8 (10.4%) 34 (44.7%)  6.80[2.99;17.3]

NKG2D:

El 48.6% de los casos con recidiva tuvo una expresion débil de NKG2D y el 51.4 %
una expresion intensa.

En el 80.3 % de los pacientes que no presentaron recidiva se observd una
expresion intensa de NKG2D frente a un 19.7% con expresion débil. Los niveles

elevados de NKG2D son un factor protector para la recidiva OR 0.26 [0.12;0.55].

Tabla 87. Andlisis descriptivo segun recidiva y NKG2D en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No Si OR p-valor N
N=173 N=85 N=88
NKG2D: 0.001 143
+ (débil) 49 (34.3%) 14 (19.7%) 35 (48.6%) Ref.

++ (intensa) 94 (65.7%) 57 (80.3%)  37(51.4%) 0.26[0.12;0.55]
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Establecimiento de categorias de MICA y NKG2D:

Durante el estudio detectamos que la expresion de MICA y NKG2D esta muy
relacionada, no solo porque se trata de un receptor y su ligando sino porque existe
una relacion inversamente proporcional y otros mecanismos de regulacion que
explicaremos mas adelante.

Por ello, creamos una nueva variable en la que definimos las siguientes categorias:
la primera como la condicion 6ptima de referencia MICA bajo y NKG2D alto,
ademas de 3 categorias adicionales: MICA bajo y NKG2D bajo, MICA alto y

NKG2D alto, MICA alto y NKG2D bajo (ver Tabla 88).

Tabla 88. Analisis descriptivo segun recidiva y categorias MICA/NKG2D en los pacientes con
TMVNMI.

[ALL] No Si OR p.valor N
N=173 N=85 N=88
MICA y NKG2D: <0.001 138
MICA ¥ y NKG2D A 63 (45.7%) 49 (69.0%) 14 (20.9%) Ref.
MICA ¥ y NKG2D ¥ 38 (27.5%) 14 (19.7%) 24 (35.8%) s
MICA A y NKG2D 27 (19.6%) 8 (11.3%) 19 (28.4%) s
MICA A y NKG2D ¥ 10 (7.25%) 0 (0.00%) 10 (14.9%) L[]

Cabe destacar que el 100 % de los casos con la asociacion de MICA alto y NKG2D
bajo recidivaron.

Evidenciamos que del grupo de pacientes sin recidiva ninguno presentaba la
asociacion de MICA alto y NKG2D bajo (siendo esta la peor condicion para la
recidiva).

Mientras que la mayor parte de pacientes que no recidivaron (69%) pertenecian al

grupo con la asociacién de MICA bajo y NKG2D alto.
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Otras variables moleculares:

Con el resto de variables moleculares CD4, CD8, CD68, CD56, CD34, CD117 y

CD15 no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

5.9.1.1 Analisis descriptivo del numero de recidivas y MICA / NKG2D:

Cuando analizamos la expresion de MICA y NKG2D segun numero de recidiva fue
mas frecuente 1 recidiva. En el grupo de pacientes con recidiva unica el 51.3 % de
los casos presentd una expresion débil de MICA y el 48.7 % expresion intensa. En
los pacientes con 3 0 mas recidivas el patron de expresion de MICA débil fue mas
frecuente (56% de los casos).

En el grupo de pacientes con expresion débil de NKG2D fue mas frecuente la
recidiva unica en el 52.78 % de los casos frente al 25 % de los casos que
presentaron 3 0 mas recidivas.

No existieron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos.

Tabla 89. Analisis descriptivo segun el nimero de recidivas y MICA, NKG2D en los pacientes con
TMVNMI.

[ALL] 1 2 >3 p-valor
N=88 N=44 N=24 N=20
MICA: 0.518
+ (débil) 43 (56.6%) 20 (51.3%) 14 (66.7%) 9 (56.2%)
++ (intensa) 33 (43.4%) 19 (48.7%) 7 (33.3%) 7 (43.8%)
NKG2D: 0.766
+ (débil) 36 (50.0%) 19 (54.3%) 8 (44.4%) 9 (47.4%)

++ (intensa)

36 (50.0%)

16 (45.7%)

10 (55.6%)

10 (52.6%)
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5.9.1.2 Analisis de regresion de Cox para recidiva:

Se realiz6 un analisis multivariado mediante un modelo de regresion logistica.

Las variables incluidas en el modelo de regresion de Cox para recidiva fueron:
edad, sexo, tabaco, estadio, tamafio tumoral, recidiva, numero de recidivas, grado
(OMS 1973), grado (OMS 2004), multiplicidad, CD34, CD8 epitelial, CD8 estroma,
CD4 estroma, CD 68 epitelial, CD56 estroma, CD117 estroma, CD117 epitelial,

CD15 categorizada, instilaciones vesicales, MICA y NKG2D.
La Tabla 90 muestra los resultados del analisis de regresion de Cox para la recidiva
en individuos con TMVNMI ajustado por sexo, tabaco, progresion, CD4 epitelial

CD68 epitelial, instilaciones, MICA y NKG2D.

Tabla 90. Regresién de Cox para Recidiva en los pacientes con TMVNMI.

HR IC 95% P-Value
Sexo: Mujer 4.8 [1.583;14.554] 0.006
Fumador 3.503 [1.033;11.879] 0.044
Ex-fumador 5.214 [1.335;20.362] 0.018
Progresion: T1 2.28 [0.963;5.399] 0.061
Progresion: <T1 2.705 [1.168;6.265] 0.02
CD4 epitelial 0.967 [0.947;0.988] 0.002
CD68 epitelial 1.615 [1.095;2.381] 0.016
Instilaciones: BCG 0.481 [0.245;0.944] 0.033
Instilaciones: MMC 0.673 [0.221;2.051] 0.486
MICA bajo y NKG2D bajo 2.51 [1.091;5.776] 0.03
MICA alto y NKG2D alto 4.953 [2.111;11.621] <0.001
MICA alto y NKG2D bajo 9.1 [3.096;26.748] <0.001

*La categoria de referencia es MICA bajo y NKG2D alto.

Vemos que ser mujer es un factor de riesgo para la recidiva (HR: 4.8, IC 95%:

1.583; 14.554, p=0.006). Lo mismo ocurre para los fumadores (HR: 3.5, IC 95%:
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1.033; 11.879, p=0.044) o ex-fumadores (HR: 5.2, IC 95%: 1.335; 20.362, p=0.018),
los pacientes con progresion >T1 (HR: 2.7, IC 95%: 1.168 ; 6.265, p=0.02) y la
expresion epitelial de CD68 (HR: 1.6, IC 95%: 1.095;2.381, p=0.016); mientras que
los pacientes con CD4 epitelial, la asociacion MICA bajo y NKG2D alto e
instilaciones vesicales BCG y MMC tienen un menor riesgo de recidiva.

Se realizé un analisis mediante curvas de Kaplan-Meier para calcular la
supervivencia libre de recidiva tumoral en funcidn de los niveles de expresién de
MICA y de NKG2D (Figura 33 ay b).

Los resultados demostraron que los pacientes con niveles elevados de expresion
de MICA tienen mayor numero de recidivas que los pacientes con niveles de
expresion bajo de MICA (p<0.001). Existe una relacion inversa con NKG2D, ya
que los pacientes con mayor expresion de NKG2D tienen una mayor supervivencia
libre de recidiva tumoral en comparacidén con los que tienen menor expresion de

NKG2D que tienen un mayor riesgo de recidiva (p<0.001).

Figura 33. Distribucion de la supervivencia libre de recidiva en pacientes con TMVNMI por a) MICA
y b) NKG2D.
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En la Figura 34 se observa la curva de supervivencia libre de recidiva tumoral para
MICA y NKG2D como una variable conjunta categorizada en: A) MICA bajo y
NKG2D alto, B) MICA bajo y NKG2D bajo, C) MICA alto y NKG2D alto y D) MICA
alto y NKG2D bajo.

También podemos observar las diferencias entre si de las 4 categorias en cuanto a

la supervivencia libre de recidiva tumoral y su nivel de significacion estadistica.

La categoria A (MICA bajo y NKG2D alto) es la categoria de referencia y cuando
esta presente dicha combinacion representa un factor de proteccion para la

supervivencia libre de recidiva tumoral vesical (p<0.001).

Figura 34. Distribucion de la supervivencia libre de recidiva tumoral en pacientes con TMVNMI por
MICA/NKG2D.
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La categoria D (MICA alto y NKG2D bajo) representa la peor de las condiciones

con un aumento de riesgo para la recidiva tumoral.
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5.9.2 Anadlisis descriptivo segun la progresion:

En nuestra serie de TMVNMI progresaron 26 casos (17.7 %). En el analisis
univariante no se relaciono la progresion con el resto de las variables.

MICA:

Al comparar la progresion tumoral con la expresion de MICA en los pacientes que
progresaron no hubo diferencias en cuanto a la expresion de MICA (50 %
expresion débil y 50 % expresion intensa).

Sin embargo, en los pacientes sin progresién tumoral en la mayoria (76.3 %) se
detectd una expresion débil de MICA, frente a un 23.7 % con expresion intensa
(p=0.008).

De los pacientes con expresion de MICA intensa (42 casos), el 73.81 % (31 casos)

no presentaron progresion tumoral vs. el 26.19 % (11 casos) que si progresaron.

Tabla 91. Andlisis descriptivo segun progresion y MICA en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No event Event HR p.ratio p.overall
N=153 N=131 N=22
MICA 0.008
+  (débil) 111 (72.5%) 100 (76.3%) 11 (50.0%) Ref. Ref.

++ (intensa) 42 (27.5%)  31(23.7%)  11(50.0%)  2.93[1.27:6.76] 0.012

Se realizd un analisis mediante curvas de Kaplan-Meier para calcular la
supervivencia libre de progresion progresion tumoral en funcion de los niveles de
expresion de MICA (Figura 35a) y en funcion de los niveles de expresion de
NKG2D (Figura 35b). Observamos que los pacientes con niveles de expresién débil
de MICA tienen una mayor supervivencia libre de progresion frente a los pacientes
con niveles de expresion intenso que presentan una menor supervivencia libre de

progresién (Figura 35a).
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Niveles de expresion elevado de NKG2D se asocian en nuestro estudio con una
mayor supervivencia libre de progresién, en comparacion con los pacientes con
niveles bajos de expresion de NKG2D que presentan un menor supervivencia libre

de progresion (Figura 35b).

Figura 35. Distribucion de la supervivencia libre de progresién en pacientes con TMVNMI por a)
MICA y b) NKG2D.
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NKG2D:

En el andlisis univariante el 59.1 % de los pacientes con progresion tumoral
tuvieron una expresiéon deébil de NKG2D.

Destaca que en los pacientes sin progresion tumoral el 70.2 % demostré una
expresion intensa de NKG2D (p=0.008). Existe una tendencia a que los niveles

elevados de NKG2D sean un factor protector para la progresién tumoral.

Tabla 92. Andlisis descriptivo segun progresion y NKG2D en los pacientes con TMVNMI

[ALL] No event Event HR p.ratio p.overall
N=143 N=121 N=22
NKG2D 0.008
+ (débil) 49 (34.3%) 36 (29.8%) 13 (59.1%) Ref. Ref.

++ (intensa) 94 (65.7%) 85 (70.2%) 9 (40.9%) 0.34[0.14;0.79]  0.012
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MICA y NKG2D:

Al igual que para la recidiva agrupamos las variables MICA y NKG2D en una sola
variable con 4 categorias segun su nivel de expresion (ver pag. 158) detectamos

que el 51.3 % de los pacientes de los pacientes con expresiéon de MICA bajo y

NKG2D alto no progresaron.

De este mismo grupo de pacientes con expresion de MICA bajo y NKG2D alto (63

casos) solo progresaron el 4.76 %.

Tabla 93. Andlisis descriptivo segun progresion y MICA/NKG2D en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No event Event HR p.ratio p.overall
N=138 N=117 N=21
MICA y NKG2D: 0.001
MICA bajo y NKG2D alto 63 (45.7%) 60 (51.3%) 3 (14.3%) Ref. Ref.
MICA bajo y NKG2D bajo 38 (27.5%) 30 (25.6%) 8 (38.1%) 4.70 [1.25;17.7] 0.022
MICA alto y NKG2D alto 27 (19.6%) 22 (18.8%) 5(23.8%) 4.2411.01;17.7] 0.048
MICA alto y NKG2D bajo 10 (7.25%) 5 (4.27%) 5 (23.8%) 13.5[3.23;56.8] <0.001

Se realizé un analisis de supervivencia libre de recidiva de Kaplan-Meier en funcién

de la variable MICA/NKG2D (Figura 36).

Figura 36. Distribucion de la supervivencia libre de progresién tumoral en pacientes con TMVNMI

por MICA/NKG2D.
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En la Figura 36 se observa la curva de supervivencia libre de progresion tumoral
para MICA y NKG2D como una variable conjunta categorizada en: A) MICA bajo y
NKG2D alto, B) MICA bajo y NKG2D bajo, C) MICA alto y NKG2D alto y D) MICA
alto y NKG2D bajo.

También podemos observar las diferencias entre si de las 4 categorias en cuanto a

la supervivencia libre de progresion tumoral y su nivel de significacion estadistica.

La categoria A (MICA bajo y NKG2D alto) es la categoria de referencia y cuando
esta presente dicha combinacion representa un factor de proteccion para la
supervivencia libre de progresion tumoral (p<0.001).

La categoria D (MICA alto y NKG2D bajo) representa la peor de las condiciones

con un aumento de riesgo para la progresion tumoral.
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6. DISCUSION

El cancer de vejiga es la neoplasia maligna mas frecuente del aparato urinario y
Europa tiene una de las tasas mas altas de incidencia, particularmente Espafa e
Italia (4). Se trata de un grave problema de salud publica por su alta incidencia,
prevalencia y altas tasas de recidiva. El manejo del cancer vesical supone un
importante impacto econdmico en los sistemas sanitarios por su necesidad de
seguimiento intensivo y tratamientos en algunos casos costosos, sumado a una
alta tasa de supervivencia del tumor vesical no musculo-infiltrante (45,48,51).

