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RESUMEN

El cancer de vejiga es actualmente el undécimo tumor mas diagnosticado en
el mundo, con una incidencia ajustada por edad (100.000 habitantes / afio) de 8,9
paralos hombresy 2,2 paralas mujeres. Aproximadamente, el 75% de los pacientes
con cancer vesical presentan tumores vesicales no musculo-invasivos, es decir,
tumores confinados a la mucosa (estadio Ta, CIS) o submucosa (estadio T1). Este
tipo de tumores tienen una alta prevalencia debido a la supervivencia a largo plazo
y menor riesgo de mortalidad especifica en comparaciéon con los tumores vesicales

musculo-invasivos (estadios T2-T4).

La recurrencia de los tumores vesicales no musculo-invasivos es mayor al
60%, mientras que la progresién tumoral ocurre en el 42% de los pacientes con una
mediana de seguimiento de 10 afios. El estadio y el grado histolégico son los

predictores de recurrencia y progresion clasicamente mas utilizados

A pesar de los avances en la prevencion de la enfermedad y su progresion, es
dificil predecir el curso benigno o mas agresivo de la enfermedad. Una mejor
comprension de los mecanismos del control inmunolégico sobre la progresiéon del
tumor y las rutas de escape inmunolégico del cancer puede ayudar a predecir el
comportamiento del tumor y desarrollar nuevos biomarcadores de la evolucion de

la enfermedad.

La respuesta inmune antitumoral requiere habitualmente la activacion de
linfocitos T CD8 + con péptidos antigénicos tumorales presentados por el complejo
HLA de clase I de la superficie celular. Al mismo tiempo, las células T CD4 + pueden
estimular la funciéon de los linfocitos T CD8 + o regular negativamente la infiltracién
de estas células en el tumor mediante la regulacién positiva de moléculas co-
inhibidoras, incluidas CTLA-4, PD-L1 y PD-1, y por la produccién de citocinas

inmunosupresoras.

Con frecuencia, las células tumorales pierden la expresiéon normal de la

superficie celular de las moléculas de HLA de clase I, por diferentes mecanismos
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moleculares. Estas alteraciones del HLA de clase I se han descrito en diferentes tipos
de cancer, incluido el cancer de vejiga, con diferente frecuencia, que van desde el
15% en el cancer renal hasta el 80% en el cancer colorrectal. Estos defectos pueden
producir una pérdida total o parcial del HLA de clase I, y pueden clasificarse en
defectos reversibles o irreversibles. La regulacién negativa de HLA de clase I
producida por alteraciones reversibles puede corregirse mediante citocinas, pero
las alteraciones irreversibles del HLA de clase I pueden causar resistencia a la

inmunoterapia contra el cancer.

En el microambiente tumoral existen importantes mecanismos de control
negativo de la activacién de linfocitos T, incluido el eje de inmunosupresion PD-L1
/ PD1. Las nuevas estrategias de inmunoterapia contra el cancer se basan en el
bloqueo de estos "puntos de control inmunitarios" que conducen a la activacion de
las células T y promueven respuestas inmunitarias antitumorales mas potentes.
Dado que las células T desempefian un papel clave en la eliminacién de células
malignas, la expresién de HLA de clase | tumoral puede predeterminar una terapia
anti-PD1 / PD-L1 exitosa. Sin embargo, no hay estudios que analicen el papel de la
coexpresion de las moléculas tumorales HLA-I y PD-L1 / PD1 en la busqueda de
biomarcadores relacionados con la progresion del cancer y la respuesta al bloqueo

de puntos de control en el cdncer de vejiga.

En este estudio analizamos la expresién de HLA-I y PD-L1 en tumores
vesicales no metastasicos, tanto en correlaciéon con la infiltraciéon linfocitaria
intratumoral como en asociacién con las caracteristicas clinico-patoldgicas de los

pacientes.

Se analizaron un total de 85 muestras de tumores vesicales de estirpe
urotelial. Las muestras procedian de resecciones transuretrales de vejiga realizadas
en el Servicio de Urologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada.
Las muestras de tumor se almacenaron en nitrégeno liquido a -80°C
inmediatamente después de la RTU, hasta que se realizé el andlisis
inmunohistoquimico. Posteriormente, se realizé el andlisis inmunohistoquimico

para investigar la expresién de HLA-I, PD-L1, PD-1, CD3, CD8 y CXCR4. Los
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resultados se correlacionaron con el estadio tumoral y otras variables clinico-

patoldgicas de los pacientes.

Encontramos una fuerte correlacién positiva entre la expresion de HLA de
clase I del tumor y la infiltracién con células T CD3 + y CD8 +, de manera que el HLA
de clase I parece ser un factor importante de rechazo tumoral asociado con un
aumento de la infiltraciéon de linfocitos intratumorales, y que cambia durante la
evolucion de la enfermedad tumoral como resultado de la seleccién y eliminacién
mediada por linfocitos T de células tumorales positivas para HLA de clase [ y el

escape inmune de células negativas para HLA de clase I.

La expresion de PD-L1 fue positiva en el 15,5% de los tumores y heterogénea
en el 40,5%, y se relacioné con un estadio tumoral mas avanzado. Alrededor del 80%
de los tumores en estadio tumoral T2 expresaban PD-L1, en comparaciéon con el
grupo de tumores Ta + T1 donde esta incidencia fue solo del 44,4%, lo que sugiere
que los tumores mas agresivos podrian utilizar la expresiéon de PD-L1 como un
mecanismo de escape inmunoldgico para avanzar a una etapa de invasion mas

avanzada.

No encontramos ninguna correlacién estadisticamente significativa entre
HLA de clase I y PD-L1 analizados de forma independiente. Sin embargo, muchos
tumores mostraron un patrén heterogéneo de expresion de HLA de clase 1 y PD-L1
y diferentes fenotipos de coexpresion, por lo que clasificamos los tumores en cuatro
grupos: HLA-I+ / PD-L1-, HLA-I- / PD -L1+, HLA-1+/PD-L1+ y HLA-I-/PD-L1-. El
andlisis de la expresion simultanea de HLA-I+ / PD-L1-, revel6 que el 85,2% de los
tumores con fenotipo HLA de clase I positivo / heterogéneo y negativo para PD-L1
eran en su mayoria no musculo-invasivos, lo que representa un fenotipo

inmunolégico de “rechazo tumoral”.

El inmunofenotipo tumoral HLA-I+ /PD-L1+, relacionado con las
caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores dio como resultado una asociacién
significativa con el estadio, siendo tumores que se reparten casi al 50% en musculo-

invasivos y no musculo-invasivo, lo cual puede representar una etapa intermedia en
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esta evolucién natural del tumor. En etapas tempranas, la expresiéon de HLA de clase
[ positiva puede coincidir con una baja expresién de PD-L1 (fenotipo de rechazo
inmune) y progresar a una variante de escape con patrén HLA-I- / PD-L1 + en

estadios avanzados.

Como conclusiones podemos comentar que nuestros resultados muestran
que PD-L1 es un factor independiente de invasividad y mal pronédstico en los
tumores vesicales, lo que sugiere que PD-L1 pueda ser un factor que promueva la
progresion de estadios localizados a mas avanzados, encontrando en nuestro
estudio que la mayoria de los tumores HLA-I positivos / PD-L1 negativos se
encuentran en una etapa menos avanzada, lo que vendria a apoyar esta hipdtesis.
Una mayor expresion de HLA-I a se asocia con una mayor infiltracién de linfocitos
intratumorales y, junto con una baja expresiéon de PD-L1 en las células de cancer de
vejiga, representa un fenotipo de rechazo tumoral y podria usarse como marcador
predictivo de buen prondstico. Con base en los resultados obtenidos, creemos que
la pérdida de HLA de clase I, junto con la regulaciéon al alza de PD-L1 en los tumores
de vejiga, puede estar asociada con un mal prondstico y posiblemente con

diseminacién metastasica.

En caso de tumores vesicales musculo-invasivos, mas agresivos, en los que
los que puede aparecer el fenotipo PD-L1-positivo / HLA de clase I negativo, la
terapia con anticuerpos anti-PD-L1 / PD-1, junto con una regulaciéon al alza de la
expresion normal de HLA de clase I (inmunoterapia o terapia génica) podria mejorar
los protocolos existentes del tratamiento del cancer de vejiga, asi como la seleccién
de pacientes para inmunoterapia. Se necesitan estudios y ensayos clinicos
adicionales para confirmar las hipétesis y determinar otros aspectos en la

interrelacién de HLA de clase [ y PD-L1.
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INTRODUCCION

1) Epidemiologia del tumor vesical

El cancer vesical (CV) es a dia de hoy el undécimo tumor mas diagnosticado
en el mundo, siendo su tasa de incidencia estandarizada por edad (100.000
habitantes-afio) de 9 para los hombres y 2,2 para las mujeres. En la Unién Europea
esta misma tasa fue de 19.1 para los hombres y 4 para las mujeres. En Europa, la
tasa mas alta se encuentra en Bélgica (31 en hombres y 46,2 en mujeres) y la menor

en Finlandia (18,1 en hombres y 4,3 en mujeres) (1).

Las tasas de incidencia y mortalidad del CV varian entre los distintos paises
debido a las diferencias en los factores de riesgo, la deteccién y las pruebas
diagndsticas , asi como la disponibilidad de los tratamientos. Las variaciones son,
sin embargo, en parte causadas por la diferente metodologia y la calidad de los datos

recogidos (2).

Aproximadamente, el 75% de los pacientes con CV presentan tumor vesical
no musculo-invasivo (TVNMI), es decir, tumores confinados a la mucosa (estadio Ta,
CIS) o submucosa (estadio T1) ; siendo este porcentaje mayor en pacientes menores
de 40 afios(3). Este tipo de tumores tienen una alta prevalencia debido a la
supervivencia a largo plazo y menor riesgo de mortalidad especifica en
comparacién con los tumores vesicales musculo invasivos (TVMI) (estadioT2-T4)

(1,2).

La recurrencia de los TVNMI es mayor al 60%, mientras que la progresion
tumoral ocurre en el 42% de los pacientes a los con una mediana de seguimiento de
10 anos. El estadio y el grado histolégico son los predictores de recurrencia y

progresion clasicamente mas utilizados (4).
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2) Etiologia del tumor vesical

Existen diferentes factores que pueden influir en el desarrollo del CV:

Habito Tabaquico: Es el factor de riesgo mejor establecido para el
desarrollo de CV, causando de 1 50-60% de los casos en hombres y el 20-30
% en las mujeres. (5). La incidencia de CV es directamente proporcional a la
duraciéon del tiempo en el cual se ha fumado, asi como al nimero de
cigarrillos por dia. (6). El riesgo de cancer de vejiga también es mayor en
quienes empiezan a fumar a una edad temprana o en quienes estan expuestos
a humo de tabaco, como demuestra un reciente metaanalisis que relaciona la
exposicién al humo del tabaco durante la infancia y edad adulta, con una
mayor incidencia de cancer vesical en mujeres (7). Un reduccién drastica en
el riesgo de desarrollo de CV se observé cuando se dejaba de fumar, siendo
éste del 40% en los 4 primeros afios tras dejar el tabaco y de hasta el 60%
después de 25 afios. (6). Educar a la gente para dejar de fumar disminuye la

incidencia de TV de forma igualitaria en hombres y mujeres (5).

Factores ocupaciones: La exposicion laboral es el segundo factor de riesgo
mas importante de CV. Los casos relacionados con el trabajo, supusieron el
20-25 % de todos los CV en algunas series, ocurriendo en profesiones
expuestas a aminas aromaticas, que pueden ser utilizadas en tintes, gomas,
textiles, pinturas, cuero... (8). El riesgo de CV debido a la exposicion
ocupacional a aminas aromaticas cancerigenas, es significativamente mayor
después de 10 afios o0 mas de exposicion; siendo el periodo de latencia medio

superior a 30 afios. (9).

Radioterapia: Se ha descrito un aumento del riesgo relativo (RR) de sufrir
CV en pacientes con tumores ginecoldgicos y prostaticos sometidos a
radioterapia externa (RR 2-4 y de 1,4 respectivamente) (10) . Actualmente
con las nuevas técnicas como la radioterapia de intensidad modulada ( IMRT)
para el tratamiento de diferentes patologias como el cancer de prdéstata, ha

supuesto una disminucién de tumores secundarios en recto y vejiga (11). No
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obstante, hasta que no se realicen estudios a largo plazo, los pacientes con
cancer de prostata con alta esperanza de vida sometidos a radioterapia,

tienen riesgo de desarrollo de CV (11).

Factores dietéticos: Se han descrito varios factores alimentarios que
podrian estar relacionados con el CV, sin embargo, estas relaciones
contintan siendo controvertidas. El estudio Europeo EPIC, no encontr6
relacion entre el CV y el consumo de liquidos, carne roja, frutas o verduras;
unicamente observo una relacion inversa entre la toma diaria de flavonoides

y lignanos con el riesgo de agresividad del CV (12).

Infecciones urinarias cronicas: El TVMI (el subtipo de células escamosas)
estd directamente relacionado con la presencia de infeccién urinaria crénica.
Varios estudios de casos y controles, han encontrado una relacién directa
entre el CV y las infecciones de orina recurrentes, constatando un aumento
del riesgo, aunque estos resultados podrian ser debidos a sesgos de
seleccidn. (13). Por el contrario, se ha descrito un aumento del riesgo de CV

en pacientes portadores de sondas permanentes a largo plazo (14).

Esquistomatosis vesical: La esquistosomiasis (bilharziosis) vesical se
considera una causa de cancer de vejiga, con un riesgo asociado cinco veces
mayor (15). Existe una asociacion bien establecida entre la esquistomatosis
y carcinoma urotelial vesical que puede progresar a carcinoma de células
escamosas (16). Un buen control de la enfermedad puede disminuir la

incidencia de CV en zonas endémicas como Egipto. (17).

Género: El CV es mas frecuente en hombres que en mujeres, no obstante, las
mujeres suelen presentar diagndsticos mas tardios con enfermedad mas
avanzada , y por tanto peor supervivencia (18). Las diferencias en la
prevalencia de cancer de vejiga segun el sexo, pueden deberse a otros
factores distintos del tabaco y la exposicién a sustancias quimicas. En un
estudio de cohortes prospectivo, la postmenopausia se asocié a un mayor

riesgo de cancer de vejiga incluso tras efectuar ajustes respecto al
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tabaquismo. Las diferentes concentraciones de estrégenos y andrégenos
existentes en hombres y mujeres, podrian ser responsables de las diferencias

observadas en cuanto a la prevalencia del cadncer de vejiga entre sexos (19).

Factores Genéticos: Los estudios citogenéticos y moleculares realizados en
las neoformaciones vesicales de origen urotelial indican que el desarrollo y
progresion de estas lesiones depende de multiples y complejos
reordenamientos genéticos. Los cambios citogenéticos encontrados con
mayor frecuencia son la monosomia 9, isocromosomas de 5p y trisomia 7.
También se han hallado monosomias 8, isocromosomas de 8q y delecciones
de 8p. Los resultados de los estudios moleculares muestran que los sitios mas
frecuentes donde se aprecia pérdida alélica son los cromosomas 9p, 9q, 11p,

13q, 17p, 4p y 8p. (20).

28



3) Estadificacion del tumor vesical

Podemos diferenciar diferentes tipos de clasificaciones para la

estadificacién del CV:

e (lasificacion TNM

En el afio 2009, la Uni6n Internacional contra el Cancer (UICC) aprobdé
la clasificaciéon TNM (Tumor, Node, Metastasis) para tumores vesicales, que

se ha mantenido sin cambios hasta la actualidad (21). (Tablal)

e C(lasificacion Histolégica del CV

En 2004, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Sociedad
Internacional de Patologia Urolégica publicaron una nueva clasificacion
histolégica del carcinoma urotelial con respecto a la anterior del afio 1973.
(22,23). Actualmente ambas clasificaciones deben utilizarse hasta que la
clasificacion de la OMS de 2004 sea validada por mas ensayos clinicos y se

incorpore a modelos predictivos prondsticos.

Clasificacion de la OMS 1973:

= Grado 1: Tumor urotelial bien diferenciado

=  Grado 2: Tumor urotelial moderadamente diferenciado

* Grado 3: Tumor urotelial pobremente diferenciado.

Clasificacion de la OMS 2004 ( Lesiones papilares):

» Neoplasia urotelial papilar de bajo potencial de malignidad

» Carcinoma urotelial papilar de bajo grado.

» Carcinoma urotelial papilar de alto grado.
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T - Tumor primario

Tx No se puede evaluar el tumor primario

TO Sin evidencia de tumor

Ta Carcinoma papilar no invasivo

Tis Carcinoma in situ: tumor plano

T1 Tumor que invade el tejido conectivo subepitelial

T2 Tumor que invade la capa muscular
T2a Tumor que invade la capa muscular superficial
T2b Tumor que invade la capa muscular profunda

T3 Tumor que invade el tejido perivesical

T3a Microscopicamente
T3b Macroscopicamente

T4 Tumor que invade estroma prostatico, Utero, vagina y pared pélvica o abdominal
T4a Tumor que invade estroma prostatico, ttero, vagina

T4b Tumor que invade pared pélvica o abdominal

N - Ganglios linfaticos regionales

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO No hay metdastasis en ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en un solo ganglio regional en la zona pélvica: hipogdstrica, obturatriz,
iliaca externa o presacra.

N2 Metastasis en mas de un ganglio regional de la zona pélvica

N3 Metdstasis en un solo ganglio o mas de la zona iliaca comtn

M - Metastasis a distancia

MO No existen metastasis a distancia
M1a Metastasis ganglionares no regionales

M1b Otras metastasis a distancia

Tabla 1. Clasificacién TNM del CV (21)
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4) Diagnéstico del tumor vesical

Historia Clinica

Para un correcto diagndstico del CV, es imprescindible comenzar con

una correcta historia clinica en la que se debe hacer hincapié en la aparicién

de hematuria indolora con coagulos, lo cual nos puede indicar estadios mas

avanzados de la enfermedad. Asi mismo, la aparicién de sintomas del tracto

urinario inferior rebeldes al tratamiento habitual, sobretodo de llenado, y

asociados o no a hematuria, nos podria hacer sospechar de carcinoma in situ

(Cis). (24).

