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Resum

Antecedents: el cancer de bufeta urinaria i de pulmo es troben entre els deu tipus de cancer més comuns en ambdos sexes.
El receptor NKG2D i un dels seus lligants, MICA, s’associen amb el tabaquisme i la susceptibilitat de patir malaltia pulmonar obs-
tructiva cronica i cancer de pulmo.

Objectiu: esbrinar si el sistema NKG2D-MICA s'associa amb altres cancers epitelials relacionats amb I'habit de fumar com el
cancer de bufeta.

Disseny, Escenari i Participants: 70 casos primaris de cancer de bufeta no mlscul invasiu van ser examinats per detectar
I'expressio de MICA i CD8 +, CD4 + i la infiltracio de cél-lules NK. La majoria dels pacients (n = 55, 78,6%) eren fumadors actuals
0 anteriors.

Metodologia: la tecnologia de microarrays (TMA) va ser triada per avaluar MICA i linfiltracio tumoral de limfocits en les mostres de
cancer de bufeta. Es varen utilitzar Curves de Kaplan-Meier i 'analisi univariant de Cox per avaluar la recaiguda, mortalitat total per
cancer i la mortalitat especifica per cancer de bufeta.

Resultats i limitacions: MICA es va expressar en la majoria dels especimens de cancer examinats (és a dir, 70%). La recaiguda
del cancer de bufeta no es va associar amb l'estat d’expressio de MICA (log rank p = 0,1123). No obstant aixo, ha existit una
associacio significativa entre I'expressio de MICA i I'alta mortalitat per cancer de bufeta (HR = 0,25; 1C95% = 0,06-0,97). Limfocits
CD4 +1CD8 + es van trobar a la majoria (64%) de les mostres de tumors infiltrants. Les cel-lules que expressen el receptor NKG2D
es van trobar nomes en el 3% de les mostres. No hi havia cap funcio lineal entre les cel-lules NKG2D +, el nombre o proporcio de
cel-lules CD4 + 1 CD8 + TIL.

Conclusions: MICA s'expressa només en una proporcio significativa de carcinomes de bufeta. 'expressio de MICA s'associa
amb avantatges significatius en la supervivencia davant el cancer de bufeta. El sistema NKG2D-MICA podria representar un me-
canisme comu involucrat en la historia immunopatologica i natural de les neoplasies vesicals.

Paraules clau: Cancer de bufeta; lligants NKG2D, MICA, supervivencia i pronostic.

Fonts de suport: Aquest treball va ser recolzat per beques dels CIBER de Malalties Respiratories (CIBERES), Institut de Salut
Carlos Il (1SCIll), Ministeri de Ciencia i Tecnologia, Espanya, FEDER ISCII-(PI08-1612) i el Fons d'Investigacio Sanitaria (FIS),
Ministeri de Ciencia i Tecnologia, Espanya (Pl: 02/0468).
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Abstract

Background: Bladder and lung cancer are among the ten most common cancers in both genders. The NKG2D receptor and one
of its ligands, MICA, are associated with smoking and susceptibility to both chronic obstructive pulmonary disease and lung cancer.
Objective: \We hypothesized that NKG2D-MICA system was associated with other smok- ing-related epithelial cancers such as
bladder cancer.

Design, Setting, and Participants: 70 cases of primary non-muscle invasive bladder cancer were screened for the MICA ex-
pression and CD8+, CD4+ and NK cell infiltration. Most patients (n = 55, 78.6%) were current or former smokers.
Measurements: Tissue microarray (TMA) technology was chosen to evaluate MICA and tumor infiltrating lymphocytes in samples
with confirmed bladder cancer. Kaplan- Meier curves and univariate Cox analysis was used to assess relapse, all-cancer mortality
and specific bladder cancer mortality.

Results and Limitations: MICA was expressed in most cancer specimens examined (i.e., 70%). Relapse of bladder cancer was
not associated with the status of MICA expression (log rank p = 0.1123). Nevertheless, a signifi- cant association existed between
high MICA expression and bladder cancer mortality (HR = 0.25; CI95% = 0.06 - 0.97). Tumor infiltrating CD4+ and CD8+ lympho-
cytes were found in the majority (64%) of samples. Cells expressing the NKG2D receptor were found in only 3% of the samples.
There was no linear function between NKG2D+ cells and number or ratio of CD4+ and CD8+ TIL.