La expresion de MICA y NKG2D ha sido estudiada en diversas neoplasias
(245,247,250-254,259,263). MICA y otros ligandos de NKG2D no se expresan de
manera constitutiva en los tejidos sanos, excepto a nivel gastrointestinal (227,228).
No obstante, recientemente se ha demostrado su expresion en tejido sano de
multiples 6rganos (229).

Sus niveles de expresion aumentan en situaciones de estrés celular, infecciones
virales y otras circunstancias que producen dafio al DNA como el cancer (260,273).
En la actualidad existe escasa literatura sobre la expresion de MICA en el cancer
vesical, solo 3 articulos han estudiado dicha relacion, sin analizar de forma directa
la expresion de MICA en el carcinoma urotelial vesical ni establecer diferencias en
cuanto a su nivel de expresion (274—-276).

En el presente trabajo se ha estudiado la expresion tisular de MICA y su receptor
NKG2D, analizando su impacto sobre la recidiva y la progresién tumoral en el
tumor vesical, asi como su relacion con las caracteristicas clinicas, mediante el
andlisis inmunohistoquimico en un TMA con 195 muestras (173 de TMVNMI y 22

de TMVMI) obtenidas a partir de RTU de TMV primario con 78 meses de
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seguimiento. Representa uno de los pocos trabajos en este campo y como se
menciond previamente, partimos de pocas referencias en la literatura.

Por esto, ha sido muy importante la revision bibliografica sobre el comportamiento
de MICA y NKG2D en otras neoplasias distintas a la vesical para entender la
expresion de MICA e interpretar nuestros resultados.

En los humanos se han descrito 7 ligandos de NKG2D (MICA, MICB, ULPB 14 y
RAET1G), sin embargo MICA ha sido el mas estudiado y se cree que es el que
tiene una mayor relevancia clinica.

MICA aumenta su expresion en diversas condiciones, incluidas las neoplasias,
siendo su sobreexpresion beneficiosa en las fases iniciales de la enfermedad.
Posteriormente al aumentar sus niveles, ciertas proteinasas favorecen su paso al
suero transformandose en su forma soluble, la cual es capaz de saturar al receptor
NKG2D vy finalmente bloquear la citotoxicidad.

Existen otros mecanismos que impiden que MICA se exprese a nivel de la
superficie celular, permaneciendo a nivel intracelular y evitando su interaccion con
NKG2D (229,277).

En el siguiente apartado discutiremos los resultados mas relevantes de acuerdo a
los objetivos que nos planteamos inicialmente, mencionando al final de cada punto

una conclusion.
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6.1 Expresion tisular de MICA:

6.1.1 MICA en el carcinoma vesical

En nuestro estudio se demostré la expresion tisular de MICA en todos los casos de
TMV, independientemente del grado de expresion, distinta para cada caso.

Solo 3 trabajos en la literatura han estudiado la relacion de MICA con el cancer
vesical (274-276), sin embargo el analisis de su expresion en el cancer vesical
urotelial no se ha llevado a cabo de forma exhaustiva en ninguno de estos trabajos.
1) Tsuboi y cols. (275) en un estudio con muestras de procedentes de 57
cistectomias de pacientes con tumor vesical musculo infiltrante y 2 lineas celulares
de cancer vesical (YTS-1 derivada de un tumor vesical metastasico y KK-447
derivada de un tumor vesical no metastasico) demostraron que la expresion de
MICA fue mas elevada en el tumor vesical en comparacion con la de otros ligandos
de NKG2D. El objetivo de ese estudio fue analizar la expresion de la enzima C2Gnt
la cual esta relacionada con la progresion y potencial metastasico del tumor. La
accion de esta enzima reduce la afinidad de MICA por NKG2D, alterando de forma
importante la activacion de las células NK y promoviendo la evasién de las células
tumorales vesicales que expresan C2GnT. Demostraron que al inhibir MICA se
produce una sobreexpresion de C2GnT.

2) Cathro y cols. (274) analizaron la relacion de la expresion de MICA y 14
elementos de la maquinaria de procesamiento antigénico (2-microglobulina,
calnexina, calreticulina, delta, Z, MB1, LMP2, LMP7, LMP10, cadena pesada de las
moléculas de HLA de clase |, tapasina, T AP1, T AP2 y ERp57) con las
caracteristicas clinicopatologicas del cancer de vejiga. Emplearon un TMA

confeccionado con muestras procedentes de 167 cistectomias y 6 controles de

179



urotelio sano (2 de tejido vesical de cistectomias y 4 ureterales de resecciones de
zonas sanas de pacientes con cancer genitourinario). No demostraron diferencias
significativas en los componentes de la maquinaria de procesamiento antigénico
(APM) y el grado tumoral. La mayoria de componentes del APM presentaron una
expresion mas elevada en el urotelio sano. Otra observacion fue que los elementos
del APM y MICA presentaron un score mas elevado en los tumores vesicales de
células escamosas en comparacion con los uroteliales. Sin embargo, este trabajo
aporta poca informacion en cuanto a la expresion de MICA, demostré que es mayor
en el tipo histolégico de células escamosas. La expresion de MICA en el urotelio
sano se estudido en una muestra muy pequeina; sélo 2 casos de cistectomias de
pacientes con cancer vesical. Unicamente hace referencia a la expresién de
elementos del APM elevado en urotelio sano sin mencion de la expresion de MICA.
Concluyen que las alteraciones en la expresion de MICA y componentes de APM
en el cancer vesical pueden contribuir al escape del tumor al sistema inmune
innato.

3) Higuchi y cols. (276) a partir de cultivos de una linea celular de cancer vesical
(T24), células mononucleares alogénicas de sangre periférica y BCG. Demostraron
que al anadir anticuerpos anti-MICA se observa una inhibicion significativa de la
actividad citotéxica de las células NK, mientras que si se bloquean los receptores
NKG2D mediante anticuerpos anti-NKG2D esta inhibicién de la actividad citotoxica
era moderada. De igual manera al agregar células dendriticas infectadas con BCG
se producia una inhibicion significativa de la proliferacion tumoral a diferencia de
cuando se agregaron células dendriticas no infectadas con BCG que la inhibicién
de la proliferacion tumoral fue moderada. En este estudio no se analizaron los

niveles de expresion de MICA ni tampoco su relacion con otras variables.
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De este modo a pesar de la escasa evidencia de expresion de MICA en el cancer
de vejiga en la literatura, la expresion de MICA ha sido demostrada en multiples

neoplasias mayoritariamente las epiteliales.

* En nuestro estudio, hemos demostrado la expresién de MICA en la totalidad
de muestras estudiadas de TMVNMI y TMVMI.

En los apartados posteriores explicaremos la relacidon entre los niveles de

expresion de MICA con el resto de variables planteadas en nuestros objetivos.

6.1.2 MICA en el tejido vesical sano

En nuestro TMA de 195 muestras de TMV, existieron 16 cores en los cuales se
detecto alguna zona de tejido vesical sano adyacente al tumor. Todas estas zonas
de tejido vesical sano presentaron ausencia de expresiéon de MICA. Nuestro
hallazgo coincide con toda la literatura que describe la ausencia de la expresion de
MICA en los tejidos sanos, excepto a nivel del tejido gastrointestinal (227,228).

No obstante, recientemente, un trabajo ha demostrado la expresién de MICA en
tejidos sanos mediante un anticuerpo anti-MICA y microscopia estandar y confocal.
Ghadially y cols. analizaron la expresion de MICA en lineas celulares (C1R
MICA*004 y C1R MICB*001), muestras de tumor colorrectal, ovario, mama,
hepatocelular, pulmén, préstata, pancreas y estdmago. Tejido sano intestinal, de
colon, mama, higado, pancreas, estbmago, tejido bronquial, glandula suprarrenal,
meédula &sea, cerebro, nervios periféricos, musculo estriado, corazén, bazo,

testiculos, uréter, rifidn, prostata y vejiga (229).
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Esta discrepancia entre los estudios previos que demuestran la ausencia de MICA
en los tejidos sanos, asi como nuestros resultados con el trabajo de Ghadially y
cols. tal vez se deba al novedoso método de deteccion empleado. La expresion de
MICA/B en los tejidos tumorales y en tejidos sanos fue llevada a cabo mediante el
anticuerpo B1-F2A4 el cual fue detectado en la superficie celular mediante
citometria de flujo. Este se une a MICA y MICB con alta afinidad y posiblemente se
une al dominio a-3 de MICA (dominio presente en el 94-96% de la poblacién
global). También emplearon un anticuerpo convencional anti-MICA 6D4 para
comparar con los medios de deteccion empleados por otros grupos. En este
estudio MICA se expreso en la mayor parte de tumores estudiados, sin embargo,
algunos tumores no expresaron MICA cuando se us6 el anticuerpo 6D4. En cuanto
a los tejidos sanos MICA se expresé en la mayoria de tejidos sanos, incluido el
vesical. No se detectd su expresion en la glandula suprarrenal, médula osea,
nervios periféricos, cerebro, médula espinal, corazon, musculo estriado, testiculos y
tejido esplénico (ver Tabla 94).

En ninguno de los tejidos sanos se detecto la expresion de MICA mediante el
anticuerpo 6D4, lo que reafirma que con la técnica mas sensible empleando el
anticuerpo B1-F2A4 es posible detectar MICA en tejido sano y podria ser la
explicacion de porqué en nuestro estudio y en todos los estudios previamente

realizados en la literatura no habia sido posible detectar MICA en el tejido sano.
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Tabla 94.

Expresién de MICA (Ac B1-F2A4) en tejido sano con IHQ e IF confocal (229).

IHQ IF confocal
Tipo de tejido Casos epitelio (+) | Casos epitelio (+) | Localizaciéon: membrana | Localizacién: citoplasma
Vejiga 5/7 5/8 (20%) Si
Intestino grueso-colon 15/16 16/16 (<5%) Si
Rifion-cortical 8/8 8/8 (<5%) Si
Rifidn-parénquima 2/2 2/2 (<5%) Si
Pulmén-bronquial 5/6 6/6 (20%) Si
Pulmoén-parénquima 8/8 8/8 (<5%) Si
Pancreas 4/4 5/8 (<5%) Si
Parotida 6/6 4/4 (<5%) Si
Placenta 8/8 8/8 (<5%) Si
Prostata 6/8 8/8 (<5%) Si
Intestino delgado-ileon 10/11 10/11 (<5%) Si
Timo 5/5 5/5 (<5%) Si
Amigdala 6/8 4/5 (20%) Si
Uréter 6/6 6/6 (<20%) Si
Utero-endometrio 717 77 (<5%) Si
Mama* 2/4 12 No Si
Trompas de Falopio 5/7 6/7 No Si
Higado 6/8 8/8 No Si
Paratiroides 6/6 3/6 No Si
Hipofisis 5/6 6/6 No Si
Piel** /7 1/8 No Si
intestino delgado- 303 303 No si
Intestino delgado-yeyuno 3/3 3/3 No Si
Estomago 13/13 7/8 No Si
Tiroides 8/8 8/8 No Si
Utero-cérvix 3/5 0/4 No Si
Glandula suprarrenal 0/8 0/8 No tincioén
Médula 6sea 0/3 0/3 No tincién
Cerebro-cerebelo 0/8 0/8 No tincioén
Cerebro-corteza 0/6 0/6 No tincién
Globo ocular 0/2 0/2 No tincién
Corazoén 0/8 0/8 No tincidén
Nodulo linfatico 0/4 0/2 No tincién
Ovario 0/8 0/8 No tincién
Nervio periférico 0/3 0/3 No tincioén
Musculo estriado 0/8 0/8 No tincién
Médula espinal 0/6 0/6 No tincioén
Bazo 0/8 0/8 No tincién
Testes 0/4 0/4 No tincién

*(+) si esta presente epitelio en la muestra. **(+) si existen conductos excretores en la muestra.
IHQ: inmunohistoquimica, IF: inmunofluorescencia, Ac: anticuerpo.
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El anticuerpo 6D4 se une al dominio a1/2, distinto al dominio con el cual
interacciona el anticuerpo B1-F2A4. Otra posible explicacion es el uso de
anticuerpos que no han sido validados de forma correcta para la deteccion de la
expresion de MICA o errores de tipo metodologico durante la aplicacion y lectura de
las reacciones inmunohistoquimicas.

Otro aspecto importante que aporta el estudio de Ghadially y cols. fue la
localizacion de la expresion de MICA predominantemente intracelular y que solo se
demostré en la superficie celular en menos del 20% de los casos mediante
inmunofluorescencia y microscopia confocal.

La expresion de ligandos de NKG2D en general alertan al sistema inmune innato
de que existe una condicion de estrés celular o dafio al DNA, de modo que la
expresion sobre la superficie celular de estos ligandos permite al sistema inmune
detectar las células danadas que deben ser destruidas por las células citotoxicas
que expresan el receptor NKG2D. Aunque si estos ligandos de NKG2D incluido
MICA permanecen almacenados a nivel intracelular y no son transportados a la
superficie celular no se produce este reconocimiento ni activacion de la respuesta
citotoxica.

Una posible explicacion a la escasa expresion de MICA detectada a nivel de la
superficie celular en este estudio son la relativa vida media corta de MICA sobre la
superficie celular y a posibles modificaciones a nivel de la regién C-terminal de los
ligandos de NKG2D, lo que impide su reconocimiento por el receptor NKG2D (278).
Se ha descrito que la hipoxia puede reducir la expresién de MICA sobre la

superficie celular (279) .

