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RESUMEN

Introduccién

El cancer de vejiga es el quinto tumor maligno mas frecuente en paises
industrializado después de los tumores de prostata, pulmén, colorrectal y de
estdmago. Aproximadamente 357.000 nuevos casos anuales se diagnostican en
todo el mundo (274.000 en hombres y 83.000 en mujeres). La presentaciéon mas
frecuente es el tumor vesical no musculo invasivo. Después de su exéresis
endoscédpica y en funcidn de caracteristicas morfolégicas (tamafo, numero de
tumores, localizacién) y anatomo-patolégicas (grado, estadio y presencia de
carcinoma in situ) se establecen grupos de riesgo segun su probabilidad de
recurrencia y/o progresion.

En aquellos tumores de alto riesgo esta indicado el tratamiento
complementario mediante inmunoterapia. Esta consiste en instilaciones
endovesicales de BCG, con una pauta predefinida y divida en dos fases,
induccion y mantenimiento. No obstante, esto no es garantia de éxito y las
recurrencias y o progresiones ocurren hasta en un 30% de los pacientes. Cuando
esta recidiva de produce de forma precoz, durante la fase de induccién, las guias
europeas y americanas de urologia aconsejan considerar el tratamiento radical
mediante cistectomia precoz ya que la respuesta a una segunda tanda de
induccion es limitada.

Con el fin de poder ofrecer un tratamiento personalizado 6ptimo; evitando
efectos secundarios indeseados de terapias que no seran efectivas, minimizando

la demora del tratamiento definitivo y disminuyendo asi el riesgo de progresion
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y/o diseminacion de la enfermedad, la busqueda de marcadores predictivos de

respuesta al tratamiento con BCG ha sido constante durante las Ultimas décadas.

Hipétesis y Objetivos

La composicion de los linfocitos que infiliran el tumor tiene una gran influencia
en la supervivencia en pacientes con cancer y diferentes estudios han
demostrado que pueden ser utilizados como marcador pronéstico.

El bacilo de Calmette-Guérin intravesical (BCG) es uno de los
tratamientos mas eficaces para el cancer de vejiga no musculo invasivo de alto
riesgo. Lamentablemente, no existe un biomarcador validado para predecir el
resultado clinico de este tratamiento, por lo que aproximadamente un 30-50% de
los pacientes que lo reciben sufren de recidivas y hasta un 15% de ellos
progresan.

Aunque el mecanismo exacto de la actividad antitumoral inducida por
BCG no se comprende por completo, se sabe que actua como inmunomodulador
local, por lo que la composicién inmune de las células infiltrantes en el tumor
antes del tratamiento podria estar implicada en la respuesta final del paciente.

Ademas de los linfocitos infiltrantes del tumor, diversos parametros
inmunologicos sistémicos también se han correlacionado con el resultado clinico
en pacientes con cancer. Se ha sugerido que el recuento absoluto de linfocitos
periféricos, asi como la proporcion de neutrofilos a linfocitos (NLR), una medida
de inflamacion sistémica, podrian ser utilizados como marcadores prondsticos
y/o predictivo de la respuesta al tratamiento en diferentes tipos de canceres.

Por todo ello la hipotesis de este trabajo es que la composicidn del sistema

inmunitario, tanto local como sistémica de los pacientes con tumor vesical no
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musculo-invasivo (TVNMI) de alto grado podria predecir la respuesta al
tratamiento con inmunoterapia local basada en la administracion intravesical de
BCG. Esta composicion inmunoldgica puede cuantificarse de manera sencilla, a
nivel local y sistémico, a través del analisis histologico del infiltrado linfocitario
peritumoral y de los recuentos de linfocitos, neutrofilos y plaquetas en sangre

periférica.
Material y métodos

En primer lugar, se ha evaluado el tejido obtenido durante la reseccion
transuretral del tumor vesical. El analisis de factores solubles detectados en la
orina de pacientes tratados con BCG orienta sobre el tipo de respuesta que se
produce en la vejiga. Conocedores que tras la instilacion con BCG predominan
en orina citoquinas como IL-2, IL-12 e interferon y (IFNy) frente a la presencia de
IL-4 e IL-10 en aquellos pacientes “respondedores” al tratamiento con BCG,

apunta hacia el desarrollo de una respuesta tipo Th1.

Hemos realizado un andlisis del infiltrado linfocitario peritumoral presente en
el momento del diagnostico y previo al inicio del tratamiento con BCG,
caracterizando la poblacion linfocitaria y correlacionandola con la evoluciéon
clinica en una muestra de 22 pacientes.

En segundo lugar, en otra cohorte de pacientes afectos de tumor vesical inicial
no musculo invasivo con alto riesgo de recidiva y progresion y candidatos a
recibir tratamiento endovesical con BCG, hemos evaluado el valor predictivo de
respuesta al tratamiento de la ratio neutrdéfilo linfocito y plaqueta linfocito en
sangre periférica obtenidos previamente a la reseccion transuretral del tumor

vesical.
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Resultados

Encontramos infiltrado linfocitario peri tumoral en todos los pacientes
analizados en el primer estudio(n=22), predominando células GATA-3(Th2)
frente a células T-Bet (Th1). La respuesta a la BCG se asoci6é con un cociente
TH1/Th2 mas elevada en pacientes respondedores (p=0.02). Analizamos en
dicha muestra la inmunidad sistémica (valorada por recuento de linfocitos,
neutrofilos y ratio neutréfilo/linfocito) apreciando un cociente levemente mas
elevado en pacientes no respondedores (p=0.12).

Se analizé la relacién entre inmunidad periférica y local con la respuesta a la
BCG, mediante la combinacion de los cocientes Th2/Th1 y neutr6filo/linfocito,
observando un valor mas elevado en pacientes respondedores (p=0.004).

En otra cohorte de pacientes de mayor tamafno muestral (n=50) analizamos
la inmunidad sistémica (mediante cocientes neutrdfilo/linfocito  y
plagueta/linfocito) con la respuesta a la BCG sin apreciar relacion significativa
(p=0.73 y p=0.76 respectivamente).

Conclusiones

La caracterizacion del infiltrado linfocitario peri tumoral expresada como
cociente GATA-3/T-bet y su relacion con la capacidad de respuesta inmune
periférica expresada como cociente neutréfilo / linfocito, podrian predecir la

respuesta al tratamiento endovesical con BCG.
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SUMMARY

Introduction

Bladder cancer is the fifth in frequency among men in developed countries
(after prostate, lung, colorectal and stomach tumours), with approximately
357,000 new cases a year worldwide (274,000 men and 83,000 women). The
commonest presentation is as non-muscular invasive bladder tumour. After
treatment by transurethral resection and based on endoscopic findings (size,
number of tumours, location) and anatomy-pathological analysis (grade, stage
and presence of carcinoma in situ) risk groups are established based on the
likelihood of recurrence and/or progression.

Complementary immunotherapy treatment is indicated in high-risk
tumours. This consists of BCG instillations in a first induction phase and
subsequently in maintenance. However, this is not a guarantee of success and
recurrences and/or progressions are up to 30%. When this recurrence occurs
early, European and American urology guidelines advice considering radical
treatment by early cystectomy as a second induction round reaches limited
response rates.

In order to be able to offer an optimal tailored treatment; avoiding side
effects of therapies that will not be effective, minimizing the delay of definitive
treatment and thus reducing the risk of progression and/or dissemination of the
disease, the search for predictive markers of response to BCG treatment has

been a challenge over the past few decades.
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Hypothesis and objectives

In this work, two papers have been developed to evaluate predictive
markers of response to BCG treatment in patients with non-muscle-invasive
bladder tumours at high risk of recurrence and progression; one focalized at
tissue samples and the other at peripheral blood.
Material and methods

So, the first one evaluates the tissue obtained during transurethral
resection of the bladder tumour. Analysis of soluble factors detected in urine in
patients treated with BCG focuses on the type of response that occurs in the
bladder. Knowing that after Instillation with BCG predominate in cytokine urine
such as IL-2, IL-12 and interferon (IFN) versus the presence of IL-4 and IL-10 in
patients "responders" to treatment, points towards the development of a Th1
response. Analysis of peritumoral lymphocyte infiltrate present at the time of
diagnosis and prior to initiation of BCG treatment, characterizing the lymphocyte
population and correlating it with clinical evolution in a sample of 22 patients.
Second, in another cohort of patients with initial non-muscle-invasive bladder
tumour with high risk of recurrence and progression and candidates for
endovesical BCG treatment, we have evaluated the predictive response value of
lymphocyte neutrophil ratio and peripheral blood lymphocyte platelet obtained
prior to transurethral resection of the bladder tumour.
Results

We found peritumoral lymphocyte infiltrate in all patients analysed in the
first study (n-22), predominating GATA-3(Th2) cells versus T-Bet (Th1) cells. The
response to BCG was associated with a higher TH1/Th2 ratio in responding

patients (p-0.02). We analysed in this sample systemic immunity (valued by
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lymphocyte count, neutrophils and neutrophil/lymphocyte ratio) appreciating a
slightly higher ratio in non-responding patients (p-0.12).

The relationship between peripheral and local immunity with the response
to BCG was analysed, by combining the Th2/Th1 and neutrophil/lymphocyte
ratios, observing a higher value in responding patients (p-0.004).

In another cohort of patients of larger sample size (n-50) we analysed
systemic immunity (by neutrophil/lymphocyte ratio and platelet/lymphocyte) with
the response to BCG without appreciating significant ratio (p-0.73 and p-0.76
respectively).

Conclusions

Characterization of peritumoral lymphocyte infiltrate expressed as a
GATA-3/T-bet ratio and its relationship to the peripheral immune response
capacity expressed as neutrophil/lymphocyte ratio could predict the response to

endovesical BCG treatment.
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1. Epidemiologia de los tumores vesicales

El cancer de vejiga, con mas de 573.000 nuevos casos y mas de 213.000
muertes anuales en todo el mundo, es una de las principales causas de
mortalidad en hombres'. En Europa, en 2012, se diagnosticaron 151.297 nuevos
casos de cancer de vejiga con una tasa estandarizada de incidencia de 17,7/
100.000 en hombres y 3,5/100.000 en mujeres?, con un descenso en 2018 hasta
9,5/100.000 en hombres y 2,4 /100.000 en mujeres’. En general, la tasa bruta de
incidencia anual es de 20,4/100 000. En 2012, se registraron 52.395 muertes por
cancer de vejiga, con una tasa bruta de mortalidad anual de 7,1/100 0002. En
Espana existe una de las tasas de incidencia y mortalidad mas altas de Europa,
con un promedio de 12.200 nuevos casos anuales, siendo el 4° cancer mas
frecuente en varones y el 5° en ambos sexos?3. Aproximadamente el 70% de los
pacientes con cancer de vejiga son mayores de 65 afios®.

El consumo de tabaco es el factor de riesgo mejor establecido®, aunque
también se han descrito la exposicion ocupacional, algunos agentes
quimioterapéuticos y la radioterapia pélvica como factores que favorecen la

carcinogénesis del cancer vesical®.
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2. Diagnéstico de los tumores vesicales

La hematuria y la sintomatologia miccional de llenado (urgencia e
imperiosidad) son frecuentes en pacientes con tumor vesical®. La mayoria de los
pacientes son diagnosticados mediante exploraciones complementarias
(ecografia y/o cistoscopia) realizadas tras haber presentado un primer episodio
de hematuria’. La hematuria macroscopica es el sintoma mas frecuentemente
relacionado con el diagnostico de tumor vesical®. Su valor predictivo positivo, a
tres afos, es 7,4% (IC 95% 6,8-8,1) en varones y 3,4% (IC 95% 2,9-4,0) en
mujeres®. Por tanto, ante un paciente con hematuria macroscoépica se aconseja
completar estudio con ecografia reno-vésico-prostatica y remitirlo a la consulta
de urologia. La ecografia reno-vésico-prostatica permite detectar lesiones
endovesicales mayores de 0,5 cm. Si persiste la sospecha clinica de tumor
vesical, a pesar de un estudio ecografico normal, la siguiente prueba diagndstica
sera la cistoscopia™®.

En aquellos pacientes en los que se sospecha un tumor urotelial, la
cistoscopia confirmara la afectacion del tracto urinario inferior y la tomografia
computarizada con urografia (TCU) la del tramo urinario superior. Para la
deteccion de tumor vesical, la TCU y la cistoscopia tienen una sensibilidad de
0,87 y una especificidad de 0,99 y 1 respectivamente. Sus valores predictivos
positivos son 0,91 y 0,98, y los valores predictivos negativos 0,98 y 0,98,
respectivamente’’.

Para mejorar la deteccion de lesiones endovesicales se han introducido
nuevas tecnologias. La cistoscopia con luz azul, previa administracion

endovesical de hexaminolevulinato (Hexvix®) permite mejorar la deteccion del
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carcinoma in situ (Cis), dificil de visualizar al ser una lesion plana'. La imagen
de banda estrecha ha reportado un incremento de la sensibilidad frente a la
cistoscopia con luz blanca, aun teniendo menor especificidad y mayor tasa de
falsos positivos'. El incremento de coste y consumo de tiempo han impedido su
generalizacion en la practica clinica®.

En resumen, el tumor vesical, cuya incidencia y prevalencia es alta',
constituye un problema de salud importante. Por ello, es l6gico pensar en la
posibilidad de realizar su deteccion precoz; sin embargo, no existe evidencia
cientifica que apoye el cribado del tumor vesical en la poblacién general’®, en
fumadores, o individuos con exposicién ambiental a carcinégenos vesicales'®.
Se ha propuesto como método de cribado la deteccién de microhematuria (>3
hematies/campo), con tira reactiva en orina; sin embargo, su valor predictivo
positivo es bajo'’. En 2015, una revision sistematica de la Cochrane Library
concluy6 que la eficacia de los métodos de cribado para el tumor vesical era

demasiado baja para su recomendacion’8.
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3. Clasificacion y estadiaje de los tumores vesicales

Una vez extirpado el tejido tumoral mediante la reseccion transuretral
(RTU), el material se remite al laboratorio de anatomia patologica. Alli se realiza
un procesamiento de la muestra dirigido a establecer el diagnostico
anatomopatolédgico, definido a través de la estirpe celular, grado de
diferenciacion tumoral y profundidad de afectacién'®. La idoneidad del informe
anatomopatoldgico, incluyendo factores pronosticos, puede ayudar en la toma
de decisiones clinicas?°.

La mayoria de los tumores vesicales son uroteliales, presentandose en el
momento del diagndstico como no musculos invasivos en el 75% de los casos,
frente a los musculo invasivos o diseminados en el resto?!. Alrededor de la mitad
de los no musculo invasivos son tumores de bajo grado, mientras que los
musculo invasivos o diseminados suelen ser de alto grado. El grado celular es el
factor pronostico mas importante?? .

La primera clasificacibn anatomopatolégica, introducida por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1973, clasifica los tumores vesicales
segun el grado de anaplasia celular?®. La clasificacion de alto y bajo grado viene
dada por la arquitectura celular y las atipias citolégicas. La clasificacion de la
OMS de 2004° incluye una tercera categoria, la de tumores papilares uroteliales
de bajo potencial de malignidad (PUNLMP). La clasificacion de la OMS de 2004
es la mas utilizada actualmente. La reciente actualizacion de 201624 no presenta
grandes variaciones respecto a la previa.

Tradicionalmente, los tumores vesicales se habian estadiado segun la

escalaT:Ta, T1,T2, T30 T4 (Tabla 1). Se considera el tumor musculo infiltrante
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cuando alcanza o supera el estadio T2. La nomenclatura actual los divide en no
musculo invasivo y musculo invasivo, lo que implica grandes diferencias en

cuanto a opciones terapéuticas y pronéstico vital's.

Tabla 1: Clasificacion TNM del tumor vesical?®.

Categoria T: Tumor primario (T).

Tx: No se puede evaluar el tumor primario

TO: No evidencia de tumor primario.

Tis: Carcinoma in situ; tumor plano.

Ta: Carcinoma papilar no invasivo.

T1: Tumor que invade tejido conjuntivo subepitelial.

T2: Tumor que invade la capa muscular.

T2a: Tumor que invade la capa muscular superficial (mitad interna).

T2b: Tumor que invade la capa muscular profunda (mitad externa).

T3: Tumor que invade la grasa perivesical.

T3a: Microscopicamente

T3b: Macroscopicamente (masa extravesical).

T4: Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: préstata, Utero, vagina, pared pélvica o pared abdominal.

T4a: Tumor que invade la prostata, Gtero o vagina.

T4b: Tumor que invade las paredes pélvica o abdominal.

Categoria N: Afectacion ganglionar(N).

Nx: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

NO: No se demuestran metéastasis ganglionares regionales.

N1: Metastasis en un unico ganglio linfatico, con didmetro maximo menor o igual a 2 cm.

N2: Metéastasis en un Unico ganglio linfatico, con diametro maximo mayor de 2 cm, pero menor o igual a 5 cm, o en varios
ganglios linfaticos, ninguno de ellos mayor de 5 cm de didmetro maximo.

N3: Metastasis en un unico ganglio linfatico, con diametro maximo mayor de 5 cm.

Categoria M: Metastasis (M).

Mx: No se puede evaluar la metéstasis a distancia.

MO: No hay metéastasis a distancia.

M1: Metastasis a distancia.

La localizacion topografica del tumor es importante. A nivel trigonal, la
lamina propia es mas delgada y se funde con la muscular propia, lo que puede
inducir a errores en la estadificacion tumoral. Ademas, en ocasiones la

muscularis mucosae puede hipertrofiarse dificultando su diferenciacion con la
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muscular propia®®. Discriminar la afectacion de la muscularis mucosa, cuya
invasion diferencia el T1a del T1b, es importante de cara al pronéstico ya que la
afectacion de la lamina propia implica capacidad de invasién tumoral®’, y deberia
informarse sistematicamente?®.

La presencia de muscular propia en la muestra remitida al laboratorio de
anatomia patologica es un criterio de calidad de la RTU vesical?®, ya que de su
afectacion depende el estadio tumoral y en consecuencia el tratamiento.

La variabilidad inter-observacional en el diagnéstico del tumor vesical es
considerable®, por ello deben manejarse otros datos que ayuden en la toma de
decisiones terapéuticas. Cuando existen dudas sobre el correcto estadiaje del
tumor vesical debe realizarse un re-estadiaje. Ese re-estadiaje del tumor vesical,
mediante re-RTU, se realiza habitualmente en los tumores T1 y deberia
realizarse entre 2 y 4 semanas después de la RTU inicial, con el objetivo de
detectar pacientes infraestadiados y en consecuencia candidatos a cistectomia
radical precoz®' o bien para mejorar los resultados del tratamiento con BCG
intravesical®?. La indicacién de re-RTU debe evaluarse individualmentes3,

En un adecuado y completo informe de anatomia patoldgica radica uno
de los pilares del adecuado tratamiento del tumor vesical. Se han descrito
diferentes factores pronésticos anatomicos e histoldégicos que deberian
reportarse en el informe anatomopatoldégico definitivo. Entre los factores
prondsticos anatdmicos encontramos: el estadio T1, invasion linfovascular,
patron de crecimiento solido en vez de papilar 3* , y profundidad de la invasion®.
Una profundidad >1.5mm se ha relacionado con mayor estadio en el espécimen
de cistectomia (sensibilidad 81% vy especificidad 83%) y con menor

supervivencia a 5 afos. Entre los factores pronésticos histolégicos encontramos
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la variante histoldgica3®, especialmente si se trata de micropapilar o “nested”, y

presencia de carcinoma in situ asociado®’.
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4. Tumor vesical no musculo invasivo de alto riesgo

4.1 Definicion y caracteristicas

Los tumores vesicales no musculo invasivos se clasifican, en base a la
probabilidad de recurrencia y progresion, en 3 grupos de riesgo: bajo, moderado
y alto.