Conclusions: MICA is expressed in a significant proportion of bladder carci- nomas. MICA expression associates with significant
survival advantages in the face of both all-cancer and bladder can- cer. The NKG2D-MICA system could represent a common

mechanism involved in the immunopathology and natural history of bladder neoplasms.

Keywords: Bladder Cancer; NKG2D Ligands; MICA; Survival; Prognosis

Introduccio

El cancer vesical | el cancer de pulmo es troben entre els
deu principals tipus de cancer més comuns en ambdos
sexes a tot el mon . Lincidencia de cancer de bufeta
urinaria es distribueix irregularment a Europa, sent més
comu en les regions del sud, i menys comu en les regions
del nord 2%, Als EUA, 2156.000 nous casos de cancer
de pulmd i 69.000 nous casos de cancer de bufeta es
diagnostiquen cada any *°. A Europa, gairebé 134.000
nous casos de cancer de bufeta son diagnosticats anual-
ment. A Espanya, 23.000 nous casos de cancer de pul-
mo i 13.000 casos de cancer de bufeta es diagnostiquen
cada any. Existeix una forta associaci® amb el consum de
tabac per ambdds tumors ©,

El comportament clinic dels tumors de bufeta de baix risc
en pacients que son controlats per un llarg periode de
temps, en alguns casos s'assisteix al desenvolupament
d'un segon tumor primari 7. Els estudis epidemiologics han
mostrat que després de vuit anys de seguiment del can-
cer de bufeta, els pacients mostren un augment del risc
d'una segona neoplasia no urinaria "&°. També s'ha infor-
mat d’'un augment del risc relatiu de cancer de pumo en-
tre els pacients amb cancer de bufeta '*'". Espanya és el
pais europeu lider en termes de la incidéncia de cancer de
pulmd | de mortalitat conseqléncia d'aquesta dada. Els
dos tumors comparteixen el comu factor etiologic del ta-
bac'. Les cellules immunes per tal de controlar la inflama-
cio i promoure la reparacio, elimina les cel-lules sotmeses
a lesions o estres. S’han descrit diverses vies que perme-
ten detectar i eliminar aguestes céel-lules *. Un mecanis-
me ben descrit que proporciona un vincle entre l'estres
cellular epitelial causat el tabaguisme i I'activacio immune
de les cellules NK, involucra I'activacié del receptor del
grup 2D (NKG2D, també coneguda com KLRK1) ', Re-

centment s’ha demostrat que el fumar cigarrets indueix
I'expressio de ligant de NKG2D en les cellules epitelials
pulmonars ', implicant I'activacié del receptor NKG2D
com un mecanisme d'enllag entre I'estres cel-lular epitelial
induit pel tabaguisme cronic i activacid dels limfocits en
els teixits pulmonars.

El paper del complex receptor-ligand NKG2D en el
desencadenament de les respostes immunes en els fu-
madors també pot influenciar vies extrapulmonars provo-
cant I'activacio del sistema immune que condueix a formes
d'autoinmunitat o d’'un altre tipus d'immunopatologia’'®
El ligant NKG2D no s'expressa en feixits adults sans,
perd son induits per la infeccid, la transformacio i dany
d’ADN'35, S’han identificat en éssers humans multiples
families de ligants NKG2D estructuralment diferents.
S'han identificat dues families de lligants de NKG2D:
la MHC de classe | relacionades molecules MICA |
MICB i les proteines d'unio UL-16. El receptor NKG2D
s'expressa en teixit circulant i els limfocits i les cel-lules es-
tressades es reconeixen directament a través de lligants
expressats en la superficie cellular. Receptors de NKG2D
s’expressen gairebé exclusivament en limfocits citotoxics
(és a dir, cel-lules T CD8 +, cellules NK, cel-lules NK T, i
yo + cel-lules T) i pot induir directament la citolisi cel-lular,
millorar funcions immunes innates i modular la resposta
immune adaptativa.