Estudios de imagen

Ecografia: La ecografia es una herramienta de facil acceso y
realizaciéon con una sensibilidad moderada a una amplia gama de
anomalias en el tracto urinario superior e inferior. Permite la
caracterizacién de masas renales, la deteccién de hidronefrosis y la
visualizaciéon de masas intraluminales en la vejiga, pero no puede
descartar todas las posibles causas de hematuria (25). No puede
excluir la presencia de tumores del tracto urinario superior, asi como

la presencia de Cis.

Uro-TC: Se puede utilizar para el diagndstico de tumores papilares
del tracto urinario, indicado por defectos de replecién o hidronefrosis
(26). Asi mismo nos proporciona informacién valiosa acerca de la

afectaciéon de ganglios y 6rganos vecinos en caso de TVMI.

Resonancia magnética nuclear (RMN): La precision de la
resonancia magnética para la estadificacion del tumor primario varia
del 73% al 96%. Un metandlisis de 17 estudios mostré una
sensibilidad del 91% y una especificidad del 96% para la RM con

dispositivo de 3 teslas combinada con imagenes ponderadas por
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difusién para diferenciar los TVNMI de los TVMI (27). Se ha propuesto
el sistema VI-RADS (Vesical Imaging-Reporting And Data System)
derivado del uso de resonancia magnética en T2, imdagenes
ponderadas por difusién y realce dindmico de contraste, que sugiere
los riesgos de invasiéon de la capa muscular. Se divide en 5 puntos
segin la probabilidad de afectacién de la capa muscular propia,

siendo los valores 4 y 5 los que sugieren afectacion de la misma. (28).

Citologia urinaria

El andlisis de orina de lavado de la vejiga en busca de células
cancerosas exfoliadas tiene una alta sensibilidad en los tumores G3 y de
grado alto (84%), pero una sensibilidad baja en los tumores G1 o de bajo
grado (16%) (29). La sensibilidad en la deteccion de Cis va desde el 28-100%
(30). La citologia es util como complemento de la cistoscopia y otras pruebas
diagndsticas en pacientes con tumores de alto grado o G3, aunque no tiene
porque indicar que el tumor se encuentre en la vejiga, ya que puede

encontrase en cualquier parte del aparato urinario.

La interpretacion de la citologia depende del patélogo (31), aunque en 2016,
el Grupo de Trabajo de Paris publicé un sistema estandarizado que redefine

las categorias de diagndstico de citologia urinaria (32):

» Negativo para carcinoma urotelial de alto grado.
= (Células uroteliales atipicas.

» Sospechoso de carcinoma urotelial de alto grado.
» Carcinoma urotelial de alto grado.

» Neoplasia urotelial de bajo grado.

Biomarcadores moleculares urinarios

Actualmente ninguno de los marcadores existentes ha sido aceptado

para diagnéstico o seguimiento del CV en guias clinicas. En general este tipo
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de marcadores deben ir en la direcciéon de evitar la realizacion de
cistoscopias, por lo que en lugar de buscar marcadores con una alta
sensibilidad y especificidad, el enfoque debe estar en identificar un marcador
con un valor predictivo negativo alto. Una prueba capaz de predecir de
predecir la ausencia de tumor tendra una gran utilidad en la practica clinica

diaria.

Cistoscopia:

El diagnéstico final del CV depende finalmente de la cistoscopia
vesical y de la evaluacion histolégica del tejido tumoral mediante biopsia fria
o reseccion. El carcinoma in situ se diagnostica con la combinacién de
cistoscopia, citologia de orina y evaluacién histologica de multiples biopsias

de vejiga (33).
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5) Tratamiento del tumor vesical

El primer paso del tratamiento de los tumores de vejiga, es la realizacion de
una reseccion transuretral (RTU) vesical para intentar eliminar toda la parte
visible del tumor, y tomar una muestra de la zona de implantacién llegando hasta
la capa muscular vesical, para poder obtener una muestra que el patélogo pueda
analizar posteriormente y darnos mas informacién acerca del mismo y su grado

de infiltracion.

Los pasos necesarios para lograr una RTU vesical con éxito, incluyen la
identificaciéon de los factores necesarios para asignar el riesgo de enfermedad
(nimero de tumores, tamafio, multifocalidad, caracteristicas, sospecha de CIS,
tumor recurrente o primario), estadio clinico (examen bimanual bajo anestesia,
asignacién del estadio clinico del tumor), reseccién adecuada (reseccién
visualmente completa, visualizaciéon del musculo en la base de la reseccién) y
presencia de complicaciones (evaluacion de la perforacién) (34). La ausencia de
musculo detrusor en la muestra se asocia con un riesgo significativamente
mayor de enfermedad residual, recidiva temprana y subestadificaciéon del tumor
(35). La presencia de musculo detrusor en la muestra se considera un criterio
indirecto de la calidad de la reseccién y es necesaria (excepto en los tumores Ta

G1 o de bajo grado).

Tras la realizacion de la RTU vesical, el informe del patélogo es una
informacién esencial para poder continuar realizando el mejor tratamiento
segln el tipo de tumor. Se requiere una estrecha cooperacién entre urélogos y
patélogos para conseguir los mejores resultados. Una buena calidad del tejido
resecado y la informacién clinica es esencial para una correcta evaluacién
patoldgica. Asi mismo, se necesita suficiente musculo detrusor para la correcta

evaluacion de la categoria T.

A continuacién clasificaremos el tratamiento posterior a la primera RTU

vesical en funcion de si en el informe patolégico obtenemos un TVNMI o un TVMI
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5.1) Tratamiento del TVNMI

Papel de la Re-RTU vesical

Una vez se recibe el resultado de la Anatomia patolégica y nos
encontramos con un TVNMI (Ta-T1), es recomendable la realizaciéon de una
22 RTU vesical sobre el lecho de la primera RTU. Existe riesgo significativo
de tumor residual después de una RTU inicial de las lesiones de Ta-T1 (36).
Un metanadlisis de 3556 pacientes con tumores T1 mostré una alta tasa
de tumores residuales y aumento del estadio a enfermedad
musculoinvasiva después de la 22 RTU. En un subgrupo de 1.565 tumores
T1 con presencia de musculo detrusor, se encontré tumor persistente en el
58% y subestadificacion en el 11% de los casos (37). Un estudio
analiz6 los datos de 8.409 pacientes con TVNMI y demostré un 51% de
riesgo de persistencia de la enfermedad y un 8% de riesgo de
subestadificacién en tumores T1. Asi mismo, mostré un alto riesgo de
enfermedad residual en los tumores Ta, aunque esto se basé en un
nimero limitado de casos. La mayoria de las lesiones residuales se
detectaron en la ubicacién original del tumor (38). Otras ventajas que
han sido demostradas a la hora de realizar una Re-RTU wvesical, son el
aumento de la supervivencia libre de recurrencia (SLR) (39) y la mejora

de los resultados después del tratamiento con BCG (40).

En cuanto al momento en el que debe realizarse la Re-RTU vesical, no
estad del todo claro. Un estudio retrospectivo mostré que la realizacion de
una segunda reseccion realizada entre 14-42 dias después de la reseccion
inicial proporciona una SLR y una supervivencia libre de progresién (SLP)
mas prolongadas en comparacién con la segunda reseccion realizada
después de 43-90 dias [170] (41).

Por tanto y tras toda la informacion existente, las principales guias
de practica clinica recomiendan la realizaciéon de una segunda RTU vesical
en tumores T1 o en aquellos sin presencia de musculo detrusor (excepto Ta,

G1 o de bajo grado) a realizar entre 2-6 semanas después de la RTU inicial
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(42). Es importante que cada servicio de urologia conozca sus resultados de
la 22 RTU vesical para poder adaptar los beneficios de realizarla a sus

poblaciones concretas.

Categorizacion del riesgo

Las Guias de practica clinica (42), recomiendan la estratificacién de
los pacientes en tres grupos de riesgo que tienen en cuenta las
probabilidades de recurrencia y, especialmente, de progresién de las tablas
de riesgo de la EORTC (European Organisation for Research and Treatment
of Cancer) (43). La base de estas tablas son los datos de 2596 pacientes que
diagnosticados de tumores TaT1l, y fueron asignados al azar a siete
ensayos EORTC. No se incluyeron pacientes con Cis, recibiendo el 78%
de los pacientes tratamiento intravesical, principalmente Mitomicina
(MMC(). En la tabla 2, se exponen los diferentes grupos de riesgo
los y factores de los cuales dependen para encuadrarse en un grupo u

otro.

Grupos de riesgo Caracteristicas

Tumores de bajo riesgo

Primario, solitario, TaG1, < 3 cm, no Cis

Tumores de riesgo intermedio

Todos los tumores no encuadrados en las otras 2

categorias

Tumores de alto riesgo

Cualquiera de las siguientes:
e T1
e (3 o Alto riesgo
e (is
e Multiple, recurrente, mayor de 3 cm, Ta
G1G2 (Debe cumplir todas las

caracteristicas)

Tabla 2. Grupos de riesgo TVNMI
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Tratamiento adyuvante

Aunque la RTU vesical por si sola puede eliminar un TVNMI, estos
tumores suelen reaparecer y pueden progresar a TVMI. La alta variabilidad
en la tasa de recurrencia a los 3 meses puede indicar que la RTU fue
incompleta o provocar recurrencias en un alto porcentaje de pacientes (44).
Por tanto, es necesario considerar la terapia adyuvante en todos los

pacientes.

* Quimioterapia intravesical

A) Dosis Unica postoperatoria:

Ha sido comprobado en diferentes estudios que una dosis tnica de
quimioterapia intravesical tras la realizaciéon de la RTU, tiene un efecto
ablativo sobre las células tumorales residuales que puedan quedar tras la
misma. Han sido utilizados distintos tipos de quimioterapia como
gemcitabina (45) o Mitomicina (46), aunque no se han realizado ensayos

clinicos aleatorizados para comparar unas sustancias con otras.

En un metanadlisis con datos de 2278 pacientes (47), una dosis Unica
de quimioterapia intravesical, redujo la tasa de recurrencia a 5 aflos en un
14%, del 59% al 45%. Solo los pacientes con una tasa de recurrencia previa
menor o igual a una recurrencia por afio y aquellos con una puntuaciéon de

recurrencia EORTC <5 se beneficiaron de la dosis tnica.

La instilacion de la quimioterapia, debe de realizarse las primeras
horas tras la realizacién de la RTU, ya que tras ese tiempo se ha
demostrado que las células tumorales se implantan y la dosis ya no es
eficaz. (48). En todos los estudios la instilaciéon se administré dentro de las
24 horas. Para mejorar la eficacia de la instilacion, se deben disefiar

practicas flexibles que permitan que se administre lo antes posible
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después de la RTU, preferiblemente dentro de las primeras dos horas tras

la misma.

B) Instilaciones adicionales de quimioterapia intravesical adyuvante

La indicacién de terapia intravesical adyuvante adicional va a
depender del riesgo pronéstico, ya comentado en apartados anteriores
(Tabla 2). En pacientes de bajo riesgo una instilacién de quimioterapia
Unica postoperatoria reduce el riesgo de recurrencia y se considera el
tratamiento estandar y completo (47). Para pacientes de riesgo intermedio,
sin embargo, una instilacién inica es un tratamiento incompleto debido a la
alta probabilidad de recurrencia y / o progresion. La duraciéon y la
frecuencia de las instilaciones de quimioterapia repetidas siguen siendo

controvertidas; sin embargo, no debe exceder de un afio (49).

» Bacilo de Calmette -Guérin (BCG) intravesical

A) Eficacia de la BCG en recurrencia y progresiéon de TVNMI

Existe multiples estudios que demuestran la eficacia de la BCG
intravesical en cuanto a recurrencia de enfermedad. Por un lado contamos
con varios metanalisis que han confirmado que la BCG después de RTU es
superior a RTU en monoterapia o RTU con quimioterapia para prevenir la
recurrencia de TVNMI (50,51). En otro metanalisis (52) se han evaluado los
datos individuales de 2.820 pacientes incluidos en nueve ensayos clinicos
aleatorizados que han comparado MMC frente a BCG. En los ensayos con
mantenimiento de BCG, hubo una reduccién del 32% en el riesgo de
recurrencia de BCG en comparacién con MMC, pero un aumento del 28% en
el riesgo de recurrencia para los pacientes tratados con BCG en los ensayos
sin mantenimiento con BCG. Por otro lado, nos encontramos con tres
ensayos clinicos aleatorizados en los que se incluyeron tumores de riesgo

intermedio y alto que compararon la BCG con epirubicina e interferén (53),

38



MMC (54) y epirrubicina (55) y que confirman la superioridad de BCG para

la prevencién de la recidiva tumoral, siendo este efecto es duradero (55).

En lo que respecta a la progresion existen varios metanadlisis que han
demostrado que la terapia con BCG retrasa y reduce el riesgo de progresion
de los TVNMI (56,57). Uno de ellos, realizado por el Grupo de Canceres
Genito-Urinarios de la EORTC evalu6é los datos de 4.863 pacientes
incluidos en 24 ensayos clinicos. Con una mediana de seguimiento de 30
meses, los tumores progresaron en el 9,8% de los pacientes tratados con
BCG en comparacion con el 13,8% en los grupos de control (RTU en
monoterapia, RTU y quimioterapia intravesical o RTU asociada a otra
inmunoterapia). Asimismo demostr6 una reduccion del 27% en las
probabilidades de progresién con el tratamiento de mantenimiento con
BCG. (57). Un ensayo clinico aleatorizado con seguimiento a largo plazo
mostré un numero significativamente menor de metdastasis a distancia y
una mejor SLP y SG en los pacientes tratados con BCG en comparacién con
epirrubicina (55). Por el contrario, otro metanalisis no pudo confirmar
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre MMC y BCG en

cuanto a progresién o supervivencia (52).

Los resultados contradictorios entre los diferentes estudios y
metanadlisis podrian ser explicados por las diferentes caracteristicas de los
pacientes, la duracién del seguimiento, la metodologia y el poder
estadistico. Sin embargo, la mayoria de los estudios mostraron una
reduccion del riesgo de progresion en tumores de riesgo alto e intermedio

si se aplicaba un programa de mantenimiento con BCG.

B) Toxicidad de la BCG

El tratamiento intravesical con BCG se asocia a mas toxicidad
comparado con la quimioterapia intravesical (57). Sin embargo, los efectos

secundarios graves grado III-IV, se encuentran en menos del 5% de los
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pacientes y pueden tratarse eficazmente en casi todos los casos,
demostrandose que la mayoria de los efectos secundarios locales y
sistémicos (entre los que se encuentran hematuria, prostatitis,
orquioepididimitis, fiebre, artralgias, sindrome pseudogripal...) que se
observan durante la induccién y los primeros 6 meses de mantenimiento no
suelen aumentar durante el mantenimiento (58). Las toxicidades que
requirieron la interrupcién del tratamiento se observaron con mas
frecuencia durante el primer afio de tratamiento (59). Asi mismo, los
sintomas que aparecen pueden ser causados por efectos secundarios del
tratamiento con BCG o por el tumor vesical en si. En consecuencia, la carga
de sintomas se reduce una vez finalizado el tratamiento en un nimero

significativo de pacientes (60).

C) Duraciéon de la BCG

Las dosis de induccién de BCG se administran de forma habitual de
acuerdo con el programa empirico de seis semanas presentado por Morales
y cols. (61). Para conseguir una eficacia éptima como se ha comentado
anteriormente, la BCG debe administrarse con un programa de
mantenimiento (56,57). En un metanalisis, Bohle y cols. (56) concluyeron
que al menos era necesario un afo de BCG de mantenimiento para obtener
la superioridad de BCG sobre MMC para la prevencién de la recurrencia o

progresion.

A pesar de todo no se conocen completamente el nimero 6ptimo de
instilaciones de induccién y la frecuencia y duraciéon o6ptimas de las
instilaciones de mantenimiento. En un ensayo clinico aleatorizado de 1355
pacientes, la EORTC ha demostrado que cuando se administra BCG en dosis
completa, el mantenimiento de tres afios (3 instilaciones semanales en los
meses 3, 6, 12, 18, 24, 30 y 36) reduce la tasa de recurrencia en
comparacién con un afio en pacientes de riesgo alto pero no intermedio, sin

diferencias significativas en SLP y SG. (62)

40



D) Indicaciones de BCG

Tras comentar las evidencias existentes, las guias de practica clinica
(42) recomiendan la utilizacién de BCG en pacientes alto riesgo con la dosis
de induccién y mantenimiento de 3 afios. En lo que respecta a pacientes de
riesgo intermedio es necesario individualizar las caracteristicas de los
mismo para indicar tratamiento con BCG (mas toxicidad) durante 1 afo o

quimioterapia intravesical durante el mismo tiempo.

* Nuevas terapias en TVNMI de alto riesgo

A) Pacientes no respondedores a BCG

El fallo al tratamiento con BCG ha sido definido como la aparicién de
un nuevo tumor vesical tras tratamiento con BCG (63). Esta definicién
incluye a grupos de pacientes muy heterogéneos, por lo que se han creado
una serie de subgrupos con definiciones mas concretas para poder ser

correctamente estudiados a la hora de incluirse en ensayos clinicos (64,65):

o Tumor refractario a BCG (BCG refractory): Persistencia de tumor de
alto grado a los 6 meses a pesar de tratamiento adecuado con BCG
(Definido por la FDA y consistente en haber recibido al menso 5 de las
6 dosis inducciéon y 2 de mantenimiento (66)). También incluye
cualquier progresion de estadio o de grado a los 3 meses del primer
ciclo de BCG. Es el tipo de fallo de peor pronéstico con una SLP a 10
afios del 51% (64,65)

o Recaida a BCG (BCG relapsing): Recurrencia del tumor de alto grado
después de completar el mantenimiento con BCG, a pesar de una
buena respuesta inicial (Al menos 6 meses sin presencia de tumor

vesical). Es el mas frecuente con un porcentaje del 61% (64,65)
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o No respuesta a BCG (BCG unresponsive): Pacientes refractarios o con
recaida a BCG. Son los pacientes que tienen mas riesgo de progresion
y recurrencia, siendo por tanto, pacientes que no suelen ser

candidatos a nuevas sesiones de BCG. (64,65)

o Intolerancia al BCG (BCG intolerant): Persistencia de la enfermedad
debido a no poder completar el tratamiento con BCG por efectos

secundarios graves. (64,65)

En la actualidad el tratamiento estdndar con un grado de
recomendacion fuerte por las guias europeas de Urologia en pacientes no
respondedores a BCG es la cistectomia radical, no obstante con un grado de
recomendacion débil estos pacientes pueden entrar en un ensayo clinico

(42).