Las tablas de riesgo y sistema de puntuacion fueron desarrolladas por el
EORTC genitourinary cancer group®® y estan recogidas en las Tablas 2-4. El
sistema de puntuacion otorga valores numéricos para estimar la probabilidad de
recurrencia y progresion, basandose en factores clinicos y patolégicos. Entre los
factores clinicos se recogen el numero de tumores, tamafio y la secuencia de
recidiva. Entre los factores patoldgicos interesan la categoria T, la presencia de
Cis y el grado celular del tumor. Este sistema de puntuacion queda recogido en
la Tabla 2. En funcion de la puntuacion obtenida puede calcularse la probabilidad

de recurrencia y de progresion a 1 y 5 afos, Tablas 3y 4.
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Tabla 2: Sistema de puntuacion desarrolladas por el EORTC genitourinary

cancer group*.

Factor Recurrencia Progresion

Numero de tumores

Unico 0 0
2a7 3 3
Mas o igual a 8 6 3

Diametro de los tumores

<3cm 0 0

>3cm 3 3

Recurrencia/aino

1 0 ninguna recurrencia 2 2
Mas de una recurrencia 4 2
Categoria

Ta 0 0
T1 1 4
CIs

Si 1 6
No 0 0
Grado

G1 0 0
G2 1 0
G3 2 5
Puntuacion total 0-17 0-23
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Tabla 3: Probabilidades de recurrencia en funcion de la puntuacion obtenida

segun escala EORTC*.

Puntuaciones, Probabilidad de recurrencia en Probabilidad de recurrencia a
Recurrencia 1 ano (95% CI) los 5 afios (95% CI)
0 15% (10 % — 19%) 31% (24% - 37%)
1-4 24% (21% - 26%) 46% (42% - 49%)
5-9 38% (35% - 41%) 62% (58% - 65%)
10-17 61% (55% - 67%) 78% (73% - 84%)

Tabla 4: Probabilidades de progresion en funcion de puntuacion obtenida segun

escala EORTC40,

Puntuaciones, Probabilidad de progresion en | Probabilidad de progresion a los
Progresion 1 afio (95% CI) 5 afios (95% Cl)
0 0.2% (0%- 0.7 %) 0.8% (0% - 1.7%)
2-6 1% (0.4% - 1.6%) 6% (5% - 8%)
7-13 5% (4% - 7%) 17% (14% - 20%)
14- 23 17% (10% - 24%) 45% (35% - 55%)

Los tumores vesicales no musculo invasivos de alto riesgo incluyen los
siguientes: tumores T1, tumores de alto grado, carcinoma in situ (Cis), tumores
multiples, recurrentes y de tamafio superior a 3 cm.

La presencia simultadnea de tumor T1 de alto grado y Cis, afectacion de la
uretra prostatica*®#!, invasion linfovascular®® y determinadas variantes

anatomopatologicas*®4* conforman un subgrupo de riesgo elevado.
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4.2 Tratamiento

El tratamiento inicial del tumor vesical superficial es la RTU de todas las
lesiones vesicales visibles*>. El analisis patolégico del tejido resecado
determinara el grado del tumor y la profundidad de la afectacion, lo que
establecera el diagnostico y el grupo de riesgo“®.

Después de la RTU todos los pacientes deberian recibir, salvo hematuria
franca o perforacion vesical, una dosis de quimioterapia endovesical inmediata y
destinada a reducir la tasa de recurrencia®’. Sin embargo, en los tumores de alto
riesgo debe realizarse un tratamiento adyuvante para disminuir el riesgo de
recidiva y progresion*8. Este tratamiento consiste en la instilacion intravesical de
bacillo Calmette Guerin (BCQG) vivo y atenuado??, que estimulara una respuesta

inmunitaria con actividad antitumoral.

4.3 Evolucion

A pesar de la extirpacion de todas las lesiones tumorales y del tratamiento
intravesical con BCG, es frecuente la recidiva tumoral y en ocasiones la
progresion, durante los primeros cinco afios de seguimiento®°.

Sabiendo que hasta en un 30-50% de los pacientes va a existir un fracaso
del tratamiento en forma de recidiva y que de éstos hasta un 15% pueden
progresar, es necesaria la identificacion precoz de aquellos pacientes que no van
a responder a la BCG-terapia® , con el objetivo de plantear otras opciones

terapéuticas®® y no demorar el tratamiento radical®d.
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5. Bases inmunoldgicas

5.1 Sistema inmunoldgico.

Los componentes celulares del sistema inmune se originan en la médula
Osea a partir de la célula madre pluripotencial (stem cell), que en presencia de
factores de crecimiento y diferenciacion especifica da lugar a las células
hematopoyéticas. El sistema inmunitario se divide en un sistema innato o
inespecifico y en un sistema especifico o adquirido®*. Ademas, existen dos tipos
de respuestas inmunitarias adaptativas, la llamada inmunidad celular y la
inmunidad humoral.

Las células inmunitarias con un papel mas relevante en la respuesta anti-
tumoral son los linfocitos T (inductores/cooperadores), las células NK (Natural
Killer), los linfocitos B, y los macréfagos®®. Dentro de los linfocitos T distinguimos
los CD4* o cooperadores, que reconocen antigenos unidos al complejo mayor
de histocompatibilidad tipo Il [CMH-II], y los CD8* o citotdxicos, que poseen
granulos con capacidad litica y pueden destruir directamente las células diana y
gue reconocen antigenos unidos a complejo mayor de histocompatibilidad tipo |
[CMH-I]. Los linfocitos T CD4* son los encargados, mediante la secrecion de
citoquinas, de activar a los linfocitos T CD8*, incrementar la produccién de
anticuerpos por los linfocitos B frente a ciertos antigenos, y activar otras células
del sistema inmune como los macrofagos y las células NK. Esta funcién se
realiza a través de la produccion de linfoquinas como la Interleukina 2 (IL-2),
interferones, factor de necrosis tumoral (TNF) y otros factores estimuladores®'.

Las células NK son linfocitos incluidos en los mecanismos de defensa

antitumoral innata. La IL-2 modula su maduracibn e incrementa
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considerablemente su funcién de destruccion de células tumorales, eliminando
aquellas que escapan a otros linfocitos (linfocitos T citotoxicos) por pérdida de
antigenos CMH tipo |. La destruccion celular esta mediada por la union, mediante
moléculas de adhesion, de las células NK a las células tumorales y la
consiguiente liberacion de granulos de citolisinas.

Los macréfagos comprenden un grupo heterogéneo de células de gran
plasticidad y son capaces de desempefiar una amplia gama de funciones, entre
ellas la fagocitosis de células y microorganismos, eliminacion de células
senescentes, detritus y cuerpos extrafos, regulacion de la hematopoyesis,
presentacion de antigenos para montar una respuesta inmunitaria especifica,
secrecion de mas de 100 productos biolégicamente activos, actividad antitumoral
(citotéxica y citostatica) y la reparacion de tejidos®® . Los macréfagos se
diferencian en distintos tipos funcionales, entre los cuales destacan los
macréfagos M1 (clasicamente activados) y los macrofagos M2 (alternativamente
activados®?). De forma general, los macréfagos asociados a tumores presentan
un fenotipo M2 y muestran principalmente una accion oncogénica, facilitando la
supervivencia, la proliferacién y la diseminacion de las células malignas. La
presencia de un elevado numero de estos suele relacionarse con un mal

pronostico®?.
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La inmunidad humoral es aquella mediada por anticuerpos, en la que
podemos englobar la activacion del complemento y la facilitacién de la toxicidad
celular.

El sistema inmunolodgico, sin embargo, no es infalible ya que las células
tumorales han desarrollado una serie de mecanismos de escape®’, entre otros
la generacion de células T supresoras tras la aparicion del tumor que inhiben la
actividad de las células efectoras, la liberacion de sustancias inmunosupresoras
como la Prostaglandina E-PGE2, la presentacion inadecuada o ausencia de los
antigenos a los linfocitos T CD4* y CD8*, y por ultimo el concepto de
heterogeneidad tumoral.

La heterogeneidad tumoral se basa en el hecho de que una neoplasia esta
formada por un amplio grupo de subclones tumorales, heterogéneos en cuanto
a su malignidad, capacidad oncogénica y también en su relacién con el sistema
inmune. Este hecho incrementa la dificultad del sistema inmune para reconocer

todos los antigenos y la posibilidad de escape y progresion tumoral.

5.2 Inmunoterapia.

Definimos inmunoterapia como el tratamiento destinado a estimular o
restaurar la capacidad del sistema inmunitario para luchar contra el cancer, las
infecciones o cualquier otra enfermedad®®. La asociaciéon entre inmunoterapia y
oncologia se remonta a finales del siglo XIX, cuando en 1890 el cirujano William
Coley tratdé de inducir remisiones en sarcomas mediante una inyeccion
intratumoral de toxinas de Staphylococos o Serratia marcenses (vivas o
inactivadas), tras observar remisiones en pacientes que desarrollaban sarcomas

después de contraer la erisipela®®.
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En 1976 Alvaro Morales divulgé el uso del bacilo Calmette-Guerin, cepa
viva atenuada del Mycobacterium bovis desarrollada en 1921 como vacuna de
la tuberculosis, en el tratamiento del tumor vesical®. En el caso de la neoplasia
vesical, con la inmunoterapia local lo que se pretendia conseguir era que el
sistema inmune del paciente fuera capaz de destruir selectivamente las células
tumorales, eliminando asi los efectos que sobre las células normales tienen la

radioterapia y la quimioterapia®.

5.2.1 Tipos de inmunoterapia

Distinguimos entre inmunoterapia activa e inmunoterapia pasiva. La
inmunoterapia activa pretende estimular el sistema inmunitario del propio
paciente para favorecer una respuesta efectiva frente al tumor. Se divide en
inmunoterapia activa inespecifica e inmunoterapia activa especifica. La
inmunoterapia activa inespecifica actua mediante la activacion de todo el sistema
inmunitario, asumiendo que de forma secundaria se provocara la destruccion
tumoral. La respuesta global se amplifica de manera inespecifica (estimulando a
macro6fagos, células NK, linfocitos T,...etc.)%2. Una de las formas mas antiguas y
eficaces de inmunoterapia activa inespecifica ha sido la utilizacion de BCG, que
produce una estimulacion inespecifica del sistema reticulo endotelial. Sin
embargo, su uso quedod restringido al tratamiento del carcinoma vesical no
musculo infiltrante. Otra forma de este tipo de inmunoterapia activa inespecifica
es el uso de citoquinas que, aunque son proteinas producidas normalmente por
nuestro organismo, actualmente también se pueden producir in vitro con
tecnologia recombinante. El uso de citoquinas se considera estandar en algunas

situaciones, por ejemplo, el interferon alfa es eficaz en leucemia mieloide cronica,
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tricoleucemia, linfomas de bajo grado, mielomas, melanomas, tumores
carcinoides e hipernefromas. La IL-2 es eficaz en algunos tumores sélidos como
el hipernefroma y melanoma, aunque su toxicidad y eficacia limitada impiden un
uso clinico mas amplio®. La inclusion del levamisol, antihelmintico con
capacidad inmunomoduladora, en los tratamientos del cancer de colon con 5-FU
demostrd incrementos relevantes de supervivencia®*.

Frente a la inmunoterapia activa inespecifica encontramos Ila
inmunoterapia activa especifica, la cual pretende una estimulacion del sistema
inmune dirigida contra antigenos especificos expresados por las células
tumorales del propio paciente. Esto permitiria un incremento de la actividad, y
tedricamente, del control del sistema inmune sobre la enfermedad subclinica
restante, disminuyendo la posible recidiva. El ejemplo mas actual de
inmunoterapia activa especifica son las vacunas. Sin embargo, el concepto de
vacunas de enfermedades neoplasicas®® es claramente diferente al concepto de
vacunas en enfermedades infecciosas. Mientras en estas enfermedades la
vacuna se dirige contra un antigeno bien conocido, muy inmunogénico y con un
fin claramente preventivo, en el caso de los tumores el antigeno no siempre es
conocido, es débilmente inmunogénico y la primera intencién es terapéutica,
aunque también se pretendan evitar recidivas y/o recurrencias. En la actualidad
es un campo en continua investigacion®, con el problema fundamental de los
mecanismos de escape tumoral.

La inmunoterapia pasiva pretende el control del tumor mediante la
administracion al paciente de mediadores con capacidad de destruccion celular
intrinseca e independiente de la situacion del sistema inmune del paciente, es

decir, mediadores disenados in vitro, especificamente disefiados para luchar
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contra una determinada célula tumoral. Fundamentalmente encontramos la
administracion de anticuerpos monoclonales y la transferencia de células
inmunes. Los anticuerpos monoclonales actuan a nivel del dominio extracelular
del receptor, compitiendo con la unién del ligando natural, y de esta forma
bloquean la activacion del receptor y de las vias de sefalizacion dependientes
del mismo. Su uso se extiende frente a multiples tumores sélidos y
hematologicos. Sirvan de ejemplo, frente al cancer de mama ( Trastuzumab®?),
frente al cancer colorectal avanzado (Cetuximab®® Panitumumab®’), frente a
linfomas no Hodgkin de células B (Rituximab®’), frente al cancer colorrectal,
mama y pulmén no microcitico® (Bevacizumab®?’), y frente al melanoma
metastasico (Ipilimumab”). En el campo urologico destacamos Atezolizumab,
Avelumab y durvalumab”!, anticuerpos que actian bloqueando PD-L1 y que se
usan como segunda linea de tratamiento frente al tumor vesical’? y Nivolumab”3
y Prembolizumab”#, anticuerpos monoclonales anti PD-1. La transferencia
celular, conocida como inmunoterapia adoptiva, se define como la trasferencia a
portadores de tumores de células inmunolégicamente reactivas que pueden
mediar directa o indirectamente una actividad antitumoral. El objetivo consiste en
identificar, en el paciente, células capaces de reconocer y eliminar las células
tumorales, expandirlas in vitro a gran escala, y volver a inyectarselas de nuevo
al paciente’. Los dos tipos de células usadas hasta ahora’™ son las células
lymphokine activated killers (LAK) y los linfocitos infiltrantes de tumores (TILS).
Los LAK son células linfoides activadas tras incubacion con IL-2, con gran
capacidad para eliminar células tumorales, y que se han utilizado en carcinoma

renal y melanoma. Los linfocitos TILs son células linfoides de tipo T que infiltran

44



INTRODUCCION

tumores solidos tras ser estimuladas por IL-2. Necesitan ser sensibilizados

previamente contra antigenos tumorales, luchando contra ellos.
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6. Inmunoterapia y tumor vesical

En los estudios anatomopatologicos del tumor vesical se describe un
infiltrado linfocitario peritumoral”’. Esta presencia inmunitaria permite suponer
una eficacia del tratamiento con inmunoterapia. Dicha estimulacion inmunitaria,
por parte del tumor, nos permite usar el propio sistema inmunitario en la lucha
contra el tumor’8. La inmunoterapia activa inespecifica y la inmunoterapia pasiva
con anticuerpos monoclonales son las principales lineas de tratamiento.

Como se ha descrito anteriormente, la inmunoterapia activa inespecifica
basada en la utilizacién de BCG es uno de los principales tratamientos del tumor
vesical no musculo invasivo de alto grado’®. Los mecanismos de accion, dosis y
esquemas de tratamiento son expuestos a continuacién en el apartado 1.7.

La Inmunoterapia pasiva mediante el uso de anticuerpos monoclonales se
basa fundamentalmente en Atezolizumab, Avelumab y durvalumab, anticuerpos
que actuan bloqueando el PD-L1 a nivel de sus receptores PD-1y B7.1, y que
se usan como segunda linea frente al tumor vesical®°6,

En la tabla 5 se recogen los principales farmacos utilizados en el

carcinoma vesical metastasico y los estudios que apoyan su uso.
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Tabla 5: Inmunoterapia en tumor vesical metastasico, obtenido de “Inmunoterapia en tumor

vesical: Presente y futuro”8°

Farmaco Estudios Recomendaciones Guias Europeas 2020
Ofrecer Atezolizumab en 12 linea en pacientes no candidatos
IMvigor 210
a terapias con platino y si PDL-1>5%
Ofrecer Atezolizumab en 22 linea de tratamiento en
Atezolizumab/Tecentric IMvigor 211 pacientnes que hayan progresado a terapias
con Platino y mantengan adecuada funcion renal
Ofrecer Atezolizumab como 3? linea de tratamiento si no ha
. IMvigor 130
sido utilizada inmunoterapia previamente, PS 0-1
Ofrecer Nivolumab en 22 linea de tratamiento en pacientes
que hayan progresado a terapias con platino
Checkmate
Nivolumab/Opdivo y mantengan adecuada funcion renal
275

Ofrecer Nivolumab como tercera linea de tratamiento si no

ha sido utilizada inmunoterapia previamente, PS 0-1

Pembrolizumab/Keytruda

Key-note 045

Ofrecer Pembrolizumab en 12 linea en pacientes no
candidatos a terapias con platino y si PDL-1>5%

Ofrecer Pembrolizumab en 2% linea de tratamiento en
pacientes que hayan progresado a terapias con Platino

y mantengan adecuada funcion renal

Ofrecer pembrolizumab como 3? linea de tratamiento si no

ha sido utilizada inmunoterapia previamente y PS 0-1

El uso simultaneo de BCG intravesivcal y anti PD-L1 estd actualmente en

evaluacién en diversos ensayos clinicos®'.
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7. Inmunoterapia endovesical con BCG. Mecanismo de accién, dosis,

esquema de tratamiento y toxicidad.

7.1 Inmunoterapia endovesical mediante BCG.

BCG, como se ha comentado anteriormente, es una cepa atenuada de
Mycobacterium bovis, inicialmente desarrollada como una vacuna contra la
infeccion por Mycobacterium tuberculosis®?. Aunque el uso de BCG en la lucha
contra la tuberculosis ha tenido el problema de la resistencia®, esta cepa
también ha sido utilizada como un agente inmunoterapéutico para una variedad
de enfermedades, incluyendo el cancer colorrectal, el melanoma y el cancer
superficial de vejiga®*. Los primeros trabajos en su uso contra el melanoma
demostraron que inyecciones intralesionales de BCG producian una disminucion
de la recurrencia de un 90% y una reduccion apreciable de las lesiones no
tratadas que se encontraban en el mismo canal de drenaje linfatico®, lo que
sugiri6 que la reduccion en la carga tumoral estaba relacionada con una
respuesta inmune inducida por BCG. El tratamiento con BCG intravesical esta
indicado en pacientes con tumores de alto riesgo de recidiva y/o progresion
desde el afio 1976887 siendo mas eficaz en la prevencion o el retraso de la
recidiva tumoral® 892091 y |3 progresion® que otro tipo de tratamientos. Pese a
gue no se conoce con exactitud las causas de esta eficacia, se han ofrecido
diferentes explicaciones teéricas: el tratamiento con BCG induce una respuesta
inmunoldgica que puede persistir durante mas tiempo y es capaz de penetrar
profundamente dentro del musculo detrusor®®, mientras que el efecto de la
quimioterapia depende de la difusion simple, por lo que tiene muy poco poder de

penetracion en la mucosa®.
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7.2 Mecanismo accién BCG

El mecanismo exacto de accion de la terapia con BCG sigue sin conocerse
con exactitud. Durante la instilacion endovesical con BCG, las micobacterias son
internalizadas por las células epiteliales® iniciando una respuesta inmune
inflamatoria, con un infiltrado de células T, tanto CD4 como CD8, macrofagos y
NK®. Las células T CD4+ y CD8* parece que son células efectoras esenciales
para la eliminacion del tumor, y se ha observado que un sistema inmune intacto
es un requisito para la respuesta®’.