La nostre hipotesi es que la regulacio aberrant negati-
va dels ligants NKG2D, NKG2D receptor, o tots dos, pot
conduir a l'evasio de les cel-lules estressades de bufe-
ta | es transforma per contra en immunovigilancia en els
fumadors de cigarrets. Examinem el cancer de bufeta
com una forma de tumor epitelial associada amb el ta-
baguisme cronic, ja que permet la determinacio del dete-
riorament de Immunovigilancia local i en d'altres organs
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extrapulmonars relacionats amb fumar cigarrets. Per tant,
es va intentar avaluar en aquest estudi, en primer lloc, si
I'expressio de les molecules MICA de la bufeta és rela-
ciona amb la presencia de cancer de bufeta en fumadors
de cigarrets; segon, si limfocits NKG2D + de tumors infil-
trants (NKG2D + TIL) estan presents en aguests tumors;
i tercer, si aquestes caracteristiques immunopatolégiques
es reflecteixen als resultats clinics a llarg termini, com la
recaiguda del cancer de bufeta i la supervivencia especi-
fica de la malaltia.

Meétodes

Etica i disseny de I'estudi. Aquest estudi va ser dissen-
yat segons les directrius per a la investigacio en éssers
humans '¢i aprovat pel Comite d'Investigacio Humana de
I'Hospital del Mar (MIM). Els proposits i caracteristiques
de l'estudi s'expliquen completament al pacient, sense
revelar cap hipotesi a priori, i de cada participant es va
obtenir el consentiment escrit informat.

Definicio dels casos. Per cada pacient que s’ha inscrit
com un cas, un de diagnostic de cancer de bufeta no
muscul invasiu s'hi va incorporar. Per dur a terme aguest
estudi es va utilitzar com a font d'informacio la base de
dades proporcionada pel Registre de Cancer de I'Hospital
del Mar.

Les mostres de teixit. Es va construir un Tissue
Microarray (TMA) de 127 casos consecutius de cancer
vesical primari no muscul invasiu amb un minim de 5 anys
de seguiment, i format per 127 cilindres de 0,6 mm de
diametre, i va ser analitzat. El TMA incloia cinc cilindres
d'altres teixits per al control intem, que serveix per guiar
la lectura. La construcciod de la micromatriu de teixit de
la bufeta s’ha descrit anteriorment 7. No hi ha cap cas
corresponent a pacients que havien rebut radioterapia o
quimioterapia sistemica. Diferents patolegs experts van
avaluar els cilindres tumorals. Totes les mostres van ser de
carcinoma urotelial no muscul infiltrant. La distribucio per
grau i estadi, foren classificats segons (UICC/99) com es
descriu a la Taula 1. Les laminetes per fer I'estudi tenien
entre 1251 72 cilindres, considerant la perdua habitual de
mostres durant el processament.

Fonts d’anticossos. Ant-MIC 1 anticos monoclonal
(clon AMO1, Biotecnologies anticos monoclonal MICA-
Immatics, Tubingen, Alemanya), anti-CD4 anticos mono-
clonal (clon 4B12, Ref M7310, Dako, Dinamarca.), Anti
CD8 anticos monoclonal ( clon C8/144B, Ref M7103.,
Dako, Dinamarca), anti NKG2D anticos monoclonal (clon
1D11, ref. 14-56878, Bioscience, San Diego, CA, EUA).

Immunodeteccié de I'expressié de NKG2D. Varen
ser incloses mostres d'amigdales humans com a controls
positius de CD8, CD4, i cel-lules NKG2D + utilitzant qual-
sevol de les tecniques de tincid d'immunofluorescencia

o immunohistoquimica recent. Van ser incloses micro-
fotografies de contrast de fase i dels controls negatius.
'expressio de NKG2D es va confirmar utilitzant tant mi-
croscopla fluorescent com de llum visible (Figura 1).

Phase

Negative control

Ly
S A oA
xidase oc- NKGDmAb

Immunoperoxidase o-- NKG2DmAb Immunobéro

Figura 1. Els controls positius de cel-lules NKG2D + utilitzant tecniques de tincié
ja sigui immunohistoguimica o immunofluorescent. Microfotografies representatives
de mostres d’amigdala humana. Es van incloure els controls de fase (a) i negatius
(b). Lexpressio de NKG2D es va confirmar usant tant fluorescent (c) com micros-
copia de llum visible (d).