En el afio 2020, han empezado a publicarse los resultados de
diferentes ensayos clinicos basados en inmunoterapia (mas adelante se
explicard detenidamente los mecanismos de accién de los inhibidores de
punto de control, el tipo de inmunoterapia en le que se basan las nuevas
moléculas de tratamiento) para este tipo de pacientes. Existen 15 ensayos
en marcha, de los cuales el KEYNOTE 057 es el mas importante actualmente

debido a las implicaciones de sus primeros resultados. (66)

El ensayo KEYNOTE 057 es un estudio fase I de brazo Unico en el
que se utiliz6 pembrolizumab en pacientes con TVNMI no respondedores a
BCG y/o pacientes con carcinoma in situ con o in papilas. Para su inclusién
en el estudio, los pacientes debian haber recibido tratamiento adecuado de
BCG, segtn la definiciéon de la FDA, y rechazar o no ser candidatos a una
cistectomia radical. Posteriormente recibieron pembrolizumab 200 mg
intravenoso cada tres semanas durante un maximo de dos afios, o hasta el
desarrollo de recurrencia, progresion o toxicidad significativa. El objetivo

primario fue la tasa de respuesta completa. Los resultados iniciales del
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ensayo se presentaron en febrero de 2019 y demostraron una tasa de
respuesta completa del 38,8% a los tres meses. Tras la presentacion de
estos datos, el pembrolizumab recibié la aprobacién de la FDA en enero de
2020. Posteriormente en ASCO-GU 2020, se presentaron resultados mas
maduros tras 28,4 meses de seguimiento, La tasa de respuesta completa fue
del 40,6% y la duraciéon media de la respuesta fue de 16,2 meses. Entre los
39 pacientes con respuesta completa, 18 (46,2%) tuvieron una respuesta
completa de mas de 12 meses de duracién. Entre los 36 pacientes que se
sometieron finalmente a una cistectomia radical, tres pacientes (8,4%)
presentaron una enfermedad mausculo-invasiva, mientras que 33
pacientes (91,6%) no presentaron un estadio patolégico superior. Un 85%
de los pacientes presentaron efectos adversos, pero inicamente en el 12,7%

fueron grado Il o IV.

Otro de los ensayos a destacar por haber presentado sus primeros
resultados es el SWOG S1605 (67), el cual evalia la respuesta con
atezolizumab en pacientes con TVNMI no respondedores a BCG con o sin
CIS. Se han presentado los primeros los resultados en los pacientes del
grupo con CIS. El 41% de los pacientes presenté respuesta completa a los 3
meses y el 26% a los 6 meses. El 83% de los pacientes presentaron algin
tipo de toxicidad, siendo un 12,6% de tipo III o IV. Concluyen comunicando
que la eficacia a los 3 meses parece ser comparable entre atezolizumab y

pembrolizumab.

B) Pacientes sin tratamiento previo con BCG
En este subgrupo de pacientes todavia no existe ningtin tratamiento

inmunoterapico aprobado, estando actualmente en desarrollo 5 ensayos

clinicos de los cuales no se han publicado atn resultados.
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5.2) Tratamiento del TVMI

¢ Neoadyuvancia:

El tratamiento estandar para los TVMI es la cistectomia radical, pero
la supervivencia de los pacientes sometidos a esta técnica es solo del 50% a
5 afios, por lo que es necesario usar tratamiento neoadyuvante para el

intento de mejora de estos resultados:

* Quimioterapia: Desde los afios 80, se han venido utilizando
regimenes de quimioterapia basada en cisplatino para el tratamiento
neoadyuvante de los pacientes con TVMI. Multiples ensayos clinicos
fase III (68,69,70), demostraron la eficacia de este tipo de
quimioterapia, no obstante era complicado sacar conclusiones al
agruparlos, debido a las diferencias en sus criterios de inclusion y
seguimiento (Cisplatino solo o asociado, estadios clinicos distintos,

tratamiento definitivo distinto...)

Un metaanalisis, publicado en 2005 (71) con datos
actualizados de pacientes de 11 ensayos aleatorizados (con una n de
3005 pacientes) demostro6 un beneficio de supervivencia significativo
a favor de la neoadyuvancia con cisplatino. Uno de los metanalisis mas
recientes (72), incluy6 cuatro ensayos aleatorizados adicionales y
utilizé los resultados actualizados de ensayos previos, confirmando
los datos publicados anteriormente y mostrando una mejora de la
supervivencia a los cinco afios del 8%. Las respuestas patoldgicas
completas tras la cistectomia ocurren en un 20-35% de los pacientes,
y en aproximadamente el 50% de los casos se obtiene una reducciéon

del estadio tumoral a enfermedad no musculo-invasiva (73)

En los estudios analizados, solo la quimioterapia combinada

con cisplatino y al menos un agente quimioterapéutico adicional
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produjo un beneficio terapéutico significativo (71). Las
combinaciones probadas fueron metotrexato, vinblastina,
adriamicina (epirrubicina) mas cisplatino; cisplatino, metotrexato
mas vinblastina; cisplatino y metotrexato; cisplatino y adriamicina;

cisplatino y 5-fluorouracilo (73).

La mayoria de los estudios de neoadyuvancia con
quimioterapia, se han realizado en pacientes con TVMI de origen
urotelial, no estando claro el beneficio de la misma cuando no son de
esta histologia, a excepcion de los tumores neuroendocrinos que han
demostrado mejora en la supervivencia global en estudios

retrospectivos (74).

Teniendo en cuenta los datos anteriores, las guias europeas de
urologia recomiendan tratamiento neoadyuvante con quimioterapia
en combinacién con cisplatino a todo paciente (fit para
quimioterapia) con TVMI T2-4 c¢cNO MO, con un grado de

recomendacion fuerte (75).

Inmunoterapia: Estdn en marcha maultiples ensayos clinicos en
neoadyuvancia con inmunoterapia en agente Unico, con 2 farmacos y
en combinacién con quimioterapia, pero a dia de todavia no existe
aprobaciéon de los mismos. Se han publicado resultados del estudio
fase II PURE 01 (76), en el cual se utiliza pembrolizumab con unos
resultados prometedores (la tasa de pTO fue del 37%y la tasa de pT <
1 fue del 55%) y escasos efectos secundarios en comparacién con la
quimioterapia, asi como los del ABACUS (77), utilizando en este caso
atezolizumab con resultados similares al estudio anterior (tasa de

pTO del 31%).
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Cistectomia radical: Se considera el tratamiento estandar del TVMI (78), no
obstante en los ultimos afios han surgido nuevas terapias basadas en
quimioterapia y radioterapia para el intento de conservacion vesical y por
tanto de la mejoria de la calidad de vida de los pacientes, de lo cual

hablaremos mas adelante.

» Indicaciones: La cistectomia radical estd indicada con intencién
curativa en tumores T2-T4a, Nx, MO; TVNMI de alto riesgo y
recidivantes o no controlables mediante RTU asi como como tumores
sin respuesta a BCG (79). También se puede realizar como terapia de
rescate tras el fallo de la conservacidén vesical. Se utiliza en ocasiones
como terapia paliativa en caso evolucionados (>T4a, M1) o pacientes
muy afiosos o con multiples comorbilidades con sintomatologia

importante (hematuria incoercible, dolor...).

En lo que respecta al momento de la realizacion de la
cistectomia se recomienda que no debe superar los 3 meses tras el
diagnodstico de TVMI. Estos datos se han visto apoyados por varios
estudios entre los que se encuentran uno realizado por Ayres y cols.
(80) con 543 pacientes sometidos a cistectomia donde se observé un
beneficio estadisticamente significativo en SG en pacientes
intervenidos en los 90 primeros dias tras el diagndstico. Otro estudio
con resultados similares, analiz6 los pacientes sometidos a
cistectomia del programa estadounidense de vigilancia
epidemiolégica entre 1992 y 2001, llegando a la conclusion de que
retrasar la cirugia mas de 90 dias tiene un impacto negativo en la

supervivencia. (81).

» Técnica: En los hombres, la cistectomia radical estandar incluye la
extraccion de la vejiga, la préstata, las vesiculas seminales, los
uréteres distales y los ganglios linfaticos regionales. En las mujeres, la
cistectomia radical incluye la extirpacién de la vejiga, la uretra

completa y la vagina adyacente, el dtero, los uréteres distales y los
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ganglios linfaticos regionales (82). En ambos sexos se realiza de tras
la cistectomia y linfadenectomia una derivacién urinaria ya sea
abdominal, uretral o rectosigmoidea, en funcién de las caracteristicas

y prioridades del paciente.

Hemos comentado que la cistectomia incluye tanto en hombres
como en mujeres una linfadenectomia estandar de los ganglios
linfaticos regionales (implica la los ganglios iliacos internos,
presacros, obturador interno, iliaco externo y cranealmente hasta la
bifurcacién iliaca comun). No obstante, no se conoce el alcance 6ptimo
de la linfadenectomia y si esta debe hacerse de forma mas extendida
(incluyendo los ganglios hasta la bifurcacion aortica en el caso de la
extendida y llegando hasta la arteria mesentérica inferior en la
superextendida) (83,84). Un reciente metandlisis incluy6 estudios
con mas de 19.000 pacientes concluy6 que a pesar de la
heterogenicidad de los datos se evidenciaba que cualquier tipo de
linfadenectomia es mejor que no realizarlas, asi como que la
extendida parece ser superior en términos en supervivencia frente a
la estandar sin encontrar diferencias con la superextendida (85). Un
estudio prospectivo fase III del afio 2019 con 401 pacientes no
demostré ventajas en SLP, SG y tasa de recurrencia de la
linfadenectomia extendida sobre la estandar (86). Por tanto y hasta la
publicacién de nuevos estudios, se recomienda por parte de las guias
europeas de urologia con grado de recomendacion fuerte la

realizacion de linfadenectomia (al menos estandar) (75).

La cistectomia radical puede realizarse de forma abierta, por
laparoscopia y asistida por robot. Clasicamente la técnica estdndar
era abierta, pero con la llegada de la cirugia minimamente invasiva
primero con la laparoscopia y posteriormente con el robot, ha hecho
que cada vez mas centros se decanten por estas dos ultimas técnicas.
Existen multitud de estudios comparando las técnicas, realizando

Novaray cols. (87) en metanalisis en 2015 con la evidencia disponible

47



hasta ese momento, concluyendo que la técnica asistida por robot
puede proporcionar algunas ventajas términos de pérdida de sangre,
tasa de transfusién, estancia hospitalaria y complicaciones
postoperatorias sobre la técnica laparoscopica y abierta, teniendo la
ventaja la técnica abierta de menor tiempo operatorio (influyendo en
este pardmetro de forma importante la habilidad y curva de
aprendizaje del urélogo). En lo que respecta a resultados oncolégicos,
ha sido publicado recientemente el ensayo clinica aleatorizado de no
inferioridad fase Il RAZOR, que comparaba la SLP a 2 afios y la
seguridad entre la cistectomia abierta y la asistida por robot.
Observaron tras incluir a 350 pacientes en el estudio que la SLP a 2
afios con la técnica robotica fue de 72,3% (IC al 95% de 64,3% a 78,8)
frente al 71,6% de la técnica abierta (IC al 95% de 63,6% a 78,2)
siendo estos resultados estadisticamente significativos (p<0,001),
indicando por tanto la no inferioridad de la técnica robética. Asi
mismo, tampoco existieron diferencias significativas en las

complicaciones. (88)

Técnica multimodal de preservaciéon vesical (TMPV): Este tipo de

tratamiento combina RTU, radioterapia tras la misma para el control local y

ganglionar asi como quimioterapia concomitante para potenciaciéon de la

radioterapia y eliminaciéon de las micrometastasis. No existen estudios

aleatorizados que comparen adecuadamente los resultados de la cistectomia

radical y la TMPV, por lo que la cistectomia radical continia siendo el

tratamiento estandar para pacientes con TVMI.

Indicaciones: Se puede realiza en pacientes que no son candidatos a
cistectomia, mas de manera paliativa que curativa; y por otro lado y
en donde la técnica tiene mas sentido, en pacientes que no desean
cistectomia para intentar mejorar su calidad de vida, siendo condicién
importante para el éxito de la técnica que sean tumores de pequefio
tamafo T2, sin componente de Cis y con ausencia de hidronefrosis.

(89)
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» Técnica: El tratamiento TMPV, incluye una RTU del tumor de la vejiga
lo mas completa posible, seguida de radioterapia con quimioterapia
concomitante. Un programa de radioterapia estdndar incluye
radiacién sobre la vejiga y los ganglios linfaticos pélvicos limitados a
una dosis inicial de 40 Gy, con un refuerzo de toda la vejiga a 54 Gy y
un refuerzo adicional del tumor a una dosis total de 64-65 Gy. La
quimioterapia suele utilizar el cisplatino y la mitomicina C mas 5-
fluorouracilo. Se debe realizar una nueva RTU con biopsia tras
completar el TMPV, para identificar lo antes posible a los pacientes no
respondedores para ofrecer cistectomia radical de rescate. La SLP a 5
afiosy la SG varian del 50% al 82%y del 36% al 74%, respectivamente
segln las series, con tasas de cistectomia de rescate del 25-30%. No
hay datos definitivos que respalden el beneficio del uso de
quimioterapia neoadyuvante o adyuvante. Es fundamental para

obtener buenos resultados la seleccién adecuada de pacientes (90).

Adyuvancia: Existen datos limitados acerca de si la adyuvancia con
quimioterapia en pacientes T3/T4 o N+, aporta mejoria en SG frente a la
quimioterapia tras progresion de la enfermedad. En uno de los metanalisis
mas recientes, se incluyen 9 ensayos aleatorizados con 945 pacientes,
llegando a la conclusién de que existe un beneficio en SLP y SG en los
pacientes que reciben quimioterapia adyuvante (91). No obstante, el nivel de
evidencia es bastante bajo debido a la heterogenicidad y metodologia de los
ensayos incluidos por lo que las guias europeas de urologia, recomiendan
ofrecer el uso de la quimioterapia adyuvante solo si no se ha pautado
quimioterapia neoadyuvante (75). Existen varios estudios con
inmunoterapia (con nivolumab, atezolizumab y pembrolizumab), pero no se

han publicado resultados a dia de hoy.
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5.3) Tratamiento de la enfermedad metastdsica

Aproximadamente un 15% de los pacientes con un TVMI presentardn
metastasis en el momento del diagndstico y un 50 % de los intervenidos mediante
cistectomia desarrollaran metastasis (92). Debemos saber que antes de la apariciéon
de la quimioterapia basada en cisplatino, la supervivencia media de estos pacientes
era de entre 3 y 6 meses (93), no obstante la inmunoterapia ha irrumpido con fuerza
en este estadio de la enfermedad mejorando ain mas los resultados de la

quimioterapia con menores efectos secundarios.

e Primeralinea de tratamiento

En la actualidad tenemos dos tipos de tratamiento en primera linea,
por un lado la quimioterapia basada habitualmente en una combinacion de
cisplatino en pacientes fit para este tratamiento (definido por la EORTC
como pacientes con una tasa de filtrado glomerular mayor a 60 ml/min y
ECOG menor o igual a 2) o bien quimioterapia sin cisplatino o

inmunoterapia en pacientes unfit.

Existen 2 tipos de terapia basadas en cisplatino que se utilizan como
primera linea de tratamiento. En primer lugar la combinacién de
metotrexate, vinblastina y adriamicina con cisplatino (MVAC) que demostré
en un ensayo fase Il con 405 pacientes una mediana de SLP de 7,7 meses y
de SG de 15,2 meses, frente a la combinacién alternativa de gemcitabina y
cisplatino con una SLP de 8,3 meses y de SG de 14 meses siendo la
comparacién de resultados no estadisticamente significativa (P: 0,66 para la
SLP y P: 0,53 para la SG) (94). Hemos visto por tanto que ambas
combinaciones son eficaces, por lo que la menor tasa de toxicidad de
gemcitabina con cisplatino, ha hecho que actualmente sea el estandar de
tratamiento (95). Se ha propuesto afadir paclitaxel a la combinacién
cisplatino y gemcitabina, pero los resultados de un estudio fase IIl con 626
pacientes que comparaba ambos regimenes no demostré diferencias

significativas en supervivencia, aunque si se observo una mejor tasa de
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respuesta objetiva (55% vs 43,6%, p:0,031) para la combinacién que incluia

paclitaxel, sin aumento de la toxicidad (96).

En pacientes unfit para cisplatino, que son aproximadamente el 50%
de todos los que se tratan (97), antes de la irrupcion de la inmunoterapia y
actualmente cuando no son candidatos a la misma (PD-L1 negativo) se
utilizan los esquemas basados en carboplatino como son metotrexate,
carboplatino y vinblastina (M-CAVI) o bien carboplatino con gemcitabina.
Ambos esquemas han demostrado en ensayos fase Il y III que los
comparaban eficacia y perfil de toxicidad similares, por lo que son

utilizados para el tratamiento en esta fase de la enfermedad (98).