Las células T CD8*y las células NK destruirian las células infectadas por
la micobacteria y las células T CD4+ contribuirian mediante la secrecion de
citoquinas. Muchas de estas citoquinas pueden detectarse en la orina y sus
niveles aumentan con cada instilacion intravesical de BCG®. Pese a todos estos
datos, se desconoce si el efecto antitumoral de BCG es debido a una respuesta
especifica de antigeno. El hecho de que la inflamacion de la vejiga tras la
radioterapia o por infecciones del tracto urinario no tenga el mismo efecto, ha
sugerido especificidad aunque un efecto “bystander” no-especifico

probablemente también es importante en el proceso anti-tumoral®®.

7.3 Dosificacion, esquema de tratamiento y toxicidad asociada.

No hay un consenso sobre el esquema y dosis Optima de tratamiento con
BCG intravesical. El tratamiento actualmente recomendado por la Asociacion
Espanola de Urologia es un ciclo inicial de BCG con una instilacion semanal, con
81 mg de producto, durante 6 semanas (tratamiento de induccion). Este

tratamiento de induccidn se continia con un tratamiento de mantenimiento, que
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consiste en 3 bloques de tres instilaciones semanales, con 3 y 6 meses de
separacion entre cada bloque y un ano de tratamiento’®. El uso del tratamiento
de mantenimiento se ha asociado con una disminucién en las tasas de
recurrencia, 76,8 meses en pacientes tratados con mantenimiento frente a 35,7
meses en pacientes tratados solamente con induccidn, y también con una menor
tasa de progresion'®'. Sin embargo, el tratamiento de mantenimiento se ve en
muchas ocasiones limitado por los efectos adversos asociados con el
tratamiento prolongado con BCG'%2,

El efecto toxico'® de las instilaciones intravesicales con BCG puede
presentarse tanto local como sistémicamente'%4. La mayoria de los pacientes
experimentan un sindrome miccional irritativo auto limitado, que puede requerir
tratamiento’®. Generalmente se presenta en las primeras cuatro horas
posteriores a la instilacion, desapareciendo habitualmente en las siguientes 48
horas sin tratamiento, aunque en algunos casos puede prolongarse dias o
semanas. Las manifestaciones generales son las propias de una respuesta
inflamatoria sistémica, apareciendo en un periodo de tiempo similar y
caracterizadndose por fiebre, escalofrios e incluso artralgias. La febricula y la
sensacion de malestar leve pueden afectar a un porcentaje significativo de
pacientes (hasta un 90%)'%. No es infrecuente una artralgia reactiva posterior a
instilaciones intravesicales de BCG. También se pueden encontrar casos donde
exista el paso de la BCG al torrente sanguineo resultando en un proceso mucho
mas grave y con sintomas severos'%’, denominado BCGosis, 0 casos extremos
de infeccidn por la propia manipulacion (infeccion bacteriana) o por la propia
BCG (BCGitis) donde el paciente ha de ser hospitalizado™ y en algunas

ocasiones muere'%.
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La tendencia es buscar nuevos tratamientos intravesicales que evitasen los
efectos adversos asociados a BCG, manteniendo la mejora en la recidiva y
progresion, aportando una significativa mejora en la calidad de vida de los

pacientes con cancer superficial de vejiga.
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8. Marcadores de respuesta al tratamiento inmunolégico

Tras méas de 25 afios de investigacion clinica no se ha identificado ningun
unico factor pronéstico fiable de la respuesta al tratamiento del tumor vesical con
BCG. Varios estudios han sugerido que algunos factores de los pacientes, tales
como la edad, el sexo, y los eventos adversos estan asociados con la respuesta
a BCG, pero otros estudios con un mayor numero de pacientes no pudieron
confirmar estos hallazgos'®. Sin embargo, estos factores pronostico
tradicionales no son de valor en la practica clinica. Nuevos factores basados en
las caracteristicas moleculares del tumor proporcionan informacion pronostica
adicional, como por ejemplo el marcador p53, cuya expresion pudiera utilizarse
para ayudar en la toma de decisiones clinicas".

Como se ha comentado, los mecanismos exactos de funcionamiento de
la BCG contindan siendo desconocidos, pero se han publicado interesantes
conclusiones en los Ultimos afios que ayudan a entender su via de actuacion y
contribuyen a predecir (aunque no con la precision deseada) la respuesta clinica.
Puesto que la terapia con BCG se considera una forma de inmunoterapia, es
l6gico suponer que parametros inmunoldgicos puedan utilizarse como
marcadores prondsticos, y ya el nivel de algunas citoquinas tales como la IL-2 o
IL-18 en orina se han relacionado con el tiempo de recidiva''2113,

Ardelt et al. demostraron una respuesta inmune humoral contra HSP-65
en el momento de la re-evaluacion tras el ciclo de induccidbn como un predictor
individual positivo de respuesta a la inmunoterapia con BCG. Los titulos de IgA
e IgG medidos antes y después del ciclo de induccion predecian el éxito del

tratamiento, proponiendo que la monitorizacion de titulos de anti-HSP-65 durante
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el ciclo de induccion podria ser una herramienta util para detectar precozmente
aquellos pacientes no respondedores'4

Kamat et al. presentaron una prometedora herramienta de prediccién de
recurrencias con tasas de detecciéon superiores al 80%'"® basada en citocinas
urinarias. Sin embargo, debemos tener presente la enorme variabilidad de
produccion, liberacion y deteccion de dichas citocinas, lo que puede dificultar su
aplicacion clinica. Tal y como apuntaban Zuiverloon y Zwarthoff''® en su
comentario al citado articulo, en la busqueda del citado marcador deben entrar
en consideracion la posibilidad de determinacion de dichas citocinas en el
laboratorio basico del hospital y su coste derivado.

La administracion intravesical de BCG actia como potente
inmunomodulador local polarizando la respuesta de las células T hacia células
del tipo Th1 y liberando moléculas inflamatorias. Esta respuesta es mayor segun
el tipo de cepa utilizada, observandose que la BCG de la cepa connaugh es
significativamente mas efectiva en términos de supervivencia libre de
recurrencia’l’,

A nivel celular, se ha observado que la polarizacién de las células T de
Th1 frente a Th2 en el tumor antes del tratamiento con BCG podria ser un
marcador de respuesta al tratamiento!'® (primer objetivo de este trabajo) o
valores elevados de macréfagos de tipo M2 antes y después del tratamiento
podrian correlacionarse con una mayor recurrencia''® .

La evaluacion de la respuesta inflamatoria sistémica a nivel periférico
mediante la cuantificacion del cociente neutréfilo/linfocito y plagueta/linfocito
se ha descrito en algunos trabajos como un marcador pronéstico individual'?’;

sin embargo, dicho marcador carece de la potencia y reproducibilidad suficiente
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como para poder ser considerado de rutina en la practica clinica (segundo

objetivo de este trabajo).
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9. Justificacion del proyecto

La alta recurrencia del cancer de vejiga obliga a llevar a cabo tratamientos
preventivos, multitud de controles periddicos y cirugias transuretrales en cada
recurrencia. Todo ello afecta tanto a la calidad de vida del paciente como al coste
econdmico de la enfermedad. En cancer de vejiga es el noveno cancer en cuanto
a gasto sanitario se refiere'?2.23 | Sin embargo, la atencion continuada al
paciente hace que, si se calcula el gasto por paciente, el cancer de vejiga sea el
cancer que mas recursos sanitarios consume muy por encima de canceres con
mayor prevalencia como los de mama, colon o préstata’?4.

El tratamiento de induccion con BCG intravesical dura al menos dos
meses, y comporta un numero relevante de efectos secundarios. Ademas, en
aquellos pacientes en los que no hay respuesta al tratamiento, existe una demora
hasta el tratamiento definitivo mediante cistectomia'2® con el riesgo asociado de
diseminaciéon metastésica. Por tanto, se necesitan urgentemente marcadores
tempranos de respuesta.

Un marcador prondstico temprano tendria un valor incalculable para la
identificacién de aquellos pacientes que responderian al tratamiento intravesical
con BCG, lo que resultaria en: una disminucién de recurrencia, progresion y
mortalidad. Ademas de un beneficio en la calidad de vida de los pacientes,
disminuyendo las complicaciones y evitando los efectos secundarios, y un ahorro
substancial en el gasto econdmico para el sistema nacional de salud.

Por todo ello, en este trabajo nos proponemos analizar si una prueba
inmunoldgica simple como es la determinacion de células T peritumorales y una

determinacion analitica sencilla como el cociente neutrofilo linfocito, podrian ser
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utiles para identificar aquellos pacientes que no responderan al tratamiento

presentando un mayor riesgo de recidiva y progresion.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La capacidad inmunolégica del paciente con tumor vesical no musculo-
invasivo (TVNMI) de alto grado predice la respuesta al tratamiento con
inmunoterapia local basada en la administracion intravesical de BCG. Esta
capacidad inmunol6gica puede objetivarse, a nivel local y sistémico, a través del
analisis histologico del infiltrado linfocitario peritumoral y de los recuentos de

linfocitos, neutréfilos y plaquetas en sangre periférica.

60



61



OBJETIVOS

62



63

OBJETIVOS



1. Caracterizar la expresion de los linfocitos peri tumorales, a través de
tinciones inmunohistoquimicas de los factores de transcripcion GATA-3 y T-Bet,
en el tejido procedente de la reseccidn transuretral del tumor vesical no musculo
invasivo (TVNMI) de alto grado en pacientes que recibieron tratamiento con BCG

intravesical.

2. Analizar la asociacion entre la expresion de la infiltracion linfocitaria

peritumoral y la respuesta al tratamiento con BCG intravesical.

3. Evaluar la expresidon de PD-L1 en células tumorales y en los linfocitos
infiltrantes peritumorales y analizar su relacién con la respuesta al tratamiento

con BCG intravesical.

4. Caracterizar la asociacidon entre los cocientes neutrofilos/linfocitos y

plaguetas/linfocitos, en sangre periférica, y la respuesta al tratamiento con BCG

intravesical.

5. Analizar si la inmunidad local y sistémica estan relacionadas, y definir su

asociacion con la respuesta al tratamiento con BCG intravesical.
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Los materiales y métodos utilizados en este proyecto se presentan para cada

una de las dos publicaciones realizadas.

1. Publicacién 1

Combined assessment of peritumoral Th1/Th2 polarization and peripheral
immunity as a new biomarker in the prediction of BCG response in patients with
high-risk NMIBC.

Roberto Martinez, Gustavo Tapia, Silvia de Muga, Alba Hernandez, Maria
Gonzalez Cao, Cristina Teixido, Victor Urrea, Elisabeth Garcia, Sonia Pedrefio-
Lépez, Luis Ibarz, Julia Blanco, Bonaventura Clotet, Cecilia Cabrera.

Oncolmmunology, 8:8, 1602460, DOI: 10.1080/2162402X.2019.1602460

1.1. Diseno del estudio y pacientes

Se trata de un estudio retrospectivo, observacional y descriptivo realizado
en 22 pacientes con TVNMI de alto grado (T1AG), sin carcinoma in situ (Cis)
asociado, tratados con reseccidn transuretral completa y que recibieron
tratamiento con BCG intravesical durante un periodo de un afo. El tratamiento
de induccién con BCG consistié en una instilacion vesical semanal de BCG (81
mg, cepa Connaught), durante 6 semanas y posteriormente se realiz6 un
mantenimiento con un esquema de 3 instilaciones semanales a los 3, 6 y 12
meses de haber finalizado la induccidén. Los pacientes fueron estratificados
segun su respuesta al tratamiento como respondedores y no respondedores en

funcion de haberse detectado o no recurrencia y/o progresion durante un periodo
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de seguimiento de 30 meses después el inicio del tratamiento con BCG

intravesical (Figura 1).

Figura 1. Esquema de tratamiento y seguimiento

BCG BCG BCG BCG
vesical vesical vesical vesical
u uu 3meseiu 3meses l l l 6meses lu RECURRENCIA
PROGRESION
30 meses

Criterios de seleccion de los pacientes

Para ser elegible para participar en este estudio, los pacientes debian cumplir:
1.- Edad mayor de 18 y menor de 70 anos.
2.- Estar afectado de carcinoma primario de células transicionales de
vejiga de alto grado en estadios T1 sin carcinoma in situ y confirmado
mediante histopatologia. La clasificacion histoldgica se realiz6 por el
servicio de Anatomia Patolégica basado en el sistema TNM?* vy
clasificados de acuerdo con los criterios de la OMS de 2004°.
3.- Reseccidn transuretral (RTU) completa del tumor.
4.- Indicacion de terapia intravesical con BCG

Para ser elegible para participar en este estudio, los pacientes no debian:
1.- Tener enfermedades concomitantes graves que podrian limitar el
cumplimiento o ejecucion del protocolo.
2.- Estar afecto de otras neoplasias.

3.- Haber recibido con anterior inmunoterapia intravesical.
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4.- Tener otra enfermedad maligna que pueda afectar a la supervivencia
de 3 afos o pueda ser potencialmente confundida con carcinoma de
células transicionales.

5.- Tener inmunodeficiencia congénita o adquirida.

6.- Haber recibido farmacos citotoxicos o corticosteroides sistémicos
hasta 8 semanas antes de recibir la primera administracion de BCG.

7.- Haber recibido radioterapia para el cancer de vejiga o irradiacion
pélvica en los 4 meses anteriores al ingreso en el estudio.

8.- Tener infecciones activas, tanto virales, bacterianas o micéticas
(incluyendo infecciones del tracto urinario) que requieran tratamiento, Ser
VIH sero-positivo, tener una enfermedad febril concomitante o hematuria
macroscopica o cualquier otro factor que pueda influir en la tolerancia a la

inmunoterapia intravesical con BCG.

1.2. Intervencién.

Se analizd la muestra anatomopatolégica obtenida durante la reseccidn
transuretral del tumor vesical. Se realizé el analisis inmunohistoquimico, en
secciones en serie de 4 ym de tejidos tumorales de vejiga fijados en formalina,
embebidos en parafina (FFPE).

Se evalu6 la expresion de la proteina GATA-3, T-bet y PD-L1 por
inmunohistoquimica (IHC) en células peritumorales. Se usaron anticuerpos
monoclonales especificos para el factor de transcripcién asociado a Th2 GATA-
3 (clon L50-823, Ventana Medical Systems) o el factor de transcripcion asociado
a Th1 T-bet (clon H-210, Santa Cruz Biotechnology). La tincibn de

inmunohistoquimica se realizé usando un inmunotintador automatico (Ventana
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€1602460-6 Medical Systems Inc.) segun el protocolo del fabricante. El numero
total de células peritumorales GATA-3 y T-bet-positivas fueron contadas
manualmente en 5 campos de alta potencia por tres observadores
independientes que desconocian la evolucion de los pacientes, y se obtuvieron
los valores medios. La inmunohistoquimica PD-L1 se realizdé usando el ensayo
Ventana SP142 (Ventana Medical Systems Inc.). La expresion de PD-L1 se
evalué tanto en células tumorales (TC) como en TIL peritumorales. Los
porcentajes de> 1% se consideraron positivos para PD-L1. Los linfocitos

peritumorales se definieron como linfocitos que rodean la masa tumoral.

Evaluacion de valores de neutréfilos, linfocitos y plaquetas en sangre
periférica. Se recogieron los recuentos totales de neutréfilos, linfocitos vy
plaguetas de la historia clinica en las muestras de sangre de las pruebas de
pretratamiento (pre-RTU) utilizando un analizador de hematologia automatizado
gque mide el volumen y el tamafio de las células utilizando impedancia,
conductividad y dispersion de la luz. Los valores se muestran como el numero
de recuentos de neutréfilos y linfocitos x10%/L de sangre y se definieron los

cocientes neutrdfilo/linfocito y plaqueta/linfocito.

También se registraron datos clinicos (indice de masa corporal,

enfermedades y medicamentos concomitantes) y datos demograficos (edad,

sexo) recogidos en las historias clinicas de los pacientes.
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1.3. Andlisis estadistico.

Las variables continuas se expresaron como medianas y rangos
intercuartiles. Se compararon mediante pruebas no paramétricas (prueba U de
Mann-Whitney de dos colas). Las variables discretas se describieron como
porcentajes y se analizaron utilizando las pruebas Chi cuadrada y exacta de
Fisher cuando fue necesario. Se utilizé el coeficiente de correlacion de Spearman
para identificar asociaciones entre variables cuantitativas. Estos andlisis y
representaciones graficas se realizaron en Graph-Pad Prism v 5.0a (GraphPad
Software, Inc.). Se realizaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y
comparaciones mediante el test log-rank. El valor pronéstico se estim6é mediante
la odds ratio y su 95% del intervalo de confianza. La sensibilidad, especificidad
y valores predictivos se determinaron para distintos puntos de corte. En todos
los analisis se considerd valores estadisticamente significativos cuando el valor

p fue inferior a 0.05.

1.4. Consideraciones éticas.

El CEIm del Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona, aprobd este
estudio (P118:137). Los métodos se llevaron a cabo de conformidad con la
Declaracion de Helsinki. También se obtuvo el consentimiento informado de los

pacientes que participaron en el estudio.
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2. Publicacion 2

Ratios neutrdfilo linfocito y plaqueta linfocito: ;Se asocian con la respuesta al
tratamiento mediante BCG en pacientes con tumor vesical no musculo invasivo
de alto riesgo?

Roberto Martinez, Leire Portilla, Mario Alves, Xavier Elias, Joan Areal, José H.
Amon.

Archivos espanoles de urologia (aceptado para su publicacién)

2.1 Diseno del estudio y pacientes.

Se realiz6 un estudio multicéntrico, observacional, descriptivo y
retrospectivo analizando las caracteristicas de los pacientes de los servicios de
urologia del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol y del Hospital
Universitario Rio Hortega, diagnosticados de TVNMI inicial de alto grado (T1AG),
tratados con reseccion transuretral completa y que recibieron tratamiento con
BCG intravesical durante un afio entre 2016 y 2017, siendo seguidos durante un
periodo minimo de 24 meses.

Los informes anatomopatologicos se realizaron segun la clasificacidon
TNM de 2009%* y el sistema de clasificacion de la OMS de 2004°. Todos los
pacientes tuvieron un tumor urotelial puro y muestra de capa muscular no
afectad.

Se excluyeron los pacientes con Cis asociado, enfermedades
autoinmunes, tratamiento crénico con corticoesteroides, y aquellos que no
cumplieron el seguimiento. Finalmente, se seleccionaron los pacientes

clasificados de alto riesgo segln las guias europeas de urologia*® y que
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recibieron tratamiento adyuvante con BCG intravesical. Las instilaciones se
realizaron con BCG Connaught, a dosis de 81mg, en cronograma de induccion
durante 6 semanas y posterior mantenimiento, 1 instilacion por semana durante

3 semanas a los 3,6 y 12 meses.

2.2. Intervencion.

Se obtuvo el recuento de neutrdfilos y linfocitos en sangre periférica entre
3 y 4 semanas antes de la reseccion transuretral. Las caracteristicas
demogréficas, biométricas y los datos inmunoldgicos, edad, sexo, indice de
masa corporal y numero de neutréfilos y linfocitos, se recuperaron de los
registros clinicos. Los recuentos de neutrofilos y linfocitos se obtuvieron a partir
de los andlisis de sangre rutinarios realizados, utilizando un analizador de
hematologia automatizado que mide el volumen y el tamafio de las células
utilizando impedancia, conductividad y dispersion de la luz. Los valores se
mostraron como el niUmero de recuentos de neutréfilos y linfocitos x10%L de
sangre.

Se define respuesta al tratamiento cuando no existié recurrencia y/o
progresién del tumor, considerando en su caso el tiempo de aparicion de la
misma desde el inicio del tratamiento con BCG intravesical. El seguimiento se
realizd6 mediante cistoscopia y citologia cada 3 meses durante los primeros 2
anos de seguimiento, También se realiz6 un estudio de tramo urinario superior
mediante uroTC o urografia intravenosa, segun disponibilidad del centro.