Immunodeteccié de I'expressié de MICA i quan-
tificacié de inmunorreactividad MICA. Es va utilitzar
tincid® indirecte amb immunoperoxidassa per quantificar
I'expressio de MICA en biopsies de teixit de bufeta. La
Figura 2 mostra una tincio representativa MICA en mos-
tres de bufeta neoplasiques. Les imatges que es mos-
tren per a) isotipo amb control de seccions tenyides, b)
seccions tenyides de MICA i ¢) seccions tenyides amb
MICA modificades per ordinador com es descriu a con-
tinuacio. Es van fixar de manera immediata mostres de
teixit de bufeta en formalina al 10% i tamponada neutra a
4.° C durant 24 hores i després es van processar per a la
secci6 de parafina. Seccions de teixits de sis micres de
gruix van ser tenyides per IHC utilitzant un metode indi-
recta d'immunoperoxidassa (The Binding Site, UK). Totes
les biopsies van ser processades utilitzant un processa-
dor automatic de teixits. Les seccions es rehidrataren |
es van bloquejar per a la peroxidassa endogena utilitzant
0,3% d’hidrogen peroxid. 'especificitat de la immuno-
rreactividad es va avaluar mitiangant una apropiada con-
cordanca, no rellevant per I'anticos de control (IgG1, BD,
Pharmingen), que es va incloure com un control negatiu.
El control del anticos monoclonal estima la unié no espe-
cffica d'anticossos diana primaris a antigens de superficie
cellular perque van mostrar una menyspreable reactivitat

Medicina Balear 2013; 28 (2): 11-20



Mauricio Orozco-Levi et al.

creuada amb antigens de la superficie cel-lular en sec-
cions de teixit. Controls d'isotipo es van usar a identiques
concentracions i condicions de tincié com I'anticos prima-
ri. A més, els frotis de cel-lules Hela (les cel-lules Hela
son positives per MICA) es van incloure amb els controls
com tincié positiva. Es van avaluar les imatges microsco-
pigues utilitzant un microscopi i una camera d'imatge digi-
tal. Les micrografies de biopsies de bufeta es van olbtenir
en un augment final de 40 x.

Analisi d’imatges assistides per ordinador. Les me-
sures de perfil es van realitzar amb ajuda d'ordinador
danalisi d'imatge (Computer-Assisted-lmage- Analysis
(CAIA) | software (Image J1.37, Wayne Rasband, els Ins-
tituts Nacionals de Salut, EUA. http://rsb.info.nih.gov./ij).
La Figura 3 mostra els diferents passos involucrats en
la quantificacio de MICA en biopsies de neoplasia vesical
per CAIA. CAIA es considera un metode eficac de quan-
tificacio quan es comparen les caracteristiques de tincio
entre els grups experimentals. CAIA permet I'extraccio de
dades en 2D, com a fraccio d'area (area tacada total) |
distribucio. CAIA es basa en la capacitat de separar neta-
ment o per segments una estructura d'interes del conjunt
mitjancant una diferencia fisica, tal com color, per facilitar
la segmentacic de color vermell/marr® de cel-lules epi-
telials tenyides en blau a nivell nuclear de les seccions
del conjunt del teixit. El metode converteix la RGB (ver-

mell-Red, verd-Green, i blau-Blue) en compostos HSI
(matis-Hue, saturacio-Saturation,  intensitat-Intensitivity).
La configuracié del lindar de color per la discriminacio op-
tima entre la tincio marrd i blau en aquest sistema es van
fixar abans de l'andlisi i es deixa sense canvis durant tot
I'experiment. A més, un investigador que desconeixia la
patologia clinica va revisar les imatges de cada mostra
individualment per confirmar tant la seva presencia a la
diapositiva, i la preséncia de teixit tumoral dins la mostra.
La immunorreactividad es va quantificar utilitzant el to (co-
lor de longitud d'ona) i saturacio (quantitat de color) de la
reaccio en les cellules epitelials. Es va utilitzar els valors
minims per segmentar 'area epitelial en les imatges sobre
la base de nivells de gris. La seleccio es basa automatica-
ment en el llindar de I'histograma. El lindar estava habilitat,
les arees epitelials positives es mostren en vermell | fons
blanc (Figura 3). Amb aquest metode, les descripcions
positives de color eren prou ampli per incloure totes les
caracteristiques de interes i prou estrictes per excloure el
fons. A causa dels diversos tons de color entre diferents
biopsies, 'analisi de la immunoreactivitat de MICA es va
restringir només a una escala binomial segons area epi-
telial normal tacada a la superficie global de cada matriu
de biopsia. La rad és que la immunorreactividad de MICA
era positiva quan la mostra de la biopsia va mostrar un
patro de reaccio de color vermell / marré més gran que el
lindar de fons. El fonament per immunoreactivitat negativa