Recientemente han sido publicados los resultados del estudio fase III
JAVELIN Bladder 100 que comparaba aplicar terapia con avelumab (anti
PD-L1) con cuidados estandar frente a cuidados estandar en pacientes que
habian recibido quimioterapia con cisplatino o carboplatino en primera
linea y no habian progresado. El objetivo primario fue la SG en toda la
poblacién y en los pacientes PD-L1 positivos. Se aleatorizaron 700
pacientes,  obteniendo una mediana de SG en poblacién total en el grupo
de avelumab de 21,4 meses frente a 14,3 meses del grupo control (HR 0,69
con IC al 95% de 0,56 -0,86, p:0,001) (99). En pacientes PD-L1
positivos, los resultados  incluso mejoraron a los de la poblacién general.
Por tanto y trasla publicacién de estos resultados, tanto la FDA como la
EMA han autorizado el uso de avelumab para su aplicacién como
terapia de mantenimiento tras en pacientes con enfermedad estable tras

quimioterapia de primera linea.

Como hemos comentado anteriormente, han sido aprobados varios
tratamientos inmunoterapicos, pembrolizumab (anti-PD1) y atezolizumab
(anti PD-L1), en pacientes unfit para cisplatino con PD-L1 positivo en el
tumor. Pembrolizumab fue aprobado tras la publicacion del ensayo fase Il
KENOTE 052 con 370 pacientes en un solo brazo, donde se observo una tasa

de respuesta objetiva del 29% y una remision completa en el 9% (100). En
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el caso de atezolizumab, el estudio que dio lugar a su aprobaciéon fue el
IMvigor 210, ensayo fase II con brazo Unico y 123 pacientes, siendo en este
caso la tasa de respuesta objetiva del 23% y de remision completa del 9%

(101).

e Segunda linea de tratamiento

En los ultimos afios la inmunoterapia también ha irrumpido con
fuerza en la segunda linea de tratamiento de los tumores vesicales
metastasicos. No obstante, la quimioterapia sigue vigente en aquellos
pacientes que han progresado en primera linea tratamiento a
inmunoterapia. Suelen utilizarse regimenes basados en paclitaxel y
gemcitabina o incluso cisplatino sin son fit para el mismo (102). Estos
tratamientos se basan en estudios con pocos participantes y poca evidencia
ya que no son muchos los pacientes que llegan a estas fases y muchas veces

son candidatos a entrar en ensayos clinicos.

Nos encontramos por otro lado con pacientes que han recibido
quimioterapia en primera linea, siendo en este caso candidatos a
inmunoterapia en esta segunda linea de tratamiento. Multiples moléculas
han demostrado su eficacia como han sido pembrolizumab, atezolizumab,
nivolumab, durvalumab (anti PD-L1) y avelumab; no obstante y debido a su
mayor grado de evidencia por basarse su aprobacién en un estudio fase III,
el pembrolizumab es el mas recomendado por las guias europeas de
urologia en esta fase del tratamiento (75). En dicho estudio fase III, se
incluyeron 542 pacientes que recibieron pembrolizumab o quimioterapia
en segunda linea de tratamiento. La SG alcanzada fue de 10,3 meses (IC del
95% de 8-11,8 meses) en el grupo de pembrolizumab , frente a 7,4 meses (
IC del 95% de 6,1-8,3 meses) en el grupo de quimioterapia (p:0,002), siendo
estas diferencias a diferencias de lo que ocurria en primera linea,
independiente de la expresién de PD-L1 del tumor (103). Posteriormente
se analiz6 si existian diferencias en la calidad de vida reportada por los

pacientes de este estudio entre ambos grupos, dando como resultado que se
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producia una estabilidad o mejora de la calidad de vida en el grupo de
pacientes tratados con pembrolizumab, mientras que en el grupo de
pacientes que recibieron quimioterapia la calidad de vida disminuia a lo

largo del tratamiento (104).
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6) Respuesta inmune antitumoral

Como se ha comentado previamente en el tema anterior del tratamiento de
los tumores vesicales, la inmunoterapia esta cada vez mas en auge como alternativa
de tratamiento en diferentes puntos de la enfermedad, debido a los avances que se
han venido desarrollando los Gltimos afios en este campo. Asi mismo, en las ultimas
décadas, han aparecido evidencias de la importancia del sistema inmune en el
desarrollo del cancer, de manera que en un primer momento el sistema inmunitario
puede combatirlo para que no se desarrolle, mientras que si se produce una
disminucién por cualquier causa de la funcionalidad del mismo, el tumor puede

crecer y descontrolarse (105).

Cuando un tumor se desarrolla, el sistema inmune se expone a antigenos
nuevos que suelen aparecer por anomalias genéticas, por lo que nuestra inmunidad
puede reconocer y eliminar algunos tumores al principio de su desarrollo. Esta idea
fue desarrollada de forma primaria en los afnos 60 y 70 por Burnet proponiendo el
concepto de inmunovigilancia del cancer describiendo que el sistema inmunolégico
del huésped reconoce los antigenos de los tumores que surgen y los elimina antes
de que se vuelvan clinicamente evidentes, siendo los linfocitos claves en este
proceso (106).Durante estos afios , Thomas también puso su grano de arena al
concepto de inmunovigilancia, teorizando que los organismos complejos de larga
vida deben poseer mecanismos para protegerse contra enfermedades neoplasicas
similares a los que median los rechazos de homoinjertos (107). Posteriormente,
surgieron evidencias en contra de esta teoria como el trabajo desarrollado por
Stutman en 1974, en el cual no apreciaba diferencias en la apariciéon de cancer en
ratones atimicos en comparacién con normales de tipo salvaje, siendo los Unicos

tumores mas frecuentes en los inmudeprimidos los mediados por virus (108).

Un punto importante de la respuesta inmune antitumoral es conocer c6mo el
sistema inmunolégico puede reconocer las células cancerosas y distinguirlas de las
células normales. Las células tumorales, poseen una serie de alteraciones en genes

que codifican proteinas que el sistema inmune reconoce llamados antigenos
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especificos de tumores, pero al mismo tiempo también expresan otro tipo de
antigenos llamados asociados a tumor que también pueden expresarse en células

sin tumor evitando asi que el sistema inmune pueda reconocerlas (109,110).

Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), también
denominado en humanos como antigeno leucocitario humano (HLA) desempefian
un papel crucial en la interacciéon de las células tumorales con el sistema inmunitario
del huésped, ya que puede identificar los diferentes tipos de antigeno y presentarlos
a los linfocitos T citotéxicos (LTC) o CD8+. Las moléculas del CMH-I se expresan en
la superficie de las células diana y son reconocidas por el receptor de células T (TCR)
de los LCT, CD8 +. Cuando este reconocimiento ocurre junto con moléculas
coestimuladoras, como la que se establece entre CD28 y CD80, los LCT se activan

(Figura 1) y conducen a la destruccién de las células cancerosas. (111)

IL.infocito T

Célula tumoral

Figura 1: Reconocimiento de la Célula tumoral por el LTC. Reconocimento por el linfocito T de la célula
tumoral a través del complejo HLA-I -TCR, y activacién del mismo mediante moléculas coestimulaodoras CD28-

CD80.
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Las células natural killer (NK) son linfocitos del sistema inmune innato que
pueden eliminar células tumorales al igual que ocurria con los LTC. Las células NK
expresan el receptor NKG2D un receptor que reconoce moléculas conocidas como
ligandos NKG2D, que en humanos incluyen el reconocimiento de MIC-A, MIC-B, ULB,
que son proteinas de tipo CMH-I modificadas y que se encuentran en células
tumorales y no en células normales. Tras este reconocimiento, las células NK son

capaces de destruir las células tumorales (112,113,114).

A pesar de los trabajos presentados anteriormente, que muestran evidencias
del concepto de inmunovigilancia, los tumores aparecen y se desarrollan en
pacientes sanos no inmunodeprimidos, por lo que parece que es insuficiente para
explicar las complejas interacciones que se producen entre el sistema inmunolégico
y el tumor. A raiz de ello surgio el concepto de inmunoedicién del cancer, que ocurre
cuando se produce una intensa inmunovigilancia que lleva a la destrucciéon de las
células tumorales, pero al mismo tiempo se seleccionan las células tumorales menos

inmunogénicas que pueden escapar de la vigilancia y desarrollarse (115).

La inmunoedicién se puede dividir en 3 fases (116) (Figura 2): La primera
fase se denomina eliminacién mediada por la inmunidad innata y adaptativa,
comentada previamente, donde el sistema inmune detecta y elimina células
tumorales en estadios tempranos antes de que el tumor se vuelva clinicamente
relevante (117). Si consiguen destruirse todas las células tumorales, la
inmunoedicidn finaliza aqui, si no continua con la fase de equilibrio donde el sistema
inmune controla el crecimiento tumoral, pero sin eliminar todas las células
cancerosas, que quedan en un estado de latencia. Se promueve entonces la edicién
del tumor acumulando cambios y mutaciones en el DNA y en la expresién génica,
alterando su fenotipo, de manera que se seleccionan aquellos de baja
inmunogenicidad que son resistentes a las células del sistema inmune (118). Estas
células seleccionadas, son las que consiguen pasa a la tercera etapa denominada
escape, en la cual son capaces de crecer y progresar, creando posteriormente

tumores clinicamente relevantes (119).
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Esta fase representa la incapacidad del sistema inmune en eliminar las células
tumorales, ademas de contribuir a la progresién tumoral seleccionando las células

tumorales mas agresivas (120).

a) Rejection b) Equilibrium c) Escape
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Figura 2: Fases de la Inmunoedicion: A) En la primera fase de eliminacién, las células y moléculas de
inmunidad innata y adaptativa pueden eliminar el tumor en desarrollo y proteger al huésped del tumor. Sin
embargo, si este proceso no tiene éxito, las células tumorales pueden entrar en un estado de equilibrio (b), donde
pueden ser mantenidas en un estado de latencia y a su vez editadas por el sistema inmunolégico seleccionando
nuevas poblaciones de variantes tumorales. Estas variantes pueden eventualmente evadir el sistema
inmunolégico por una variedad de mecanismos y escapar a la inmunovigilancia (c). Adaptado desde: Schreiber
RD, Old L], Smyth MJ. Cancer immunoediting: integrating immunity's roles in cancer suppression and promotion.
Science. 2011 Mar 25;331(6024):1565-70. (116)
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El escape inmunitario del tumor lleva a una mala progresiéon y un fallo en la
inmunoterapia del cancer (121). Las células tumorales han desarrollado multiples
mecanismos de escape inmunitario entre los que podemos encontrar la activaciéon
de células con actividad supresora (122), alteraciones de los antigenos tumorales,
pérdida del HLA-I (123), pérdida de ligandos NKG2D (124), expresion de ligandos
inactivadores de linfocitos como PD-L1 y CTLA-4 (125) ... En los siguientes puntos,

trataremos algunos de las mas importantes en el contexto de esta investigacion.
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7) Alteraciones del HLA-I

Como se ha comentado anteriormente, se piensa que los LTC son los
principales implicados en el reconocimiento de las células tumorales, pero necesitan
reconocer los antigenos tumorales mediante el HLA-I que se puede encontrar el la
superficie de las células tumorales. En caso de alteracién de este sistema, no se
podrian reconocer de forma correcta las células tumorales y por tanto podrian
crecer y descontrolarse. Vamos a ver mas en profundidad este tipo de mecanismo

de escape a lo largo de este punto.

7.1 Estructura y funcién del HLA

El CMH es el encargado de la presentacién de antigenos a los linfocitos T y en
la distincién inmunolégica entre las células propias y extraiias. En los seres

humanos, el CMH, también se conoce como HLA.

Existen dos grupos de moléculas de HLA: HLA de clase I (HLA-I) representada
principalmente en humanos como HLA-A, HLA-B y HLA-C, y HLA de clase II (HLA-
I1), que incluyen HLA- DP, HLA-DQ y HLA-DR. Las moléculas de HLA-I se expresan
en todas las células nucleadas de los vertebrados, excepto en los espermatozoides;
mientras que las moléculas de HLA-II suelen estar presentes en células
presentadoras de antigeno como por ejemplo células dendriticas y fagocitos. El HLA-
[ esta constituido por las moléculas clasicas o clase Ia, HLA-A, HLA-B y HLA-C (126)
y no clasicas o clase Ib: HLA-E, HLA-F y HLA-G (127) similares a las clasicas, pero

con diferentes funciones.

HLA-I es un heterodimero formado por una cadena pesada o alfa (a) de 45
KD (codificado por genes en el cromosoma 6) unido a una cadena ligera denominada
B2-microglobulina ($2m) de 12 KD (el gen se encuentra en el cromosoma 15). HLA-
I se asocia con un péptido que proporciona estabilidad al complejo (128). La cadena
pesada de HLA contiene 5 dominios en tres regiones: extracelular, transmembrana
e intracitoplasmatica. El dominio extracelular se divide en tres dominios (a1, a2 y

a3) con 90 aminoacidos cada uno. La cadena pesada es muy polimorfica,
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especialmente en los dominios al, a2 que forman una regiéon hipervariable que
forma un surco de unién de péptidos. Esta region es reconocida por el TCR, mientras
que el dominio a3, se une a la molécula CD8 de LTC. El complejo de la f2m es

reconocido por el TCR de los LTC, induciendo proliferacion de citoquinas y la lisis

de las células diana (130).
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al antigeno al
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Figura 3: Estructura del HLA-I: Se observa la composicién del HLA-I, formado por una cadena pesada dividida
en tres dominios (al, a2 y a3) unido a una cadena ligera f2m. Adaptado desde: Yang Y. Generation of major

histocompatibility complex class [ antigens. Microbes Infect. 2003 Jan;5(1):39-47. (129)
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Las moléculas de HLA-II estan formadas por dos cadenas, denominadas o y
B, que forman un dimero en la superficie celular. Estas cadenas se unen a un péptido
para proporcionar estabilidad al complejo, tal y como ocurria en el HLA-I, pero en
este caso algo mas grande. Como se ha comentado, el HLA-II, se expresa en células
presentadoras de antigeno (Células dendriticas, linfocitos B, macréfagos, células
endoteliales, linfocitos T activados y células timicas), teniendo como principal
funcién presentar péptidos a linfocitos CD4 + (131). Si estos linfocitos reconocen al
péptido como extrafio, inducirdn la proliferacién y activacién de macroéfagos y

linfocitos B, que secretardn anticuerpos especificos contra el péptido.

7.2 Pérdida de HLA-I y escape tumoral

El HLA-I representa un mecanismo importante para la respuesta
inmunolégica contra en cancer, debido a su implicacién en el reconocimiento de
células tumorales por LTC (132), siendo por tanto indispensables para la
identificacién y eliminacién de células tumorales en etapas tempranas, y también
responsable mediante el proceso de inmunoedicién de la selecciéon de variantes
inmunoresistentes. Se ha publicado en diferentes tipos de tumores (melanoma,
vejiga, colorrectal, pulmén, mama renal...) una pérdida o disminucién del HLA-I, lo
que produce un escape tumoral, facilitando la el crecimiento y/o diseminacién del
tumor (123,133,134,135,136). Este sistema también es utilizado por diferentes
tipos de virus para evitar ser reconocidos y posteriormente eliminados por el

sistema inmune (137).

Como se ha explicado anteriormente, las alteraciones del HLA-I pueden ser
diversas, desde su pérdida completa a diferentes tipos de pérdida parcial,

estableciéndose varios tipos de fenotipos (138):

e Fenotipo I: Pérdida total de las moléculas HLA-I. Este fenotipo se caracteriza

por la ausencia de cualquier expresién de antigeno HLA-I en las células

61



tumorales y esta presente en diferentes grados en distintos tumores. Suele
estar causado por defectos el gen que codifica a la f2m y que resultan en la
falta de expresiéon de una de las cadenas funcionales (139). Se produce por
una inactivacién bialélica del gen de la f2m, resultado de una mutacién de
una copia del gen asociada a pérdida de otra copia en un proceso de pérdida
de heterocigosidad. (140). Otra de las causas de la alteracién del HLA-I se
debe a una baja expresion o a una perdida de los componentes de la
maquinaria de procesamiento antigénico (APM) (Figura 4) (141). La pérdida
o baja expresion del gen TAP1, que forma parte de la APM, se ha descrito
como uno de los mecanismos implicados., pudiendo observarse en tumores
de mama, colon, rifén, cérvix y préstata y en melanomas, con una frecuencia

de mutacién entre 10-84% (139,141).

Transporte
vesicular

E P: Complejo MHC I- péptido
i
I

Sinteis y ensamblaje de las

Reticulo moléculas de MHC I
endoplasmatico

Cadena

Tapasina pesada B2m ~)

R

Péptido

Figura 4: Maquinaria de procesamiento antigénico (APM): Se representan los pasos necesarios para que se
dé la expresién del MHC 1 a nivel de superficie, ast como las moléculas involucradas. Adaptado desde: Vyas JM,
Van der Veen AG, Ploegh HL. The known unknowns of antigen processing and presentation. Nat Rev Immunol.
2008 Aug;8(8):607-18. (142)
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Fenotipo II: Pérdida del haplotipo HLA-I. Los tumores pueden perder parcial

o totalmente uno de los dos haplotipos HLA presentes en la célula tumoral.

Fenotipo III: Regulaciéon a la baja del producto del locus HLA A, B o C. Este
fenotipo alterado se encuentra cuando ambos productos de los loci HLA A, B
o C estan regulados negativamente de manera coordinada. La pérdida de

expresion del locus de clase I se ha documentado en varios tumores.

Fenotipo IV: Pérdida alélica de HLA. Esta alteracion se define como la pérdida
de un solo alelo HLA de clase 1. Se requiere el uso de anticuerpos anti-HLA-I
que definen alelos individuales de HLA-I para establecer este diagnéstico en

los tejidos.

Fenotipo V: Fenotipos complejos que representan una combinacién de los 4
fenotipos anteriores. Para producir este fenotipo se requiere una
combinacién de dos alteraciones diferentes, por ejemplo, una pérdida de
haplotipo HLA y una regulacién negativa del locus HLA B - C (una
combinacién de los fenotipos Il y III). El resultado final es una célula tumoral

que expresa solo un alelo HLA -I.