Se analizaron los recuentos totales de neutréfilos, plaquetas y linfocitos,

asi como los cocientes derivados. También se registraron datos clinicos (indice

75



MATERIAL Y METODOS

de masa corporal, enfermedades y medicamentos concomitantes) y datos

demograficos (edad, sexo).

2.3 Analisis estadistico

La recogida de los datos se disefi6o en un libro de Excel. Posteriormente,
los datos fueron exportados a SPSS v. 15.0 (SPSS Inc.) en el que se realiz6 el
andlisis estadistico. La normalidad de las variables cuantitativas fue analizé a
partir de la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables de distribucidon normal
fueron descritas como media y desviacion estandar (DE) y las de distribucion no
normal y/o discretas como mediana y rango intercuartilico (RIC). Las variables
cualitativas fueron descritas mediante la tabla de frecuencias absolutas vy
relativas (porcentajes) de sus categorias. Para analizar la asociacion entre
variables cualitativas se utilizé la prueba de Chi-cuadrada con test exacto de
Fisher, dependiendo de sus condiciones de aplicacién (frecuencia esperada <5
en mas del 20% de las casillas). Para analizar las diferencias entre medias se
utilizé la prueba t de Student o U de Mann-Whitney, dependiendo de las
condiciones de aplicacion para 2 grupos, y ANOVA o Kruskal-Wallis,
dependiendo de las condiciones de aplicacion (normalidad), para mas de 2 o
mas grupos. El nivel de significacion fue informado en todos los casos y se
establecio, para todas las pruebas, cuando el valor p fue inferior a 0,05. Se
realizd analisis de regresion logistica para definir predictores de recurrencia y/o
la progresion, incluyéndose como variables predictoras la edad, el sexo, las
variables que resulten asociadas a la variable en estudio en el analisis bivariante
y las variables a estudio (RNL y RPL), categorizadas en funcion del analisis de

las curvas reciever operanting characteristics (ROC). El modelo inicial fue

76



MATERIAL Y METODOS

ajustado hasta obtener un modelo final, en el que se calcul6 el nivel de
significacion, el porcentaje de acierto (puede desglosarse en sensibilidad y
especificidad) y el area bajo la curva de la probabilidad pronosticada por el
modelo final, asi como el nivel de significacion, la odds ratio y su 95% de intervalo

de confianza.

2.4. Consideraciones éticas

Este proyecto se llevo a cabo de conformidad con las leyes y normativas
aplicables, de acuerdo a los principios éticos internacionales, fundamentalmente
la Declaracién de Helsinki (versién Fortaleza, Brasil, 2013) y las Normas de
Buena Practica Clinica Epidemiologicas de la ICH (International Conference of
Harmonization). Todos los pacientes participantes fueron identificados mediante
un codigo. Los datos fueron anonimizados y protegidos, segun la Ley Orgéanica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los
derechos digitales, y el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y
del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD) y
cualesquiera otras disposiciones que las complementen o las sustituyan en el
futuro. El proyecto fue aprobado por los CEIm de los dos hospitales participantes
(P120: 156 y P120: 115). No existio por parte de ningun investigador conflicto de

intereses, sin existir financiacion para su realizacion.
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Siguiendo la misma sistematica que en el apartado de material y métodos, los
resultados obtenidos en este proyecto se presentan para cada una de las dos

publicaciones realizadas.

1. Publicacién 1

1 Combined assessment of peritumoral Th1/Th2 polarization and peripheral
immunity as a new biomarker in the prediction of BCG response in patients with
high risk NMIBC .

Roberto Martinez, Gustavo Tapia, Silvia de Muga, Alba Hernandez, Maria
Gonzalez Cao, Cristina Teixido, Victor Urrea, Elisabeth Garcia, Sonia Pedrefo-
Lépez, Luis Ibarz, Julia Blanco, Bonaventura Clotet, Cecilia Cabrera.

Oncolmmunology, 8:8, 1602460, DOI: 10.1080/2162402X.2019.1602460
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& lower T-bei™Lymphocyte ratio and higher GTRMLE (p = ©01). Mo asocistion was obiered beiween
pefitiamanal POHLT™ exqression and the BOG responde. |nconclizdon, serations in overall immune Runction,
bt bocal and systermic, may influencs the therapetic reporse 1o BOG, theslore a combined analyd: of
turnaral (Th2/Th ratic) and peripheral (MR immune compositin prior to treatment may be a promising

appiroach 1o predict the BOG reponde in high-fisk NMIBC patisnts

Introduction

In patlents with high-risk non-musde-lnvasive bladder cancer
(MMIBC), Immunotherspy with Bacllns Calmette-Guérln
(BCG) is the most successfil adjuvant treatment;” neverthe-
lss, the reported resporse rate b only 60% with 5-year
recurrence rates of 3% to 40% and progesion rates frm
i to 13%7 Despite many efforts, no biomarkers are cur-
rently able to predict patient prognosis to discriminate indi-
viduals who will respond to BOG treatment from individals
who would be best served by maore aggressive themples, such
as cysteciomy.’

Tumor-infllirating lymphocytes (TILs) have a sirong infu-
ence on cancer-specific survival* In patlents with metsstatic
wrothelldl caninoma (UC) recelving phitlmum-based che-
motherapy, a recent study has shown that TlLs pedorm as
1 significant prognostic factor’ which 1 in e with other
sudies demonstrating the positive prognostic value of tumor-
infiltrating CD3* and CDE T cells in survival ' Nevertheless,
the impact will depend on the phenotype, lacalization and den-
ity of the immmune cells present in the tumar," with peritumoral

cells exhibiting a more cdtical mle than intratumoral cells in the
clindeal outcome of UC," metanoma® and breast cancer™
Although the exact mechanim of BOG-Ind uced antitumaor
activity is not fully understond, it & known that BOG acts &
a localized Thi-polarteing immmunsmodulator** therefore,
one emerging concept in this respect relates to the prognostic
and/or predictive value that the pretreatment Th1/Th2 polar-
fation of Infliirating cells may hawe on the BOG respomse.
Interestingly, in a mived NMIBC population (Ta, T1 and
(15" and a gmuop of patients with candinoma in dtu,™ an
Increased denalty of intratumoral Th2 cells and a higher Th/
Thi ratle in BOG responders pror trestment have been
described, which suggests that BCG b effective anly when
the tumor microenvironment converts from Th to Thi.
Programmed Death Ligand 1 (PD-L1) s abundantly present
in the tumor microenvironment, where it is expressed by many
maligrant cells, & well & immune cells The expression of this
inhibitor receptor suppresses anti-mmor immonity and pr-
e o n'* In contrst, PD-L1 expression in
TIls has been correlated with improved overall survival in
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patients with UC who developed metsstatic disesse™ In
NMIBC, the role of PD-L1 expresion in the tumor pror to
BOG treatment has not previousy been charsct edzed; however,
a high expresson of PD-L1 within BCG-Induced grarmulomas
Tuas been assochited with resstance to the 7 These data
suggest that the accumulation of PFD-L1-expressing cells in blad-
der thssues could shrogate the effectiveness of BOG lmm unother-
apy, a hypothests relnforced by the recent finding that BOG and
antl-PD-11 combination therapy enhance the antiturmser immu-
nity in an animal model =

In addition to TILs systemic immunological pararmeters
have also been cormelated with cancer outcome. The periph-
eral ahsolute lymphocyte count has been suggested to not anly
be a prognostic factor of survival in several tumor types' but
dlso a predictor of treatment efficacy™ Furthermore, the
neutro phil-to-lrmphocyte ratio (MLR), a measure of systermie
Inflammation and 1stmn¥l for prognosks in patlents
with different diseases has been suggested to be
a progoostic predictor for overall survival and diease free
survival and a predictive marker of the response to treatment
in many cancers™ In bladder cancer, high NLR has been
asspclated with poor clinical outcome in individuals with
misde-invasve bladder cancer (MIBC)*** it has been pos-
tulated as a prognostie factor for individuals with MIBC
undergoing nesadjuvant chemotherapy™ ™ and it correlates
with disease progresson and recurrence in individuals with
NMIBC ™

Overall, immune biomarkers based on TIls or blood cdk
have been independently described in cancer patients however,
the possibility that a combination of both fsctors could generie
a more reliable prognostie blomarker has not previousdy been
explored. In recent years, the hypothesis that the ratios between
different immune subsets, such as CD4M/CDE or NLR, are more
predictive of prognosis has gained substantial attention a5 these
ratios may provide a more comprehensive view of the complex-
ity of the immune system. Therefore, the aim of our study was to
determine the densitles of Thi (T-bet™), Th2 (GATA-3") and
PD-L17 pedtumoral cells in bladder thsue samples, a5 well as the
systernde  immunity (sbsolute neutrophil and lymphocyte
counts) pror to BOG trestment in a homogeneous population
ofhigh-rsk NMIBC patienis to eluckdate whether a combination
of these immune parameters could generate a new blomarker

wsefisl for predicting the response to BOG.

Results

Particpant characteristics

Twernty-two individuals with primary TIHG NMIBC were
included in the study. The median age was 705 years (IQR:
62-78), and all patents, except for one patlent, were men
(96%). Ten individusls were dassifled as BOG n ders
with a median (range) time to recurrence of 3.5 (2-6) months,
and 12 individusk were chamcterized as BCG responders
(median to recurrence not reached) after at least 30 months
of follow-up. Both groups were similar in age, gender and
BMI and did not exhibit significant differences in the periph-

eral peutrophil and lymphocyte counts (Table 1)
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Tumor-infikrating Th1 and Th2 polarized lymphocytes

The expression of transcption factor T-bet {Thi) and GATA-3
(Th) weas found in the periturmoral tisues prior i BOG treatment
in all individualk tesied. A significantly higher infltration of Th2
cells than Thi cells wias Ldenti fled, with a median (TQR) mumber of
total GATA-3" and T-ber cells of 64 (369-1064) and 170
{64-277), respectively (p < 00001, Figure 1)), and a GATA-37
T-bet* milo (GTR) of 49 (24-84). There was no sgnificant
correlation between the total denslty of peritumoral GATA-3*
cells and T-het™ cells in all patlents (Spearman r =0.3; p = 15
Figure 1(b)). When BOG response was taken into account, we
observed that the response was sgnificantdy associated with
a Jower level of pertumorsl T-bet™ cells, with no dranges in the
total denslty of peritumoral GATA-3 cells (median 13 and 246
cells; p =L and Adand 64 cells p=0.4 in BOG responders and
BCG nonresponders, respectively, Figure 2ab)). Furthermoe,
a higher GTR was Identified in the BOG responders than in the
BCG nonresponders (7.2 and 26, respectively; p = (002, Figure 2
(e}l Representative immunchistocherndcal stainings of GATA-3,
T-bet and hematooylin-eosn in bladder Hsue obtained in the
RTU prior to BOG treatment of a BOG responder (left) and
a BOG nonresponder (dght) are shown in Figure 3. Lower level
of T-bet™ cells in the BOG responder than in the nonmesponder
(111 vs 325 T-bet™ cells, respectively), similar values of GATA-3*
cells (1000 vs 908 cells, respectively) and higher GTR (98 ve 17,

respectively) can be dhserved.

Relationship between systemic immunity and bladder
immune infikration and their assodation with the

response to subsequent BCG treatment

The levels of peripheral sbsolute lymphocytes, neutrophils
and the systemdc inflammatory marder NLR prior to BCG

treatment were obtained for all individuals (Table 1). The
levels of neutrophils lmphocytes and the NLE were
45 = 10" cells/L, 19 x 107 cellg’L and 23, regpectively, in
the total popubstion with no significant differences in any of
these parsmeters between the two treatment groups; however,
a slightly higher NLR in the BOG nonresponder population
was observed (median 1.9 vs 23 for responders and nonre-
sponders, respectively, p = L12, Table 1) Spearman
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correlation analysis between the peripheral and local immu-  in the total population, the BCG responders or the nonre-
nity prior to BCG treatment showed that the peritumoral sponders (Figure S1). However, when the T-bet” and GATA-
density of T-bet” and GATA-3" cells was not comelated 37 cell density was normalized with the shsolute lymphocyte
with the peripheral absolute neutrophil or lymphocyte counts  count, a significantly lower T-bet”/Lymphocyte ratio was
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identified in the individusls with a BOG response (median
(IOR): 53 (23-95) and 141 (7-211) in BOG esponders and
nonresponders, regpectively; p = 0, Flgure 4(a)), with no
differences between the nommalized GATA-3" cell levels
between both groups (median (TQR): 321 {214—4%0) and 403
(197-597) in BCG responders and nonresponders, respec-
thvely, p =077, Figure 4(b) ). In addition, when a new immune
wore GTR/MLE was calculsted by combining the local
immune polization (GATA-37/T-bet” ratio) with the sys-
temic inflameation wsing the NLR value, BOG responders
had a sgnificantly higher ratlo than BOG n ders
(median (FJRY 3.6 (15-5.6) and 0.78 (0.63-1.8), respectively;
p = 0.0, Figure 4{c)).

influence of pretreatment immunity on recurrence-free
survival (RF5) after BCG therapy

To perform survival analyses, all individuals were divided into
two groups (low v high counts), based on the median value of
the different variables analyzed (median cell density: 170 for
T-bet™ cell count; 644 for GATA-3" cell count; 495 for GTR;
445 x 10° cells/L for neutrophils, 185 % 107 cells/L fior lympho-
cytes 90,81 for T-bet™/Lymphocyte ratio, 2.26 for NLR, 1.69 for
GTR/NLR ratio, and 705 yeas for age). The individuals with
a lower level of periturmorsl T-bet™ cells showed a trend towards

better RFS, although significance was not reached (p = QL
Figure 5(a})l The incluson of systerde immmunity showed that

o

Tt iLpmphosyie Rode
AATRS My rphocyic Ratio

'—|' b1
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patients with a low T-bet”/Lymphocyte ratio peor to BOG

treatment had a significantly prolonged RFS compared with
the individuals with a high mte (HR = 5% %% CELA-19%

p = 001, Figure 5b)). The same dgnificant difference in RES
was identifled when the GTR/NLR index was evalusted, with
a prolonged RFS in the patlents with a higher index (HR = 0.1%
9% CHL5-07; p = 0,01, Flgure 5(c)). The difference in RES
between individusle with low and high T-bet™/Lymphocyt
ratlos was madntained even when data was separated by age
However, the difference was not significant, lkely because of the
low number of individuals in each group (Figure 52). The
sensdtivity ranged from 667% (95% CL 34.9-9%0.1%) for peritu-
ol T-bet™ cell count to 75% (95% C1: 42 8-94.5%) for T-bet™/
Lymphocyte ratio and GTR/NLR index and the specificity ran-
ged from 70% (95% CE 34.8-933%) for peritumoral T-bet” cell
cout to 8% (95% CI: #4.4-97 5%) for T-bet™Lymphocyte ratio
and GTR/NLE index Mo assoclation was ldentifled for other
parameters, such a5 age, GATA-3" cells, neutrophis, lympho-
cytes or NLR

PD-L1 expression in tumoral cells and peritumonal
infiltrating immune cells

The PD-L1 expresion in tumor cells prior to BOG treatment
was mostly negative with only 2 individuals (9%) being posi-
tives in the population In contrast, 16 of the 22 samples
(73%) had posdtive PD-L1 expression (= 1%) in peritumoral
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inflltrating immune cells Thiteen (59%), 9 (41%), 8 (3a%), 5
(23%) and 2 (9%) samples had expressloms of 25%, 210%,
20, 225% and 235%, respectively. Representative IHC
staining is shown in Figure 53. No differences in the expres-
don pattern of PD-L1 were identified between the BCG
responder and ponresponder Individuak. Expression was
observed in 0% (7 of 10) of the BCG responders and 75%
(@ of 12) of the BOG nonresponders with the same distribu-
thon among the different levels of posithrity {(data not shown)
To evaluste the relationship between PD-L1 in tssue, sys-
temic and other thsue immune cells, samples were clssified
acconding to their PD-L1 level of expression as (=10% or
>10%) and acconding to BOG response. The individuals with
the highest percentages of peritumoral PD-L17 cells had

a significantly lower number of peripheral blood lymphocytes
(p = 0.0, Table 2), bowever no sssoclation with age, other

systemde or local immune parameters or BOG response was
found (Table 2).

Discussion

The search for predictive markers of the dinical response to
intravesical BOG in NMIBC has been a constant feature in
urologlcal reseanch in recent years Glven that up to 30-50%
of patients will experience treatment Bilure, and up to 15% of
these cases can progress, the early ldentification of patlents
who will not respond to BOG instilations is esential, so that
other treatments can be used andlor radical treatments (early
cystectomy) are not delayed.

Several studies hove indicated that TILs have a major
impact on the dinlcal coume of several cancers (for
a review, see ref. 4). In our study, the total cell demsity of
peritumoral cells in bladder thsues pror to BOG treatment
was evaluated, as It has been reported that cells surrounding
the tumor (peritumoral TILs) are more crucial than inteate-
moral TILs for survival ** Reganding phenotype, we observed
a predominant GATA-37 (Th2) over T-bet™ (Thl) peritu-
moral infiltrate. This ThY/Th? imbalnce & in accordance
with other mports that evaluated tssues from NMIBC
patlents'™**" or other cancer types In which the imbalince
was described not only in tissues but also in pedpheral blood
oo e lear cells and cytokine production ™ We found no
correlation between the density of tumor-infiltrating GATA-
3" and the density of T-bet”, which suggests that although
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they are mutually antagonistic,® other cytokines/chemolkines
produced within the tumor microenvironment are tpping the
observed immune imbalince ™

The influence of the presence of diferent TIL subpopula-
thons in the tissue pror to treatment on the BCG response in
homogeneous populations of high-risk NMIBC patients has
not been fully imvestigated Increased intratumoral CIM7,
GATA-3" T-cells and GTR have been assoclated with the
BOG response and a longer RFS in 3 mixed population of
low and high-rsk NMIBC (Ta, T1 and CIS)."™ A similar
tendency towards incressed mumbers of GATA-3" cells in
BOG resgponders has also been reported by the same authors,
athough only 4 BOG nonresponders were evaluated™
Consistent with these data, the GTR has been described as
a predictor of the BOG response in one study restricted to CIS
patients ™ These ohservations led authors to propose that an
intratumoral Th2 predisposition pror to treatment deter-
mined the dinical response to BOG. In our populstion of
high-risk NMIBC patents (TIHG), we observed the same
sgnificant association of GTR with the BOG response.
However, a sgnificantly lower level of T-bet™ cells was iden-
tified in BOG responders without dgnificant changes in the
total density of pediumora]l GATA-3* cells; these findings
indicate that the totsl density of T-bet™ cells, rather than the
density of perltumoral GATA-3" cells, Is the determinant
factor for treatment response. These data provide novel argu-
ments to reloforce the hypothess that in high-risk NMIBC
patients, tumor-infiltrating Thl cells present prior to BCG
treatment could be a populstion of imactive cels due to
immune escape or tolerance, and therefore, the expansion of
these cells after the additon of BOG is unlkely to be
effective.'**" We can speculate that the detection of those
cells is indicating the presence of a paradoxically imemno-
su ve environment. In Une with this hypothesis ks the
fact that, although T-bet is a transcdption factor required for
differentiation of and TFN-y secretion by CD4™ Thi T cells,
some activated Treg cells express T-bet, which have been
suggested to provide Treg cells with enhanced suppressive
capacity™"  Although this T-bet'Treg are currently
a subject of research, It has been described that desplte the
T-bet expression, this T-bet™Treg subtype is duaracterized by
regulatory, rather than pro-inflammatory properties, produ-
cing less [FN-y and TNF-a a5 compared with regular T-bet™
Thl cells™ and therefore, in patients with high-dsk NMIBC

Table 1 Rl hip betwean PO-L1 in Sxoue and other pamn
FO-L1 in B i mmune cells prvalue”
21N = W) = 0% o= E)
BG BG BG BG
ez Kanrespon & P Feznond borrepond
=3 =8 ale” n=4 n=4) prvauet
mﬁmm ] T1|E-78) 13 ] 75 |E-24) 1 iz
rewtmphils count fe10P/L); median 45 3348 4.5 H-58) 13 4{28-51) 84327 os -L]

L]
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Loy
MLE; mmedian J08) 12 (1627 2 {1.8-18) as 23 (13-3) 45 27-53 a1 ooy
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Comparion of low FOHL expression {<10%9%) and high PD-LT o 10 B of BG amd BOG
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the presence of those cells in the tissue could be contributing
to the BCG fadlure. Thus, the development of new therapeu-
tics targeting these cell prior to BOG treatment could be
a new strategy to improve BOG's response.