* No detectamos la expresion de MICA en el tejido vesical sano.
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6.2 Expresion tisular de NKG2D en el carcinoma vesical

Al igual que MICA en nuestro estudio se demostrd la expresion tisular de NKG2D
en todos los casos de TMV, independientemente del grado de expresion, distinto
para cada caso, esta fue homogénea.

La expresion del receptor NKG2D ha sido ampliamente estudiada en diversas
neoplasias, otras situaciones de estrés celular y en tejido sano (280-282).

El receptor NKG2D es constitutivo, esta presente en todas las células NK y
linfocitos CD8 (273). También esta presente en los linfocitos T y® de sangre
periférica e intestinales intraepiteliales. Se ha descrito su presencia en los linfocitos

T CD4 af pero solo en los pacientes con artritis reumatoide (280).

* En nuestro estudio, hemos demostrado la expresiéon de NKG2D en todas las
muestras estudiadas de TMVNMI y TMVMI.

Mas adelante en este apartado analizaremos el nivel expresion tisular de NKG2D y

su relaciéon con otras variables en el TMV.
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6.3 Relacion entre la expresion tisular de MICA y NKGD2 con las variables
anatomopatolégicas en el TMV:

6.3.1 Relacion entre el nivel de expresion tisular de MICA y el estadio tumoral en el
T™MV

No detectamos diferencias estadisticamente significativas entre la expresion tisular
de MICA y el estadio tumoral.

Tanto en los TMVNMI (pTa-T1) como en los TMVMI (T2) la expresion de MICA
débil fue la mas frecuente (ver Tabla 70).

Existiendo un mayor numero de casos de TMVMI con expresion intensa de MICA,

un 40.9 % de los casos frente al 27.7 % de los tumores pTa y al 26.9 % de los pT1.

Tabla 70. Analisis descriptivo segun el estadio tumoral y MICA en los pacientes con TMV.

[ALL] Ta Tl T2 p.valor
N=175 N=101 N=52 N=22
MICA: 0.428
+ (débil) 124 (70.9%) 73 (72.3%) 38 (73.1%) 13 (59.1%)
++ (intensa) 51 (29.1%) 28 (27.7%) 14 (26.9%) 9 (40.9%)

Los resultados de Cathro y cols. (274) demuestran una menor intensidad de
expresion de los componentes del APM y MICA en los tumores uroteliales de "alto"
estadio. Sin embargo las diferencias entre la expresion de MICA y el estadio
tumoral no fueron estadisticamente significativas (p= 0.1195). El estadio patoldgico
fue evaluado en 2 grupos, "bajo": T1-T2,NO,MO y "alto": T3-T4 6 N1 6 M1.

Estos 2 grupos no incluian ningun paciente estadio pTa y de acuerdo a la forma en
que se dividieron los grupos para realizar las comparaciones en cuanto a la
expresion de MICA, no es posible saber si existen diferencias entre los estadios

pTa, pT1ypT2.
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En la literatura tampoco existe ningun trabajo que analice los niveles de expresion
de MICA en el TMV segun el estadio ni tampoco en TMVNMI.

En nuestro estudio a pesar de que no encontramos diferencias entre la expresion
de MICA y el estadio tumoral, existe una tendencia en los TMVNMI de predominio
de expresion de MICA débil (72.3 % de los tumores pTay 73.1% de los pT1) y en
los TMVMI, a pesar de que también es mas frecuente la expresion débil de MICA
(59.1 % de los casos), tienen un mayor numero de casos con expresion intensa de
MICA (40.9% frente alrededor de 30 % en los TMVNMI). Una limitacion de nuestro
estudio es el reducido numero de casos de TMVMI.

Como se ha explicado previamente, se supone que los niveles de expresion de
MICA inicialmente son favorables porque permiten el reconocimiento de las células
tumorales por las células NKG2D+ y su posterior destruccion. No obstante, estos
niveles de expresion aumentan a medida que progresa el tumor haciéndose
posteriormente desfavorables ya que el tumor desarrolla vias de escape para
evadir el sistema inmune. Una de estas vias de escape consiste en restringir MICA
al compartimiento intracelular (impidiendo su expresion sobre la membrana celular
que es el sitio en el cual puede ser reconocida por NKG2D) o mediante la actuacion
de metaloproteinasas que permiten el desprendimiento de MICA y su paso al suero
(esta forma de MICA soluble se une a los receptores NKG2D e impide su
activacion). Por todo lo antes expuesto, esta tendencia en nuestro estudio a que
los casos con mayor estadio tumoral tengan mayor expresion intensa de MICA
coincide en parte con nuestros resultados (40.9 % de casos con expresion intensa
de MICA en los tumores pT2).

Nuestro resultado de ausencia de relacion entre los niveles de expresion de MICA y

el estadio tumoral es consistente con los resultados obtenidos en estudios de
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cancer de colon (245), en colangiocarcinoma (253), carcinoma renal de células
claras y cancer de préstata; en estos ultimos dos el aumento de expresion de MICA
se asocid con el prondstico, sin embargo no se demostraron diferencias en cuanto
al estadio tumoral.

Segun los resultados del analisis de regresidn logistica para MICA en individuos
con tumor vesical (ver la Tabla 77, pagina 157). El estadio pT2 es un factor de
riesgo para tener mayores niveles de MICA (OR: 1.83, IC 95%: 0.728; 4.596,
p=0.199), es decir, los pacientes con TMVMI tienen niveles de expresién de MICA

elevados, aunque no es estadisticamente significativo.

* No encontramos diferencias estadisticamente significativas en relacion a la
expresion de MICA y el estadio tumoral en el TMV.

* El nivel de expresién de MICA débil fue el mas frecuente en todos los TMV.

* Los pacientes con TMVMI (T2) tienen niveles de expresion de MICA

elevados.

6.3.2 Relacion entre el nivel de expresion tisular de NKG2D vy el estadio tumoral en

el TMV

En los TMVNMI (pTa-T1) predomind un expresion intensa de NKG2D (63.4 % en
los casos de tumores pTa 'y 70 % en los pT1). A diferencia de los TMVMI (T2)
predominaron los casos con expresion débil en un 54.5 % frente a los casos de
expresion intensa 45.5 % (ver Tabla 71, pagina 144).

Esto coincide con lo esperado, ya que un mayor numero de células NKG2D+
traduce una mayor integridad de la inmunidad innata que evoca una mayor
respuesta citotoxica. En estadios avanzados y a medida que el tumor progresa

disminuye la respuesta inmune. En los TMVMI se espera tener menor expresion del
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receptor NKG2D. Sin embargo no encontramos diferencias entre los tumores pTa
y pT1 en cuanto a la expresion de NKG2D.

En el analisis de regresion logistica para NKG2D en individuos con TMV el estadio
tumoral pT2 tiene un menor riesgo de niveles de expresion altos de NKG2D (OR:
0.34, IC 95% [0.103; 1.13], p=0.078), dicho de otra forma, el estadio pT2 presenta

un mayor riesgo de tener niveles bajos de NKG2D (ver Tabla 82, pagina 162).

* En los TMVNMI (pTa-pT1) es mas frecuente (70%) la expresion débil de
NKG2D.

* El estadio pT2 presenta un mayor riesgo de tener niveles bajos de NKG2D.

6.3.3 Relacion entre el nivel de expresion tisular de MICA vy el grado histologico en

el TMV

No detectamos diferencias entre los niveles de expresion de MICA y el grado
histologico segun la clasificacion de la OMS de 1973 ni tampoco con la clasificacion
de la OMS de 2004.

La expresion de MICA débil fue la mas frecuente tanto en los tumores de bajo

grado como en los de alto grado.
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Tabla 95. Andlisis descriptivo segun expresion de MICA y grado tumoral en los pacientes con TMV.

[ALL] + (débil) ++ (intenso) OR p.valor
N=175 N=124 N=51
Grado (OMS 1973): 0.142
G1 bajo grado 40 (22.9%) 31 (25.0%) 9 (17.6%) Ref.

G2 grado intermedio 72 (41.1%) 54 (43.5%)  18(35.3%)  1.14[0.46;2.98]

G3 alto grado 63(36.0%)  39(31.5%) 24 (47.1%)  2.09 [0.86;5.40]
Grado (OMS 2004): 0.393
bajo grado 40 (22.9%)  31(25.0%) 9 (17.6%) Ref.
alto grado 135(77.1%)  93(75.0%) 42 (82.4%)  1.54[0.69;3.72]

Cathro y cols. no encontraron diferencias en cuanto al nivel de expresion de MICA
en el carcinoma urotelial, sin embargo si detectaron diferencias en cuanto a la
variante histologica, obteniendo niveles mas elevados de expresion en el
carcinoma de células escamosas. Podria esperarse al igual que con el estadio,
que a mayor grado histolégico aumente la expresion de MICA. Nuestro estudio

coincide con la escasa literatura.

* No demostramos diferencias entre el nivel de expresién de MICA (débil o

intenso) y el grado tumoral.

6.3.4 Relacion entre el nivel de expresion tisular de NKG2D y el grado histologico
en el TMV.

No encontramos diferencias entre los niveles de expresion tisular de NKG2D vy el
grado tumoral.

Fue mas frecuente la expresion intensa de NKG2D en ambos grupos de tumores

de alto grado y bajo grado.
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Tabla 96. Analisis descriptivo segun expresion de NKG2D y grado tumoral en los pacientes con

TMV.
[ALL] + (débil) ++ (intenso) OR p.valor
N=165 N=61 N=104
Grado 1973: 0.965
G1 bajo grado 37 (22.4%) 13 (21.3%) 24 (23.1%) Ref.

G2 grado intermedio

G3 alto grado
Grado 2004:

bajo grado

alto grado

69 (41.8%)
59 (35.8%)

37 (22.4%)
128 (77.6%)

26 (42.6%)
22 (36.1%)

13 (21.3%)
48 (78.7%)

43 (41.3%)
37 (35.6%)

24 (23.1%)
80 (76.9%)

0.90 [0.38;2.07]
0.91 [0.38;2.16]
0.945
Ref.
0.91[0.41;1.93]

La activacion de las células NK frente a la presencia de células tumorales o
infecciones esta determinada por un balance entre las interacciones inhibitorias o
estimulatorias de determinados receptores.

Las células NK humanas expresan receptores inhibitorios de 2 familias conocidas
que reconocen directamente las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad: the killer cell immunoglobulin-like receptor (KIRs) y el receptor

CD94/NKG2A lectin-like (ver Figura 37).

Figura 37. Reconocimiento de la célula NK humana de las moléculas propias del MHC de clase la
de forma indirecta a través del receptor CD94/NKG2A lectin-like (b) y de forma directa a través de
receptor KIR (a). Modificada de Raulet y cols. (283).
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Las células NK también estan reguladas por receptores estimuladores, alguno de
los cuales reconocen ciertos ligandos expresados en la superficie de las células
tumorales (284). El mas estudiado de este tipo de receptores estimuladores de las
células NK es el receptor NKG2D. No obstante, existen otros receptores
estimuladores en las células NK, entre los cuales tenemos el NKp46, NKp30 y
NKp44 (285)

La expresion de NKG2D no esta limitada solo a las células NK, se expresa también
en todas las células T CD8+ humanas y células T yd (235). Su expresion puede
ser inducida por lipopolisacarido (LPS), interferén a B, interferon y y por IL-15, IL-7
e IL2, siendo la IL-15 la mas importante (240).

Existen también inhibidores de la expresion de NKG2D como la IL-21 y el TGF- .
Otro mecanismo de inhibicion es a través de la sobreexpresién de sus ligandos,
que como hemos comentado previamente un aumento muy marcado de los
ligandos de NKG2D como MICA, pueden producir endocitosis y degradacion parcial
de NKG2D. Ademas los ligandos solubles de NKG2D como sMICA en sangre
periférica pueden producir una reduccién de la expresion de NKG2D en las células
T CD8+ y NK (286).

También se ha descrito la inhibicion de la expresion de NKG2D secundaria a los
exosomas derivados del tumor (287). Los exosomas son nanovesiculas de origen
endocitico derivadas de las células, en el caso de los exosomas derivados de las
células tumorales expresan ligandos NKG2D que son capaces de interactuar
directamente con las células NK vy linfocitos T CD8, en cierta manera dependiente
del receptor NKG2D. Esta interacciéon produce una reduccion de la expresion de

NKG2D a nivel de la superficie celular (287).
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Sin embargo deben existir otros mecanismos aun mas complejos de regulacion de
la expresion de NKG2D que aun estan por determinar. Jamieson y cols. (284)
demostraron que las células T CD8+ a B mantienen niveles elevados de NKG2D
tras 8 meses de una infeccién viral, siendo capaces de responder a otra infeccion.

En nuestro estudio no encontramos diferencias entre el grado de expresion tisular
de NKG2D vy el grado tumoral. Como hemos mencionado existen multiples
factores que regulan los niveles de NKG2D pero ninguno se ha asociado

directamente con el grado tumoral en el cancer vesical.

* No demostramos diferencias en relacién a los niveles de expresion tisular de
NKG2D vy el grado histoldgico.
* Fue mas frecuente la expresion intensa de NKG2D en los tumores de alto

grado y bajo grado.

6.4 Relacion entre el nivel de expresion tisular de MICA y NKGD2 con el grupo
de riesgo en el TMVNMI:

6.4.1 MICA y el grupo de riesgo

En nuestra serie mas del 80 % de los casos son de alto riesgo. En todos los grupos
de riesgo observamos un predominio de la expresion débil de MICA (90 % del
grupo de bajo riesgo, 94.1 % de riesgo intermedio y 68.3 % de alto riesgo). Las
diferencias entre la expresion de MICA y el grupo de riesgo no alcanzaron la
significacion estadistica (p=0.034). Destaca que la expresién intensa de MICA fue
mas frecuente en los pacientes de alto riesgo (31.7 % de los pacientes de alto
riesgo, frente a un 5.88 % de bajo riesgo y un 10% de bajo riesgo). EIl unico

estudio que analiza la relacion entre la expresiéon de MICA y las caracteristicas
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clinico patolégicas del cancer vesical realizado por Cathro y cols. (274) no estudié
la relacion entre la expresion de MICA y los grupos de riesgo. No esta descrita en

la literatura la existencia de dicha relacion.