Fenotipo VI: Fallo de respuesta a Inteferon. Algunas células tumorales
expresan niveles basales de antigenos HLA- I, pero han perdido la capacidad
de regular positivamente estas moléculas en respuesta a diferentes citocinas,

incluidos el interfer6on (IFN) a.

Fenotipo VII: Baja expresion de moléculas clasicas HLA Ia, con expresion
aberrante de las no clasicas HLA Ib, es decir, Regulacién a la baja de las

moléculas clasicas de HLA A - B - C y apariciéon de moléculas HLA-E.
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Figura 5: Fenotipos alterados de HLA-I: Las moléculas de HLA- [ pueden estar total o parcialmente ausentes
de las células tumorales (fenotipo I-fenotipo V). En algunos casos, las células tumorales no cambian la expresion
de la HLA-I después del tratamiento con IFN (fenotipo VI). En otros casos, las células tumorales expresan
moléculas HLA aberrantes junto con una expresién baja de antigenos HLA - A, -B o -C (fenotipo VII). Adaptada
desde: Garcia-Lora A, Algarra, Garrido F. MHC class I antigens, immune surveillance, and tumor immune escape.
] Cell Physiol. 2003 Jun;195(3):346-55. (138)

7.3 Defectos reversibles e irreversibles del HLA- |

Los diferentes fenotipos de HLA-I que se han descrito previamente, pueden
ocurrir durante la sintesis, transporte o expresion de proteinas en la superficie
celular o bien a niveles genético, epigénetico, transcripcional y postranscripcional,
representado diferentes tipos de defectos como mutaciones o alteraciones
cromosomicas. Estas anomalias expresadas en la superficie celular de los antigenos
HLA-I en lineas de células tumorales pueden detectarse mediante citometria de flujo

utilizando un panel de anticuerpos especificos anti-HLA de clase I (143). La
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utilizacién de anticuerpos monoclonales anti-HLA que definan determinantes
especificos de locus o alelos, son necesarios, ya que como hemos visto en los
diferentes tipos de fenotipos HLA-I, las células tumorales pueden perder todos o

solo algunos alelos del HLA-I.

Los fenotipos alterados de HLA-I que se han descrito en tumores, se pueden
definir también en lineas de células tumorales. Estas células se pueden tratar
mediante inmunomoduladores (como IFN) u otros farmacos para intentar
recuperar la expresion normal de HLA (144). Las células tumorales pueden
regularse positivamente y que recuperan el HLA -1 después del tratamiento, indican
que tienen defectos estructurales reversibles. Por tanto, desde un punto de vista
funcional, los fenotipos tumorales HLA alterados se pueden dividir en dos grupos:
uno grupo con aquellos capaces de recuperar o regular al alza antigenos HLA-I
después del tratamiento con citocinas y otro grupo con aquellos que no pueden
recuperar la expresion de HLA-I. El primero podemos considerar que tiene una serie
de alteraciones del HLA-I reversibles (también denominados “soft”), mientras que
en el segundo grupo dichas alteraciones son defectos estructural irreversibles

(también denominados “hard”) (145).

e Defectos reversibles

La regulacién a la baja del HLA-I es causada frecuentemente por
defectos a nivel de los genes de la cadena pesada HLA-I, el gen de la 32m
y los componentes de la APM (145). Los diferentes fenotipos de HLA-I,
muestran niveles bajos de ARN mensajero de genes especificos (cadena
pesada, b2m y APM) que parecen estar coordinadamente regulados a la baja.
Estos defectos son reversibles ya que pueden corregirse in vitro con IFN u

otro tipo de citocinas (143).

Se han comunicado defectos reversibles a nivel de los locus HLA-A,
HLA-B o HLA-C (147). Un ejemplo, lo encontramos en el estudio por Mendez
y cols. (143) llevado a cabo en lineas celulares de melanoma donde se

observo una regulacion a la baja especifica del HLA-I en el 35% de las lineas
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celulares, que afecta principalmente a la expresién del locus B. En los
tumores de melanoma, dicho defecto también se puede observar en
frecuencias similares (136,149). Esta baja expresiéon del HLA-I puede

regularse al alza después de tratamiento con IFN-y.

La regulacion al alza mediada por IFN de los componentes de la APM
conduce habitualmente a una expresién de superficie mejorada del HLA-I y
mejora las respuestas de los LTC (149). Por tanto, representa una buena
estrategia para el tratamiento de pacientes con alteraciones de la APM. Sin
embargo, en algunos casos, los tumores siguen siendo insensibles al
tratamiento con IFN a pesar de la falta de alteraciones estructurales en los
componentes de APM, lo que sugiere una transduccién de sefial de IFN

alterada (150).

Se ha encontrado que los cambios epigenéticos asociados con el
desarrollo de tumores y con la progresion del cdncer son la base de los
cambios en el HLA-I y en los componentes de APM. A diferencia de las
alteraciones genéticas, las modificaciones epigenéticas pueden, en algunos
casos, revertirse in vitro con agentes farmacologicos que inducen la

hipometilaciéon del ADN o inhiben la desacetilacién de las histonas (151).

Defectos irreversibles

La pérdida total de la expresiéon de HLA-I puede estar causada por
diversos motivos como por ejemplo, mutaciones y defectos cromosémicos
que involucran genes que codifican la cadena pesada del HLA o la 2m. La
pérdida de haplotipos se puede producir por la pérdida de heterocigosidad
del cromosoma 6p21, lo que se ha observado en diferentes tipos de tumores
como el colorrectal (152) y el de vejiga (153) con una mediana de incidencia
del 35%. La pérdida de alelos de HLA-I de forma individual, define otro
fenotipo causado por multiples defectos genéticos los cuales pueden incluir

mutaciones puntuales o delecciones (154).
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Otro mecanismo con conlleva defectos irreversibles en la expresion
del HLA-I es la pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 15 (regién del
gen de la B2m) junto con la mutacién en el otro gen homologo. Este
mecanismo irreversible se describié por primera vez en lineas celulares de
linfoma (155) y posteriormente en melanomas (156), carcinomas
colorrectales (157) y otros tipos de tumores (148). Esta lesiéon en el
cromosoma 15 puede pasar desapercibida ya que las células tumorales
pueden tener un patrén normal de HLA de clase I y podria representar uno
de los primeros eventos en las células malignas que conducen a la generacién
de tumores precomprometidos para convertirse en variantes de escape. La
coexistencia de diferentes mutaciones en los 2 genes de la 2m es un hecho
muy puntual que se ha comunicado en carcinoma colorrectal (158) y

carcinoma renal sarcomatoide (159).

Las mutaciones en algunos componentes de la APM, es causante de
algunos defectos irreversibles del HLA-I. La mutacién TAP asociada con la
pérdida de HLA-I, se ha descrito en el cancer de pulmén (160) y en el
melanoma (161). La resistencia a la regulacién positiva mediada por IFN-y
de la expresion de HLA-I también puede ser un mecanismo que produce
variantes de escape tumoral. Es causado por defectos en los componentes

Jak-STAT de la via de sefializacién mediada por IFN (162).

7.4 Alteraciones del HLA-1y cambios en la arquitectura tumoral

Se ha observado que la arquitectura del tejido tumoral cambia de forma

drastica con la pérdida de HLA-I durante la progresiéon tumoral (163,164). En cancer

de pulmon, se ha demostrado que la expresion de HLA-I, esta fuertemente ligada a

la infiltracion linfocitaria y de macréfagos y a su organizacion en el tejido tumoral.

Estos cambios en el HLA-I afectan al patrén de disposicién de los linfocitos y a su

localizaciéon dentro o fuera del area tumoral. Se han clasificado estos tipos de

organizacion en dos fases, una primera fase permisiva con expresién de HLA-I

positivo o heterogéneo con presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs)y una
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segunda fase no permisiva o encapsulada con expresion de HLA-I negativo y

localizacion peritumoral de linfocitos y otras células inmunes. (164).

e Fasel (Permisiva)

Esta fase se produce cuando existe un tumor con expresién de HLA-I
positiva o heterogénea, de manera que estd fuertemente infiltrado por
linfocitos (CD4+, CD3+, CD8+), macréfagos tipo 1 (cldsicamente activados,
con buena respuesta inmune) y otras células del sistema inmune, creando un
microambiente tumoral permisivo, ya que los TILs y el resto de células estan
muy cerca unos de otros consiguiendo reconocer y destruir las células
tumorales. Esta infiltracién inmune es la responsable de la destruccién de las
células tumorales con expresién de HLA-I positiva y por tanto la seleccién de
las células con expresion de HLA-I negativa que son capaces de proliferar y

hacer crecer el tumor (165). (Figura 6)

¢ Fase Il (No permisiva o encapsulada)

La fase Il se caracteriza por la falta de infiltracién de células tumorales
y una clara separacién entre el tumor HLA-I negativo y las células del estroma
HLA-I positivas. Se produce una baja actividad de los LTC sumado a ausencia
de células NK de manera que las células tumorales inducen una
reorganizacion del estroma y generan una estructura similar a un granuloma
(respuesta similar a linfocitos T helper 2) (166). Todo lo anterior da como
resultado un cambio en la arquitectura del tumor, generando nodos
tumorales rodeados por diferentes tipos de linfocitos T, macréfagos tipo 2
(activados alternativamente, relacionados con el crecimiento y la progresion
tumoral), fibroblastos y otras células del sistema inmune que proporcionan

una barrera fisica y una estructura tisular no permisiva (164). (Figura 6)
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Figura 6. Cambios en la arquitectura tumoral durante la respuesta del sistema inmune: En la fase |, el
tumor estd infiltrado por linfocitos T. El tumor en esta fase contiene células HLA-I positivas y HLA-I negativas.
En la fase I], los linfocitos T han destruido a las células HLA-I positivas y terminan alrededor del tumor en la
zona del estroma. En esta fase, las células tumorales son todas HLA-I negativas y estdn encapsuladas por el
estroma. Adaptada de: Garrido F, Perea F, Bernal M., et al. The Escape of Cancer from T Cell- Mediated Immune

Surveillance: HLA Class [ Loss and Tumor Tissue Architecture. Vaccines (Basel). 2017 Feb 27;5(1):7. (165)

7.5 Correlacion clinico-patoldgica de las alteraciones del HLA-I

Se ha intentado correlacionar las alteraciones del HLA-I con el prondstico del
paciente en diferentes tipos de tumores, encontrando en muchas ocasiones
resultados contradictorios. En cancer de mama se ha encontrado que cuando no
existe alteracion del HLA-I aumenta la SLP (167) y que la regulacién a la baja del
HLA-I se asocia con factores prondsticos adversos (167); sin embargo en otro
estudio se describen resultados contrarios con mejoria del prondstico con cuando
hay pérdida de expresion de HLA-I (169). En cancer de pulmén encontramos
resultados contradictorios similares, como el mejor pronoéstico de cancer de pulmén
estadio IV cuando existe alteracion del HLA-I al contrario de lo que ocurre en estadio
[ (170). En cancer de vejiga se ha observado una mejoria de la SLP a 5 afios en
pacientes estadio T2con HLA-I conservado (171), sin embargo las alteraciones del
HLA-I no parecen asociarse a un empeoramiento de la progresion de la enfermedad

(172).
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Las contradicciones entre estos estudios pueden explicarse por varias
razones. Una de las causas puede ser la utilizaciéon de parafina, que solo permite el
uso unos pocos anticuerpos detectan solo la cadena pesada libre
intracitoplasmatica, pero no la expresién superficial de HLA-I. En otros casos, en los
que se disponia de tumores criopreservados, el uso de anticuerpos, se limité a
detectar solo la pérdida total de HLA-I, mientras que no se estudiaron las pérdidas
parciales. Ademas, existen diferencias en las técnicas con diferente grado de
sensibilidad, como la inmunohistoquimica, diferentes clasificaciones del HLA-I o de
patrones de etiquetado, que podria dar lugar a discrepancias en la interpretacién de

los datos (173).

7.6 Alteraciones del HLA-1 y resistencia a inmunoterapia.

Se ha adquirido un gran conocimiento sobre la prevalencia de los defectos
del HLA-I y los mecanismos moleculares de los tumores. La expresion de antigenos
asociados a tumores y el reconocimiento de estos por los LTC es muy importante
para la destruccién de las células cancerigenas. La apariciéon de estos antigenos
inicié una nueva etapa de inmunoterapia destinada a aumentar la inmunogenicidad
tumoral e inmunidad antitumoral mediada por linfocitos T, siendo las respuestas

pesar de todo poco duraderas y por debajo de las expectativas creadas (174,175).

Con el paso de los afios la compresién de los mecanismos de escape
inmunolégico del cancer y las complejas relaciones entre el sistema inmunitario y
los tumores ha llevado a desarrollar nuevas técnicas de tratamiento basadas en
tratamientos de combinacién de quimio e inmunoterapia, inhibidores de
inmunosupresion o de puntos de control... (125,176). La pérdida o baja expresion
de HLA-I, conduce a una falta de reconocimiento de los antigenos asociados a tumor
y por tanto un escape del mismo, por lo que los tratamientos encaminados a mejorar

la respuesta inmune a este nivel pueden fallar y no ser efectivos.
La inmunoseleccién que se produce durante la progresiéon tumoral

combinada con la actividad de la inmunoterapia, apoyan la propagaciéon de tumores

con diferentes mecanismos de escape entre los que se encuentra la perdida a
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regulacidn a la baja del HLA-I. La propia inmunoterapia puede producir un aumento
de la regulacion del HLA-I en algunas lesiones mejorando la respuesta antitumoral,
pero no en otras donde los clones tumorales a pesar del tratamiento progresan

(Figura 7) (177,178).

@ = Normal cell
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Figura 7. Inmunoseleccion tumoral: En condiciones normales, el sistema inmunolégico reconoce y destruye
las células tumorales con un perfil inmunogénico alto (HLA-I positivas habitualmente). Las células tumorales
con bajo perfil inmunogénico (HLA-I negativos habitualmente), pueden progresar evitando ser destruidas por
el sistema inmune. En ocasiones, el tratamiento con inmunoterapia aumenta la inmunogenicidad de algunas
células tumorales (poseen alteraciones reversibles), promoviendo la respuesta del sistema inmune frente ellas.
Sin embargo, las variantes de células tumorales con alteraciones irreversibles, pueden progresar en este
contexto de escape tumoral. En este caso, la recuperacion de los genes dafiados mediante enfoques de terapia
génica puede restaurar la inmunogenicidad del tumor y promover la respuesta de LTC. Adaptada desde: Schlom

J- Recent advances in therapeutic cancer vaccines. Cancer Biother Radiopharm. 2012 Feb;27(1):2-5. (176)
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La hipoétesis previa, se ha podido comprobar en algunos tumores, como en
melanoma y vejiga en los estudios realizados por Carretero y cols. (179,180). El
primero de ellos, se realiza en pacientes con melanoma que reciben inmunoterapia,
observando que en aquellos que no responden y progresan de forma metastasica,

parecen tener una asociacion con defectos irreversibles del HLA-I (179).

El segundo estudio esta realizado en pacientes con TVNMI recurrentes, que
han recibido previamente mitomicina o BCG, segin las caracteristicas de cada
tumor. Se observaron respuestas con alteraciones mas profundas del HLA- I
(pérdida de heterocigosidad en los cromosomas 15 o 6) en los pacientes tratados
con BCG que en los tratados con mitomicina. Asi mismo se descubri6 que las lesiones
tras tratamiento con BCG mostraron una mayor incidencia de defectos estructurales
comparado con mitomicina, lo que sugiere una inmunoseleccién inducida por la
inmunoterapia orquestada por la pérdida de HLA-I. Se plantea pues, la hipétesis
comentada previamente de que el sistema inmunolégico activado por
inmunoterapia reconoce y elimina las células tumorales con cambios de HLA clase |
reversibles pero no las células transformadas con alteraciones adicionales
irreversible (180). Por tanto, la restauracion de la expresion normal de HLA -I con
mutaciones en cadena pesada, 2m, pérdida de haplotipos u otros defectos
estructurales en genes HLA mediante terapia génica, puede convertirse en un

enfoque interesante en el tratamiento de estos pacientes.
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8) Inhibidores de puntos de control inmunitario (Immune checkpoint

inhibitors) y otras moléculas del microambiente tumoral.

Como se ha comentado anteriormente, los tumores adoptan distintos tipos
de estrategias para poder evadir la vigilancia del sistema inmune y por tanto crecer
y proliferar. Por tanto para restaurar la eficacia inmunitaria, se debe intentar

revertir o anular los mecanismos de escape tumoral.

La inmunidad mediada por células T incluye multiples pasos secuenciales:
seleccidn clonal de células especificas de antigeno, activacidn, proliferacion, trafico
y ejecucion de la funcién efectora directa. Cada paso esta regulado por un equilibrio
entre sefales estimulantes e inhibidoras. Los puntos de control inmunitario son las
vias inhibitorias que equilibran fisiolégicamente las vias coestimuladoras para
afinar las respuestas inmunitarias, es decir, sefiales capaces de detener la respuesta
inmunitaria. Los puntos de control inmunitario, implican habitualmente receptores
inhibidores y sus ligandos expresados en el caso de tumores por la célula tumoral y
el linfocito T. En condiciones normales estos puntos de control inmunolégico son
muy importantes para el mantenimiento y modulacién de las respuestas
inmunitarias normales intentado no dafiar tejidos sanos, pero la sobreexpresion de
los mismos por las células tumorales produce disminucién de la actividad

inmunitaria de los linfocitos T (181).