Tabla 1. Caracteristiques Demografiques i cliniques de I'estudi dels pacients segons I'expressié de MICA en el tumors vesical.

MICA status MICA (=) MICA (+) p-value
Patients, n (%) 21 (30) 49 (70)
Gender, n (%)
Male, n (%) 18 (31.0) 40 (69.0) >0.05
Female, n (%) 3(25.0) 9 (75.0)
Age, years
Mean (SD) 71.0(11.5) 71.2 (9.9 >0.05
Current smoking
>0.05
No, n (%) 15 (33.3) 30 (66.7)
Yes, n (%) 6 (24.0) 19 (76.0)
Smoking index
Pack-year, mean (SD) 56 + 34 48 + 29 >0.05
Cigarettes per day in the last year
Mean (SD) 15+ 14 12+12 >0.05
0, n (%) 9(12.9) 25 (35.7) >0.05
1-20,n (%) 4 (5.7) 15 (21.4)
>20, n (%) 8(11.4) 9(12.9
Total, n (%) 21 (30.0) 49 (70.0)
Time since quitting smoking
Never smoker, n (%) (11.4) 19 (27.1) >0.05
Quitted >1 vear, n (%) (12.9) 19 (27.1)
Quitted <1 vear, n (%) 4 (5.7) 11(15.7)
Total, n (%) 21 (30.0) 49 (70.0)
Histological grade
1, n (%) 1(25.0) 3 (75.0) >0.05
2,n (%) 12 (31.6) 26 (68.4)
3, n (%) 8 (30.8) 18 (69.2)
Total, n (%) 21 (30.0) 49 (70.0)
Secondary bladder cancer
No, n (%) 17 (29.8) 40 (70.2) >0.05
Yes, n (%) 4 (30.8) 9 (69.2)
Total, n (%) 21 (30.0) 49 (70.0)
Secondary lung cancer
No, n (%) 19 (28.8) 47 (71.2) >0.05
Yes, n (%) 2 (50.0) 2 (50.0)
Total, n (%) 21 (30.0) 49 (70.0)
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€s que la immunorreactividad va ser equivalent o per sota
del fons (és a dir, estructures com ara interstici marcat
amb una intensitat similar). Van ser utilitzats com a controls
d'uroteli normal, seccions de 6 subjectes no fumadors.

Figura 2. Molecules MICA s'expressen en el cancer de bufeta. Tincid immuno-
histoguimica de molécules MICA (AMO1 mAb) en mostres parafinades. Microfo-
tografies representatives (microscopi de llum) de les mostres on s'observen graus
variables d'expressid de MICA. Idéntiques condicions de tincié simultania es van
utilitzar per a tots els casos. L'expressié de MICA estava absent o sota dels limits
de deteccio (a) en algunes mostres de tumor, mentre que la majoria de les mostres
van mostrar una clara evidencia de I'expressio de MICA amb tincid positiva ape-
dagada (b), iregular (c) o difusa (d).

L’analisi estadistica de les dades de I'estudi es van rea-
litzar amb el paquet estadistic SPSS (versié 15 per a Win-
dows, SPSS, Chicago, IL). En primer lloc, chi-quadrat o la
prova exacta de Fisher es va utilitzar per avaluar la relacio
entre 'expressio de MICA i caracteristiques del pacient i la
malaltia. Els punts finals d'interes van ser: recaiguda, de-
finit com el temps de diagnostic a la reaparicié del tumor,
i supervivencia cancer especifica on els pacients que van
morir com a conseguencia del seu cancer de bufeta o un
altre, ies van explicar com fracassos. Els pacients que no
presentaven cap esdeveniment fins al final de l'estudi, els
que es van perdre durant el seguiment i els que van morir
per altres causes van ser censurats ja sigui en la visita
medica passada o en la mort. Les corbes de superviven-
cia es van estimar mitangant corbes de Kaplan-Meier i
les diferencies entre les categories de cada variable es va
avaluar mitancant la prova de log-rank i regressié de Cox
univariant. La significacio es va establir en p < 0,05.