Volviendo a nuestro estudio existe una mayor frecuencia de expresion intensa de
MICA en los tumores de alto riesgo en comparacién con los de riesgo bajo e
intermedio.

Esto puede estar influenciado porque las diferentes categorias de riesgo de la
EORTC (61) se encuentran establecidas por un sistema de puntuacién basado en
factores clinicos y anatomopatologicos para predecir el riesgo de recidiva y
progresion. Para definir el grupo de alto riesgo se incluye la recidiva como uno de
los factores que se puntuan.

El aumento de la expresion de MICA incrementa el riesgo de recidiva (OR 6.982
[2.953;16.506]), dicho de otra forma, los pacientes con expresion intensa de MICA
tienen 6.8 veces mayor probabilidad de recidiva.

Este hecho condiciona que en los pacientes del grupo de alto riesgo sea mas
frecuente la expresion intensa de MICA en comparacion con los otros grupos de

riesgo.

* No demostramos una relacion estadisticamente significativa entre la

expresion tisular de MICA y los grupos de riesgo de la EORTC.
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6.4.2 Relacién entre el nivel de expresion tisular de NKG2D vy el grupo de riesgo

En el presente trabajo al comparar los grupos de riesgo con la expresion tisular de
NKG2D destaca una tendencia a una relacion inversa de acuerdo al grupo de
riesgo; a menor grupo de riesgo mayor es el nivel de expresion de NKG2D. En los
pacientes de bajo riesgo, un 90 % de los casos tenia expresion intensa de NKG2D,
en el grupo de riesgo intermedio el 73.3 % y en el grupo de alto riesgo 62.7 %. A
pesar de que estas diferencias no son estadisticamente significativas (p=0.187),
esta tendencia podria ser explicada porque en el grupo de tumores de alto riesgo
podrian establecerse mecanismos de escape tumoral para evadir la inmunidad
innata y disminuir el reclutamiento de células NKG2D+ mediante la secrecion de
citocinas inhibidoras o estimuladoras (240). El TGF-B1 puede inhibir la expresion
del receptor NKG2D (288) al igual que la secrecion de exosomas (287). Todos
estos mecanismos de escape tumoral favorecen una disminucion de NKG2D con lo
cual las células NK y los linfocitos T CD8 son incapaces de reconocer las células
tumorales y por consiguiente desencadenar la actividad citotoxica para su

destruccion.

* No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los niveles

de expresion de NKG2D vy los grupos de riesgo de la EORTC en el TMVNMI.
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6.5 Relacion entre el nivel de expresion tisular de MICA y NKG2D con las
variables clinicas el TMV:

6.5.1 MICA y el habito tabaquico

La mitad de los tumores de vejiga se pueden atribuir al tabaco, siendo su principal
factor de riesgo, debido a las aminas e hidrocarburos aromaticos producidos
durante la combustién del tabaco responsables del potencial carcinégeno del
tabaco.

La exposicion al tabaco induce la expresion de ligandos de NKG2D incluido MICA,
que al ser reconocidos por el receptor NKG2D activan a la células NK para la
destruccion de las células que expresan dichos ligandos en su superficie.

Existen evidencias circunstanciales como el aumento de infiltrado de linfocitos T
CD8 a nivel pulmonar, aumento de la expresion de IL-8 y TNF-a en los pacientes
con EPOC que sugieren la importancia biopatogénica del sistema MICA-NKG2D en
los fumadores. Clasicamente se ha explicado a través de un proceso de
inflamacion cronica, activacion de neutréfilos y macrofagos con produccion de
proteinasas que contribuyen a la degradaciéon de la matriz extracelular, estrés
oxidativo y otros cambios (289).

Borchers y cols. (290) demostraron que la expresion MICA en el epitelio pulmonar
no es constitutiva en el tejido sano, siendo inducida en respuesta al estrés oxidativo
por la exposicion al tabaco. Observaron que cuando no existe exposicion al tabaco
no se detecto la expresion de MICA, pero si una expresion normal de NKG2D.
Estos ligandos al ser reconocidos por las células NKG2D+ generan una respuesta
citotéxica en contra de las células epiteliales expuestas al tabaco e incluso un

aumento de la apoptosis mediada por perforinas y granzimas. También
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demostraron que la activacion sostenida de NKG2D es suficiente para producir
enfisema y ademas una expresion persistente de ligandos de NKG2D por
exposicion al tabaco puede inducir al desarrollo de EPOC. No todos los individuos
que fuman desarrollan EPOC ni tampoco cancer, esto se explica por una serie
mecanismos altamente complejos.

En nuestro estudio no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre el grado de expresion de MICA y el consumo de tabaco. En todos los grupos:
fumadores, no fumadores y ex-fumadores fue mas frecuente la expresion deébil de
MICA. Tampoco detectamos diferencias significativas en cuanto a la cantidad,
siendo mas frecuente la expresion deébil de MICA tanto en los fumadores de < 20
cig./dia y en los >20 cig./dia.

En el grupo de pacientes fumadores se presentd el mismo patréon con predominio
de la expresion débil de MICA en un 72 % frente al 28 % de fumadores en el cual
detectamos una expresion intensa de MICA (ver Tabla 97).

De los pacientes con expresion intensa de MICA el 53.1 % eran fumadores, frente

al 34.7 % ex-fumadores y 12.2 % no fumadores.

Tabla 97. Relacién entre la expresion de MICA y el tabaco en los pacientes con TMV.

[ALL] + (débil) ++ (intensa) OR p-valor
N=170 N=121 N=49
Tabaco: 0.540
nunca 28 (16.5%) 22 (18.2%) 6 (12.2%) Ref.
< 20 19 (11.2%) 15 (12.4%) 4 (8.16%) 0.99[0.21;4.20]
>20 74 (43.5%) 52 (43.0%) 22 (44.9%) 1.520.56;4.68]
exfumador 49 (28.8%) 32 (26.4%) 17 (34.7%) 1.91[0.67;6.11]
Tabaco categorizada: 0.449
No fumador 28 (16.5%) 22 (18.2%) 6 (12.2%) Ref.
Fumador 93 (54.7%) 67 (55.4%) 26 (53.1%) 1.40[0.53;4.22]
Ex-fumador 49 (28.8%) 32 (26.4%) 17 (34.7%) 1.91[0.67;6.11]
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No existen diferencias significativas entre los 3 grupos (fumadores, ex-fumadores y
no fumadores) en cuanto a la expresion de MICA (p=0.049).
En la literatura sobre el cancer vesical no existe ningun estudio que relacione los

niveles de expresion de MICA con la exposicion al tabaco.

* No detectamos diferencias entre los niveles de expresion tisular de MICA y

el habito tabaquico.

6.5.2 NKG2D y el habito tabaquico

En el 64.4 % de los pacientes fumadores se detecté una expresion tisular intensa
de NKG2D frente al 35.6 % de este mismo grupo que presentaron una expresion
débil de NKG2D. En el grupo de no fumadores predomind la expresion intensa de
NKG2D en el 62.7 % de los pacientes. En los ex-fumadores no hubo diferencias
significativas de expresion.

Las diferencias de expresion de NKG2D en los 3 grupos de fumadores, no

fumadores y ex-fumadores no son estadisticamente significativas (p=0.299).

Tabla 98. Relacién entre la expresion de NKG2D y el tabaco en los pacientes con TMV.

[ALL] + (débil) ++ (intensa) OR p.valor N
N=165 N=61 N=104
Tabaco: 0.488 161
nunca 25 (15.5%) 7 (11.7%) 18 (17.8%) Ref.
< 20 19 (11.8%) 7 (11.7%) 12 (11.9%) 0.67 [0.18;2.50]
>20 71 (44.1%) 25 (41.7%) 46 (45.5%)  0.73[0.25;1.93]
exfumador 46 (28.6%) 21 (35.0%) 25 (24.8%)  0.4710.15;1.33]
Tabaco categorizada: 0.299 161
No fumador 25 (15.5%) 7 (11.7%) 18 (17.8%) Ref.
Fumador 90 (55.9%) 32 (53.3%) 58 (5§7.4%)  0.71[0.25;1.85]
Ex-fumador 46 (28.6%) 21 (35.0%) 25 (24.8%)  0.4710.15;1.33]
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En los resultados del analisis de regresion logistica para NKG2D en individuos con
TMV (Ver Tabla 82, pagina 157) vemos que los pacientes fumadores tienen un
menor riesgo de niveles altos de NKG2D (OR: 0.144, IC 95% [0.013; 1.587],
p=0.114) y lo mismo ocurre para el grupo de pacientes ex-fumadores OR: 0.034, IC
95% [0.003; 0.434], p=0.009).

Por lo tanto en nuestra serie la exposicion al tabaco (fumadores o ex-fumadores) se
relaciona con niveles bajos de expresion de NKG2D.

Las células NK constitutivamente expresan el receptor NKG2D y mas del 90% de
los linfocitos T CD8+ citotdéxicos son NKG2D+. No existen estudios en pacientes
con tumor vesical que relacionen los niveles de expresion NKG2D con el habito

tabaquico.

Esta relacion ha sido estudiada en los pacientes con EPOC. La asociacién de la
EPOC con el tabaco esta ampliamente demostrada y se estima que esta relacion
existe en mas del 50% de los casos (291).

Borchers y cols. (290) estudiaron la presencia de células NKG2D+ en tejido
pulmonar periférico de pacientes con EPOC y sin EPOC que se sometieron a
cirugia toracica. La citometria de flujo indicé que los receptores NKG2D se
expresaban en mas del 50% del total de la poblacién de linfocitos T en el pulmén
periférico (Figura 38A). El porcentaje de células NKG2D+ no mostré diferencia en

los distintos grupos (Figura 38B).

199



Figura 38. (A) Expresion de NKG2D+ en el parénquima pulmonar de los pacientes con EPOC y sin
EPOC y (B) Proporcion de las subpoblaciones de linfocitos y NKG2D+ en el parénquima pulmonar
de los pacientes con EPOC y sin EPOC (290) .
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No se objetivaron diferencias en cuanto a los niveles de expresion de NKGD2 en
pacientes con EPOC vy los pacientes sin EPOC.

Los resultados de nuestro trabajo relacionan la exposicion al tabaco con niveles
bajos de expresion de NKG2D. Recordemos que el 72% de los pacientes
fumadores de nuestro estudio presentaron una expresion débil de MICA. En el
grupo de expresion intensa de MICA el 53 % eran fumadores y un 34 % ex-
fumadores (lo que supone un 87% de los casos con expresion intensa MICA con
exposicion en algun momento al tabaco). Esto podria en parte explicar la relacion
de la exposicion al tabaco con niveles bajos de NKG2D, por una inhibicion por
exceso de sus ligandos en nuestro caso de MICA.

Groh y cols. (292) han demostrado que la uniéon de MICA a su receptor NKG2D
induce endocitosis y degradacion de NKG2D (reduciendo sus niveles) en los
pacientes con cancer. Otro mecanismo que disminuye los niveles de NKG2D o
afecta su funcionamiento son las formas solubles de MICA derivadas del tumor, no

obstante en el presente trabajo s6lo estudiamos la expresién tisular de MICA y no
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fue evaluada la expresion de MICA a nivel sérico, por lo que no es posible

demostrar esta hipdtesis.

* Los pacientes fumadores tienen un menor riesgo de niveles altos de NKG2D
(OR: 0.144, IC 95% [0.013; 1.587], p=0.114) y lo mismo ocurre para el grupo

de pacientes ex-fumadores OR: 0.034, IC 95% [0.003; 0.434], p=0.009).

6.5.3 MICA/NKG2D vy el sexo

En nuestra serie se observé un predominio de hombres (85.6 %) sobre mujeres
(14.4 %). Esas diferencias de género estan ampliamente descritas en la literatura.
Tres cuartas partes de todos los casos de cancer de vejiga se presentan en
hombres (1). La razén entre hombres y mujeres en Europa occidental varia entre
21 y 711 (12). Las diferencias en la incidencia no pueden ser explicadas
exclusivamente por el habito tabaquico. Se ha propuesto la posible influencia de
factores anatomicos, bioldgicos, hormonales y retrasos en el diagndstico para
explicar la diferente incidencia y comportamiento clinico entre géneros (13-15).

En nuestro estudio no se observaron diferencias entre el sexo y la expresion de
MICA. En ambos sexos predominé la expresion débil de MICA (en el 70.2 % de los
hombres vs el 75 % de las mujeres).

Tampoco detectamos diferencias en cuanto a la expresiéon de NKG2D tisular y el
género, en ambos sexos predominé la expresion intensa de NKG2D (64.8 % de los

hombres vs 52.2 % de las mujeres).
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En la literatura tampoco se ha comunicado la existencia de esta relacion.

* No detectamos relacion entre la expresion tisular de MICA o NKG2D vy el

geénero.

6.5.4 Relacién entre el nivel de expresion tisular de MICA/NKG2D vy la edad en el

T™V

La incidencia del cancer vesical se incrementa con la edad, la poblacion de edad
avanzada tiene una probabilidad tres 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 anos. La edad es un factor
de riesgo independiente para desarrollar carcinoma urotelial de vejiga (293).