Dado que una parte de los mecanismos de escape inmunolégico tumoral
utilizan puntos de control inmunitarios, se puede intentar restaurar la inmunidad
mediante anticuerpos que bloquean la interaccién inhibidora del receptor-ligando
y, por tanto, inactivan los puntos de control inmunitarios. Esta es la base de las
nuevas terapias basadas en inmunoterapia y que esta revolucionando en los dltimos
afios el tratamiento frente al cancer en diferentes tipos de tumor, consiguiendo
excelentes resultados a nivel de tasas de respuestas, SLP y SG. Vamos a revisar los
puntos de control inmunitario mas frecuentemente utilizados como dianas en los

tumores urologicos.
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81C(CTLA-4

La activacion de linfocitos T requiere de forma habitual mas de una sefal
estimuladora, destacando la unién de TCR a HLA y la de moléculas B7-1 (CD80) o
B7-2 (CD86) en las células presentadoras de antigenos con moléculas CD28 . Niveles
suficientes de uniéon de CD 80-CD 28, conducen a la proliferacién de linfocitos T,
aumento de la supervivencia de los mismos y diferenciacién a través de la
producciéon de citocinas como interleucina-2 (IL-2), aumento del metabolismo

energético y regulacion positiva de genes de supervivencia celular.

El antigeno 4 asociado alos LTC (CTLA-4), también conocido como CD152, se
expresa exclusivamente en linfocitos T. Uno de sus mecanismos de accién, implica
la inhibicién de las sefiales coestimuladoras mediadas por CD80-CD28, que se
produce porque CTLA-4 tiene una afinidad mucho mayor por CD80 que CD28. Este

mecanismo solo depende del dominio extracelular de CTLA-4 (182,183).

Un segundo mecanismo por el cual CTLA-4 puede inactivar las células T
implica la entrega de una sefial inhibitoria. En la mayoria de los casos, las acciones
inhibidoras de CTLA-4 ocurren a través de su asociacidn con las tirosinas fosfatasas
SHP1, SHP2 y PP2A (184). CTLA-4 se expresa mediante LTC, pero su principal papel
fisiol6gico parece ser a través de distintos efectos sobre los linfocitos T CD4, incluida
su regulacidn a la baja. El bloqueo de CTLA-4 da como resultado una amplia mejora

de las respuestas inmunitarias. (Figura 7) (185).

Se han desarrollado fArmacos consistentes en anticuerpos anti-CTLA4 para
frenar su accién inhibidora en diferentes tipos de tumores y mejorar las tasas de
respuesta y supervivencia de los pacientes oncolégicos. Entre ellos el mas destacado
y con mas indicaciones actualmente es el ipilimumab, un anticuerpo monoclonal
(IgG1x) anti-CTLA-4 completamente humano y producido en células de ovario de
hamster chino mediante tecnologia de ADN recombinante (187). Entre sus
indicaciones terapéuticas a dia de hoy encontramos el tratamiento del melanoma
metastasico (188), el cancer renal metastdsico (189) o el cancer colorrectal

metastasico (190).
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Net IL-2 production
positive Proliferation
signal Increased survival

Net Reduced IL-2 production
negative Reduced proliferation
signal Reduced survival

Figura 8: Mecanismo de accion de CTLA-4: Las células T se activan cuando los TCR se unen al antigeno
mostrado en el MHC en las células presentadoras de antigeno en concierto con la coestimulacién mediada por
CD28-B7. A) En el caso de un estimulo de TCR débil, predomina la unién de CD28: B7, lo que da como resultado
una sefial de activacién neta positiva y produccidn, proliferacién y aumento de la supervivencia de IL-2. B) En el
caso de un fuerte estimulo de TCR, la expresiéon de CTLA-4 se regula al alza mediante un mayor transporte a la
superficie celular desde los depoésitos intracelulares y una internalizacién disminuida. CTLA-4 compite con CD28
por la unién de moléculas B7. El aumento de la unién de CTLA-4- B7 puede resultar en una sefial negativa neta,
que limita la produccién y proliferaciéon de IL-2 y limita la supervivencia de la célula T. Adaptado desde:
Buchbinder EI, Desai A. CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and Implications of Their Inhibition.
Am ] Clin Oncol. 2016 Feb;39(1):98-106. (186)

82 PD-L1YPD-1

La proteina inhibitoria transmembrana PD-1, se expresa mas ampliamente
que CTLA-4, pudiendo encontrase en linfocitos T, linfocitos B, las células NK y
células supresoras de origen mieloide. El bloqueo de PD-1, potencia la actividad de
las células T efectoras y la actividad de las células NK en tumores y tejidos, y la
produccion de anticuerpos. El ligando 1 de PD-1 (PD-L1; también conocido como
B7-H1 o CD274) y el ligando 2 de PD-1 (PD-L2; también conocido como B7-DC o
CD273) son los dos ligandos de PD-1 (Figura 7) (191,192). La funcién principal de

PD-1 es limitar la actividad de las células T en los tejidos periféricos en el momento
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de una respuesta inflamatoria a la infecciéon y limitar la autoinmunidad. Esto se
traduce en un importante mecanismo de resistencia inmunitaria dentro del

microambiente tumoral (193).

Si una célula T experimenta la unién coincidente de TCR y PD-1, las sefiales
generadas por PD-1 reducen la activaciéon de las células T y de la secrecion de
citocinas (194). La expresion de PD-1 es un sello distintivo células T "agotadas" que
han experimentado altos niveles de estimulacién. Este estado de agotamiento, que
ocurre durante las infecciones cronicas y el cancer, se caracteriza por la disfuncién

de las células T, lo que resulta en un control subéptimo de infecciones y tumores

(195).

PD-1 - PD-L1

up-regulation up-regulation

PD-L1

Proliferation
Cytokine production

TT—— IFN-Y

Reduced proliferation
Reduced cytokine production
Reduced survival

Figura 9: Mecanismo de acciéon de PD1 y PD-L1: Las células T que reconocen antigenos tumorales pueden
activarse para proliferar, secretar citocinas inflamatorias y resistir la muerte celular. La estimulacién
prolongada de TCR durante una respuesta inmune en curso puede causar una expresiéon de PD-1 regulada al
alza. Las células tumorales pueden expresar PD-L1 como consecuencia de citocinas inflamatorias y / o vias de
sefializacién oncogénicas. La unién PD1- PD-L1 inhibe la sefializacién positiva mediada por TCR, lo que conduce
a una disminucién de la proliferacién , una secrecién de citoquinas reducida y una supervivencia menor.
Adaptado desde: Buchbinder EI, Desai A. CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and Implications
of Their Inhibition. Am ] Clin Oncol. 2016 Feb;39(1):98-106. (186)
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Se han desarrollado farmacos consistentes en anticuerpos anti-PD 1 y anti-
PD-L1 para frenar su accién inhibidora en distintos tumores y mejorar la

supervivencia y respuesta de los pacientes oncoldgicos (Figura 9):

e Nivolumab

Nivolumab, es el primer anticuerpo monoclonal IgG4 humano contra
PD-1, faprobado por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA), el 22 de diciembre de 2014, segun el resultado de
CheckMate-037. Este estudio demostr6é una mejora de la tasa de respuesta
objetiva con mayor seguridad frente a quimioterapia en pacientes con
melanoma avanzado o metastasico tras progresién a tratamiento con
ipilimumab o con un inhibidor BRAF si el paciente mostrase esta mutacién

(196).

Posteriormente se han ido desarrollando distintos estudios en
diferentes tipos de tumoresy con ello nuevas indicaciones para su utilizacion,
suponiendo toda una revoluciéon en el tratamiento del cancer. Entre sus
indicaciones actuales encontramos el cdncer de pulmoén tanto de célula no
pequefia (197), como de célula pequefia (198), cancer renal metastasico
(199), linfoma no Hodking (200), tumor de cabeza y cuello metastasico (201),
colorrectal (202), carcinoma hepatocelular (203) y tumores uroteliales

metastasicos (204).

e Pembrolizumab

Pembrolizumab, es otro anticuerpo monoclonal IgG4 humano contra
PD-1. Fue aprobado por primera vez el 4 de septiembre de 2014, tras
demostrar una mejora de la tasa de respuesta objetiva del 24%, del ensayo
clinico NCT01295827, en pacientes con melanoma metastasico refractarios

a ipilimumab y al inhibidor BRAF si tenian esta mutaciéon (205).
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Tras esa primera aprobacién, se han realizado nuevos estudios que
han dado paso a multiples nuevas indicaciones: cancer de pulmoén tanto de
célula no pequefia (206), tumores de cabeza y cuello metastasico (207),
linfoma de hodking (208), urotelial metastasico(100,103), gastrico o
gastroesofagico (209), cérvix metastasico (210), hepatocarcinoma (211),

renal metastasico (212).

Cemiplimab

Cemiplimab es un anticuerpo monoclonal humano contra PD-1. Fue
aprobado por la FDA el 28 de septiembre de 2018 para el tratamiento de
pacientes con carcinoma de células escamosas cutdneo metastdsico o
localmente avanzado que no son candidatos para cirugia curativa o

radioterapia (213).

Avelumab

Avelumab es un anticuerpo monoclonal anti PD-L1, aprobado por la
el 18 de noviembre de 2015 basado en el ensayo JAVELIN Merkel 200 para el
tratamiento del carcinoma metastdsico de células de Merkel (214).
Posteriormente se ha ampliado su uso al tratamiento de tumores uroteliales

metastasicos (99) y estd en proceso de aprobacién en cancer renal (215).

Durvalumab

Durvalumab es un anticuerpo monoclonal anti PD-L1 aprobado el 17
de febrero de 2016 por la FDA para el tratamiento de pacientes con cancer
de vejiga urotelial inoperable o metastasico en segunda linea de tratamiento
(216). Fue aprobado posteriormente para el tratamiento del cancer de

pulmén no microcitico (217).
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e Atezolizumab

Atezolizumab es un anticuerpo monoclonal anti PD-L1, aprobado el
18 de mayo de 2016 por la FDA para el tratamiento de pacientes con
carcinoma urotelial localmente avanzado o metastasico gracias a los
resultados del ensayo IMvigor210 (101). Posteriormente se ha aprobado su
utilizacién para el tratamiento del cdncer de pulmén no microcitico
metastasico (218), para el microcitico en combinacién con quimioterapia
(219) y para el cancer de mama triple negativo en combinacién con

quimioterapia (220).

Lymph node Tumor site
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Figura 10: Bloqueo de las vias CTLA-4 y PD-1. El bloqueo de CTLA-4 permite la activacion y proliferacién de

mas clones de células T y reduce la inmunosupresién mediada por células T reguladoras. El bloqueo de la via

PD-1/PD-L1 restaurala actividad de las células T antitumorales que se habian sido inactivadas. Adaptado desde:
Buchbinder EI, Desai A. CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and Implications of Their Inhibition.
Am ] Clin Oncol. 2016 Feb;39(1):98-106. (186)
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8.3 Otras moléculas del microambiente tumoral.

Existen otras multiples moléculas del microambiente tumoral entre las que
se encuentran diferentes tipos de inmunocheckpoints no comentados
anteriormente, receptores de quimiocionas como CXCR-4, que se sobreexpresa en
mas de 23 canceres humanos y contribuye al crecimiento tumoral, invasion,
angiogénesis, metdastasis, recaida y resistencia terapéutica (221), mas de
80citocinas inmunosupresivas como interleuquina 10 o el factor de crecimiento
transformante beta... que también son importantes y se deben tener en cuenta para

un mejor entendimiento de la actuaciéon del sistema inmune frente a los tumores.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El HLA-I es clave en el reconocimiento de las células tumorales por LTC y
como se ha visto en la introduccién la pérdida del mismo es un mecanismo de escape
tumoral demostrado en multiples tumores. Los tumores vesicales no son una
excepcion, existiendo varios estudios en relacién a este mecanismo de escape
tumoral aunque su relacion con las caracteristicas clinicas de los tumores no ha sido

ampliamente estudiada.

Recientemente han surgido nuevos tipos de tratamiento basados en el
bloqueo de diferentes puntos de control inmunitario para el tratamiento del cancer,
siendo los tumores vesicales uno de los mas beneficiados con la llegada de estas
nuevas terapias. No obstante tanto con este tipo de nuevas terapias como con los
tratamientos ya conocidos, existen pacientes no respondedores y que no pueden

beneficiarse de estos tratamientos sin conocer factores predictivos de respuesta.

No existen estudios que analicen el papel de la coexpresion de las moléculas
tumorales HLA-I y PD-L1 / PD1 en la busqueda de biomarcadores relacionados con

la progresion y la respuesta al bloqueo de puntos de control en el cancer de vejiga

Nuestra hipotesis radica en laimportancia de la expresion del HLA-I tumoral
para la progresion del cancer de vejiga y para la eficacia de los inhibidores de los
immune checkpoints (PD-L1/PD1), ya que sin presencia de HLA-I no importa el
nivel de activacion o de agotamiento de los LTC. Por tanto, las células T citotoxicas
no podran ser activadas y capaces de destruir células malignas si no tienen HLA-I

con péptido antigénico tumoral en su membrana.

Se desarrollaran los siguientes objetivos:

1. Analisis de la expresion del HLA-I en muestras de TVNMI y TVMI, y su

asociacién con las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.
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2. Andlisis del microambiente tumoral realizando un estudio de diferentes
poblaciones implicadas en la respuesta inmunitaria, incluyendo LTC que
expresan CD3 y CD8, asi como la expresion de PD-1 y PD-L1, asociando estos

resultados a las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.
3. Analizar de forma conjunta la expresion de HLA-I y PD-L1 en las

muestras de tumores vesicales, su correlacion con el microambiente tumoral

y con las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.
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MATERIAL Y METODOS

1. Pacientes y muestras de tumores

Se analizaron un total de 85 muestras de tumores vesicales de estirpe
urotelial. Se obtuvieron un total de 68 hombres y 17 mujeres con una mediana de
edad 69 afios y un rango de 27 a 88 afios. Las muestras procedian de RTUs de vejiga
realizadas en el Servicio de Urologia del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada. Las muestras de tumor se almacenaron en nitrégeno liquidoa -802C
inmediatamente después de la RTU, hasta que se realizé el andlisis
inmunohistoquimico. Las caracteristicas clinicas de los sujetos estudiados y las
muestras de tejido se resumen en la tabla 1. Se obtuvieron 54 tumores de origen
primario y 30 recidivas, recibiendo tratamiento posterior si éste era necesario
segln a criterio del urooncélogo. La mediana de seguimiento de los pacientes fue

de 3 afios.

Antes de la realizacién del estudio, todos los registros médicos y muestras
tumorales fueron revisados por un urooncélogo y un patélogo. Se obtuvo por parte
de todos los pacientes el consentimiento informado firmado aprobado por el comité
de ética del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada, siguiendo la
normativa bioética del protocolo de Helsinki. El estadio TNM se defini6é de acuerdo
con la clasificacion de la Unién para el Consejo Internacional del Cancer (21). El
estadio del tumor se determiné de acuerdo con la clasificaciéon de la OMS y el

Consenso de la Sociedad Internacional de Patologia Urolégica (23).
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Edad (Rango)

Género

Tipo de tumor

Grado

Estadio

69 (27-88)
68 Hombres

17 Mujeres

54 Tumores primarios

30 Tumores recidivados

Grado 1: 36

Grado 2: 7

Grado 3: 41

Ta: 22

T1:32

T2:30

Tabla 1: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes del estudio

38



2. Analisis inmunohistoquimico de las muestras

Tras la RTU de vejiga, las muestras fueron congeladas a -802C. Las piezas se
cortaban posteriormente con un espesor 4-8 pm con un micrétomo criostatico
(Bright) y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 4-18 h, se fijaron en
acetona a 4 ° C durante 10 min y se almacenaron a -40 ° C hasta el analisis

inmunohistoquimico.

Para la realizaciéon de las técnicas de inmunohistoquimica se utilizé el
sistema Biotin-Streptavidin System (supersensible Multilink HRP / Kit DAB,
BioGenex, La Haya, Paises Bajos). Se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratén
especificos para analizar la expresion en la muestra tumoral de las siguientes
moléculas: complejo de superficie celular de cadena pesada HLA-I / 32m (85
tumores) (anticuerpo w6 / 32, un obsequio del Dr. Bodmer, Imperial Cancer
Research Fund Laboratories, Londres, Reino Unido ), infiltracién de linfocitos (71
tumores) (anti-CD3, clon F7.2.38 y anti-CD8, clon C8 / 144B, ambos de Dako,
Glostrup, Dinamarca), PD-L1 (84 tumores) (anti-B7-H1 humano , 29E.2A3 (AbD
Serotec) y el clon 22C3 (Merk), PD-1 (60 tumores) (BioSciences) y CXCR4 (59
tumores) (Abcam). Las secciones de tejido inmunoetiquetadas se escanearon y
analizaron con el “Pannoramic Scanner MIDI II” y se realizaron fotografias con

“Panoramic Viewer” (3DHISTECH).

Se analizé la expresion de los marcadores de los linfocitos infiltrantes
tumorales dentro de la masa tumoral. Como aclaracién, cuando hablemos de
porcentajes positivos de linfocitos infiltrados (CD3 y CD8) dentro del tumor,
consideramos dicha positividad cuando al menos en cinco campos (20X), hay de

media 10 o mas células marcadas, siendo negativo por debajo de dicho valor.
Se considero pérdida total de HLA-I cuando se tifleron menos del 25% de las

células tumorales, heterogéneas con 25-75% de células tumorales, y positivo

cuando mas del 75% de las células tumorales fueron marcadas con mAb W6 / 32,
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estableciendo esta diferenciacién segin los criterios establecidos en el 12°

International Histocompatibility Workshop study celebrado en 1996 (222).

La expresién de PD-L1 se definié como positiva en las células tumorales que
muestran una tincién de membrana de cualquier intensidad en mas del 25%,
heterogénea cuando entre el 5% y el 25% de las células tumorales se marcaron
positivamente y negativa cuando menos del 5% de las células tumorales las células

tumorales fueron positivas (223).
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3. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software estadistico IBM SPSS Statistics 19. Las
variables con distribucion normal se expresaron como la media y desviacién
estdndar. Las variables que presentaron una distribucién distinta a la normal se hizo
con el rango promedio. La relaciéon entre variables cualitativas se analiz6 con la
prueba de Chi-cuadrado de Pearson con correcciéon por continuidad o la prueba
exacta de Fisher en caso de no alcanzarse los criterios de validez (> 20% de las
frecuencias esperadas menores de 5). Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas para p <0,05.
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RESULTADOS

1. Anadlisis inmunohistoquimico y asociacion entre inmunogenicidad
tumoral, infiltracién inmunitaria intratumoral y microambiente.