Resultats

En el nostre estudi, 70 casos de cancer primari vesical no
muscul-invasiu i seccions de uroteli normal de 6 pacients
no fumadors (controls), van ser examinats per detectar
I'expressio de MICA, CD8 +, CD4 + i cellules infiltrants
NKG2D + utilitzant la tecnologia TMA. Les principals ca-
racteristiques demografiques i cliniques dels pacients de
l'estudi es mostren a la Taula 1. Tots els pacients eren

adults, amb una major proporcid de mascles. La majoria
dels pacients (n = 55, 78,6%) eren fumadors actuals o
exfumadors, mentre que 29 (22,8%) pacients mai van ser
fumadors. Cap dels pacients van ser exposats a materials
cancerigens coneguts a la feina o a casa.

Durant el seguiment, 13 (18,6%) pacients van tenir un se-
gon tumor primar, i 4 (5,7%) van ser diagnosticats amb
cancer de pulmo primari. En els propers 5 anys després
del diagnostic de cancer de pulmd, tots els pacients amb
diagnostic de cancer de pulmd en estadi tarda va morir.
Només un pacient amb cancer de pulmd en estadi pri-
merenc viu després de la quimioterapia, | mostra remissio
parcial del tumor. MICA es va expressar en la majoria dels
especimens de cancer examinats (és a dir, 70%, Taula
1). La mitana d'intensitat de la tincio de MICA s'utilitza per
separar els dos grups corresponents a I'expressio d'alt i
paix. No hi va haver tincio visible dels compartiments nu-
clears o I'estroma.

Limfocits infiltrants de tumors (TIL) es van trobar en
64% de les mostres. Les cellules que expressen receptor
NKG2D es van trobar només en 3% de les mostres i amb
una densitat molt baixa (0,2 + 1,1 cellules NKG2D per
unitat d'area 1000 um2). No existia una funcio lineal entre
cellules NKG2D + i el nombre o la proporcié de CD4 + i
CD8 + TIL. La densitat de NKG2D + TIL no va mostrar as-
sociacio estadistica amb la categoria d’expressio de MICA
per les cellules tumorals (Figura 4).

L'expressié de MICA en el cancer de bufeta i I’habit
de fumar. L'expressio de MICA no es va correlacio-
nar amb el tabaquisme. Per avaluar si aguesta manca
d'associacio en els tumors pot ser interpretada com una
finestra de relacio inversa en el temps transcorregut sense
fumar i l'expressio de MICA +, es van incloure en I'analisi.

Figura 3. Lexpressio MICA es pot trobar tant en cellules tumorals com capil-lars.
La immunoperoxidasa i la imatge CAIA revelada una clara evidencia que no no-
més les cel-lules canceroses de la bufeta, sind també els tumor capil-lars mostren
I'expressid de MICA. No obstant aixo, les implicacions potencials en termes de
immunovigilancia sistémica segueixen sense estar clares.
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Taula 2 . Regressio Univariant de Cox per expressio de MICA en el tumors dels pacients amb tumors vesicals no-muscle
invasius. Events i Hazard Ratio (HR) presentat per cada cas segons I'expressio de MICA. Associacio entre expressio

de MICA i and resultats clinics.