In addition to local immunity, the pedpheral absolute
Iymphocyte count has been ssoclated with an inferlor out-
come in various cancers.'® Furthermore, peripheral NLR has
been postulated to be a prognostic Bactor for individuals with
MIBC™™* and higher values of NLR have been assoclated
with an increased risk of disesse recurrence and overall surd-
val in NMIBC. = In the present study and consitent with
a recently published report,” a higher NLR prior to BCG
treatment value was identified in BCG nonresponders,
although the difference did not reach dgnificance.

As indicated, immune alterations at both the tumor ste and
in pedphera circulation may be present in individuals with
cancer. Nevertheless, the relationship between peripheral and
turner-inflteating imemune cells pror treatment and the devel-
opment of an immune score that takes lnto account systemdc and
local immune markers has not been previously evalusted In our
population of high-risk NMIBC patients, no correltion was
identifled between TILs (GATA-3 or T-bet”) and peripheral
cells (peutrophils or lymphocyies) prior to BOG treatment.
These data are in agreement with previous work In ovadan
cancer, in which no assoclation was found between the lyrmpho-
cyte count and infiltrating CDE* or CD20° cells™ thus, the
tumor infltraton s not directlly asocated with the level of
peripheral cells. Interestingly, bowever, the value of infiltrating
T-bet™ cells, normalized to the peripheral blood lymphocyte
levels, was significantly assoctated with recurrence-free survival
Furthermore, the immune poladzation in tssue (GTR) adjusted
for the systemde inflammation (NLR) showed a sgnificantly
higher difference between BOG responders and nonresponders,
with a posltive assoctation between an Incressed GTR/NLR
immune score and a higher RFS These results show that the
turner-inflteating imemune cell profile and systemde Dnflamema-
thon play important mles in the response to BOG; therefore, an
i e blormarke rthat ine ludes both parameters could increase
the accuracy of the prediction of dinlcal outcome afier BOG
e trient.

Finally, the levels of PD-L1 expression in tumor cells have
been shown to predict lecallzed UC =
Moreover, PD-L1 expression has been associated with increased
resistance to BOG therapy, with high expression of this marker
within BCG-induced bladder gramul orata in patlents falling the
therapy.'” In contrast, FD-L1 expression in tssue prior BOG
treatrent was not sigodfcantly assoclated with BOG regponse in
our study cobort. However, a higher local PD-L1 expression was
observed in individuals with lower peripheral lrmphocyte ¢ ounts
and higher NLE, although this st assochilon was not statistl-
cally sgnificant. These data could suggest a relationship between

systernde inflameaton and local immuncsuppresion  and,
therefire, an unfavorsble clinkal outcome in NMIBC patients

In individuals with cholanglocarcinoma, Sangkhamanon et al
fund that an increased PD-L1 expression was abio assochted
with a higher NLR,* although this assoctation, to our knowl-
edge, has not been previously described in patients with NMIBC

The Irndtations of this study are primarily sssochited with its
retrospective design and small patient number, which decrease
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the statistical power. However, the high-fsk population investi-
gﬂadhhd.jﬂgrhmwgenmmdhduhtmhﬂw&yhdg
rumber of nonresponders compared o similer studles"
Further prospective studies with larger populations are required
o vallkdate these preliminary findings. In addition, the expression
of PD-L1 could be slightly lower than the expression reported in
other studies, as differences in the percentage of positive cells
have been described for different anti PD-L1 antibody dones ™

In condusion, the BOG response in high-dsk NMIBC
patients s assockted with local and systemic Immune alters-
thons in the bladder tssue pror to BOG treatment. Our results
suggest the potential predictive value of the combined assess-
ment of perliumoral Thi/Th? poladzation and peripheral
immunity compostion for the ldentification of lndividuals
who will obtain more benefit from BCG treatment.

Patients and methods

Study subjects

This retmspective study incuded 22 patlents treated by com-
plete  tramsurethral resection (TUR) and with high-grade
(T1HG) NMIBC, without assochated In sltu carcinoma and
who recelved treatment with BOG. The BCG treatment con-
ssted of once-weekly Instilstion of BCG for 6 weels with
a mainterance course with 3 weekly instilstions at 3, 6 and
12 months after the initil induction course Patlents were
stratified based on thelr respomse to BOG treatment BCG
regponders were defined s patients without a recurrence or

progression based on follow-up cystoscopy and urinary cytology
for at last 30 months after BOG treatrment initton

Meutrophil and lymphocyte counts were obtained 34 weeks
before surgery. Demographic, blometric characedsties and
immunclogical data, induding age, gender, Body Mass Index,
and mumbers of neutrophik and lymphocytes, were metrieved
from medical records. The neutrophil and hmphocyle counts
have been obtalned from the moutine blood tests realized before
the TUR using an awtomated haematology amalyser that mes-
sures the volume and the sie of the cells using impedance,
conductivity and lght scatter. The values are shown as the
rurnbers of nentrophi and lymphocyte counts =10°L of blood.

The instltutional review board and the ethical committes
of the Hospital Germans Trias | Pujol approved the study
{code: PI-18-137). The methods were conducted in acoor-
dance with the Dedaration of Helsinkl Whritten Informed
consent was obtained from all participants.

Evaluation of GATA-3, T-bet and PD-L1 protein
expression by immunohis tochemistry (IHC) in peritumonal
cells

Immunchistochemical amlysis was conducted on 4 pm
serlal sectons from amchived formalin-fived, paraffin-
embedded (FFPE) bladder tumor tisues. Monodonal anti-
bodies specific for the Th2-assochted transcription factor
GATA-3 (clone L50-823, Ventars Medical Systems) or the
Thl-assocated tramscription factor T-bet (dene H-210,
Santa Cruz Blotechnology) were used. THC staining was
performed using an automated immunostainer (Ventama
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Medical Systems Inc) acconding to the manufacturers
protocol. The total numbers of pedtumoral GATA-3 and
T-bet-positive cells were manually counted in 5 high-
power fields by three independent observers unaware of
the evolution of the patients, and the mean values were
obtained PD-L1 immunchistochemistry was performed
using  the WVentana SP142 assay (Ventana Medical
Systems Inc). The PD-L1 expression was evaluated on
both tumor cells (TC) and pedtumoral TILs Percentages
of >1% were consldered positive for PD-L1. Peritumaoral
Iymphocytes were defined as lymphocytes surrounding the
TUMOr mass.

Swxtistical analysis

Continuous varkbles were expressed a5 the medians with inter-
quartile ranges and were compared using nonparametric tests
(two-talled Mann-Whitney U-test). Discrete varishles were
described a5 percentiges and were analyzed using the chi-
syuare or Fisher's exact tests. Spearman’s correlation coefficient
was calculated to ldentify assochitions between vadables Al
amalyses and graphical representations were performed in
Graph-Pad Pesm v5 (s (GraphPad Software, Inc. ). The median
values of each parameter wem used as a cut-off polnt for the
Kaplan-Meler survival analysls and comparison by the log-rank
test. The progrostic value was calculated using the HR and 95%
(s Semsitivity and specificity were determined for different
cut-offs to predict recurrence. 95% CI were also caleulated. Al
statistical amalyses used 2-sided p-values of < 005 to define

statistically significant differences
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Ratio neutrofilo/linfocito y plaqueta/linfocito: ;Se asocian con la respuesta al
tratamiento con BCG en tumores vesicales no musculo invasivos de alto riesgo?
Roberto Martinez, Leire Portilla, Mario Alves, Xavier Elias, Joan Areal, José H.
Amon.
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RATIOS NEUTROFILO/LINFOCITO Y PLAQUETA/LINFOCITO: ;SE
ASOCIAN CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON BCG EN
TUMORES VESICALES NO MUSCULOINVASIVOS DE ALTO GRADO?

Martinez-Rodriguez, R* Portilla, L'; Alves, M®; Elias, X% Areal, /&% Amodn, H'.
1.Semvicio de Urologia Hospital Universitario Rio Hortega, Valladolid.
2.Senvicio de Urologia Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, Badalona.

3. Universidad Autdnoma de Barcelona.

Objetivos:

Evaluar la asociacion de la ratio neutrdfiloflinfocito (RNL) y ratio plaguetafinfocito
{RPL) con la respuesta al tratamiento mediante instilaciones de Bacilo Calmetie
Guerin {(BCG) intravesical, en pacientes con diagndstico inicial de tumor vesical
no musculo-invasivos (TYNMI) de alto riesgo.

Material y métodos:

Estudio retrospectivo multicéntrico con pacientes diagnosticados de tumor
vesical inicial de alfo riesgo y sometidos a instilaciones endovesicales con BCG
entre enero 2016 v diciembre 2017. Inicialmente se recogiernon 74 pacientes con
tumor vesical inicial. Se excluyeron aquellos sin estinpe urotelial pura, con
carcinoma in situ (Cis) asociado, con tratamientos corticoideos cronicos y
perdidos durante el seguimiento. Instilamos dosis completa de BCG (81ma) con
pauta de induccion (6 dosis) y mantenimiento (9 dosis) durante un afio. Se
recogieron variables demograficas (sexo, edad e indice de masa corporal) y
analiticas (RML y RPL) previas al inicio del tratamiento con BCG. Definimos
respuesta al fratamiento como ausencia de recidiva yfo progresion. Se realizo
analisis estadistico mediante t de student, Chi cuadrado, ANOVA y curvas ROC.
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Resultados:

La cohorte del estudio incluyd finalmente 50 pacientes: 10 mujeres y 40 varones,
con una edad media de 70 afos. Todos estos pacientes tenian tumor urotelial
puro alto grado, 12 de ellos estadio Ta y 38 estadio T1. El seguimiento minimo
fue de 24 meses, presentando recidiva tumoral un 28% de los pacientes. No se
encontrd relacion entre RNL y éxito de la BCG (p=0.738) ni entre RPL y éxito de
BCG (p=0.768). Tampoco pudimos establecer un punto de corte mediante curvas
ROC.

En &l analisis multivariante, no encontramos significacion estadistica entre la
recidiva tumoral y los datos analizados (Variables demograficas: Edad, sexo,
indice de masa corporal y variables analiticas: RNL/RPL).

Conclusion:

Pese a lo descrito en la literatura, no hemos encontrado asociacion entre la
RML ni la RPL con la respuesta al tratamiento con BCG en TVNMI de alto

riesgo.

Palabras clave: Tumor vesical no misculo invasivo; BCG; ratio
neutrdfiloflinfocito; ratio plaguetallinfocito™
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INTRODUCCION

El cancer de vejiga es el guinto tumor en frecuencia en paises desamollados
({tras los tumores de prostata, pulmon, colomectales y de estdmago), con
aproximadamente 357 000 nuevos casos al ano en todo el mundo (274.000
hombres y 83 000 mujeres)i.

La presentacion mas frecuente (75%) es en forma de TYNMI. El tratamiento
inicial consiste en la reseccitn transuretral (RTU) de todas las lesiones visibles
y la toma de muesiras de mucosa vesical (Biopsia miltipke normatizada-BMN-),
complementandose posteriormente con quimioterapia o inmunoterapia
endovesical adyuvante?.

Las tablas de riesgo definidas por la European Organization of Research and
Treatment of Cancer (EORTC)® proponen la estratificacion de pacientes en
bajo, moderado o alio riesgo de recidiva y progresion, con la comespondiente
estrategia de tratamiento.

Las actuales guias de fratamiento recomiendan el uso de inmunoterapia en
pacientes de moderado y alto riesgo para disminuir el riesgo de recidiva v
progresion®. Esta consiste en instilaciones endovesicales de BCG en una
primera fase de induccion durante 6 semanas y posteriormente un esquema de
mantenimiento durante al menos un afo.

A pesar de dicho tratamiento, en tomo a un 40-50% de estos pacientes recaen.
El fracaso a la BCG representa un desafio en la practica clinica, por lo que
implica en cuanto a la blsgueda y eleccion de la terapia mas adecuada a cada
paciente* Hasta la fecha no hay claros indicadores que puedan predecir la
respuesta a la BCG de los pacientes de alto riesgo, de tal forma que ofros
tratamientos u opciones mas radicales pudieran ser planteadas, y acoriar asi el
tiempo al tratamiento definitivo y el riesgo de diseminacion de la enfermedad.

La RNL ha sido considerada como un marcador de capacidad de respuesta
inflamatoria®, y sus valores se han relacionado con el prondstico de tumores de
mama, colon, nasofaringeo y mieloma miltiple entre otros. La RPL
pretratamiento se ha asociado a un peor prondstico en pacientes afectos de
tumor vesical®.
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Si bien su papel en el prondstico del tumor vesical misculo invasivo (TVMI)
estd ampliamente recogido en la literatura, su valor en caso del TYNMI es mas
reciente’. Pocos son los frabajos que han tratado de asociar este valor (RNL y
RPL) con la respuesta al tratamiento con BCG.

Muestro objetivo es evaluar la asociacion de la RNL y RPL en pacientes con
TYNMI de alto riesgo, candidatos a recibir tratamiento con BCG, vy la respuesta
a dicho tratamiento.

PACIENTES Y METODOS
1.Disefo def estudio.

Se realiza un estudio multicéntrico, observacional, descriptivo y retrospectivo
analizando los datos de pacientes de dos Servicios de Urologia de Hospitales
Universitarios, diagnosticados de TVNMI inicial de alto riesgo en el periodo enero
2016-diciembre 2017, asegurando asi un seguimiento minimo de 24 meses.

2 Muestra a estudio.

Se incluyeron aguellos pacientes sometidos a RTU de acuerdo con la practica
clinica habitual de cada centro. Los informes anatomopatologicos se presentaron
de acuerdo con la clasificacion TNM de 2009" y el sistema de clasificacion de la
OMS de 2004" Todos los pacientes presentaban informes histologicos con un
tumor urotelial purc y muestra de misculo no afectado.

Se excluyeron los pacientes con Cis asociado, enfermedades autoinmunes,
tratamiento cronico con corticoesteroides y aguellos que se perdieron durante el
sequimiento.

Se seleccionaron finalmente aquellos pacientes clasificados de alto riesgo segun

las directrices europeas de urologia? v gue recibieron tratamiento adyuvante con
insfilacion endovesical de BCG.

Las instilaciones se realizaron con BCG Connaught, a dosis de 81mg, en
cronograma de induccion durante 6 semanas y posterior mantenimiento (1
insfilacion por semana / 3 semanas) a 3,6 y 12 meses.

3 Variables.
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Se recogieron recuentos totales de neutrofilos, linfocitos y plagquetas obtenidos
en la analitica pre-RTU y se calcularon las RNL y RPL. Se registraron datos
clinicos (indice de masa corporal -IMC-, enfermedades y medicamentos
concomitantes) y datos demograficos (edad, sexo).

La recurrencia se definid como reaparicion de TVNMI vy la progresion como el
desammolio de TVMI, recogiendo el tiempo transcurmido desde la primera dosis de
BCG.

4 Seguimiento.

El seguimiento se ha realizado mediante cistoscopia y citologia cada 3 meses
durante los primeros 2 afios, con un estudio del tracto urinario superior utilizando
uroTC o urografia seqin la disponibilidad y los protocolos de practica clinica
habitual establecidos previamente en cada cenfro.

RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE DATOS

Para la recogida de los datos se disefid una base de datos a tal efecto en el
programa Excel. Los datos fueron introducidos por una sola persona en cada
centro v revisados por un experto. Posteriormente, fueron exportados al
programa estadistico SPSS v. 15.0 (SPSS Inc. 1989-2006).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd analisis de regresion logistica para explicar la recurrencia v la
progresion (variables dependientes), utilizando como varables independientes
la edad, el sexo y el IMC. Las varables a estudio (RNL y RPL) se categorizaron
en funcion del resuitado de un analisis de curvas ROC.

ASPECTOS ETICOS

Este trabajo se llevd a cabo de conformidad con todas las leyes y nomativas
aplicables, de acuerdo a los principios éticos intemacionales, fundamentaiments
la Declaracion de Helsinki (version Fortaleza, Brasil, 2013) y las Nommas de
Buena Practica Clinica Epidemiologicas de Ia ICH (Intemational Conference of
Harmonization). El esfudio se realizd segin lo establecido en este protocolo,
habiendo sido evaluado y aprobado por ambos comités éticos de los hospitales
referidos (P1-20-156 y P1 115-20).
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No existe conflicto de intereses ni se dispone de financiacion por organismos
piiblicos o privados.
RESULTADOS

De los 74 pacientes iniciales, se excluyeron: Catorce pacientes con Cis; tres
pacientes con diferenciacion anatomopatologica sarcomatoide, microcitica y
plasmocitoide; un paciente afecto de Linfoma no Hogdkin v seis pacientes
perdidos durante el seguimiento.

~ m

14 pacientes 1 sarcomatoide Linfoma no
o s . . ‘ Hogdkin. & perdidos.

- /

Y

50 pacientes para tratamiento con BCG

P
|( 2 mnos de b
; E

Recidiva=14 Libres de
% ' enfermedad=36
pacientes 2
pacientes

Fig.1: Vision esquematica de pacientes recogidos, excluidos y analizados con
su evolucion.
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La cohorte final del estudio incluye 50 pacientes: 10 mujeres y 40 varones, con
una edad media de 70 afos. Todos los pacientes tenian tumor urotelial puro atto
grado, 12 de ellos estadio Ta y 38 estadio T1.

Catorce pacientes sufrieron recidiva (28 durante %) durante los 24 meses de
sequimiento: 42 9% los primeros 6 meses; 21,4% entre el 7 v 12° mes; y un
35, 7% presentaron recidiva entre el 12° y 24® mes.

De los 14 pacientes que presentaron recidiva; 12 inicialmente comespondian a
estadio T1 v dos a estadio Ta. Los 36 pacientes restantes (72% de la muesira
estudiada) finalizaron el seguimiento completo sin signos de recidiva tumoral.

Fig.2: Caracteristicas de los pacientes analizados:

IMC: indice de masa corporal; RML: rafio neutrafils linfocito; RPL: ratio plaqueta linfocito.

Respondedores | Mo respondedores a BCG
a BOG
N.2 de pacientes ELD 14
Tiempo hasta recurmencia <Gm. T-12 m. 12-24 m.
N meses. [ 3
::“E"te?' 43 9% 21.4% 5
ocoie: 35.7%
Edad(afios); 69 72 Fr 72
Intervalo 48-83 L7-85 BE-83 SE-80
Sexo{varones); n (%) 28(77,8%) 6{100%) 3{100%) 3{60%)
IMC[Kg/m); 2781 27,42 26,65 2712
Intervalo 20,28-33,26 24.77-31.8 25,81-2826 | 2514-30,12
Estadio tumoral Ta:10 Ta:l Ta:l
T1:26 T1:5 T1:3 T1:4
Grado tumoral AG AG AG AG
RNL 2,06 2,00 205 2,43
RPL 103,06 105,77 110,13 104,69

Analizamos media, mediana y desviacion estandar de las RNL y RPL:

Para la RNL: media de 2,09 con una mediana de 1.81 y con una desviacion
estandar de 0.96. Media de RNL en pacientes respondedores 2,06 frente a 2,16
en pacientes no respondedores a la BCG.
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Para la RPL: media de 103.56 con una mediana de 97 60 y con una desviacion
estandar de 39.74. Media de RPL en pacientes respondedores 103,06 frente a
106,86 en pacientes no respondedores a la BCG.