Se analizaron muestras de tumores de vejiga por inmunohistoquimica con el
fin de establecer la asociacién entre diferentes caracteristicas de inmunogenicidad
tumoral, infiltracion inmunitaria intratumoral y microambiente (Tabla 1).
Dependiendo del patrén de inmunomarcaje de los tejidos tumorales utilizando
anticuerpos contra las proteinas HLA-I, PD-1, PD-L1 y CXCR4 ,pudimos distinguir
tres tipos de patrones para cada una de las moléculas: positivo, negativo y
heterogéneo (Figura 1y 2). Para el andlisis estadistico en algunos casos combinamos
tumores HLA-I y PD-L1 positivos y heterogéneos juntos y los comparamos con
tumores negativos. Las diferencias estadisticamente significativas se encontraron
principalmente cuando comparamos tumores negativos con un grupo de tumores

con patrones positivos y heterogéneos.

En este estudio, la presencia de linfocitos T CD3 + y CD8 + que infiltran el
tumor es importante en el contexto de la expresion de HLA-1 y PD-L1 en el tumor.
Por tanto, nos centramos principalmente en el andlisis de la infiltracién
intratumoral, que tiene un alto valor prondéstico e inmunolégico en el cancer. En la
gran mayoria de las muestras de tejido estudiadas, una alta expresién de HLA-I se
correlacion6 con una fuerte infiltracion de células T dentro de la masa tumoral con
presencia insignificante de células T en el margen del tumor invasivo, que es similar

a las observaciones en otros tipos de cancer (224).
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Figura 1. Imagenes representativas de la inmunotincion de una de las muestras de cancer de vejiga con
anticuerpos dirigidos contra HLA-I (mAb w6 / 32), PD-L1, CD8.
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Figura 2: Imagenes representativas de inmunotincion de una de las muestras de cancer de vejiga con
anticuerpos dirigidos contra HLA-I (mAb w6 / 32), PD-L1, PD-1, CD8, CXCR4.
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HLA-I PD-L1 PD1 CD3 CD8 CXCR-4
Positivo 64,7% 15,5% 28,3% 52,1 % 52,1% 23,7%
(55) (13) (17) (37) (37) (14)
Negativo 17,6% 44% 66,7% 47,9% 47,9% 67,8%
(15) (37) (40) (34) (34) (40)
Heterogéneo | 17,6% 40,5% 5% 8,5%
(15) (34) (3) (5)
Total 85 84 60 71 71 59

Tabla 1: Resumen del analisis inmunohistoquimico de los tumores de vejiga con diferentes tipos de
anticuerpos.

Tal y como podemos observar en los resultados recogidos en la tabla 1, del
total de casos analizados para el HLA -], la gran mayoria son positivos (64,7%),
seguido de un 17,6% de los casos heterogéneos. S6lo un pequefio nimero carecen
de expresion de HLA total (17,6%). A pesar de que la mayor parte de tejidos son
positivos y heterogéneos para la expresion de HLA de clase |, se espera que muchos
de ellos tengan alteraciones parciales en dicha expresién, que no se pueden detectar
en este estudio ya que s6lo hemos utilizado un anticuerpo. En el estudio de PD-L1,
priman en cambio aunque en menor cantidad, los casos negativos (44%) y
heterogéneos (40,5%), siendo un 15,5% positivos. En lo que respecta al infiltrado
linfocitario intratumoral, apreciamos la presencia de linfocitos T CD8 y CD3 dentro

del tumor en un 52,1 % de los casos.

Se analizaron a continuacion las caracteristicas del microambiente tumoral,
analizando en primer lugar la relacién HLA-I y la composicién del infiltrado
linfocitario intratumoral CD3 y CD8. Se observa una relacién significativa entre
ambas variables, de manera que en el 59,3% de los casos que HLA-I positivo o
heterogéneo aparece infiltrado intratumoral positivo, mientras que Unicamente en
el 16,7% de los casos que HLA es negativo, el infiltrado el positivo. (Tabla 2 y Grafico
1)
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CD3/CD8 (Positivo) CD3/CD8(Negativo) | Total
HLA-I(Positivo/Het.) | 35 (59,3%) 24 (40,3%) 59
HLA-I(Negativo) 2 (16,7%) 10 (83,3%) 12

Tabla 2: Correlacion entre la expresion de HLA de clase I y la infiltraciéon tumoral con linfocitos T CD3 +
y CD8 +. (P=0,007).
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Grafico 1: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de HLA de clase I y la infiltraciéon
tumoral con linfocitos T CD3 +y CD8 +.

A continuacion se analiz6 la relacion entre infiltrado linfocitario intratumoral
CD3 y CD8 y las moléculas PD-L1 y PD1. Se encuentra una relacién significativa
entre la presencia de infiltrado linfocitario intratumoral de CD3 y CD8 y de PD1, de
manera que en el 55,2 % de los casos que el infiltrado es positivo, la expresion de
PD-1 es positiva o heterogénea mientras que el 92,9% de los casos en los que el
infiltrado es negativo, la expresion de PD-1 también lo es (Tabla 3, Grafico 2). En lo
que respecta a la relaciéon del infiltrado con PD-L1, observamos también una
relacion significativa, observando que en el 72,2 % de los casos en los cuales el

infiltrado es positivo, es también positivo o heterogéneo PD-L1 (Tabla 4, Grafico 3).

PD1 (Positivo/Heterogéneo) | PD1 Total
(Negativo)
CD3/CD8 (Positivo) 16 (55,2%) 16 (44,8%) 29
CD3CD/CD8 (Negativo) | 2(7,1%) 26 (92,9%) 28
Tabla 3: Correlacion entre la infiltracion inmunitaria tumoral y la expresion de PD1. (P<0,001)
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Grafico 2: Expresion grafica de la correlacion entre la infiltracion inmunitaria tumoral y la expresion de

PD1.
PD-L1 (Positivo/Heterogéneo) | PD-L1 (Negativo) | Total
CD3/CD8 (Positivo) 26 (72,2%) 10 (27,8%) 36
CD3/CD8 (Negativo) | 15 (44,1%) 19 (55,9%) 34

Tabla 4: Correlacion entre la infiltracion inmunitaria tumoral y la expresion de PD-L1. (P: 0,038)
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Grafico 3: Expresion grafica de la correlacion entre la infiltracion inmunitaria tumoral y la expresion de

PD-L1.
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Realizamos una comparacién entre la presencia de HLA-I y las moléculas PD-
L1 y PD1. No hemos encontrado diferencias significativas en la relacién entre el
HLA-I con PD-L1 pero si ciertas tendencias que se pueden observar en la tabla 5 y el
grafico 4, de manera que cuando en el 59,4% de los casos que HLA-I es positivo o
heterogéneo, existe expresion positiva o heterogénea PD-L1. Si existen diferencias
significativas entre HLA-I y la expresion de PD-1, observando que en el 100% de los
casos en que el HLA-I es negativo el PD1 es negativo también (Tabla 6, Grafico 5).

Analizaremos en la discusién las implicaciones de estos resultados.

PD-L1 (Positivo/Heterogéneo) | PD-L1 (Negativo) | Total

HLA-I (Positivo/Het.) | 41 (59,4%) 28 (40,6%) 69

HLA-I (Negativo) 6 (40%) 9 (60%) 15

Tabla 5: Correlacion entre la expresion de HLA de clase I y la expresion de PD-L1. (P=0,17)
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HLA-I( Positivo/Het.) = HLA-I ( Negativo)

Grafico 4: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de HLA de clase I y l1a expresion de PD-
L1.

PD1 (Positivo/Heterogéneo) PD1 (Negativo) | Total

HLA-I (Positivo/Het.) | 20 (39,2%) 31 (60,8%) 51

HLA-I (Negativo) 0 (0%) 9 (100%) 9

Tabla 6: Correlacion entre la expresion de HLA de clase 1y la expresion de PD 1. (P=0,023)
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Grafico 5: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de HLA de clase I y la expresion de PD1.

Observamos que existen diferencias significativas en la relacién entre la
presencia de PD-L1 y PD-1, de manera que en nuestra muestra un 44,7% de
pacientes con PD-L1 positivo o heterogéneo tienen PD1 positivo heterogéneo, frente
el 13,6% de pacientes con PD-L1 negativo que tienen PD 1 positivo o heterogéneo.
(Tabla 7, Grafico 6) Esto podria indicarnos que los tumores expresan PD-L1 en

mayor cuantia cuando aparece su ligando PD1.

PD1 (Positivo/Heterogéneo) PD1 (Negativo) | Total
PD-L1 (Positivo/Het.) | 17 (44,7%) 21 (55,3%) 38
PD-L1(Negativo) 3 (13,6%) 19 (86,4%) 22
Tabla 7: Correlacion entre la expresion de PD-L1 y la expresion de PD 1. (P:0,014).
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Grafico 6: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de PD-L1 y la expresion de PD-L1.
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2. Relaciones del microambiente tumoral con las caracteristicas clinico-
patolégicas de los tumores vesicales.

Se relacionaron los caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores con las
diferentes moléculas del microambiente celular (agrupamos para el andlisis
estadistico los casos positivos y heterogéneos frente a los negativos), encontrando
que existe una diferencia significativa en la relacion entre el estadio y la presencia
de PD-L1, apareciendo en un 79,3% de los tumores T2, PD-L1 positivo o
heterogéneo, a diferencia de los estadios Ta y T1, en los que solo aparece en un
44,4% de ellos ( Tabla 8, Grafico 7). Estos datos sugieren que los tumores mas
agresivos utilizan la expresion de PD-L1 como un mecanismo de escape
inmunoldgico para avanzar al estadio T2, hablaremos de ello mas detenidamente en

la discusion.

Estadio PD-L1 (Positivo/Heterogéneo) | PD-L1 (Negativo) Total
TayT1 24 (44,4%) 30 (55,5%) 54
T2 23 (79,3%) 6 (21,7%) 29

Tabla 8: Correlacion entre el estadio y la expresion de PD-L1. (P=0,002).
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Grafico 7: Expresion grafica de la correlacion entre el estadio y la expresién de PD-L1.

103



Asi mismo se observé una mayor positividad para infiltrado linfocitario
intratumoral en tumores de estadios mas avanzados, siendo el resultado
significativo (Tabla 9, Grafico 8). Comentaremos las posibles causas de este

sorprendente resultado en la discusion.

Estadio CD3/CD8 (Positivo) CD3/CD8(Negativo) | Total
TayT1 19(41,3%) 27(58,7%) 46
T2 17(70,8%) 7 (29,2%) 24

Tabla 9: Correlacion entre el estadio y el infiltrado linfocitario. (P=0,019)
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Grafico 8: Expresion grafica de la correlacion entre el estadio y el infiltrado linfocitario.

No se evidenciaron diferencias entre tumores primarios y recidivas con el
resto de caracteristicas del microambiente celular. Asi mismo tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los TVNMI que recidivaron y/o
progresaron a lo largo del seguimiento y las caracteristicas del microambiente

celular.
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3. Relaciones de la agrupaciéon de HLA-1 y PD-L1 con el microambiente
tumoral y las caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores vesicales.

Agrupamos las diferentes combinaciones de HLA-I1 y PD-L1 en 4 grupos y las
comparamos con el resto de variables del microambiente y clinico-patolégicas

(Tabla 10, Grafico 9).

Pacientes en los que SI | Pacientes en los que NO
aparece el fenotipo aparece el fenotipo

HLA-I (Positivo/Het.) y PD- | 41 (48,8%) 43 (51,2%)

L1 (Positivo/Het.)

HLA-I (Positivo/Het.) y PD- | 28 (33,3%) 56 (66,6%)

L1 (Negativo)

HLA-I (Negativo) y PD-L1 | 6(7,15%) 78 (92,85%)

(Positivo/Het.)

HLA-I (Negativo) y PD-L1 | 9(10,70%) 75 (89,3%)

(Negativo)

Tabla 10: Incidencia de tumores con diferentes expresiones del fenotipo HLA-1/PD-L1.
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Grafico 9: Expresion grafica de la Incidencia de tumores con diferentes expresiones del fenotipo HLA-
I/PD-L1.

Posteriormente comparamos cada uno de los fenotipos con las

caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores y con el microambiente tumoral,

observando los siguientes resultados significativos:
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Cuando HLA-I y PD-L1 son positivos o heterogéneos se aprecia una relaciéon
significativa con el infiltrado linfocitario, CXCR4 y PD-1(Tablas 11,12 y 13). Asi
mismo cuando se relaciona este fenotipo con las caracteristicas clinico-patolégicas
de los tumores hay una asociacion significativa con el estadio, siendo tumores que

se reparten casi al 50% en musculo-invasivos y no musculo-invasivos (Tabla 14 y

Grafico 10).

CD3/CD8 (Positivo) CD3/CD8 (Negativo) | Total
HLA-I (Positivo/Het.) y | 24 (68,6%) 11 (31,4%) 35
PD-L1 (Positivo/Het.)
Resto 12 (34,3%) 23 (65,7%) 35

Tabla 11. Correlacion entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo / heterogéneo con la
infiltracion de linfocitos. (P=0,004)

CXCR4 (Positivo/Heterogéneo) | CXCR4 (Negativo) Total
HLA-I (Positivo/Het.) y | 17 (51,5%) 16 (48,5%) 33
PD-L1 (Positivo/Het.)
Resto 2 (7,7%) 24 (92,3%) 26

Tabla 12. Correlacion entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo / heterogéneo con CXCR4.

(P<0,001)

PD1 (Positivo/Heterogéneo) PD1 (Negativo) Total
HLA-I (Positivo/Het.) y | 17 (51,5%) 16 (48,5%) 33
PD-L1 (Positivo/Het.)
Resto 3(1,1%) 24 (88,9%) 27

Tabla 13. Correlacion entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo / heterogéneo con PD-1.

(P=0,001).

TaT1 T2 Total
HLA-I (Positivo/Het.) y | 21 (51,2%) 20 (48,8%) 44
PD-L1 (Positivo/Het.)
Resto 33 (78,6%) 9 (21,4%) 36

Tabla 14. Correlacion entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo / heterogéneo con el estadio.

(P=0,009)
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Grafico 10. Expresion grafica de la correlacion entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo /

heterogéneo con el estadio.

En los casos que el HLA-I es positivo o heterogéneo y PD-L1 negativo en los
tumores hay una asociacidn significativa con el estadio, apareciendo en un 85,2% de
los casos en lo que se encuentra este fenotipo, tumores en estadio no musculo-
invasivo (Tabla 15, Grafico 11). Ocurre lo contrario con respecto a la asociacion del
estadio y PD-L1 positivos o heterogéneos, de manera que podria indicarnos que PD-
L1 podria ser un marcador independiente que nos indique mayor agresividad de los

tumores desde estadios tempranos.

TaT1 T2 Total
HLA-I (Positivo/Het.) y | 23 (85,2%) 4 (14,8%) 27
PD-L1 (Negativo)
Resto 31 (55,4%) 25 (44,6%) 56

Tabla 15. Correlacién entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 negativo con el estadio. (P=0,004).
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Grafico 11. Expresion grafica de la correlacion entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 negativo con

el estadio.

El resto de fenotipos no arrojaron resultados significativos a excepcidn de la

asociacion de HLA-I y PD-L1 negativos con una menor expresion de CD-3 y CD8

(Tabla 16).
CD3/CD8 (Positivo) CD3/CD8 (Negativo) Total
HLA-I (Negativo) y PD- | 0 (0%) 6 (100%) 6
L1 (Negativo)
Resto 36 (56,3%) 28 (43,8%) 64

Tabla 16. Correlacion entre HLA-I negativo y PD-L1 negativo con la infiltracion de linfocitos. (P=0,01).
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DISCUSION

Existe evidencia acumulada que indica que el crecimiento y diseminacién
tumoral no es el resultado de un fallo del sistema inmunolégico, sino una
consecuencia de diferentes mecanismos que permiten que las células cancerosas
escapen del rechazo inmunolégico (111). Una de las formas mas frecuentes de
evasion inmunitaria, que se ha descrito en muchos tipos de cancer, es la pérdida o
regulacion a la baja de la expresién de HLA-I del tumor, que es la primera sefial que

induce el reconocimiento y la eliminacién de células malignas por LTC (163).

El papel de la alteracién de la presentaciéon de antigenos tumorales y la
expresion de HLA-I, estd actualmente muy de moda en relacion a la resistencia del
cancer a la inmunoterapia, siendo especialmente importantes los inhibidores de
puntos de control inmunitarios. Estudios actuales, sugieren que las alteraciones en
la presentacion de antigenos tumorales pueden ser un mecanismo para evadir la

inmunidad antitumoral después del bloqueo de los puntos de control inmunolégico.

En este estudio, utilizando inmunohistoquimica, caracterizamos la expresion
de moléculas HLA-I y PD-L1 / PD-1, CXCR-4, asi como el infiltrado de linfocitario
intratumoral en 85 tumores de vejiga y se correlacioné con las caracteristicas
clinico-patolégicas de los pacientes. Aunque la mayoria de los tumores fueron
positivos para HLA-I, aproximadamente el 17,6% de los tumores demostraron una
pérdida total de expresién de HLA-I. Este nimero es similar al porcentaje informado
en otros estudios de pérdida total de HLA-I en tumores de vejiga (25%) (172). Aqui
no analizamos la pérdida parcial de un locus o las alteraciones alélicas de HLA-I, ya
que usamos solo un anticuerpo que reconoce un complejo de cadena pesada de HLA-

[y B2m en la superficie de las células tumorales (W6 / 32) (225).