Shariat y cols. (294) han descrito varias teorias para explicar la relacion entre la
edad avanzada y el cancer de vejiga, como el aumento de la exposicion a
carcinogenos a lo largo del tiempo, principalmente a la exposicion al tabaco y
exposicion ocupacional a varias aminas aromaticas. También puede contribuir un
contacto prolongado de los carcindgenos contenidos en la orina con el urotelio con
el envejecimiento, particularmente en los hombres con aumento del volumen
prostatico y obstruccion infravesical secundaria, con un aumento del residuo
postmiccional y las concentraciones urinarias. Disminucion de la habilidad de
detoxificacion de los potenciales carcinbgenos como resultado de un deterioro del

organismo por el envejecimiento (294).
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Volviendo a nuestro estudio la edad media de los pacientes fue de 68.4 afios (en
los casos de TMVNMI fue de 67.8 afios y en los casos de TMVMI de 72.4 anos).
En cuanto a la expresion de MICA destaca que en los pacientes >75 afos un
66.1 % presento expresion débil y en relacion a los niveles de expresion de NKG2D
existia un tendencia en este mismo grupo de pacientes (>75 afios) de aumento de
sus niveles (el 64.3 % de los pacientes tenian expresion intensa de NKG2D). Es
decir, a mayor edad se observaron menores niveles de MICA y mayores niveles de
NKG2D, sin embargo ninguna de estas tendencias alcanzé diferencias
estadisticamente significativas.

En los resultados del analisis de regresion logistica para NKG2D en individuos con
TMV (Ver Tabla 82, pagina 157).

Vemos que la edad es un factor de riesgo para tener niveles elevados de NKG2D
(OR: 1.053, IC 95% [1.004; 1.105], p=0.035), a mayor edad existe un mayor riesgo

de tener niveles elevados de NKG2D.

6.5.5 MICA/NKG2D y la multiplicidad

La mayoria de tumores fueron unicos (71.4 %) frente a un 28.6 % multiples.
No detectamos relacién entre la expresion tisular de MICA y la multiplicidad
tumoral. En los tumores unicos y multiples se observé un predominio de la

expresion tisular deébil de MICA.

Tabla 99. Relacién entre el nivel expresion de MICA y la multiplicidad en pacientes con TMV.

[ALL] + (débil) ++ (intensa) OR p-valor
N=175 N=124 N=51
Multiplicidad: 0.732
unico 125 (71.4%) 90 (72.6%) 35 (68.6%) Ref.
multiple 50 (28.6%) 34 (27.4%) 16 (31.4%) 1.21[0.58;2.46]
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No se ha comunicado ningun estudio que relacione la multicentricidad tumoral con
la expresidon de MICA en el cancer vesical.

En la literatura esta descrito el mayor riesgo de recidiva a nivel del tracto urinario
superior y un mayor riesgo de afectacion de la uretra prostatica en los TMVNMI
multiples (210) (54).

En cuanto a la relacion entre los niveles de expresion de NKG2D y la multiplicidad,
para ambos grupos de tumores unicos y multiples la expresion intensa de NKG2D

fue mas frecuente (66.4 % y 53.5 % respectivamente).

Tabla 100. Relacidon entre el nivel expresion de NKG2D y la multiplicidad en pacientes con TMV.

[ALL] + (débil) ++ (intensa) OR p.valor
N=165 N=61 N=104
Multiplicidad: 0.186
unico 122 (73.9%) 41 (67.2%) 81 (77.9%) Ref.
multiple 43 (26.1%) 20 (32.8%) 23 (22.1%) 0.58 [0.29;1.19]

En los resultados del analisis de regresion logistica para NKG2D en individuos con
TMV (Ver Tabla 82 pagina 157).

Los pacientes con tumores multiples tienen un menor riesgo de niveles altos de
NKG2D (OR: 0.328, IC 95% [0.126;0.857], p=0.023). Dicho de otra forma, los

tumores multiples tienen mayor riesgo de niveles de expresion bajos de NKG2D.

* No observamos relacion entre los niveles de expresion de MICA y la
multiplicidad tumoral.
* Los pacientes con tumores multiples tienen un menor riesgo de niveles altos

de NKG2D.
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6.5.6 MICA/NKG2D y tratamiento con BCG

En nuestra serie la mayoria de los pacientes recibieron tratamiento endovesical
(76.91 %), un 69.4 % con BCG y un 7.51 % con MMC. Sélo el 23.1 % no recibieron
ningun tipo de tratamiento endovesical.

Al analizar los niveles de expresion de MICA de acuerdo al tratamiento endovesical

recibido no encontramos diferencias.

Tabla 101. Relacion entre el nivel expresion de MICA vy el tipo de tratamiento endovesical recibido
en el TMVNMI.

[ALL] + (débil) ++ (intensa) OR p.valor
N=153 N=111 N=42
Tratamiento. endovesical 0.619
no 34 (22.2%) 24 (21.6%) 10 (23.8%) Ref.
BCG 108 (70.6%) 80 (72.1%) 28 (66.7%)  0.84 [0.36;2.05]
MMC 11 (7.19%) 7 (6.31%) 4 (9.52%) 1.370.29;5.85]

El mecanismo de accion de la BCG no ha sido claramente definido. La BCG
induce la produccion de ciertas citocinas entre las cuales se encuentran la IL-1,
IL-6, IL-8 y factores estimuladores de colonias de granulocitos y macrofagos (FEC-
GM) por el urotelio normal y células tumorales. Ademas posteriormente aumenta la
produccion de IL-2 e IF-y, que representan la respuesta antitumoral mas
caracteristica. El efecto neto de las sefiales producidas por estas citocinas se
traduce en el reclutamiento de monocitos y leucocitos intravesicales con cada
instilacién sucesiva de BCG.

Como fue mencionado previamente Higuchi y cols. (123) en un estudio con cultivos
de la linea celular de cancer vesical T24 con células mononucleares alogénicas de
sangre periférica y BCG; demostraron que al afadir anticuerpos anti-MICA se

produce una inhibicién significativa de la actividad citotdéxica de las células NK.
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Mientras que si se bloquean los receptores NKG2D mediante anticuerpos anti-
NKG2D esta inhibicion de la actividad citotoxica era moderada. De igual manera al
agregar ceélulas dendriticas infectadas con BCG se producia una inhibicion
significativa de la proliferacion tumoral a diferencia de cuando se agregaron células
dendriticas no infectadas con BCG, esta inhibicion de la proliferacion tumoral era
moderada. De modo que el estudio de Higuchi y cols. plantea segun los resultados
obtenidos un posible mecanismo de accion de la terapia endovesical con BCG,
pudiendo interpretar que de acuerdo a estos resultados seria mas beneficiosa una
manipulacion de los ligandos de NKG2D en este caso MICA que del propio
receptor. En base a que mediante una inhibicion selectiva de MICA se produce
una inhibicidn mayor de la actividad cititéxica de las células NK frente a la inhibicion
del receptor NKG2D. Por otro lado también observaron una mayor reduccion de la
progresion tumoral al agregar células dendriticas infectadas con BCG que con las
no infectadas.

En este estudio no se analizé los niveles de expresion de MICA ni tampoco su
relacion con otras variables.

No obstante en nuestro estudio no observamos diferencias entre los niveles de
expresion de MICA y el tratamiento endovesical recibido.

Garcia-Cuesta y cols. (273) realizaron un estudio con varias lineas celulares de
cancer vesical, muestras de sangre periférica de pacientes con TMVNMI que
habian recibido tratamiento con instilaciones con BCG y como control, muestras de
pacientes con TVMNMI que recibieron tratamiento con MMC. Todas las lineas
celulares analizadas expresaron MICA y otros ligandos de NKG2D (MICB,ULBP2 y
ULBP3) en su superficie con diferentes patrones de expresion en las diferentes

lineas celulares. Posteriormente se analizo si la exposicion a la BCG afectaba la
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expresion de los ligandos de NKG2D. Las células fueron tratadas con BCG durante
1, 4 y 7 dias sin observar cambios en cuanto a la expresion de ligandos de
NKG2D. Seguidamente investigaron si las células expuestas a la BCG eran
reconocidas por las células NK activadas con IL-2 a través de otra interaccion
receptor ligando. Esto se realizO mediante ensayos de degranulacién sin
objetivarse tampoco ningun cambio. Estos datos sugieren que la importancia la
inmunoterapia con BCG reside en los eventos que conducen al reclutamiento y
activacion de las células NK, probablemente en el contexto de otras
subpoblaciones de células inmunes.

Los resultados de Garcia-Cuesta y cols. (273) se traducen en que la contribucion
del receptor NKG2D fue dominante sobre la expresion de sus ligandos. Son
opuestos en parte a los de Higuchi y cols. (123) quienes obtuvieron una mayor
inhibicion de la citotoxicidad al inhibir MICA que su receptor, traduciendo una mayor
contribucion a los ligandos de NKG2D.

En nuestro estudio al analizar los niveles de expresién de NKG2D de acuerdo al
tratamiento endovesical recibido tampoco encontramos diferencias. Fue mas

frecuente la expresion intensa de NKG2D en los 3 grupos de pacientes.

Tabla 101. Relacion entre el nivel expresion de NKG2D vy el tipo de tratamiento endovesical recibido
en el TMVNMI.

[ALL] + (débil) ++ (intensa) OR p-valor
N=143 N=49 N=94
Tratamiento. endovesical 0.324
no 31 (21.7%) 7 (14.3%) 24 (25.5%) Ref.
BCG 102 (71.3%) 38 (77.6%) 64 (68.1%) 0.50[0.18;1.23]
MMC 10 (6.99%) 4 (8.16%) 6 (6.38%) 0.45[0.09;2.25]

Los mecanismos involucrados en la respuesta al tratamiento con BCG son muy

complejos y aun son parcialmente conocidos, no obstante, existe evidencia
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importante del papel de la inmunidad innata y entre sus elementos celulares son
relevantes las células NK y linfocitos T CD8+. Mediante su activacion mediada por
el receptor activador NKG2D que interacciona con sus ligandos expresados sobre
la superficie celular tumoral desencadenando una respuesta citotoxica. Sin
embargo en el presente trabajo no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la expresion tisular de NKG2D y sus ligandos con el
tratamiento con BCG.

En base a la literatura parece ser mas atractiva la manipulacion de los ligandos de

NKG2D para el disefio de nuevos tratamientos en el campo de la inmunoterapia.

* En nuestro estudio no observamos diferencias entre los niveles de expresion
de MICA y NKG2D en los pacientes tratados con terapia endovesical (MMC,
BCG) o en los que no recibieron ningun tipo de tratamiento.

* Los niveles de expresion de MICA y NKG2D no pueden predecir una

respuesta al tratamiento con terapia con BCG.

6.5.7 MICA'y NKGD?2 con la recidiva tumoral:

6.5.7.1 MICA y la recidiva

En nuestra serie de TVMNMI la mitad de los pacientes (50.9 %) presentaron
recidiva tumoral en un periodo de seguimiento de 78 meses. Durante los primeros
12 meses recidivo el 41.4 %, a los 24 meses el 72.4%, a los 36 meses el 89.7 % y

a los 48 meses el 98.4 %.
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En cuanto el numero de recidivas el 51.3 % de los pacientes presentaron 1
recidiva, soélo el 21.1 % presentaron 3 o mas recidivas. No hubo diferencias
significativas entre el grado de expresion de MICA y el numero de recidivas (ver
Tabla 89, pagina 166). El tiempo medio hasta la primera recidiva fue de 16 meses.

El 55.3 % de los pacientes con recidiva presentaron una expresion débil de MICA y

el 44.74 % de los casos una expresion de MICA intensa.

Destaca que de los pacientes con TMVNMI y con expresion intensa de MICA el
81% recidivaron (p<0.001). Siendo la expresion elevada de MICA un factor de

riesgo para la recidiva (ver Tabla 86).

Tabla 86. Analisis descriptivo segun recidiva y MICA en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No Si OR p-valor N
N=173 N=85 N=88
MICA: <0.001 153
+ (débil) 111 (72.5%) 69 (89.6%) 42 (55.3%) Ref.
++ (intensa) 42 (27.5%) 8 (10.4%) 34 (44.7%)  6.80[2.99;17.3]

El 55.3 % de los pacientes con recidiva presentaron una expresion débil de MICA y
el 44.74 % de los casos una expresion de MICA intensa.

En la escasa bibliografia que existe sobre la relacion de la expresion de MICA en el
cancer vesical no se ha estudiado especificamente su relacién con la recidiva
tumoral. Cathro y cols. (274) concluyeron que las alteraciones de la expresion de
MICA y componentes del APM en el cancer vesical pueden contribuir al escape
tumoral a los mecanismos de la inmunidad innata y que la expresion varia de
acuerdo a la variedad histolégica del tumor, pero no hacen referencia a la recidiva.
Volviendo a nuestro estudio, el 81 % (34/42) de los pacientes con TMVNMI con

expresion intensa de MICA presentaron recidiva tumoral frente al 19 % (8/42) que
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no presentaron recidiva (p<0.001). Nuestro hallazgo es interesante y dado que no
existe ninguna publicacion que relacione los niveles de expresion de MICA vy la
recidiva en el TMVNMI hace mas dificil la discusion, aunque por otro lado la hace
mas interesante.

Madjd y cols. (254) demostraron en el cancer de mama una relacion
estadisticamente significativa entre los niveles de expresion de MICA y el grado
tumoral, tipo de tumor, invasidén vascular y afectacidon de nodulos linfaticos. En
dicho estudio los pacientes con tumores de mama de mal prondstico presentaron
niveles de expresion elevado de MICA. Para la recidiva tumoral la asociacion con
los niveles de MICA no fue estadisticamente significativa (p=0.21). A pesar de que
el mismo grupo habia realizado otro estudio en cancer colorrectal en el que se
demostrd que la expresion de MICA es un factor de buen prondstico (245), esto
probablemente esté en relacién a que el colon es por naturaleza un microambiente
inflamatorio, ademas de que en el tracto gastrointestinal sano se expresa MICA de
forma constitutiva (227,228).