Expresié de MICA en el tumor MICA- (n = 21) MICA+ (n = 49) HR (95% Cl) p value
Mortalitat Total 11 (52.4%) 20 (40.8) 0.47 (0.21 - 1.05) 0.07
Mortalitat de tots els cancers 7 (33.3%) 9 (18.4%) 0.22 (0.07 - 0.76) 0.02
Mortalitat cancer vesical 5 (23.8%) 5 (10.2%) 0.16 (0.03 - 0.8) 0.03
Recidiva 13/20 (65%) 23/48 (47.9%) 0.62 (0.31 - 1.23) 0.17

El temps transcorregut (en anys), entre que els pacients
deixen de fumar i el moment de la cirurgia no van mostrar
associacio significativa amb 'expressio de MICA + en els
tumors (Taula 1). A més, hem volgut avaluar una potencial
relacié dosi-efecte entre el grau de consum de cigarrets
(com un index d'exposicio al fum de tabac) i I'expressio de
MICA +. Els pacients no fumadors es van incloure com
a referent. Amb independencia de la cohort, no es van
trobar diferencies en la taxa de tabaquisme acumulat (pa-
quets-any) i expressio + de MICA (Taula 1).
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Figura 4. En mostres de cancer de bufeta, una regulacié a la baixa de I'aparent
expressio NKG2D existeix com es mostra en aquest cas per les diferencies en
limfocits infiltrants de tumor (TIL) CD8 + vs + NKG2D.).

L’expressié de MICA en el cancer de bufeta i asso-
ciacié amb el pronostic. Quan es consideren en I'analisi
univariada contra els factors clinic-patologics, I'expressio
de MICA + no es va associar amb la ubicacio o el nombre
de tumors ni el grau de diferenciacio cellular. El segui-
ment a llarg termini va mostrar recaiguda del cancer en
55 (43,3%) dels casos (Taula 2). Els nivells d'expressio
de MICA no va mostrar efecte en recaiguda (log-rank,
p = 0,1123). No es va observar una associacid entre
I'expressio de MICA en bufeta i el desenvolupament de
cancer de pulmod. La taxa de supervivencia a 5 anys va
ser del 87% (Taula 2, Figura 5). Durant el periode de se-
guiment, 14 (20%) dels pacients van morir per cancer i 10
d'ells van ser pel cancer de bufeta. Els pacients amb alta
expressio de MICA va mostrar avantatges significatives
en la supervivencia quan es van analitzar per separat per
I'efecte tant en la mortalitat per tots els cancers (14,3% vs
38,3%; log rank p = 0,02) com la mortalitat especifica per
cancer (10,2% vs 23,8%; log rank p = 0,03), en compa-
racio amb el grup MICA (-) (Taula 2, Figura 5). La mitjana

de supervivencia del grup amb expressio baix de MICA va
ser de 49 mesos, en comparacié amb 66 mesos per al
grup amb alts nivells d'expressio. En I'analisi de regressio
de Cox, els pacients amb nivells elevats d'expressio de
MICA presenten una disminucié del risc de mort per de
cancer de bufeta en comparacié amb aquells amb nivells
paixos (HR = 0,25; 10956% = 0,06-0,97, p = 0,045) (Taula
2, Figura 5).

Discussio

Agquest estudi és una visio de I'expressio de MICA i lligant
NKG2D + en limfocits infiltrants de tumor de una cohort
de pacients amb cancer de bufeta primari. Emprant la
tecnologia Tissue-microarray, investiguem l'associacio de
I'expressio de MICA i les caracteristiques clinico-patolo-
giques i el seu efecte sobre el pronostic de cancer de
bufeta. Lanalisi dels especimens mostren que 'expressio
de MICA és freqUent en el cancer de bufeta. No obstant
aixo, un grup dels tumors presenten nivells baixos o inde-
detectables d'expressio de MICA. Aquests tumors MICA-
negatius Nno mostren associacio amb I'habit de fumar o la
diferenciacio cel-lular. Els limfocits tumor infiltrants NKG2D
+ estaven presents en una proporcio petita d'aquests tu-
mors. Els tumors MICA negatius s'associen amb un major
risc de mort per cancer de bufeta o de mort per tots els
cancers. L'expressio de MICA iNKG2D en les cel-lules NK
i imfocits CD8 + pot ser un bon indicador en pacients im-
munodeprimits pel que fa al creixement tumoral en el cos.