Una observacién importante de los resultados del estudio es una fuerte
correlacion entre la expresion de HLA-I y la infiltraciéon tumoral con linfocitos CD3
+ y CD8 +. En una publicacién reciente se describe una correlacién similar en el

cancer de pulmén (164).
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La expresion de HLA-I parece ser un factor importante de rechazo tumoral
asociado con un aumento de la infiltraciéon de linfocitos intratumorales, y que
cambia durante la evolucién de la enfermedad tumoral como resultado de la
seleccidn y eliminaciéon mediada por linfocitos T de células tumorales positivas para
HLA-I y el escape inmune de células negativas para HLA-I (224). Un estadio mas
avanzado de progresion tumoral se asocia con la pérdida de infiltracion de linfocitos
intratumorales reducida por HLA-Iy también con ciertos cambios en la organizacién
del tejido tumoral, caracterizada por la encapsulacién tumoral por un estroma
fibroso (224). En este estudio observamos casos similares (Figura 1 y 2 de
resultados), sin embargo, en algunos casos observamos una mayor infiltracién de
linfocitos en los tumores T2, lo que puede explicarse por la inactivacién de los
linfocitos por las sefiales inhibidoras del microambiente tumoral, asi como la
existencia de estadios tumorales de vejiga mas avanzados ( T3, T4, M1), lo que se ha

demostrado en diferentes tipos de cancer (223).

En cuanto a la expresion de PD-L1 en el cancer de vejiga, existen diferentes
estudios que describen patrones de inmunomarcaje tanto positivos como negativos.
En nuestro estudio, la mayoria de los tumores son positivos o heterogéneos (15,5%
y 40,5% respectivamente) para la expresion de PD-L1. Alrededor del 80% de los
tumores en estadio tumoral T2 expresaban PD-L1, en comparacién con el grupo de
tumores Ta + T1 donde esta incidencia fue solo del 44,4%, lo que sugiere que los
tumores mas agresivos podrian utilizar la expresion de PD-L1 como un mecanismo

de escape inmunoldgico para avanzar a una etapa de invasién mas avanzada.

Segun la literatura publicada, el valor pronéstico de la expresion de PD-L1 en
el tumor es controvertido y existe una falta de consenso sobre la utilidad de las
pruebas de PD-L1 como un biomarcador predictivo. En opinién de algunos autores,
la expresiéon de PD-L1 parece tener peor prondstico y aparecer en estadios
tumorales mas avanzados a diferencia de los pacientes sin expresién de PD-L1 que
parecen que obtienen algin beneficio clinico. Por otro lado, la expresion alta de PD-
L1 en el tumor también puede estar asociada con una mayor probabilidad de
respuesta a la inmunoterapia con anticuerpos anti-PD-L1, aunque algunos estudios

fase Il no han demostrado que PD-L1 sea un marcador predictivo util (226,227).
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En base a estudios previos sobre el papel de la expresién de HLA-I en el
rechazo tumoral y del eje PD-L1 / PD1 en una regulacién negativa inhibiendo la
activacion de células T, se podria plantear la hipétesis de que el inmunofenotipo
tumoral HLA-I + / PD-L1- podria promover el rechazo inmunolégico del cancer en
las primeras etapas del desarrollo del cancer de vejiga. Quizas, en etapas
posteriores, la aparicién de otro fenotipo tumoral, HLA-I- / PD-L1 +, podria facilitar
el escape y la progresiéon inmune del tumor (223) y la diseminacién metastasica. La
acumulacién de fenotipos tumorales alterados por HLA-I durante la progresiéon
metastasica y la resistencia a la inmunoterapia se han descrito en otros tipos de

cancer, incluidos el cancer de pulmén y el melanoma (163, 228).

No encontramos ninguna correlacién estadisticamente significativa entre
HLA-I y PD-L1 analizados de forma independiente. Sin embargo, muchos tumores
mostraron un patrén heterogéneo de expresién de HLA-I y PD-L1 y diferentes
fenotipos de coexpresion, por lo que clasificamos los tumores en cuatro grupos:
HLA-I+ / PD-L1-, HLA-I- / PD -L1+, HLA-I+/PD-L1+ y HLA-I-/PD-L1-. El analisis
estadistico reveld que los tumores dobles positivos demostraron un grado
significativamente mayor de infiltracién de linfocitos tumorales, una mayor
expresion de PD1 y CXCR-4. Esto sugiere que estos tumores son inmunolégicamente
“calientes” desde el punto de vista de la actividad del microambiente tumoral, con

una regulacién positiva coordinada de varias moléculas proinflamatorias.

En este estudio descubrimos que un alto porcentaje de linfocitos T que se
infiltran en el tumor expresan moléculas inhibidoras de PD1, que representa un
fenotipo de un “linfocito agotado” y puede tener un papel importante como factor
pronoéstico de respuesta a inmunoterapia con anticuerpos anti-PD1. Asi mismo se
observé una correlacion significativa entre la negatividad de HLA-I y la nula
presencia del marcador PD1, lo cual parece coincidir con la escasa presencia de
infiltracién linfocitaria intratumoral cuando el HLA-I es negativo. La incidencia de
expresion de PD1 / PD-L1 en el tumor en este estudio es similar a otros estudios
previos (229). La expresion de PD-L1 tiene una correlacién significativa con la

respuesta clinica al tratamiento con anticuerpos anti-PD1 / PD-L1 en pacientes con
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diferentes tipos de tumores como el melanoma, el cancer renal metastasico o el

tumor vesical metastasico (196,199,204).

Los pacientes con tumores HLA-I+/PD-L1- demostraron un mejor
pronostico; siendo este inmunofenotipo mas frecuente observado en los TVNMI. Se
han comunicado resultados similares en otros tipos de tumores, incluida una
asociacién con una menor incidencia de recidiva tumoral (230-232). Esto podria
sugerir que la ausencia de expresion de PD-L1 es un factor importante de rechazo
del cancer, que también puede servir como un biomarcador predictivo de tumores
menos invasivos y un curso de la enfermedad mas favorable. Estos datos confirman
los resultados que demuestran una correlacion positiva entre la expresion de PD-L1
y un estadio tumoral mas avanzado. En un pequeiio porcentaje de los tumores
estudiados (7,15%) detectamos un patrén de coexpresion opuesto, HLA-I- / PD-L1
+, que anteriormente se habia informado que estaba asociado con un cancer de
pulmén mas avanzado (223), aunque en nuestro estudio no arrojé resultados
significativos probablemente debido al escaso nimero de tumores con este

inmunofenotipo en nuestra muestra.

El inmunofenotipo tumoral HLA-I+/PD-L1+, relacionado con las
caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores tiene una asociacion significativa
con el estadio, siendo tumores que se reparten casi al 50% en musculo-invasivos y
no musculo-invasivos, lo cual puede representar una etapa intermedia en la
evolucion natural del tumor, como se ha descrito previamente en el melanoma y el
cancer de pulmén (223,233). En etapas tempranas, la expresién de HLA-I positiva
puede coincidir con una baja expresiéon de PD-L1 (fenotipo de rechazo inmune) y
progresar a una variante de escape con patrén HLA-I- / PD-L1 + en estadios

avanzados (Figuras 1y 2).
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Figura 1: Correlacion entre el inmunofenotipo de coexpresion de HLA-I y PD-L1 y el estadio de
progresion del cancer de vejiga. Adaptada desde: Flores-Martin JF, Perea F, Exposito-Ruiz M, et al. A
Combination of Positive Tumor HLA-I and Negative PD-L1 Expression Provides an Immune Rejection
Mechanism in Bladder Cancer. Ann Surg Oncol. 2019 Aug;26(8):2631-26309.

Immune escape phenotype ( HLA-/PD-1.1-+)

T-Cell | Tumor Cen |

T-Cell | Tumor Cenl |

Figura 2: Representacion esquematica del papel de la expresion de HLA-I y PD-L1 en el tumor en el
rechazo y / o escape inmunoldgico del cancer. Adaptada desde: Flores-Martin JF, Perea F, Exposito-Ruiz M,
et al. A Combination of Positive Tumor HLA-I and Negative PD-L1 Expression Provides an Immune Rejection
Mechanism in Bladder Cancer. Ann Surg Oncol. 2019 Aug;26(8):2631-2639
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Asi mismo, la inmunoterapia parece inducir un escape inmunolégico de las
células tumorales con alteraciones genéticas estructurales de HLA-I, que no pueden
corregirse con citocinas. Anteriormente, se ha publicado, que los tumores de vejiga
recurrentes después de la terapia con BCG acumulan mas alteraciones genéticas en
los genes HLA-I (LOH-6) que los tumores antes del tratamiento, como resultado de

la seleccién inmune mediada por células T (180).

La nueva generaciéon de inmunoterapia contra el cancer basada en inmuno-
checkpoints, se utiliza ampliamente en el cdncer de vejiga metastasico, pero en las
primeras etapas todavia esperamos el resultado de maultiples ensayos clinicos en
marcha. Nuestros datos sugieren que el analisis simultdneo de la expresiéon de HLA-
[ / PD-L1 tumoral podria ayudar a predecir la progresién del cancer de vejiga y

seleccionar pacientes para tratamiento con inmuno-checkpoints.

Entre las limitaciones mdas importantes del estudio podemos nombrar el bajo
numero de pacientes que ha podido lastrar alguna relacién significativa en los
resultados (relaciones de microambiente con recidiva y progresién), que no ha
podido realizarse con una muestra homogénea de tumores primarios o tumores
recidivados después de BCG con lo que probablemente hubiéramos podido tener
unos resultados mas interesantes. Asi mismo y como se ha comentado
anteriormente el haber contado con solo un anticuerpo que reconoce un complejo
de cadena pesada de HLA-1 y f2m en la superficie de las células tumorales (W6 /

32), no hemos podido analizar perdidas parciales de HLA-I.
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CONCLUSIONES

La expresion de HLA-I en células tumorales es un mecanismo
importante de la inmunovigilancia tumoral. Las componentes del
microambiente tumoral, en especial los inmuno-checkpoints como son PD-
L1/PD1, son otro mecanismo de inmunovigilancia del cAncer y pueden servir
potencialmente como un marcador predictivo para el éxito de la

inmunoterapia.

Una mayor expresion de HLA-I se asocia con una mayor infiltracion de
linfocitos tumorales y, junto con una baja expresion de PD-L1 en las células
de cancer de vejiga, representa un fenotipo de rechazo tumoral y podria

usarse como marcador predictivo de buen pronéstico.

Nuestros resultados muestran que PD-L1 es un factor independiente de
invasividad y mal prondstico en los tumores vesicales, lo que sugiere que
PD-L1 pueda ser un factor que promueva la progresion de estadios

localizados a mas avanzados.

Encontramos en nuestro estudio que la mayoria de los tumores HLA-I
positivos / PD-L1 negativos se encuentran en una etapa menos
avanzada, lo que vendria a apoyar la importancia del HLA-I y PD-L1 en la

evolucion de los tumores.

En base en los resultados obtenidos, creemos que la pérdida de HLA-I, junto
con la regulacion al alza de PD-L1 en los tumores de vejiga, puede estar
asociada con un mal prondstico y posiblemente con diseminacion

metastasica.

En caso de TVMI, mas agresivos, en los que los que puede aparecer el fenotipo
PD-L1-positivo / HLA-I-negativo, la terapia con anticuerpos anti-PD-L1 /
PD1, junto con una regulacion al alza de la expresion normal de HLA-I

(inmunoterapia o terapia génica) podria mejorar los protocolos existentes

119



del tratamiento del cancer de vejiga, asi como la seleccién de pacientes

para inmunoterapia.

7. Se necesitan estudios y ensayos clinicos adicionales para confirmar las

hipétesis y determinar otros aspectos en la interrelacion de HLA-I1 y PD-L1.
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Oncol. 2019 Aug;26(8):2631-2639.

= ISSN:1068-9265
» Factor de Impacto 2019: 4,179
* Q1 de Cirugia y Q2 de Oncologia

e 3 comunicaciones o posters en congresos regionales, nacionales o
internacionales

©)

©)

La combinacion de HLA-I positivo y de PD-L1 negativo en
células tumorales, proporciona un mecanismo de rechazo
inmune en cancer de vejiga. José Francisco Flores-Martin,
Francisco Perea, Manuela Exposito-Ruiz, Francisco Javier
Carretero, Teresa Rodriguez, Marina Villamediana Abad,
Francisco Ruiz-Cabello, Juan Moreno Jimenez , Federico Garrido,
José Manuel Cézar-Olmo , Natalia Aptsiauri. Congreso Andaluz de
Urologia 2019.

A combination of positive tumor HLA-I and negative PD-L1
expression provides an immune rejection mechanism in
bladder cancer. Flores Martin ]. Salas Moreno M.C.}, Ramos
Alaminos C.I., Perea F., Exposito-Ruiz M., Javier Carretero F.,
Rodriguez T., Villamediana Abad M., Ruiz-Cabello F. Garrido F.,
Coézar-Olmo J.M., Moreno Jiménez ]., Aptsiauri N. Congreso
Europeo de Urologia 2020. Amsterdam.

La combinacion de HLA-I y PD-L1 en tumores vesicales como
nuevo biomarcador predictivo de invasividad tumoral. Flores
Martin, J.F.; Perea, F.; Exposito Ruiz, M.; Carretero, F.]J.; Rodriguez,
T.; Villamediana Abad, M.; Ruiz Cabello, F.; Moreno Jimenez, |.;
Garrido,F.; Cozar Olmo, ].M.; Aptsiauri, N. Grupo de Urologia
Oncologica 2020

e 1 premio en congreso a nivel regional

©)

Primer premio a la mejor comunicacion oral: La combinacién de
HLA-I positivo y de PD-L1 negativo en células tumorales,
proporciona un mecanismo de rechazo inmune en cancer de
vejiga. José Francisco Flores-Martin y cols. Congreso Andaluz de
Urologia 2019.
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2. Lista de tablas, graficos y figuras

Introduccion

Tabla 1: Clasificacion TNM

Tabla 2: Grupos de riesgo TVNMI

Figura 1: Reconocimiento de la Célula tumoral por el LTC
Figura 2: Fases de la Inmunoedicién

Figura 3: Estructura del HLA-I

Figura 4: Maquinaria de procesamiento antigénico
Figura 5: Fenotipos alterados de HLA-I

Figura 6: Cambios en la arquitectura tumoral durante la respuesta del
sistema inmune

Figura 7: Inmunoselecciéon tumoral

Figura 8: Mecanismo de accién de CTLA-4

Figura 9: Mecanismo de accién de PD1 y PD-L1

Figura 10: Bloqueo de las vias CTLA-4 y PD-1

Material y Métodos

Tabla 1: Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes del estudio

Resultados

Figura 1: Imagenes representativas de la inmunotincién de una de las
muestras de cancer de vejiga con anticuerpos dirigidos contra HLA-I (mAb
wbé6 / 32), PD-L1, CD8.

Figura 2: Imagenes representativas de inmunotincién de una de las
muestras de cancer de vejiga con anticuerpos dirigidos contra HLA-I (mAb
wbé / 32), PD-L1, PD-1, CD8, CXCR4.

Tabla 1: Resumen del analisis inmunohistoquimico de los tumores de vejiga
con diferentes tipos de anticuerpos.

Tabla 2: Correlacion entre la expresion de HLA de clase I y la infiltracion
tumoral con linfocitos T CD3 +y CD8 +.

Grafico 1: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de HLA de
clase I y la infiltracién tumoral con linfocitos T CD3 + y CD8 +.

Tabla 3: Correlacion entre la infiltracién inmunitaria tumoral y la expresion
de PD1.

Grafico 2: Expresion grafica de la correlacion entre la infiltracion
inmunitaria tumoral y la expresiéon de PD1.

Tabla 4: Correlacion entre la infiltracién inmunitaria tumoral y la expresion
de PD-L1.

Grafico 3: Expresion grafica de la correlacion entre la infiltracion
inmunitaria tumoral y la expresion de PD-L1.

Tabla 5: Correlacion entre la expresiéon de HLA de clase I y la expresiéon de
PD-L1

Grafico 4: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de HLA de
clase I y la expresion de PD-L1.
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e Tabla 6: Correlacién entre la expresion de HLA de clase 1 y la expresion de
PD 1.

e Grafico 5: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de HLA de
clase I y la expresién de PD1.

e Tabla 7: Correlacion entre la expresion de PD-L1 y la expresién de PD 1

e Grafico 6: Expresion grafica de la correlacion entre la expresion de PD-L1y
la expresion de PD-L1.

e Tabla 8: Correlacion entre el estadio y la expresiéon de PD-L1

e Grafico 7: Expresion grafica de la correlacion entre el estadio y la expresion
de PD-L1.

e Tabla 9: Correlacion entre el estadio y el infiltrado linfocitario

e Grafico 8: Expresion grafica de la correlacion entre el estadio y el infiltrado
linfocitario

e Tabla 10: Incidencia de tumores con diferentes expresiones del fenotipo
HLA-I1/PD-L1.

e Grafico 9: Expresion grafica de la Incidencia de tumores con diferentes
expresiones del fenotipo HLA-I/PD-L1.

e Tabla 11: Correlacién entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo /
heterogéneo con la infiltracion de linfocitos

e Tabla 12: Correlacién entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo /
heterogéneo con CXCR4.

e Tabla 13: Correlacién entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo /
heterogéneo con PD-1.

e Tabla 14: Correlacién entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 positivo /
heterogéneo con el estadio

e Grafico 10: Expresion grafica de la correlacién entre HLA-I positivo /
heterogéneo y PD-L1 positivo / heterogéneo con el estadio.

e Tabla 15: Correlacién entre HLA-I positivo / heterogéneo y PD-L1 negativo
con el estadio.

e Grafico 11: Expresion grafica de la correlacién entre HLA-I positivo /
heterogéneo y PD-L1 negativo con el estadio.

e Tabla 16: Correlacion entre HLA-I negativo y PD-L1 negativo con la
infiltracién de linfocitos

Discusion
e Figura 1: Correlacion entre el inmunofenotipo de coexpresién de HLA-I y
PD-L1 y el estadio de progresion del cancer de vejiga

e Figura 2: Representacion esquematica del papel de la expresion de HLA-1'y
PD-L1 en el tumor en el rechazo y / o escape inmunolégico del cancer
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