Nuestros hallazgos podrian explicarse por multiples factores. Ante niveles elevados
de MICA podemos predecir una respuesta inmune caracterizada por un aumento
de la actividad citotoxica de las células NK vy linfocitos T, produciendo la lisis y
erradicacion del tumor. Aunque en nuestro estudio, observamos lo contrario, los
tumores que mas recidivaron son los que expresan mayores niveles de MICA. Una
posible explicacion seria que los tumores mas agresivos y con mayor potencial de
recidiva tengan un mayor grado de indiferenciacién que estimule la elevacion de los
ligandos de NKG2D, entre ellos MICA, pero que ante la ausencia de otras sefales
proinflamatorias no es posible la infiltracion de las células inmunes efectoras y por

lo tanto la expresion de MICA no tiene ninguna influencia en la evolucion del tumor.
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Alternativamente, si MICA so6lo se expresa a nivel intracelular y no esta presente a
nivel de la superficie celular, no sera posible su reconocimiento e interaccion con el
receptor NKG2D (254). En las fases iniciales la expresion de MICA en las células
tumorales es beneficiosa ya que permite el reconocimiento y posterior destruccion
de las células tumorales por las células NKG2D+. MICA aumenta progresivamente
y en algun momento, sus niveles elevados se hacen perjudiciales. La existencia de
grandes cantidades de MICA intracelular que no puede expresarse en la superficie
celular no tiene ningun efecto beneficioso ya que no puede ser reconocida.
Cuando tenemos niveles elevados de MICA y/o progresion del tumor, MICA es
degradada y pasa al suero en su forma soluble que tiene la capacidad de "saturar"
el receptor NKG2D e impedir que se produzca una respuesta citotoxica. En
nuestro estudio no se realizé la determinacion de los niveles de MICA soluble,
hubiese sido interesante establecer la correlacidn entre los niveles seéricos y
tisulares relacionandolos con la recidiva tumoral.

Es posible que otros mecanismos independientemente de la expresion de MICA se
relacionen con la recidiva tumoral. Santos y cols. demostraron como factores
predictivos de la recidiva en el TMVNMI la sobreexpresién de p53, el indice de

proliferaciéon Ki67 y la multifocalidad (295).

En las curvas Kaplan-Meier para analizar la supervivencia libre de recidiva tumoral

en funcion de los niveles de expresion de MICA.
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Figura 39. Distribucion de la supervivencia libre de recidiva en pacientes con TMVNMI por MICA.
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Se observa en la curva como los pacientes con niveles elevados de expresion
intenso/++ de MICA tienen una menor supervivencia libre de recidiva tumoral (HR:

3.23; 95% ClI: 2.03-5.13; p <0.001).

Como mencionamos en varios apartados de este trabajo durante el estudio
detectamos que la expresion de MICA y NKG2D esta muy relacionada. Por ello,
creamos una nueva variable en la que definimos las siguientes 4 categorias: la
primera como la condicion 6ptima de referencia MICA bajo y NKG2D alto, ademas
de 3 categorias adicionales: MICA bajo y NKG2D baja, MICA alto y NKG2D alto,

MICA alto y NKG2D.

Tabla 88. Analisis descriptivo segun recidiva y categorias MICA/NKG2D en los pacientes con
TMVNMI.

[ALL] No Si OR p.valor N
N=173 N=85 N=88
MICA y NKG2D: <0.001 138
MICA ¥ y NKG2D A 63 (45.7%) 49 (69.0%) 14 (20.9%) Ref.
MICA ¥ y NKG2D ¥ 38 (27.5%) 14 (19.7%) 24 (35.8%) [.]
MICA A y NKG2D 27 (19.6%) 8 (11.3%) 19 (28.4%) s
MICA A y NKG2D ¥ 10 (7.25%) 0 (0.00%) 10 (14.9%) [.]
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En la Tabla 88 se muestran las 4 categorias de esta variable y lo que mas llama la
atencion es la categoria MICA alto y NKG2D bajo en la cual todos los pacientes
con dicha categoria recidivaron. Las diferencias entre las 4 categorias son
estadisticamente significativas (p<0.001).

También es interesante que de los pacientes sin recidiva, ninguno pertenecia a la
categoria MICA alto y NKG2D bajo.

De los pacientes sin recidiva tumoral la mayor parte (69%) pertenecia a la
categoria MICA bajo y NKG2D alto.

Con las variables del modelo univariado que fueron significativas se realizé un
analisis multivariado mediante un modelo de regresion logistica ( ver Tabla 90,

pagina 167).

En la Figura 34 se presenta la curva de supervivencia libre de recidiva tumoral
para MICA y NKG2D como una variable conjunta categorizada en: A) MICA bajo y
NKG2D alto, B) MICA bajo y NKG2D bajo, C) MICA alto y NKG2D alto y D) MICA
alto y NKG2D bajo. También en esta figura observamos las diferencias entre las
cuatro categorias (A, B, C y D) y su nivel de significacion estadistica.

La categoria A (MICA bajo y NKG2D alto) es la categoria de referencia y cuando
esta presente esta combinacion representa un factor de proteccion para la

supervivencia libre de recidiva tumoral vesical (p<0.001).
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Figura 34. Distribucion de la supervivencia libre de recidiva tumoral en pacientes con TMVNMI por
MICA/NKG2D.
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La categoria D (MICA alto y NKG2D) bajo representa la peor de las condiciones

con un aumento de riesgo para la recidiva tumoral.

En el modelo de regresion logistica de predictores independientes de MICA en
individuos con TMVNMI (Tabla 78).

La Tabla 78 muestra los resultados del analisis de regresion logistica para MICA
en individuos con TMVNMI. Se observa que la recidiva es un factor de riesgo para
MICA (OR: 6.982, IC 95%: 2.983; 16.506, p<0.001), es decir, la presencia de

recidiva se relaciona con un mayor riesgo de elevacioén de MICA.

Tabla 78. Regresion logistica predictores independientes de MICA en individuos con TMVNMI.

OR IC 95% p.valor
Recidiva: Si 6.982 [2.953;16.506] <0.001

La presencia de recidiva tumoral aumenta casi 7 veces el riesgo de tener niveles

elevados de MICA en el TMVNM.
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La utilidad desde el punto de vista practico de nuestros resultados, si son
confirmados en estudios prospectivos mediante la determinacion tisular de los
niveles de MICA se podria predecir la recidiva tumoral desde el diagndstico inicial
tras la primera RTU. Ademas la determinacion de la expresion tisular de NKG2D
asociado a los niveles de expresion de MICA como hemos visto en estas
categorias, son utiles también para determinar si existe un mayor o menor riesgo
de presentar recidiva tumoral.

Podrian subdividirse los pacientes en grupos de riesgo alto y bajo de acuerdo a los
niveles de expresion de MICA y NKG2D.

De esta forma se podria retrasar la cistoscopia en el seguimiento de los pacientes
con cancer de vejiga en el grupo de bajo riesgo de recidiva tumoral o hacer
controles mas intensivos en los pacientes de alto riesgo de recidiva tumoral.

Esto traeria como consecuencia una reduccion del impacto econémico en los
sistemas sanitarios y evitaria en determinados casos las molestias de la realizacion

de la cistoscopia a los pacientes.
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Niveles elevados de expresion de MICA se relacionan con una menor
supervivencia libre de recidiva tumoral.

La asociacion de niveles de expresion de MICA elevados y NKG2D bajos
representa la peor de las condiciones con un aumento de riesgo para la
recidiva tumoral.

La asociacion de niveles de expresion de MICA bajos y NKG2D altos es la
categoria de referencia y cuando esta presente esta combinacion representa
un factor de proteccion para la supervivencia libre de recidiva tumoral
vesical.

La recidiva se relaciona con un mayor riesgo de elevacion de MICA. Cuando
esta presente la recidiva aumenta 7 veces el riesgo de tener niveles
elevados de MICA.

La determinacion tisular de MICA y NKG2D podrian representar un nuevo
recurso alternativo o complementario en el seguimiento del tumor vesical a
las pruebas en las cuales se sustenta en la actualidad el seguimiento de
estos. Podria predecir la agresividad tumoral tras la reseccién del tumor
vesical primario, aportando informacion en relacion a la supervivencia libre

de recidiva tumoral.
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6.5.7.2 NKG2D vy la recidiva

El 48.6% de los casos con recidiva tuvo una expresion débil de NKG2D y el 51.4 %
una expresion intensa.

En el 80.3 % de los pacientes sin recidiva se observoé una expresion intensa de
NKG2D frente a un 19.7% con expresion débil. Los niveles elevados de NKG2D

son un factor protector para la recidiva OR 0.26 [0.12;0.55].

Tabla 87. Andlisis descriptivo segun recidiva y NKG2D en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No Si OR N
N=173 N=85 N=88

NKG2D: 143
+ (débil) 49 (343%)  14(19.7%) 35 (48.6%) Ref.
++ (intensa) 94 (65.7%)  57(80.3%)  37(51.4%) 0.26 [0.12;0.55]

El 71.4 % (35/49) de los pacientes con expresion débil de NKG2D presentaron
recidiva tumoral en comparacion con el 39.4 % (37/94) de los pacientes con
expresion intensa de NKG2D (p<0.001). Se observa una relacion inversa entre los
niveles de NKG2D vy la recidiva tumoral, a mayor recidiva, menor expresion de
NKG2D.

En el modelo de regresion logistica para NKG2D en individuos con TMVNMI, se

incluyeron todas las variables del estudio y se excluyé MICA (ver Tabla 83).

Tabla 83. Regresion logistica predictores independientes de NKG2D en individuos con TMVNMI.

OR 1C 95% p.valor
Recidiva: Si 0.417 [0.167;1.041] 0.061
Progresion: T1 0.153  [0.028;0.828] 0.029
Progresion: >T1  0.835  [0.183;3.802] 0.815
CD117 estroma 0.96  [0.925;0.996] 0.03
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Los pacientes con recidiva tienen un mayor riesgo de tener valores bajos de
NKG2D (OR: 0.417, IC 95%: 0.167; 1.041, p=0.061). Niveles de NKG2D elevados
son un factor protector para la recidiva.

Realizamos un analisis de supervivencia libre de recidiva de Kaplan-Meier en
funcion de los niveles de expresion de NKG2D (Figura 35).

Los resultados demostraron que los pacientes con mayor expresion de NKG2D
tienen una mayor supervivencia libre de recidiva tumoral en comparacion con los
que tienen menor expresion de NKG2D que tienen un mayor riesgo de recidiva

(p<0.001).

Figura 35. Distribucion de la supervivencia libre de recidiva en pacientes con TMVNMI por NKG2D.
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En la literatura no existe ningun articulo que estudie la relacion entre los niveles de
expresion de NKG2D vy la recidiva tumoral en el TVNMI.

Un aumento de las células NKG2D+ podria traducirse en una mayor respuesta
citotdxica, pero esta respuesta no sélo depende de su aumento, sino de que sean
capaces de activarse a través de la interaccion con sus ligandos.

Un aumento excesivo de las células encargadas de la respuesta citotoxica también

puede ser nocivo.
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Independientemente del tipo de tejido tumoral, la mayoria de neoplasias expresan
NKG2D de forma heterogénea con una amplia proporcion de rangos.

Caballero y cols. (296) sugieren que el receptor NKG2D expresado por las células
tumorales humanas puede promover la progresion tumoral en etapas avanzadas.
Representa un factor determinante en las neoplasias avanzadas y su correlacion

con sus ligandos establece el prondstico (296).

Es muy dificil poder definir realmente las contribuciones de NKG2D en las

diferentes etapas de vigilancia tumoral inmune, crecimiento y progresion tumoral.

* Existe una relacion inversa entre los niveles de NKG2D vy la recidiva tumoral,
a mayor recidiva menor expresion de NKG2D.

* Los pacientes con mayor expresion de NKG2D tienen una mayor
supervivencia libre de recidiva tumoral en comparacion con los que tienen

menor expresion de NKG2D que tienen un mayor riesgo de recidiva.
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6.5.8.1 MICA y la progresion

El 17.34 % de los TMVNMI de nuestra serie progresaron (8.09 % a T1y 9.25 % a
>T1). El tiempo medio hasta la progresion fue de 20.5 meses.

No hubo diferencias en cuanto a la expresion de MICA y la progresion tumoral
(50% expresion débil y 50 % expresion intensa de MICA).

En los pacientes que no progresaron la mayoria (76. 3 %) tuvo una expresion débil
de MICA, frente a un 23.7 % con expresioén intensa (p=0.008).

De los pacientes con expresion de MICA intensa (42 casos), el 73.81 % (31 casos)

no presentaron progresion tumoral vs. el 26.19 % (11 casos) que si progresaron.

Tabla 91. Andlisis descriptivo segun progresion y MICA en los pacientes con TMVNMI.

[ALL] No event  Progresion HR p.ratio p.valor
N=153 N=131 N=22
MICA 0.008
+  (débil) 111 (72.5%) 100 (76.3%) 11 (50.0%) Ref. Ref.

++ (intensa) 42 (27.5%)  31(23.7%)  11(50.0%)  2.93[1.27:6.76] 0.012

Se realiz6 un analisis de supervivencia libre de progresion de Kaplan-Meier en

funcion de los niveles de expresion de MICA (Figura 35a).

Figura 35a. Distribucion de la supervivencia libre de progresién en pacientes con TMVNMI por
MICA.
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Vemos que los pacientes con niveles de expresion débil de MICA tienen una mayor
supervivencia libre de progresion frente a los pacientes con niveles elevados que

presentan una menor supervivencia libre de progresion (p=0.012).

Al igual que en el apartado de recidiva tumoral, para el estudio de la progresion
agrupamos las variables MICA y NKG2D en una sola variable con 4 categorias
segun su nivel de expresion (ver pag. 158) detectamos que el 51.3 % de los
pacientes de los pacientes con expresion de MICA bajo y NKG2D alto no

progresaron frente al 4.76 % que presento progresion (ver Tabla 93 pagina 172)

En las curvas de Kaplan-Meier realizadas para analizar la supervivencia libre de

progresién en funcion de la variable conjunta MICA/NKG2D (Figura 36).