Para establecer la asociacion RNUrecidiva y RPLirecidiva se realizd analisis
estadistico t de student y Chi cuadrado, sin hallar diferencias estadisticaments
significativas para ninguna de las varables (RNLfrecidiva p =0.738 vy
RPLfrecidiva p=0_768).

Estratificamos la variable recidiva en = o = de 12 meses y utilizamos el test de

ANOVA, sin apreciar tampoco significacion estadistica (p=0.540).

Las curvas ROC, tanto para la ENL como para la RPL, mostraron pendientes y
areas bajo la curva 0.506 y 0.526 respectivamente, sin significacion estadistica.
Independientemente del punto de corte utilizado, no apreciamos asociacion
entre el valor de RNL v RPL con la respuesta al tratamiento con BCG.

Fig3. Curvas ROC de RNL v RPL
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DISCUSION

El tratamiento de los TVNMI de alto riesgo ha supuesto un reto para los
urdlogos desde el momento de su diagnostico.

Algunos autores' recomendaron un tratamiento radical de inicio mediante
cistectomia precoz frente a la opcion de inmunoterapia con BCG; pero dado
que las tasas de progresion se situaban en un 30% y ante la escasa diferencia
de supernvivencia libre de enfermedad a los 5 afios', 1a balanza se decantd por
el tratamiento complementario con BCG tras la RTU completa de los fumores
vesicales.

En 1976 Morales et al. Utilizan con éxito la BCG en el tratamiento del TYNMI
de alto fiesgo, pero no es hasta 1990 cuando la FDA aprueba su uso. Aun no
se conocen los mecanismos exactos de funcionamiento, si bien sabemos que
actian activando una respuesta inmunitaria tanto innata como adquirida que
involucra a linfocitos CD4, CD 8, células natural Killer, granulocitos, macrofagos
y células dendriticas™.

Se han argumentado diferentes motivos por los que el tratamiento con BCG
pudiese fracasar*: infraestadiaje del tumor, respuesta inmunitaria del huésped
inapropiada, alteraciones de los macrofagos (NRAMP-1) y caracterisficas
biologicas del tumor entre otras.

En aras de ofrecer un tratamiento definitivo a la mayor brevedad posible v
evitar asi la posible progresion y/o diseminacion de la enfermedad, la blsqueda
de marcadores predictivos de respuesta al tratamiento con BCG ha sido
continua.

La respuesta al tratamiento con BCG depende tanto de caracteristicas del
tumor como de caracteristicas del propio paciente. El grupo CUETOY establece
el sexo femenino, los tumores recurrentes, la multiplicidad y la presencia de Cis
como principales factores predictivos de recurmencia; mieniras gue el alto
grado, el estadiaje T1, los tumores recurrentes y la recurrencia a los 3 meses
son factores predictives de progresion.

La capacidad de respuesta inmunitaria del paciente desempefia un papel
fundamental en el éxito del tratamiento. Se han descrito diversos
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Se han descrito diversos biomarcadores previos y durante el fratamiento: Las
alteraciones gendmicas en células urinanas detectadas mediante fluorescencia
hibridacion in situ durante el tratamiento con BCG, pese a su baja sensibilidad,
implican un incremento del riesgo de recidiva y progresion. La deteccion de
citoquinas urinarias (IL-2, IL-6; IL-8; IL-10; IL-12; IL-18; INF alfa; TNF alfa) asi
como un nomograma de 9 citoquinas (CyPRIT) ha sido capaz de predecir
recurrencia con una precision del 85%!. El analisis del tejido peritumoral
obtenido durante la RTU, idenfificando los linfocitos pertumorales Th1/Th2 y su
comelacion con el éxito del tratamiento con BCG ha mostrado resultados
esperanzadores?2. El andlisis de indicadores de respuesta inflamatoria sistémica
periférica en determinaciones analiticas basales del paciente previo a la RTU,
ha sido descrita en diferentes trabajos como un posible predictor de recurrencia
y progresion; pero su valor como predictor de respuesta al fratamiento
inmunoterapico es mas controvertidod.

D°Andrea et al. apuntaba esta idea en un estudio retrospective® |, siendo
posteriormente confirmada en otras revisiones sistematicas bien disefiadas en
las que [a RNL constituye un factor independiente predictor de recurmencia y
progresions, estableciendo un punto de corte de 35, A mayor rafio, peor
prondstico. Sin embargo, otros autores no han obtenido resultados tan
consistentes pese a disminuir los puntos de corte”. En nuestro trabajo, el
analisis estadistico de la asociacion de los marcadores de inflamacion
sistémica periféricos (RML y RPL), con el éxito del fratamiento con BCG no
mostrd significacion estadistica.

Se ha sido estricto en la seleccion de pacientes en cuanto a caracteristicas del
turnor (estinpe urotelial pura, sin diferenciacion), caracteristicas de pacientes
{excluidos aquellos que reciben tratamientos corticoideo) v homogeneidad del
tratamiento recibido (cepa de BCG, dosis y pauta de instilaciones). Pese a ello

no hemos podido reproducir los resultados obtenidos por otros colegas. Es
sabido que el diablo esta en los detalles, v es posible que estemos obviando
vanaciones interpersonales yio caracteristicas tumorales que desconozcamos y
que influyan en los resultados; ya que, por ejemplo, algunos de los articulos
revisados incluyen pacientes tratados con quimioterapia®
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Los actuales conocimientos sobre los mecanismos de accion de la
inmunoterapia orientan a pensar que los marcadores predictivos de respuesta
pretratamiento pudieran tener una precision imitada. Los cambios que se
producen en la célula tumoral vy en las células inmunitarias tras la induccion con
BCG son mucho mas precisos para predecir la respuesta al tratamiento.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO
El caracter refrospectivo del estudio limita los resultados obtenidos.

Pese a la homogeneidad de los pacientes incluidos en el estudio, el limitado
tamafio muestral puede condicionar los resultados obtenidos.

Mo se efectud reRTU en todos los pacientes estudiados, lo que segun algunos
autores podria relacionarse con la respuesta posterior a la BCG.

CONCLUSIONES

En nuestro trabajo, no hemos podido establecer una asociacion entre la RML ni
RPL con la respuesta al tratamiento con BCG.

Es dificil que un solo marcador pueda adquirir validez universal y tenga la
suficiente potencia estadistica para predecir por si solo el &xito o fracaso del
tratamiento, por lo que los modelos gue incluyen varios de ellos son los que
miayor precision y mas utilidad clinica pudiesen presentar. Los esfuerzos por
encontrar dichos predictores de respuesta han de continuar v motivar nuestro
trabajo.
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DISCUSION

DISCUSION

Los avances en el conocimiento del potencial biolégico del TVNMI nos
han permitido distinguir varios patrones de comportamiento clinico. Estos
patrones son dificiles de predecir al existir factores aun desconocidos que
determinan su comportamiento'?®. Establecer modelos predictivos puede ser de
utilidad, especialmente para identificar pacientes resistentes a los tratamientos
convencionales y poder indicar una cistectomia radical precoz que podria

permitir su curacion'?’,

El infiltrado inmunitario peritumoral en el TVNMI de alto riesgo, que puede
caracterizarse en el tejido procedente de la reseccidn transuretral, permite
analizar la estimulacion inmunolégica que el tumor provoca en el huésped'?8 .
Debido a la relacién directa por proximidad, los cambios observados en el
infiltrado linfocitario peritumoral pueden ser atribuidos Unicamente al tumory a la
capacidad de respuesta inmunitaria individual. Por todo ello su caracterizacion
podria predecir la respuesta del paciente al tratamiento local con BCG

intravesical?8,

La relacion inmunidad-tumor se desarrolla basicamente en tres fases. En
una fase inicial el sistema inmunitario lucha contra el tumor, posteriormente
existe una fase de convivencia o equilibrio, y por ultimo, el sistema inmunitario
permite la progresion y diseminacion tumoral'?®. Mientras que en la primera fase
se podrian llegar a eliminar las células tumorales, y es clinicamente silente, en

la segunda vy tercera fases es cuando el tumor puede progresar y diseminar.

112



DISCUSION

Durante estas etapas podemos encontrar células inmunitarias, tanto a nivel
intratumoral como peritumoral, y se produce el llamado fendmeno “de
reclutamiento” por el que determinadas células reclaman la presencia de mas
efectivos para la lucha anticancerigena'?®. Este fenbmeno de “reclutamiento”
podria afectar también a la inmunidad periférica representada por los recuentos

totales de neutrofilos, linfocitos y plaquetas entre otros'2°.

En nuestro primer estudio, se analizd la densidad total de células
peritumorales en el tejido tumoral antes del tratamiento con BCG intravesical.
Identificamos linfocitos, macréfagos, neutréfilos y monocitos entre otros. Se ha
descrito que los linfocitos TIL peritumorales son mas representativos que los
linfocitos TIL intratumorales para predecir la respuesta al tratamiento'3%13', Los
tipos de linfocitos peritumorales predominantes son los linfocitos T CD4+, los
cuales en funcién del estimulo recibido expresaran un factor de transcripcion
determinado (T-Bet+ o GATA-3+), diferencidndose hacia una subpoblacién u
otra (Th1 o Th2 respectivamente). En relacion al fenotipo que observamos en el
infiltrado linfocitario peritumoral de los pacientes de nuestra muestra,
predominan GATA-3 + (Th2) sobre T-bet + (Th1). Esta diferencia entre Th1y Th2
ya habia sido descrita previamente por otros autores'3233 en el tejido peritumoral
de pacientes con TVNMI'3* y con otros tipos tumorales. Del mismo modo, la
evaluacion de la inmunidad periférica mediante recuentos y cocientes entre
células mononucleares de sangre periférica también ha sido evaluada en

tumores hematoldgicos y pancreaticos 35136,
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En nuestro estudio no hemos encontrado una asociacion entre la
densidad de linfocitos GATA-3+ y la de linfocitos T-bet+. Este hecho puede
sugerir que aunque ambos son mutuamente antagénicos'®’, la expresion de T-
Bet+ estimula la diferenciacion del linfocito TCD4+ hacia Th1 e inhibe
tedricamente la diferenciacion hacia Th2 y Th17, otras citocinas o quimiocinas
producidas en el microambiente tumoral estan influyendo en el desequilibrio

inmune observado'38,

La influencia de las diferentes subpoblaciones de linfocitos TIL presentes
en el tejido peritumoral en la respuesta al tratamiento con BCG intravesical, en
poblaciones homogéneas de pacientes con TVNMI de alto riesgo no esta aun
bien definida’®. Un mayor nimero de linfocitos T CD 4+, Th2 y una GTR mas
elevada se asocié con la respuesta a BCG y con una supervivencia libre de
progresién mayor en una poblaciéon mixta de pacientes con TVNMI, de bajo y alto
riesgo (Ta, T1y CIS)'. Los mismos autores apuntaban, en otra publicacion, que
un mayor numero de GATA-3+ se asociaba con la respuesta a BCG intravesical,
pero en dicha publicacion sélo se evaluaron cuatro pacientes no respondedores
a BCG'*. En consonancia con estos datos, la GTR ha sido descrita como un
predictor de la respuesta al tratamiento con BCG intravesical en otro estudio con

un numero limitado de pacientes con Cis'48,

Basandonos en las observaciones anteriores, sugerimos que un gradiente
favorable a GATA-3+ previo al tratamiento endovesical con BCG podria
asociarse a una buena respuesta. En nuestra poblacion de pacientes con TVNMI

de alto riesgo, hemos observado una asociacion entre la GTR y la respuesta al
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tratamiento con BCG endovesical. Ademas, se identific6 un nivel
significativamente inferior de linfocitos T-bet+ en los pacientes con buena
respuesta a BCG, sin observarse cambios significativos en la densidad total de
linfocitos peritumorales GATA-3 +. Estos hallazgos sugieren que la densidad
total de linfocitos T-bet +, en vez de la densidad de los linfocitos peritumorales
GATA-3 +, podria ser el factor predictor de buena respuesta al tratamiento con

BCG intravesical.

Estos datos proporcionan nuevos argumentos para reforzar la hipétesis
de que, en los pacientes con TVNMI de alto riesgo, los linfocitos Tbet+ presentes
en el tejido peritumoral antes del tratamiento con BCG podrian ser una poblacion
de células inactivas, bien por mecanismos de escape o tolerancia inmunes. Por
tanto, su estimulaciéon con la BCG es poco probable que sea eficaz!39.148
Podriamos incluso sugerir que la deteccidén de Tbet+ pretratamiento indicaria la
presencia de un entorno paradéjicamente inmunosupresor. En linea con la teoria
del entorno inmunosupresor y la deteccion de T-bet +, es necesario definir otro
tipo celular. Recordemos que la respuesta inmunitaria frente a un antigeno
externo se basa en la accion de células colaboradoras y células reguladoras?°.
Las células colaboradoras se encargan de coordinar la respuesta inicial frente al
patdbgeno mediante secrecion de citocinas. Hay varios tipos: Th1, Th2 y Th17
principalmente'. La expresion de una inhibe parcialmente la expresion de
otras!, concepto de antagonismo referido previamente. Las células reguladoras
velan por el respeto a la integridad de lo propio desmontando la respuesta, una
vez controlado el patdogeno. Entre estas células reguladoras encontramos al

linfocito Treg'#? ,con fenotipo CD4+CD25+. Este linfocito Treg expresa T bet+'43
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al igual que el linfocito Th1. Al compartir Th1 y Treg dicha expresion, la deteccion
de T bet + en el tejido peritumoral podria indicarnos un entorno inmunosupresor,
con el consecuente fracaso de la terapia con BCG intravesical. Por ello, el
desarrollo de nuevas terapias dirigidas contra estas células, antes del
tratamiento con BCG, podria ser una nueva estrategia para mejorar su
respuesta. Ademas de la inmunidad local, el recuento absoluto de linfocitos
periféricos parece ser predictor de respuesta en varios tumores'. Se ha
postulado que la RNL periférica es un factor pronéstico para los pacientes con
TVMI'45.146  Se han asociado valores mas altos de RNL con mayor riesgo de

recurrencia de la enfermedad'#” y de supervivencia global en los TVNMI'4.

En nuestro primer estudio y en consonancia con otras publicaciones'?®,
se identific6 un valor de RNL mas alto antes del tratamiento con BCG en los no
respondedores a BCG, aunque la diferencia no alcanz6 significacion estadistica.
Con el objeto de evaluar el valor pronéstico de dicha RNL se disefd el estudio

de validacién con una muestra mas amplia de pacientes.

Como hemos indicado previamente, en pacientes con cancer las
alteraciones inmunoldgicas pueden apreciarse tanto a nivel local como en la
circulacion periférica. No obstante, hasta donde conocemos, la relacion entre
marcadores inmunitarios sistémicos y locales y su relacidén con la respuesta a la
BCG intravesical, no ha sido evaluada previamente. En nuestra poblacion de
pacientes con TVNMI de alto riesgo, no se identificd ninguna correlacion entre
los TIL, GATA-3 + o T-bet +, y las células periféricas, neutréfilos o linfocitos,

antes del tratamiento con BCG. Estos datos concuerdan con los de estudios
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previos realizados en pacientes con cancer de ovario, en los que no se encontro
asociacion entre el recuento de linfocitos y las células CD8+ o CD20+
infiltrantes™. Por tanto, la infiltracibn peritumoral no parece asociarse
directamente con el contaje de células periféricas. Sin embargo, el valor de
células T-bet + en el infiltrado peritumoral, normalizado a los niveles de linfocitos
de sangre periférica, se asocio significativamente con la supervivencia libre de

enfermedad (SLE).

La polarizaciéon inmune en el tejido (GTR), ajustada para la inflamacién
sistémica (NLR), mostr6é una diferencia significativamente mayor entre pacientes
respondedores y no respondedores a BCG intravesical, encontrandose una
asociacién positiva entre una puntuacion inmunologica GTR/NLR aumentada y
una SLE mas alta. Estos resultados sugieren que el perfil de las células inmunes
que infiltran el tumor y la inflamacién sistémica juegan un papel importante en la
respuesta a BCG. Por tanto, un biomarcador inmunolégico que incluya ambos
pardmetros podria aumentar la predicciéon de la respuesta al tratamiento con

BCG intravesical.

Se ha descrito que los niveles de expresion de PD-L1 en células tumorales
predicen la progresion del carcinoma urotelial y se asocian con una mayor
resistencia a la terapia con BCG intravesical'®'. Sin embargo, en nuestra cohorte
de pacientes, la expresion de PD-L1 en el tejido peritumoral no se asoci6 con la
respuesta a BCG. Si que observamos una mayor expresion local de PD-L1 en
pacientes con menor recuento de linfocitos periféricos y mayor NLR, sin llegar a

ser estadisticamente significativa. Estos datos podrian sugerir una relacién entre
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la inflamacion sistémica y la inmunosupresion local, y por tanto un resultado
clinico desfavorable en los pacientes con TVNMI. Sangkhamanon et al., en
pacientes con colangiocarcinoma, encontraron que un aumento de la expresion
de PD-L1 también se asoci6 con un mayor NLR'®2, aunque esta asociacion no
se ha descrito previamente en pacientes con TVNMI. Las limitaciones de este
estudio se asocian principalmente con su diseno retrospectivo y el pequeno
numero de pacientes. Sin embargo, la poblacion de alto riesgo investigada es
muy homogénea e incluye un numero relativamente alto de no respondedores
en comparacion con estudios similares'3'-133, Estudios prospectivos con mayor
tamafio muestral serian necesarios para validar estos hallazgos preliminares.
Ademas, la expresion de PD-L1 podria ser ligeramente menor que la expresion
informada en otros estudios, ya que se han descrito diferencias en el porcentaje

de células positivas para diferentes clones de anticuerpos anti PD-L1793,

Nuestro segundo estudio se disefid con el objeto de profundizar en el
analisis de marcadores periféricos de respuesta inmunitaria y su asociacion con
la respuesta a la BCG en pacientes con TVNMI de alto riesgo. Se fue restrictivo
en los criterios de inclusién, intentando que la muestra fuera lo mas homogénea
posible, y excluyendo aquellas condiciones que implicasen a priori un
comportamiento clinico diferente, tales como la presencia concomitante de Cis o
la afectacion de uretra prostatica, asi como afecciones del paciente que pudieran
modificar su respuesta inmunitaria como enfermedades hematoldgicas, uso de

corticoesteroides, etc.
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La relacion entre BCG intravesical y tumor vesical tiene mas de 40 afios
de historia. En 1976, Morales et al. utilizaron con éxito BCG intravesical en el
tratamiento del TVNMI de alto riesgo. Sin embargo, no fue hasta 1990 que la
FDA aprobd su uso clinico. Aun no se conocen sus mecanismos exactos de
funcionamiento, si bien sabemos que actuan activando una respuesta
inmunitaria tanto innata como adquirida que involucra a linfocitos CD 4, CD 8,
células natural Killer, granulocitos, macrofagos y células dendriticas'™*. Se han
argumentado diferentes motivos por los que el tratamiento con BCG intravesical
puede fracasar'>® como el infraestadiaje del tumor, una respuesta inmunitaria del
huésped inapropiada, alteraciones de los macréfagos (NRAMP-1) y las

caracteristicas bioldgicas del tumor entre otras.

En aras de ofrecer un tratamiento definitivo a la mayor brevedad posible
y evitar la progresion y diseminacidn de la enfermedad, la busqueda de
marcadores predictivos de respuesta al tratamiento con BCG ha sido
constante. La respuesta al tratamiento con BCG intravesical depende de las
caracteristicas del tumor y del paciente. El grupo CUETQ'"%¢ ha establecido el
sexo femenino, los tumores recurrentes, la multiplicidad y la presencia de Cis
como principales factores predictivos de recurrencia; mientras que el alto
grado, el estadiaje T1, los tumores recurrentes y la recurrencia a los 3 meses
son factores predictivos de progresion. La capacidad de respuesta inmunitaria
del paciente desempenfa un papel fundamental en el éxito del tratamiento. Se
han descrito diversos biomarcadores previos y durante el tratamiento: Las
alteraciones genémicas en células urinarias detectadas mediante fluorescencia

hibridacion in situ durante el tratamiento con BCG intravesical, pese a su baja
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sensibilidad, implican un incremento del riesgo de recidiva y progresion. La
deteccidn de citoquinas urinarias como IL-2; IL-6 IL-8; IL-10; IL-12; IL-18; INF
alfa e TNF alfa, asi como un nomograma de 9 citoquinas (CyPRIT) ha sido
capaz de predecir recurrencia con una precision del 85%'%’. Previamente
hemos descrito como la identificacion de linfocitos peritumorales Th1/Th2 en
tejido peritumoral obtenido durante la RTU, se relaciona con la respuesta al

tratamiento con BCG endovesical’8.

El andlisis de indicadores de respuesta inflamatoria sistémica periférica
en determinaciones analiticas basales, antes de la reseccidn transuretral del
tumor vesical, ha sido descrito como predictor de recurrencia y progresion en
diversas publicaciones. Sin embargo, su valor como predictor de la respuesta al
tratamiento inmunoterapico, basado en BCG intravesical, es controvertido's°.
D’Andrea et al., han sugerido su utilidad después de un estudio retrospectivo’®?,
siendo posteriormente confirmada en otras revisiones sistematicas en las que la
RNL seria un factor independiente para predecir la recurrencia y progresion del
tumor vesical'®'. Los autores han establecido un punto de corte de 3'%?, de
manera que a mayor cociente existe peor prondstico. Sin embargo, otros autores
no han observado resultados tan consistentes a pesar de disminuir ese punto de
corte'®®. Estas diferencias de resultados podrian explicarse por la
heterogeneidad de las poblaciones analizadas, ya que en algunos de los trabajos
se incluyeron pacientes tratados con quimioterapia intravesical'®*. En nuestro
estudio no encontramos una asociacion entre los marcadores de inflamacién
sistémica periféricos, RNL y RPL, la respuesta al tratamiento con BCG

endovesical.
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El conocimiento actual de los mecanismos de accion de la inmunoterapia
sugiere que los marcadores predictivos de respuesta, previos al tratamiento con
BCG, pueden tener una eficacia limitada. Los cambios que se producen en la
célula tumoral y en las células inmunitarias después de la induccion con BCG
intravesical parecen ser mas precisos para predecir la respuesta al

tratamiento6°.

Aunque en nuestro estudio incluimos un grupo de pacientes homogéneo,
su diseno retrospectivo y su reducido tamano muestral pueden limitar los
resultados observados. Ademas, no se realizé re-RTU en todos los pacientes
incluidos, lo cual segun algunos autores, podria relacionarse con la respuesta

posterior a la BCG intravesical.

Podriamos considerar la determinacion sistematica de tinciones inmunoldgicas
en el andlisis del tejido obtenido durante la reseccidn transuretral; su inclusion
en el informe anatomopatoldgico ayudaria en la toma de decisiones clinicas. Este
andlisis inmunoldgico podria ofrecer la posibilidad de incorporar tratamientos
dirigidos a mediar en el ambiente inmunosupresor de pacientes no
respondedores al tratamiento con BCG intravesical, por ejemplo, con
tratamientos moduladores del linfocito Treg. Profundizar en el conocimiento de
los mecanismos de accidn del tratamiento con BCG intravesical puede permitir
el hallazgo de potenciadores de la respuesta inmunoldgica selectiva contra
células tumorales, reduciéndose ademas los efectos adversos asociados el

tratamiento con BCG.
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Para concluir, creemos que la respuesta al tratamiento con BCG
intravesical en pacientes con TVNMI de alto riesgo se asocia con alteraciones
inmunitarias locales y sistémicas. Nuestros resultados sugieren el potencial valor
de la evaluacién combinada de la inmunidad local (GTR) y periférica (NLR) como
biomarcador predictor de respuesta al tratamiento con BCG intravesical. De
momento no existe un Unico parametro con la suficiente eficacia para predecir la
evolucion tumoral y poder modificar o modular las alternativas terapéuticas.
Actualmente se pueden aplicar diversos y variados indicadores de respuesta al
tratamiento en poblaciones de pacientes, sin embargo, la respuesta

individualizada es dificilmente predecible.
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1. El tumor vesical no musculo invasivo (TVNMI) de alto grado presenta un
infiltrado linfocitario peritumoral, caracterizado tanto por la presencia de linfocitos
Th2 (GATA-3*) como de linfocitos Th1 (T-bet*). Sin embargo, se observa una
infiltracion predominante de linfocitos de tipo Th2 sobre los linfocitos de tipo Th1,

sin una correlacion entre la densidad peritumoral de células GATA-3*y T-bet*.

2. Enlos pacientes con TVNMI de alto grado, la mejor respuesta al tratamiento
con BCG intravesical se asoci6 con una menor presencia de células

peritumorales Th1 y con un mayor cociente de linfocitos peritumorales Th2/Th1.

3. No hemos observado una asociacion entre la expresion peritumoral de

PD-L1 y la respuesta al tratamiento con BCG intravesical.

4.  No se ha observado ninguna asociacion entre los cocientes
neutrofilos/linfocitos ni plaquetas/linfocitos, en sangre periférica, con la

respuesta al tratamiento con BCG intravesical.

5. La densidad de linfocitos Th1 y Th2 peritumoral no se relacion6 con los
contajes totales de neutréfilos, linfocitos y plaquetas en sangre periférica. Sin
embargo, al ajustar la respuesta inmunoldgica local y la respuesta inflamatoria
sistémica, a través de los cocientes Th2/Th1 (GTR) y neutréfilos/linfocitos (NLR),
hemos observado que fueron significativamente superiores en pacientes con

TVNMI de alto grado y buena respuesta al tratamiento con BCG intravesical.
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Esta asociacion se corrobor6 en un analisis de supervivencia demostrando
una supervivencia libre de enfermedad mayor en pacientes con una relacién T-

bet/linfocitos mas baja y un cociente GTR / NLR mas alto.

Las alteraciones de la funciébn inmune, tanto locales como sistémicas, pueden
influir en la respuesta al tratamiento con BCG. Por lo tanto, la relacion entre la
composicién inmune local y sistémica podria ser un biomarcador de respuesta

al tratamiento con BCG intravesical en pacientes con TVNMI de alto grado.
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INFORME DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS {CElm)

AREA DE SALUD VALL ADOLID OESTE

Dfia. ROSA CONDE VICENTE, Secretario Técnico del Comité de Efica de la Investigacion
con medicamentos (CElIm) del Area de Salud de Valladolid Oeste

CERTIFICA:

Cue este Comité ha evaluado el Proyecto de investigacion con Ref.: PH15-20

Titulo: “Valor pronostico de la ratio neutrofilo-linfocito come factor predictor de
respuesta al tratamiento con BCG en tumores vesicales mo musculoinvasivos de alto
grado™

» Protocolo version 0.3

Y considera que:

Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Dedlaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica mundial =obre principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos y en sus posteriores reviziones, asi como aquelles exigidos por la
nomativa aplicable en funcion de las caracteristicas del estudio, v su realizacion es
pertinente.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objefivos del estudio v estan justificados los riesgos v molestias previsibles para el
sujeto.

= Se considera adecuado el procedimiento previsto para la informacion y obtencion del
consentimiento informado o, altemativamente, se acepta la exencion de consentimiento
propuesta para esie estudio.

La capacidad del investigador y sus colaboradores y lag instzlaciones y medios
dizponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Este CEIm acepta que dicho estudio sea realizado en el Hospital Universitario Rio
Hortega, por el Dr. Roberto Martinez Rodriguez como Investigador Principal.
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Dna. ROSA CONDE VICENTE, Secretano Téonico del Comie de Elica de la ivestigaccn
con medicamenios (CEIm) del Area de Salud de Valladolld Oeste

HACE CONSTAR QUE:

En la reunion celebrada el dia 2 de Julio de 2020, Acta 152020, ef Comié de Etica de la
Investigacitn con medicamentos (CEIm| decidio emitr INFORME FAVORABLE o estudo,

cumpliéndose los requisiios establecidos en la Legisiacén wvigenie para que la otada
dedsion sea valida.

£] CEIm del Hosptal Universitano del Rio Hortega, tanio en su composickdn como en los
PNT, cumple con las normas de BRC (CPMPY/ICH 13595) y en la actualidad lo condorman
los siguentes miembros:

PRESIDENTE: D. Antordo Duefias Lara (Médico, Farmacdiogo Clinico).

VICEPRESIDENTE: 0. Manuel Gonzdlez Sagrado (Médico, Unidad de Apoyo a la
Invessgacion. Representante de la Comisidn de Investigackin)

SECRETARIO TECNICO. D* Rosa M* Conde Vicente (Doctora en ivestigacidn en
Ciencias de la Salud).

VOCALES:

0. Juan Manuel Alonso Femandez {Diplomado Universitario en Enfermeria).

0* Adalina del Oimo Revusito (Farmacéutico).
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sanitana).

O* Berta Lopez Cabezas (Uicencido en Derecho. Miembro experto en Froteccion de
Oatos)

0. Alberto Olalla Ublerma (Miembro ajeno a profesion sanitaria)

0. José Lus Pérez Castnilidn (Médico, Medicina Interna).

0. Bakasar Pérez Sabondo (Médico, Crugla General y Aparato Digestivo).

0. José Manuel Rodriguez Valencia (Médico, Medicina Famiiar y Comunitaria).

0. Alvaro Sanz Rutiales (Médico, Oncologla. Regpresentante del Comié de Etica
Asistencial)

Lo que fumo en Valladobd, a 03 de Julo de 2020
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Fdo. Dha. Rosa M* Conde Vicente
Secretario Técnico CElm
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2. Autorizacion al compendio de publicaciones

n

Unniversitat dotinomn de Boroelonn
Programa de Doctorat de Cirurgia i Cigéncies Morfolagiques

Roberto Hugo Martinez Rodriguez
Carrer Girona 164, 3ria
offoz7 Barcelona

Vista la instancia presentada per enfna Roberto Hugo Martinez Rodniguez de sollicitud de
presentacia de tesi doctoral com a comipendi de publicacions,

De conformitat amb e que disposa la Mommativa académica de |la UAB aplicable als estudis
umiversitaris reguiats de conformitat amb el RD 1393/2007, de 2g9 d'octubre, modificat pel RD
B6a/z010, de 2 de juliol (text refos aprovat per I'Acord de Consell de Govern de 2 de marg de zoaa),

BESOLC

Acceptar la presentacio de |a tesi doctoral de Roberto Hugo Martinez Rodriguez com a compendi
de publicacions amb els articles segients:

1 Tipgl: Combined assessment of peritunoral Thy/Thz polarization and peripheral immunity as
a new biomarker in the prediction of BOG response in patients with high-risk NMIBC
Awrtors: Roberto Martinez, Gustavo Tapia, Sikvia de Muga, Alba Hernandez, Mania
Gonzalez Cao, Cristina Tebdd, Victor Umea, Elisabeth Garcia, Sonia Pedrefio-Lopez, Luis
Ibarz, Julia Blanco, Bonaventura Clotet, Cecilia Cabrera.
Dades de 13 publicacia: Oncoimmunology. Volum: & Mimero: 8. Publicacio: Agost zoag.
DQI: 10 20802162 502X 2010 1602460

2z Titol: Ratios neutrafiio infocto y plagueta linfocito: ; Se asocian con (o respuesto af
trotamiento mediante BOG en pacertes con twmor vesioal no musculo invasive de alto
riesgo?
Autors: Roberto Martinez, Leire Portilla, Mario Alves, Xavier Elias, Joan Areal, José H.
Amén. Ibarz, Julia Blanco, Bonaventura Clotet, Ceilia Cabrera.
Dades de la publicacia: Archivos espafioles de vtologio. Data acceptacio: 23/02/2021

Passelq oe 3 Vall dHeron, 119- 129 - 05035 Barcelona. Spain
Tel 34 -93 428 56 21 - Fax 34- 9342632 64
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EDITORIAL

i{Podemos basar la indicacion de cistectomia precoz en
algo mas que caracteristicas clinico patologicas?

Can we base the indication of early cystectomy on more than
clinical-pathological characteristics?

En referencia al excelente articuls de revisibn de Cogorno
Wasylkowskl et al.' sobre la indicacién de la cistectomia
precoz en el cancer vesical no mikculs infiltrante, y que
concluyen con |a necesidad de basar la decisitn en el riesgo
indtvidualizado de cada paciente, deberiamos considerar la
posibilidad de incluir marcadores moleculares en la toma de

decislones.

El impacta socloecongmico del tumor vesical es alto. Esel
sexto tipo de cancer en la Unidn Europea, con 124.000 diag-
nosticados y > 40.000 defunciones por afo. El coste total
estimado en el 22 en toda la Unidn Europea fue de 4,9
billomes de euros. Para el 2030 la incidencia anual estimada
s incrementara hasta 219.000, lo que invita tanto a poner
en marcha una buena prevencion epldemiolégica como a
mejorar la eficlencia de los tratambentos y las herramientas

diagnésticas’,

La bisqueda de biomarcadores predictivos de respuesta
clinica al tratamiento con Inmunoterapia intravesical en
‘tumores vesicales no misculo-irvastvo de alto grado ha sido
una constante en la investigacion urolbgica en los dltdmos

anos.

Sabiends que hasta en un 30-50% de los pacientes va a
fracasar el tratamiento y que de estos hasta un 15% puedan
presentar progresion, el identificar precozmente aquellos
pacientes que no van a responder a las instilaciones es
necesarie para intentar obras teraplas yo no demorar un

tratamiento radical (cisbectomia precaz).

Los mecanlsmos exactos de funclonamiento de la BCG
contindan desconocidos, pero se han publicado inberesantes
conclusiones en los ditimos afios que ayudan a entender su
via de actuackn y contribuyen a predecir (aungue no con la

precisidn deseada) la respuesta clinica.

https:/ [dod.org 101016/ . acurs. 2018.02.001

La administracibn intravesical de BCG actla coma
potente inmunomodulador local polarzando la respuesta
Thi y liberando células inflamatorias. Esta respuesta es
mayor segin el tipo de cepa wtilizada, observandose que la
BCG Connaught es significativamente mas efectiva en bér-
mines de supervivencia libre de recurrencia®.

Ardelt et al. demostraron una respuesta inmune hurmoral
contra H5P-65 en el momento de re-evaluaciin tras el dolo
de induccion como un predictor individual positive de res-
puesta a la inmunoterapia con BCG. Los titulos de Igh e G
medidos antes y después del ciclo de inducciin predecian el
exite del tratambento, proponiendo que la monitorzacion de
titulos antl-H5P-65 durante el ciclo de inducclén podria ser
una herramienta Otil para detectar precozmente aquellos
pacientes no respondedores®.

Kamat et al. presentaron una prometedora herramienta
de prediccibn de recurrencias con tasas de deteccion supe-
riores al 80%°. Sin embargo, debemos tener presente la
enorme variabilidad de produccion, liberacion y detecchin
de dichas citocinas, lo que puede dificultar su aplicackin
clinica.

Los distintos subtipos de tumor (luminalsbasal) han
demostrado  diferentes comportamientos clinlcos y res-
puesta a la quimioterapla.

Es clerto que actualmente ningln marcador bioldgicoy /o
de ciclo celular mejora a los madelos clinkcos predictivos de
rlesga de recurrencla y progresion promovidos por el grupo
CUETO y EORTCE.

Es clerto gue la tecnologia necesara y los costes
dertvados de los andlists moleculares y blomarcado-
res en el laboratorie basico del hospital dificultan su

generalizachin.

0H0-48065 o WHE AR, Publicado por Els=vier Espana, 5.L.1. Todos los deredhos res=rvados.

134



ANEXO

135



ANEXO

Met! i {Barc), 200714 0440 455

T

www.elsevier es/medicinaclinice

Review
Bladder cancer: Present and future®

Roberto Hugo Martinez Rodriguez®, Oscar Buisan Rueda, Luis Ibarz
‘Servicla de Unalngi, Hospllal Universitor! Germans Tries | Pujol, Badkng, Barcelang, Spain

@ Lrssdade

ARTICLE INFD ABRSTRACT

Articie history: Eladder cancer has a high inddence and invalves high associated morhidity and mortality. Since itsinitial
mfﬁ'};ﬂ‘-’ clinical suspicion, early diagnastic confirmation and multimodal treatmest involve different medical

specialties. Forithis reason, we mnsider it impartant to spread the ourrent consensas for its manzpement.

o et Lo Recent advances in immunalogy and Chematherapy make it necessary to expos and reflect on fubure

perspeciives.
Kirywords: ; F
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Tumor vesical: presente y futurs

RESUMEN
Falnlres cive: El tumor vesical presenta una elevada incidencia en noestro medio y comparta una alta morbimentakidad
Tumor vesical asociada Desde su sospecha clinica inicial, la confirmariéin diagnéstica precee y el tratamiento mul-
Kt timoda] imvolucran a diferentes especialidades médiczs. Por ell consideramos importande difundir el
e consensa actual para s manejo. Los recientes vances en inmunologa y quimicterapia hacen necesario
He expaner ¥ reflexionar sobre ks perspectivas futuras.
Cistectomia © 2017 Blsevier Espafia, SLUL Todos los derechos reservados.
Introduction frequent cancer in men and Sthin both sexes. Approximately 70% of

Bladder cancer, with more than 357,000 new cases and more
than 130,000 deaths annually worldwide, is one of the leading
cawsesof mortality in men. InEarope, in 2012, 151,287 new cases of
bladder cancer were diagnosed with a standardized incidence rate
{per 100,000 peaple) of 17.7 for men and 3.5 for women. In general,
the crude gross incidence rate is 20.4/100,000. In 2012 there were
52,335 deaths from bladder cancer with an annual gross mortality
rate of 7.1/100,000.!

Spain has one of the highest incidence and mortality rates in
Europe with an average of 12,200 new cases per year, 4th more

* Piaze cile Mils artice 2 Martinez Rodriguez RH, Buisan Busda 0, Thare L Tumor
wesical: presente ¥ fsturn. Med Olin (Barc). 2007; 1490440455,
* Correspanding author.
E-mal mddraer dr rmartiner @yahno.ss | Martiner Rodrigusy .

JIE7-DR0GM0 2017 Bloevier Expat, S1LL AN rights reserved.
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patients with bladder cancer are older than 65 years of age. Tobacco
s is the best-established risk factor, akthough occupational expo-
sure, chemotherapeutsc agents and pelvic radiation therapy have
absobeen described as causative factors inthe development of blad-
der cancer.

In order to promote and improve the management of these
patients, we present this review onthe current treatment of bladder
cancer and its future prospects.