Figura 36. Distribucion de la supervivencia libre de progresién tumoral en pacientes con TMVNMI
por MICA/NKG2D.
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En la Figura 36 se observa la curva de supervivencia libre de progresion tumoral
para MICA y NKG2D como una variable conjunta categorizada en: A) MICA bajo y
NKG2D alto, B) MICA bajo y NKG2D bajo, C) MICA alto y NKG2D alto y D) MICA

alto y NKG2D bajo.
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La categoria A (MICA bajo y NKG2D alto) es la categoria de referencia y cuando
esta presente dicha combinaciéon representa un factor de proteccion para la
supervivencia libre de progresion tumoral (p<0.001).

La categoria D (MICA alto y NKG2D bajo) representa la peor de las condiciones
con un aumento de riesgo para la progresion tumoral. Las diferencias entre las
cuatro categorias y su nivel de significacion estadistica se describen en la Figura
36.

Al igual que en la recidiva tumoral, el significado de la elevacién o disminucion de
los niveles de los ligandos de NKG2D son mas que controvertidos en la literatura y
presentan discrepancias. Los niveles elevados de MICA en las fases iniciales del
cancer de mama y en el cancer colorrectal, han demostrado un aumento de la
supervivencia (245,297). Por otro lado su elevacion en el cancer de mama invasivo
y en el cancer de ovario han demostrado ser un factor de mal prondstico (254,298).
Estas discrepancias también pueden estar en relacion a los métodos empleados
para la deteccion de MICA en los estudios publicados, el tipo de anticuerpo
empleado y su sensibilidad para la deteccion.

Liu y cols. (299) determinaron que la progresion tumoral en ratones transgénicos
con cancer de préstata fue debida a elevados niveles séricos de sMICA y un
deterioro severo de la inmunidad del huésped, producido por la deplecidon de las
células NK periféricas.

El impacto de la progresién tumoral por ligandos de NKG2D es complejo,
dependiendo de si el ligando se encuentra en la superficie celular o en su forma
soluble. Como ya se ha mencionado entre los mecanismos de evasion inmune, las

células neoplasicas a través de una actividad de protedlisis pueden producir las
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formas solubles de los ligandos de NKG2D (292). Las formas solubles de MICA y
otros ligandos de NKG2D podrian ser unos marcadores de progresion tumoral.
Puesto que la induccion de expresion de ligandos de NKG2D es una respuesta al
estrés celular y dafio al DNA para alertar al sistema inmune, el valor prondstico de
la expresion tisular de ligandos de NKG2D durante las fases iniciales del cancer
puede depender de la inmunogenicidad tumoral y del microambiente tisular de un
determinado tipo de cancer (300).

Un consenso de que NKG2D y sus ligandos son protectores en las fases iniciales
pero no en las fases avanzadas del tumor, revela el fallo progresivo del sistema
inmune el cual permite el crecimiento tumoral. Posteriormente, se produce la
progresion tumoral por una expresion persistente de ligandos de NKG2D con
cambios funcionales dinamicos que pueden favorecer la susceptibilidad tumoral del
huésped en lugar de la resistencia (301). Aunque es mas conocido por su funcién
protectora en la vigilancia inmunolégica de tumores, NKG2D y sus ligandos pueden
permitir al tumor evadir y suprimir al sistema inmune y estimular en determinadas
circunstancias el crecimiento y la progresion tumoral.

En nuestro estudio no hemos realizado determinaciones de la forma soluble de
MICA. Se desconoce si existe un umbral en el cual tras una elevada expresion de
MICA tisular se inicia el paso de MICA a su forma soluble o si existe alguna

correlacion entre los niveles de la forma tisular y la soluble.
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* No detectamos diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
expresion de MICA y la progresion tumoral.

* Niveles de expresion débil de MICA tienen una mayor supervivencia libre de
progresion frente a los pacientes con niveles elevados que presentan una
menor supervivencia libre de progresion.

* La condicion MICA bajo y NKG2D alto es un factor de proteccion para la
supervivencia libre de progresion tumoral.

* La categoria MICA alto y NKG2D bajo representa la peor de las condiciones

con un aumento de riesgo para la progresion tumoral.

6.5.8.2 NKG2D y la progresién

El 59.1 % de los pacientes con progresion tumoral tuvieron una expresion débil de
NKG2D.

El 70.2 % de los pacientes sin progresion tumoral demostré una expresion intensa
de NKG2D (p=0.008). Existe una tendencia a que los niveles elevados de NKG2D
sean un factor protector para la progresion tumoral (Ver Tabla 92)

Se realiz6 un analisis de supervivencia libre de progresion de Kaplan-Meier en
funcion de los niveles de expresion de NKG2D (Figura 35b).

Niveles de expresion elevados de NKG2D se asocian en nuestro estudio con una

mayor supervivencia libre de progresién, en comparacion con los pacientes con
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niveles bajos de expresion de NKG2D que presentan un menor supervivencia libre

de progresion (Figura 35b).

Figura 35b. Distribucion de la supervivencia libre de progresiéon en pacientes con TMVNMI por
NKG2D.
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* Existe una tendencia a que los niveles elevados de NKG2D sean un factor
protector para la progresion tumoral.

* Niveles de expresion elevados de NKG2D se asocian en nuestro estudio con
una mayor supervivencia libre de progresion, en comparacion con los
pacientes con niveles bajos de expresion de NKG2D que presentan una

menor supervivencia libre de progresion.
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6.6. Expresion de ciertos componentes del infiltrado inflamatorio tumoral y su
relacion con MICA/NKG2D

La existencia de un infiltrado inflamatorio a nivel del tejido tumoral en algunos
casos precede al desarrollo del tumor. Este infiltrado inflamatorio tumoral esta
formado por varios tipos de células entre las que destacan los linfocitos, que son
capaces de producir gran numero de citocinas que regulan la respuesta
inflamatoria tumoral. Las células inflamatorias pueden producir factores de
crecimiento los cuales inhiben la respuesta inmune antitumoral. Estas células
también son responsables junto con las células endoteliales, células tumorales y
del estroma de crear un microambiente critico para la supervivencia, desarrollo y
diseminacion del tumor (302). Las interacciones dentro del microambiente tumoral
representan importantes mecanismos para el desarrollo tumoral y metastasico,
proporcionando un suministro vascular mediante la angiogénesis y vias de escape.
Uno de los objetivos secundarios de nuestro estudio fue valorar algunos de estos
componentes del infiltrado inflamatorio tumoral y establecer si existe alguna
relacion con la expresion de MICA y NKG2D, asi como con la recidiva y progresion
tumoral.

De estos componentes estudiamos la expresion de células NK (CD56), neutréfilos
(CD15), macréfagos (CD68), células cebadas o mastocitos (CD117 o C-Kit) y
linfocitos T CD4 y CD8. Finalmente valoramos la expresion de la angiogénesis
mediante la deteccién de la expresion de CD34 (ver Figura 11, pagina 59).

Al analizar la expresion de todos estos elementos pertenecientes al infiltrado
inflamatorio tumoral, solo encontramos alguna relacién entre la expresion de

CD117 y CD15 con la expresion de NKG2D.
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6.6.1 Relacion entre la expresion de NKG2D y otras moléculas del infiltrado
inflamatorio tumoral:

6.6.1a NKG2D y CD117 (c-Kit)

En el analisis multivariado de NKG2D mediante un modelo de regresion logistica

para los pacientes con TMV se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 82. Regresion logistica predictores independientes de NKG2D en individuos con TMV.

OR 1C 95% p-valor
Edad 1.053  [1.004;1.105] 0.035
Sexo 0.069  [0.007;0.677] 0.022
Fumador 0.144  [0.013;1.587] 0.114
Ex-fumador 0.034  [0.003;0.434] 0.009
TMVMI 0.34 [0.103;1.13] 0.078
Multiplicidad 0.328  [0.126;0.857] 0.023
CD117 estroma 0.938 [0.898;0.98] 0.004
CD15 focal 0.447  [0.122;1.639] 0.224

CD15 homogéneo 0.217  [0.069;0.685] 0.009

Los pacientes con mayor nivel de expresion de CD117 a nivel del estroma (OR:
0.938, IC 95% [0.898; 0.98], p=0.004) tienen un menor riesgo de NKG2D alto. A
mayor expresion de CD117 menor es la expresion de NKG2D.

Los mastocitos son células de origen hematopoyético que pueden participar en la
respuesta de la inmunidad innata y adaptativa. Su presencia en la periferia o
infiltrando los tejidos tumorales va a favor de su rol en la modulacién de la biologia
tumoral (303). Los mastocitos cuando se activan tienen la capacidad de secretar
mediadores inflamatorios como la histamina que se encuentran almacenados en
granulos citoplasmaticos, ademas de ciertas proteasas y otros factores como
prostaglandinas y leucotrienos. Estos mediadores inician la respuesta inmune, se

reclutan otras células inflamatorias y asi participan en la remodelacion y reparacion
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tisular. Pueden secretar citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a o anti-
inflamatorias como la IL-10 y el TGF- 3.

Niveles elevados de mastocitos intratumorales se han asociado con un mal
pronostico, aumento de las metastasis y reduccion de la supervivencia en diversas
neoplasias incluyendo el melanoma (304), prostata (305), pancreas y otras.
Nuestros resultados indican que en el TMV a mayores niveles de CD117 en el
estroma disminuyen los niveles de expresion de NKG2D. Lo cual como hemos
explicado previamente tiene un efecto perjudicial que puede favorecer la progresion
tumoral. No tenemos una explicacién de por qué esta relacion se ha detectado sélo
a nivel del estroma y no en el compartimiento epitelial.

Las células tumorales producen mediadores inflamatorios y factores
proangiogénicos incluidos el stem cell factor (SCF). El SCF es un ligando para
CD117, también conocido como receptor KIT un receptor de tirosina quinasa
expresado ampliamente en los mastocitos (306). La activacion de la via SCF/Kit es
necesaria para la maduracion, migracién y supervivencia de los mastocitos. Los
tejidos adyacentes al tumor a través de la quimiotaxis de SCF promueven la
infiltracion y maduracion de los mastocitos para la liberacion de mediadores
angiogénicos, proteasas y factores de crecimiento que favorecen el crecimiento
tumoral (307). Los mastocitos al liberar las proteasas dentro del tumor contribuyen
a la degradacion de la matriz extracelular y liberacion de factores que promueven la
angiogénesis y la metastasis (307) (Ver Figura 37, pagina 233).

Serel y cols. (308) estudiaron la presencia y el pronéstico de los mastocitos en el
carcinoma vesical en una serie de 56 muestras procedentes de RTU. No

demostraron correlacion entre la expresion de mastocitos en el tejido tumoral y el
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grado histoldgico (p=0.5) y tampoco en la expresion de mastocitos a nivel de la
lamina propia y el grado histolégico (p=0.5).

Volviendo a nuestro estudio al igual que Serel y cols. no observamos correlacion
entre los niveles de expresion de mastocitos y las variables anatomopatoldgicas.
Solo encontramos una asociacion entre los niveles de expresion de CD117 a nivel

del estroma con los niveles de NKG2D.

* No detectamos relacién entre los niveles de expresion de los mastocitos
(CD117) y las variables clinico-patolégicas. Tampoco con el resto de
variables moleculares excepto NKG2D.

* A mayor nivel de expresion de CD117 a nivel del estroma menor es la
expresion de NKG2D.

* No encontramos correlacion entre la expresion a nivel epitelial de los

mastocitos y la expresion de NKG2D.
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6.6.1b NKG2D y CD15 (Lewis Xx)

El nivel de expresién de CD15 con patron focal no se relaciona con los niveles de
expresion de NKG2D tisular (OR: 0.447, IC 95% [0.122; 1.639], p=0.224).

Los pacientes con mayor nivel de expresion de CD15 con patron homogéneo (OR:
0.217, IC 95% [0.069; 0.685], p=0.009) tienen un menor riesgo de NKG2D alto. A
mayor expresion de CD15 homogéneo, menor es la expresion de NKG2D (ver
Tabla 82: regresion logistica predictores independientes de NKG2D en individuos
con TMV, pagina 228).

El CD15 o antigeno sialil Lewis X (sLex) se expresa en la superficie de los
leucocitos humanos e interacciona con las células endoteliales activadas. Puede
expresarse en las células del urotelio sano en forma de "umbrella cells" (309).

En las células tumorales CD15 se encarga de mediar la union entre las células
endoteliales y las tumorales. Su expresidn se correlaciona con el potencial invasivo
del tumoral.

En el cancer colorrectal CD15 se expresa en las células tumorales, células
estromales y células inflamatorias. Esta expresion no se correlaciona con las
caracteristicas clinicopatolégicas del tumor, excepto con el estadio tumoral (310).
La evidencia reciente indica que los neutrofilos juegan un papel importante en la
transformacion maligna, progresion tumoral, angiogénesis y en la modulacién de la
inmunidad antitumoral en varias neoplasias (310). Regulan la invasion a multiples
niveles, pueden facilitar la invasion tumoral mediante la degradacion de la matriz
extracelular a través de la liberaciéon de metaloproteinasa-9.

En las metastasis pulmorares, hepaticas y de cancer de ovario el antigeno de

Lewis X juega un rol importante. EIl papel biologico de este antigeno es la
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adhesion de las células uroteliales tumorales. La habilidad de las células
neoplasicas de adhesion a las células endoteliales se correlaciona con su potencial
metastasico (309).

En nuestro estudio la expresion de CD15 con patrén homogéneo se asocia a una
disminucidn de los niveles de expresiéon de NKG2D, la cual es una condicion de
mal prondstico, debido a los efectos negativos que producen niveles bajos de
NKG2D. Esto coincide en parte con la literatura en cuanto al mal prondstico de
niveles elevados de CD15. No obstante, no se ha comunicado en la literatura la

relacion de la expresion de CD15 y NKG2D.