Clinical manifestations

Haematuria, urinary voiding sympioms (urgency and impe-
riousness] and recurrent urinary tract infections are the most
frequent symptoms in patients with bladder cancer. Most
patients are diagnosed by complementary examinations (ultra-
sgund/cystoscopy) requested after presenting a first episode of
hematuria. Macroscopic haematuria is the symptom most strangly
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correlated with the diagnosis of bladder cancer; with a positive pre-
dictive value at H'EHI'SISTAE [95% O0: G.8-B.1) in men and 3.4%
(2.9-4) in women. ' Therefore, in the case of a patient with macro-
scopic haematuria, it is recommended to complete the shudy with
ultrasound and refer the patient to wrological examination. Uitra-
sound can detect intravesical lessons larger than 0.5 om. If clinical
suspicion of bladder cancer persists despite a normal ultrasound
examination, cystoscopy will be the next diagnostic test.
Screening

Eladder cancer is an important health problem, has a high inci-
dence and prevalence but also a reliable and efficient treatment.
Despite the abowve, there is no scientific evidence to support a blad-
der cancer screening program in the general population. Not even
in major smokers or individuals with environmental exposure o
bladder carcinogens.® initially, the urine test sirip was propased
as a methiod of screening for microhematuria (>3 red cellsi field),
bat its positive predictive value i low. In 2015, an analysis of the
Cochrane Library concheded that the quality of screening methods
was too kow to support any recommendations =

Driagnosis

In those patients in whom wrothelial tumour is suspected, oys-
toscopy will confirm the imolvement of the lower urinary tract and
computed tomography with urography that of the upper urinary
tract. For the detection of bladder cancer, computed tomography
with urography and cystoscopy have a sensitivity of 087 amnd 0BT
respectively, specificities of 0.99 and 1. positive predictive value of
0.91 and 0.98, and negative predsctive value of 0.98 and 0.98.5

To improve the detection of intravesical lesions new techniolo-
gies have been introduced, although their wse has not become
widespread:

Blue light cystoscopy with prior intravesical administration of
hexaminolevalinate (Hexvix®) allows to improve the detection
rates of carcinoma fm situ (fat kesions).

Karrow-band imaging allows better vision of blood vessels and
detects intravesical lesions more easily.

The increase in costs and the time required for its use have
prevented its generalization in clinical practice.

Lirinary markers

To date, the role of urinary molecular markers or cytology in
the initial diagnosis of bladder cancer is very limited. In the past
decade, the joint determination of NMP22 and cytokeratin mark-
ers (CYFRA 21-1 of UBC) was proposed as an alternative to arinary
cytology.” A review® designed to compare urinary cytology and
urinary meodecular markers, showed a low sensitivity { 34-55%) for
cytology, especially in low grade tumours, but a high specificity
(»00%), as well a5 poor inter- and intra-observer reproduocibility.
The pooled sensitivity of most molecular markers varies between
50% and B0, higher than that of wine cytology, and the specificity
of most of these markers ranges from 70% to B0, lower than urinary

cytology.
Currently, there is no molecular marker available with enough
sensitivity and specificity to replace . The combination

CYSI0SCOPY.
of cystoscopy and cytology is the most reliable method.

Bladder tumour grading and staging
Most bladder cancers are urothelial, presenting as nom-

muscle-invasive (75%) at the time of diagnosis as opposed
to muscle-invasive or disseminated (25%)L About half of
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Tahle 1
THM Staging acrond ing bo the Esropean Association of Urnlogy.

‘Category T- Primary tumssar (T}

TX: Frimory tumaur conmat be assemsed.

T N vidence of primory tumour

T Osrrinoma n e Tl moesr™

T Nan- bnesrive omrinomn

T1: Temoer imendes sshepithellal connective Home

T2 Temoer Imeesfes mesculor dryer
T Tumour mrades.

Macrsropica
Tf: Temoer Imedes @y of the folnwing siructure: prossie, nems, viging,
pefvic woll, o ahdomisal woil
Tda: Turmour imvades prostate, terus, or vaging
Tt Tumosr invades pefvic or doming) wall

‘Category i Lymph mode imvolvement (M)
M Regional bymph nades cannat be asseysed
- Regionod fymph node metncess are 0ot demansiates
1M stz in o single ymph node, modme tometr «2om
2= M pizstosiy In o single mph node, modmess damele >20n, b «=50m o
In v [ymph nodes, noe of e =5 om §f mammm dismete
WM ptstiris in o single lymph node, modmss dometr 5 om

W Metastasis (M}
ML Disent MEGTREnes Gmned e ersesnal
M0 No disiom metsinnes
i1 Distont Msterasi

non-musculoskeletal tumoors are low-grade tumours, while
the musde-imasive or disseminated tumours are high-grade
Cellular grade is the most important prognostic factor.

The first anatomopathological classification introduced by WHO
dates back to 1973 and classifies them numerically as 1, 2 or 3
acrording to cellular anaplasia

Thee classification of high or bow grade is given by cellular archd-
tecture and cytological atypia. The WHO classification” of 2004
includes a third category, that of urothelial papillary tumouors with
low malignant potential The WHD 2004 classification is the most
widely wsed at present. The recent update of the WHO classifica-
tion in 2016 ™" does not present great variations with respect to the
Previous one.

Traditionally bladder cancers had been staged according to the
Tscale: Ta, T1. T2, T3 or T4 (Table 1), considering a musc
tumour the one which reaches or surpasses stage T2. The current
nomenclature divides them into non-muscle-invasive or muscle-
imvasive, which implies large differences in therapeutic options
and vital progmosis. Among non-muscle-imvasive tumours those
classified as T1 (involvement of the lamina propria) desenve a spe-
rial consideration, since this involvement illustrates the invasive
nature of bladder cancer. As the inter-observer variability is quite
significant.” ! other data should be wsed when making therapeutic
decisioms.

c factors for T1; vascular imvasion and growth pattern
{solid vs papillary)'?; depth of invasion,'® the one greater than
1.5 mm was associated with a higher staging of the cystectomy
specimen { sensitivity of 81% and specificity of 83%) and with 5-year
survival,

If doubts still exist, re-staging may be considered. Re-staging
by repeat transurethral resection (TUR) of the T1 should be per-
formed at 2-4 weeks to select candidates for early cystectomy ' or
improve the resulis of Calmette-Goérin bacillus (BCC) treatment ' *;
this re-staging is not always indicated when musde invasion is
present in the specimen submitted, rather, it should be evaluated
individually_'®
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Genetic characteristics of badder cancer

Popillory and non-papliiary homours

Bladder tumours can be classified as papillary and non-papillary
according to genetic alterations, of which the most significant are
active fibroblast growth factor 3 mutations in papillary temouors
amnd mutations that inactivate TPS3 and RB1 Suppressor genes in
non-papillary tumours. Recently, in 2014, The Comcer Genome Atiizs
[TCGAY” and other groups have identified additional mutations
that distinguish both subtypes.

Basml and heminm subtype

The basal subbype would comrespond to histopathological
findings similar to the squamous and sarcomatoid, and shows
overexpression of epidermal growth factor 3. They are frequenithy
metastatic at the time of diagnosis. This subtype responds best to
treatments combined with methotrexate, vinblastine, doxorubicin
and cisplatin along with bevacizumab.

The luminal subtype is similar to the papillary ones and has
FENE mutations common to the non-muscle invasive bype. It shows
overexpression of Abroblast growth factor 3, ERBE3, epidermal
growth factor (ERMM2) and is associated with a worse response
to chemotherapeutic treatments,'®

Treatment of non-musde-invasive bladder cancer
Transurathral resection

The initial standard treatment of superficial bladder cancer is
a TUR of all visible bladder lesions. The pathologic analysis of the
resected umour will determine the tumour grade and the depth of
immlvement. which will complete the diagnosis.

Stratification of the risk of recuwrence and progression

After the initial bladder cancer TUR treatment, the probabdl-
ity of 5-year recurrence is between 50% and 70%, with a risk of
progression of 10-30%. Factors associated with increased risk of
recurrence and progression are known: high grade, stage, tumour
size, multifocality, previous recurrences, invasion
amd concomitant carcinoma in st The depth of involvement of
the lamina propria, involement of the prostatic urethra and spe-
cific histopathological variants [micropapillary) are also identified
s risk factors for progressson

The patient is then classified into a risk group as shown in
Tabile 2. These risk categories have their own post-TUR treatment
recommendations associated with decreasing rates of recurrence
and progression. Fg | shows a therapewtic algorithm for the man-
agement of bladder cancer according to the European Association
of Urology.

Imtrovesicl tremtmment: chemotharapy and fmmumotherapy

Immediate introvesical chemotharapy

Amang the chemotherapeutic drugs | mitomyrin C, epinsbicin or
doxorubicin) no agent is superior o another regarding efficacy. The
muost widely wsed is mitomycin C. Intravesical mitomycin admin-
istered during the first hours { 5-24 h) after TUR has been shown to
decrease early recurrences around 20%, with a level of evidence 1a.

It should be administered to all patients unless there is signifi-
cant haematuria {due to the risk of hematogenons diffusion) and)'or
bladder perforation {(due to the risk of local toxicity).
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Intravesical tmmunotheropy: Cofmette- Guérin bocilhes

BOG is an attenuated strain of Mycoboctertum bovis, ini-
tially developed as a vaccine against Mycobocterfum fubercwlosts.
Although the use of BCG in the fight against tuberculosis has
faced the problem of resistance, this strain has also been used
as an immunotherapeutsc agent for a variety of diseases, includ-
ing colorectal cancer, melanoma and superficial bladder cancer. ™
Early studies on its use against melanoma showed that intrale-
sional BCG injections resulted in a 90% decrease in recumence,
with a significant reduction of untreated lesions that were in the
same lymphatic drainage channel, showing that the tumour bur-
den reduction was related to a BCG-induced immume response 20
Intravesical BOG treatment has been indicated for superficial blad-
der cancer since 1976 in patients with tumours at high risk of
recurrence and/or progression,’’ being more effective in pre-
venting or delaying tumour recurrence and progression than
other types of treatments. Although the causes of this superior-
ity are not exactly known, different theories have been offered:
Treatment with BCG induces an immune response that can per-
sist for bonger periods and is able to penetrate deep into the
detrusor muscle, whereas chemotherapy depends on simple dif-
Fusion and, therefore, has very little penetration power in the
HVACO5E.

Cafmette- Guerin bocifius reatmentresponse morkers. The search for
predictive markers of clinical response to reatment with intrav-
esical immunotherapy in high-grade non-muscle-invasive bladder
cancers has been a constant feature in urobogical research in recent
years.

Knowing that up to 30-50% of patients will experience treat-
ment failure and that wp to 15% of these can progress, early
identification of those patients who will not respond to instillations
is essential, so that other treatments can be tried andfor radical
treatment (early cystectomy) is not delayed.

The exact mechanisms of BOG functioning remain unknown, but
interesting conclusions have been published in the Last few years
that help to understand their action mechanism, contributing to
predict {but not with the desired precision)) clinical response.

Arndelt et al demonstrated a humoral immume response against
HSP-65 at the time of re-evaluation following the induction cycle as
an individual predictor of positive response to BOG immunother-
apy. lgA and G titres measured before and after the induction
cycle predicted treatment success, suggesting that monitoring of
anti-H5P-65 titres during the induction oycle could be a useful tool
for early detection of non-responders, =

Kamat et al. demonstrated a promising Eredil:r.-un tool for
recurrences with detedtion rates above 580%™ based on urinary
cytokines. However, we must consider the enormous variabslity
of production, release and detection of these cytokines. which
may hinder their clinical application. As Zuiverioon and Zwarthoff
pointed out™ in their commentary about the previously mentioned
article, determination of these cytokines in the basic hospital lab-
oratory and its derived cost should be considered in the search for
the said marker.

Intravesical administration of BCG acts as a potent local
immunomodulator by polarizing the Th1 response and releasing
inflammatory cells. This response is greater according o the type
of strain used, observing that BOG Connaught is significantly more
effective in terms of recurrence-free survival =

Peritumoural tissue staining obtained during the diagnostic TUR
with monoclonal antibodies specific for both Thl and Th2 has
allowed to observe the relationship between the ThziTh1 ratio and
the initial clinical response. Probably the solution lies in combining
peritumoural tissue markers, urinary determinations and immunge
response capacity in peripheral blood.
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Table2
sk group, characteristics and treaiment recommendaations for bladder cancer.
Rk group Characteristics Rex trestment
Lorw risk Frimanry, single tumour, 3cm, low grade, absence of carcinama in sifu Sngle dose of mitomycin
Imiemmediate All tumours not defined in the previoms category or in e next category Mitormryciny BOG
sk
High risk Any of the Eliowing: BOC
m
High grate
Carcinmma in s
Lirwr-grade Ta, muitiple, recument andfor >3 om
Higher risk subgroup: BOC
Mszocizied T1 high-grade candinooma e sBu Cysiecinmy
High-grade multiple I
Carcinoma in sl in prostatic anera
Micropapillary variant
Lymphovzsoalar invasion

BOG: Calmetie-Cofrin hadllns

Fig. 1. Therapeutic algorithm for the management of the bladder cancer sccording B the Esmpean Assodation of Limiogy.

Emrly cystectommy. It is considered early cystectomy the one per-
formed in the presence of a non-muscle-invasive bladder cancer
when muscle-invasive progression is thought to be imminent.

It is recommended in patients with BOG-refractory tumours,
defined as:

= Recurrence of high-grade non-musde-invasive papillary tumour
within 3 months after treatment.

» Presence of carcinoma in site at 3 or & months.

= High grade papillary tumour recurence during treatment with
BCG

» Recurrence of high grade papillary tumour after BOG mainte-
nance treatment, despite initial response.

The therapeutic approach to be followed should be considered
individually and agreed with the patient in each case.

Treatment of musde-invasive urothelial bladder carcinoma

Fig. 2 shows a therapeutic alporithm for the management of
muscle-invasive bladder cancer according to the Ewopean Asso-
ciation of Urology.

Radical cystectomy with pefvic lymphadenectomy is curmently
the first-line treatment in muscle-invasive bladder carcinomas
higher than or egual o T2 In male patiens it must be

accomipanied by the removal of the prostate and seminal vesicles
‘while in women it shoubd be associated with excision of the uterus
and anterior vaginal wall Despite improvements in the surgical
technigue, it continues to be associated with a mortality of around
qugﬁuu the first 80 days and a morbadity ranging from 30% to
o

strategies such as laparoscopic or robotic surgery, in those cen-
tres where this is possible, have resulted in a reduction of bleeding.
althowgh hospital stay or morbidity have remained the same. In this
sense multimodal rehabilitation programs have provided greater
hu!ﬁr.img:rd]mnfﬂ! surgical technique used =

hawe been designed with the intention of reducing
ﬂ!siit effects of the same, aiming at the preservation of the pro-
static capsule as well as the seminal vesicles, although these are
not recommended in locally advanced tumours and their oncolog-
ical safety is not clearly demonstrated since up to 0% of cases will
experience infiltration of the prostate by the urothelial carcinoma
or the prostatic adenocarcinoma.

The wrinary diversion following bladder removal will depend
not only on the patient's wishes but also oncological criteria, The
presence of umour in the prostatic urethra initially contraindicates
performing an orthotopic continent urinary diversion, althowgh, if
the patient 5o wishes, a histological study of the wethral margin
should be performed o evaloate the presence or not of bumour at
this site.
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Fig. 2 Therapeutic Sigorithm for the management of mesde-imasive bladder cancer acconding in Emmpean Assocason of Urology.

The study of the ureteral margins prior to urinary diversion has
also been extensively studied and, although it does not appear to
be routinely performed, its use in specific cases seems to be wseful
regarding the widening of margins.

Regarding the extension of Ty . asignificant per-
centage of patients will present regional lymph node involvement
at the time of cystectomy. Therefore, is essential
amd its extension has also been the subject of analysis. The differ-
ent studies have demonstrated improved sarvival by performing
an extended lymphadenectomy versus reduced lymphadenectomy
regardiess of adjuvant treatments that may be used. Therefore, lym-
phadenectomy should not only be performed for the comect staging
of the patient, but also for its benefit in survival per 5257 The SWOG
51011 study assessed the benefit in survival and recurrence accond-
ing o the extent of lymphadenectomy, showing a more favourable
outcome in extended lymphadenectomy.

In patients with Tdb disease or with metastases at the time
of diagnosis, radical cystectomy is not indicated, since it does not
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imply any benefit in survival, although it may help to control local
symiptoms in a palliative strategy. '

Blodder preservation treatments in muscle-imeashve bliadder
Carcinmma

In patients who wish to preserve the bladder, protocols based
on radiotherapy have been designed, provided the aggressivensess
of the tumour so permits.

Thus, several prospective trials support the possibility of pre-
serving the bladder provided that the amour TUR is complete, with
no histological wariants, in the absence of ureterohydronephrosis,
and with a umour of less than 3om.

In this type of patients, a strategy with chemoradiotherapy s
superior to radiotherapy and 70% of the patients will preserve their
bladder after 5 years of follow-up. Cystoscopy is imperative in the
oncobogical control and, in case of recurrence, radical cystectomy
is essential
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The toxicity of chemoradiotherapy in these patients is accept-
abile and the vast majority preserve an optimal bladder function at
the end of treatment.

Nevadjuvant chemotherapy

There is curently sufficient evidence to recommend neoad-
juvant chemotherapy based on cisplatin, including combination
therapy with methotrexate, vinblastine, doxorubicin and cisplatin,
and cisplatin, methotrexate, and vinblastine for higher-than-T2
urothelial cell carcinoma with complete response rates around
30% and a survival benefit of 5-8% at 5 years.™ Despite the rec-
ommendations of the guidelines and the fact that an increase in
postoperative cystectomy complications are not obsenved, it is not
widely accepted among urologists and in, many centres, Cystec-
tommy contimees to be performed as initial intervention, reserving
chemaotherapy as an adjuvant treatment *

Adfurvant remtments

Adpuvant radiothermy

20-45% of patients with locally advanced bladder neoplasm
treated with radiscal cystectomy will present local recurrence
within 5 years after treatment. It would therefore seem logi-
cal to think that adjuvant radiotherapy could reduce these rates.
Although at present there is no evidence that this is so, a phase 2
study (MRG-GLU001 ) is curmently undenway to darify this point.

In this sense, it would seem bogical that patients with histolog-
ical variants such as squamons differentiation, with higher local
recurrendce rates and evidence of response to radiotherapy at other
sites {rectum or cervix], could benefit from these treatments.

Adprvant chemotherapy

Sternberg et al. performed a phase 3 study with adjuvant
chemaotherapy based on cisplatin, showing a statistically significant
S-year progression-free survival benefit (48 vs 32%) when compar-
ing immediate versus delayed adjuvant chemotherapy, although
this b:gn'itruuldnut to be applsed to overall survival {snvu'sus
)

A meta-analysis of all adjuvant chemotherapy trials demon-
strates 3 25% reduction in the risk of death, although most experts
believe that the evidence is insufficient to recommend it for routine
practice.

Treatment of metastatic bladder cancer

Currently the treatment of choice in the patient with metastatic
disease is cisplatin-based chemotherapy (cisplatin, methotrexate
and vinblastine, or cisplatin+gemcitabine), achieving a median
survival of armmd 14 months, similar o the combsned treat-
ment with methotrexate, vinblastine, doxorubicin and cisplatin,
although with a lower rate of adverse effects. In non-candidates for
cisplatin, carboplatin is the drog of choice but with lower response
rates. ™

For those patients who, after having received treatment with
cisplatin, still experience progression, the use of penbrozulimab
immunotherapy has recently been approved, with an improvement:
in survival against other chemotherapies of about 3 months, such
as paclitaxel, docetaxel or vinflunine.

Future perspectives

In recent years, tremendous advances have been made in the

molecular subclassification of a multitude of tumours, including
urothelial carcinoma. The TOGA project allowed us to know 2

subtypes of basal and heminal urothelial carcinomas, with different
prognosis and response to chemotherapy. Thanks to these findings,
studies such as COMEN should allow us to select patients with a bet-
ter response to neoadjuvant chemotherapy, since, so far, we did not
have sufficiently potent prognostic Factors 7817

On the other hand, the role of inflammatory markers { lympho-
cytef neutrophil ratio) and their relation to the prognosis of patients
‘with invasive bladder cancer as well as their correlatson with find-
ings in normal peritumoural tissue, 4!

In addition, immunotherapy is acquiring an increasing role in
the adjuvant treatment of patients with urothelial carcinoma and
is even being tested as a nepadjuvant treatment for radical cystec-
tomy which is likely o become an altermative to chemotherapy or
as a second line treatment in the near fubure. <43
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