* Los pacientes con mayor nivel de expresion de CD15 con patron
homogéneo tienen un menor riesgo de NKG2D alto. A mayor expresion de
CD15 homogéneo menor es la expresion de NKG2D.

* Los niveles de expresiéon de CD15 no se relacionaron con las otras variables

clinico patolégicas ni moleculares.

6.6.2 Relacion entre la recidiva tumoral y la expresion de otras moléculas del
infiltrado inflamatorio tumoral:

6.6.2.1 Recidiva y expresion de CD68

Los macréfagos se encuentran entre las células mas abundantes del infiltrado
inflamatorio tumoral. Los macrofagos activados generalmente se dividen en dos
tipos: los macrofagos M1 (clasicamente activados) y los M2 (alternativamente
activados). Los M1 pueden eliminar microorganismos y células tumorales, ademas

son capaces de producir grandes cantidades de citocinas proinflamatorias y

231



agentes tumoricidas (TNF-a e IL-12), especies de oxigeno y nitrdgeno reactivo
(ROS y RNS). En el microambiente tumoral los macréfagos asociados al tumor
(TAMSs) estan principalmente constituidos por el tipo M2 (311). Los macrofagos M2
tienen poca capacidad para destruir células tumorales pero estan mejor adaptados
para la promocion de la angiogénesis, reparacion y remodelacion de los tejidos

dafiados y supresion de la respuesta inmune adaptativa

Figura 37. Principales efectos ejercidos por los macréfagos y mastocitos en el contexto del
microambiente tumoral. Modificado de Ribatti y cols. (311).

Reclutamiento de células
inflamatorias

N /

Mastocitos (CD117)

Crecimiento celular tumoral

Macréfagos (CD68)

Degradacion de la
matriz extracelular

En los tumores en regresion sin progresion predomina el tipo M1 ejerciendo un
efecto neto de actividad antitumoral. Por otro lado cuando predomina el fenotipo
M2 favorece el desarrollo del tumor. No esta claro que condicion favorece el
predominio de uno u otro fenotipo en el microambiente tumoral.

La infiltracion extensa de TAMs se ha relacionado con un mal pronostico para el
cancer de mama, prostata, cérvix y vejiga (312,313).

Hanada y cols. (313) demostraron mayores niveles de TAMs en el tumor vesical
musculo-infiltrante en comparacién con el no musculo infiltrante (p<0.0001). La

cuantificacion del numero de microvasos (MVC) fue mayor en los tumores con
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mayor cuantificacion de TAMs. Observaron una correlaciéon positiva entre la
cuantificacion de TAM y los MVC (r=0.30; p=0.02). La cuantificacién de TAMs se
realizé mediante un estudio inmunohistoquimico de CDG8.

De todos los efectos de los TAMs sobre el microambiente tumoral la estimulacion
de la angiogénesis es probablemente uno de los que mayor influencia tiene sobre
el crecimiento tumoral. A nivel experimental el bloqueo del reclutamiento de los
macrofagos disminuye la densidad de los vasos, reduce el crecimiento tumoral y

las metéstasis pulmonares (314).

En nuestro estudio no existe relacién entre los niveles de expresion de CD68 con
MICA, NKG2D ni con las variables clinicopatologicas, excepto con la recidiva.

Con todas las variables que fueron significativas en el estudio univariado, se realizo
un analisis de regresion logistica para la recidiva en individuos con TMVNMI.
Vemos que los niveles de expresion de CD68 son un factor de riesgo para una
menor supervivencia libre de recidiva tumoral (HR: 1.615, IC 95%: 1.095; 2.381,
p=0.016), es decir, los pacientes con mayor expresion de CD68 tienen mayor
riesgo de recidiva tumoral.

Coincidiendo en parte con la literatura, en nuestro estudio el aumento de expresion
de CDG68 representa un factor de mal prondstico, particularmente para la

supervivencia libre de recidiva tumoral.

* Un aumento en la expresién de CD68 se asocia a una menor supervivencia

libre de recidiva tumoral en el TMVNMI.
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6.6.2.2 Recidiva y expresion de CD4

En la literatura los niveles elevados de infiltrado por linfocitos T CD4 valorados
mediante inmunohistoquimica se asocian con mal prondstico en el carcinoma de
células renales (315).

Sin embargo, no queda claro si la infiltracion de linfocitos T CD4 + intratumoral es
un signo de una respuesta inmune activa o si es una consecuencia de la excrecion
de citocinas del tumor que estimula este infiltrado (316).

Bromwich y cols. (316) demostraron que el aumento de linfocitos T CD4+
intratumorales se asocia con mal pronostico independientemente del grado en los
pacientes con carcinoma renal de células claras.

Zhang y cols. (317) obtuvieron resultados similares objetivando que una mayor
densidad de infiltrado de linfocitos T CD4+ es un factor predictor independiente de
de la supervivencia desfavorable en los pacientes con TMVNMI. No obstante, no se
asocio con la supervivencia libre de recidiva tumoral.

Pichler y cols. (318) demostraron que una disminucién del infiltrado tumoral con
linfocitos T CD4+ antes de iniciar el tratamiento con BCG disminuye la
supervivencia libre de recidiva tumoral. Observaron una asociacion
estadisticamente significativa entre el fracaso al tratamiento con BCG y una baja
densidad de infiltrado de linfocitos T CD4+. EI analisis de supervivencia demostré
una mayor supervivencia libre de recidiva tumoral para los pacientes con niveles de
células T CD4+ y GATAS.

Volviendo a nuestro estudio no detectamos relacion entre los niveles de expresidn
de CD4 con MICA, NKG2D ni con las variables clinicopatolégicas, excepto con la

recidiva.
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En el analisis de regresion logistica para la recidiva en individuos con TMVNMI.
Vemos que los niveles de expresion de CD4 son un factor protector para una
mayor supervivencia libre de recidiva tumoral (HR: 0.967, IC 95%: 0.947; 0.988,
p=0.002), es decir, los pacientes con mayor expresion de CD4 tienen menor riesgo

de recidiva tumoral.

Nuestros resultados difieren de los de Bromwich y Zhang, pero coinciden en parte
con los resultados de Pichler y cols. en los que el aumento intratumoral de linfocitos
T CD4+ se asocia a una mayor supervivencia libre de recidiva en el TMVNMI, sin
embargo en nuestro trabajo a diferencia de Pichler y cols. no pudimos demostrar
una asociacion entre los niveles de linfocitos T CD4+ y la respuesta al tratamiento

con terapia endovesical con BCG.

* Un aumento en la expresion de CD4 se asocia a una mayor supervivencia

libre de recidiva tumoral en el TMVNMI.
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6.7 Limitaciones y fortalezas del estudio:

6.7.1 Limitaciones del estudio

La principal limitacién del estudio es su caracter retrospectivo. Se construyeron
tres TMAs con muestras procedentes de pacientes tratados con RTU de Tm vesical
en el periodo 1998-2003, siendo una serie historica. El objetivo era tener un
seguimiento clinico largo (en nuestro caso de 78 meses). Hubo un numero de
casos considerables que no pudieron incluirse en la confeccion del TMA por
muestra insuficiente (dado que las muestras se emplearon en otros estudios
previos). Sin embargo, este numero de casos excluidos por no cumplir con los
criterios de inclusion no afectaron el tamafio muestral.

El hecho de ser una serie historica también influye en los protocolos de tratamiento
del Servicio de Urologia en ese momento, principalmente en el tratamiento con
instilaciones endovesicales. En nuestra serie un gran numero de casos fueron
tratados con instilaciones con BCG, a pesar de ser pacientes de bajo riesgo o
riesgo intermedio, que segun los protocolos actuales no serian tratados con BCG.
En relacion al habito tabaquico en la mayor parte de los casos estaba recogido en
las historias clinicas de forma incompleta, sobre todo la variable ex-fumador.

Los datos de la variable ex-fumador se define como el cese del habito tabaquico de
1 afo o mas. Por lo que no se ha podido definir subcategorias de acuerdo al
tiempo desde que se abandono el tabaco. En este mismo punto del habito
tabaquico tampoco disponiamos de informacion clinica sobre los fumadores
pasivos. Ambos factores podrian haber influido en la recidiva.

No todas las historias clinicas contenian este dato de manera precisa.
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Finalmente, el hecho de haber realizado sélo deteccion inmunohistoquimica de las
variables estudiadas, a pesar de que en la actualidad existen otras modalidades
diagnodsticas mas complejas de tipo molecular.

Pero es importante destacar que dichas modalidades requieren un elevado coste
econdmico y deben ser realizadas en centros de referencia. Sin embargo, el
diagnoéstico mediante inmunohistoquimica esta disponible en la mayoria de centros
y supone un bajo coste, en contraste con lo que todavia ocurre con las técnicas

moleculares.

6.7.2 Fortalezas del estudio

El uso del TMA permite valorar de forma masiva y homogénea numerosos casos
del banco de tejidos anatomopatoldégicos de manera simultanea, rapida y
reproducible con lo que pueden estudiarse numerosos marcadores con relativa
facilidad y con caracter multicéntrico. ElI estudio de marcadores
inmunohistoquimicos puede ser util no sélo para la investigacion, sino en la practica
clinica diaria, ya que practicamente la mayoria de laboratorios de cualquier hospital
o clinica, independientemente de su tamafo pueden disponer de técnicas de
inmunohistoquimica, cuyo bajo coste las hace accesibles en cualquier centro.

En nuestro estudio hemos observado que la deteccion de NKG2D y MICA mediante
inmunohistoquimica puede predecir la recidiva tumoral, siendo innovador, ya que
en la actualidad no existe ningun estudio en la literatura en el que se analice la
relacion entre la expresion de MICA y NKG2D con la recidiva y progresion tumoral.
Por ultimo, el presente trabajo supone un avance significativo en la literatura sobre

este tema no solo porque se pone de manifiesto el papel de MICA y NKG2D, tanto
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de su presencia como de su cuantia, en la biologia del cancer vesical sino ademas
aporta informacién no descrita hasta el momento sobre el valor de moléculas mas
estudiadas como son CD15, CD117, CD4 y CD68. Todas ellas también
relacionadas con los mecanismos inmunologicos e inflamatorios. En este sentido el
presente trabajo constituye un nuevo y poderoso argumento en favor del estudio de

la inmunoterapia en el cancer vesical.

6.8 Futuras lineas de investigacion:

Esta tesis doctoral establece la base para futuras lineas de investigacion como:

- Determinacion de MICA soluble y establecer una correlacién con los hallazgos a
nivel tisular relacionandolo con la recidiva y progresion en pacientes con TMVNMI.

- Determinacion de MICA soluble en pacientes con tumor vesical metastasico.

- Estudio de la expresion de MICA en TMV vy tejido vesical sano mediante el
anticuerpo B1-F2A4.

- Determinar la expresion de MICA y NKG2D en otras neoplasias urologicas.

- Estudio de MICA y NKG2D en el rechazo del trasplante renal.

- Estudio de MICA y NKG2D en la hiperplasia benigna de prostata y en pacientes
en estudio por elevacion del PSA con biopsias de préstata negativas.

- Relacion entre la expresiéon de MICA y NKG2D con otras vias de respuesta al
dafo del DNA como p53, ATM, Chk2 y FOXO1.

- Relacién entre la expresion de MICA y NKG2D con la expresion de PDL-1 en el

componente inflamatorio y tejido tumoral del carcinoma urotelial.
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9. CONCLUSIONES
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1) El estudio de la expresion tisular de MICA y NKG2D en los TMVNMI primarios
puede ser util como método complementario o alternativo en la prediccion de la
recidiva tumoral. Ambas moléculas se expresan en todos los TMV, MICA lo hace
de forma exclusiva en el tejido tumoral y NKG2D lo hace ademas en el tejido sano.
Es la intensidad de la expresidn lo que les otorga el potencial interés clinico.

2) El parametro mas potente para predecir el tiempo de supervivencia libre de
recidiva tumoral es la expresion tisular elevada de MICA. Valores altos de
expresion de MICA en el TMVNMI primario se asocian con un probabilidad de

recidiva 3 a 16 veces mas elevada que los casos con expresion deébil.

3) NKG2D también puede tener interés en este contexto si se combina con MICA,
ya que tener alteradas las dos expresiones (niveles altos de MICA y bajos de
NKG2D) en el TMVNMI primario conlleva a unos tiempos mas cortos de

supervivencia libre de recidiva y de progresion tumoral.

4) En nuestra serie no hemos detectado diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de MICA en relacion con las distintas variables clinico-patoldgicas,
los grupos de riesgo de la EORTC ni con la prediccion de la respuesta al
tratamiento con la BCG.

5) En cambio, valores bajos de NKG2D se asocian con un perfil de paciente mujer,
exfumador, con tumores vesicales multiples y de menor edad. El resto de variables
clinico-patoldgicas, los grupos de riesgo de la EORTC vy la prediccion de la
respuesta al tratamiento con la BCG tampoco se asocian con la expresion de esta

molécula.

6) La cantidad de linfocitos CD4 (“helper”) entre las células tumorales se asocia a
una menor probabilidad de recidiva tumoral. Por el contrario, la cantidad de células
CD68+ (histiocitos) entre las células tumorales se asocia, también de manera

significativa, a mayor probabilidad de recidiva tumoral.
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7) Por ultimo, tanto la expresion homogénea de CD15 en el tumor como la cantidad
de CD117+ (mastocitos) en el estroma tumoral se relacionan de manera

independiente con menores valores de expresion de NKG2D.

8) Este conjunto de datos no se encuentra reflejado en la literatura previa sobre el
cancer de vejiga y constituye una nueva evidencia adicional de la importancia de
los mecanismos de inmunidad innata y de la inflamacién en la biologia de este

tumor.
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