El nostre estudi demostra que I'expressio de les mole-
cules MICA és moalt frequent en el cancer de bufeta. Els
limfocits infiltrants de tumor NKG2D+ estaven presents
en una petita proporcié d'aquests tumors. La identificacio
d'antigens associats amb la destruccio del tumor és un
objectiu principal de la immunologia del cancer. Diverses
tecniques genetiques i bioguimigues han posat de mani-
fest una amplia gamma de productes dels gens que pro-
voguen el reconeixement immune en pacients amb can-
cer, pero la importancia biologica d'aguestes respostes
en la majoria dels casos és dificil d’entendre. Mentre que
alguns vinculen les regressions tumorals en el context de
I'adopcio de terapies cel-lulars o vacunes contra el cancer,
les possibles funcions de la immunitat a la majoria dels an-
tigens en la patogenesi de la malaltia i els resultats clinics
encara no s’han dilucidat. Una de les estrategies per a la
caracteritzacio d'antigens amb potencial clinic significatiu
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de reconeixement immune implica I'estudi dels pacients
que aconsegueixen diferents (durador davant no durador)
beneficis clinics de les actuals estrategies de tractament
basades en les guies terapeutiques. A través d'aquest en-
focament, hem demostrat que MICA-NKG2D s'expressen
de forma aberrant en la majoria dels tumors de bufeta.

La tecnologia TMA permet avaluar I'expressio de proteines
en un gran nombre de mostres de forma simultania, en
un sol bloc, disminuint les  diferéncies interobservador |
de processament '8, MUltiples estudis han demostrat que
els resultats obtinguts en les TMA son altament represen-
tatius dels teixits dels donants, malgrat el petit tamany de
les mostres individuals '°. Aixo permet que la identificacio
de les grans tendéencies en els patrons d'expressio i la
correlacié entre 'expressio, les caracteristiques cliniques
patologiques i el pronostic del pacient °. Estudis ante-
riors han avaluat I'expressio intracellular de p16 i p21 de
productes géenics per cancer de bufeta no mlscul invasiu
per avaluar el seu possible paper com a factors pronos-
tic, perd va mostrar no tenir valor predictiu independent
estadisticament significatiu #°. Els nostres resultats son
consistents amb les dades de Cathro et al. 2" que descriu
I'expressio d'MICA amb un TMA de 167 cistectomies per
carcinoma vesical primari. 128 van ser carcinoma urote-
lials. En aquest estudi, MICA estava menys tenyida que
en el carcinoma urotelial que I'uroteli en condicions nor-
mals. Amb una mitjiana de 3,6 anys de seguiment, la pitjor
supervivencia significativament es va associar amb una
puntuacid més alta delta en el carcinoma urotelial i una
puntuacio inferior calreticulina en tots els tipus de tumors.
Delta i expressio de proteina calreticulina es va associar
amb la supervivencia en carcinoma urotelial i en tots els
tipus de carcinoma de bufeta, respectivament. Aquests
resultats son consistents amb els nostres resultats i su-
ggereixen que els defectes de MICA tenen un paper en el
curs clinic del carcinoma de bufeta.

Evidencies disponibles impliquen I' activacio del receptor
NKG2D com enllag mecanic entre I'estres cel-lular epitelial
i activacio dels limfocits en els teixits epitelials. Expressio
ligant NKG2D és generalment absent en els teixits sans,

Kaplan-Meier Survival Estimates for All Causes

Kaplan-Meier Survival Estimates for All Cancer

pero pot ser induida en la infeccio, i per estimuls d'estres
de cel-lules %, Hl ligand NKG2D es també ampliament
expressat en tumors primaris solids i leucemia 2%, En els
pacients amb cancer MICA+ o MICB+, tumors infiltrants |
cellules sistemigues NK | CD8+ T expressen sovint poc
NKG2D i estan compromeses funcionalment 2. Aquest
estat s'ha atribuit a que actuen en MICA i MICB solubles
de tumors solids | leucemies associades a una metalopro-
teinasa ?°. Aquest mecanisme podria explicar la seleccié
de les cellules tumorals que sustenten que 'expressié de
MICA i/ o MICB i, en lloc de suggerir I'activacid immune
cronica, “prediu” que sostenia expressio NKG2D lligant en
Vviu serla promoure la supressio immune cronica 6,

Recentment hem demostrat que el tabaguisme produeix
I'expressio aberrant del ligant NKG2D en cel-lules epite-
lials pulmonars ™. Us d'epiteli pulmé murf primari aillat de
ratolins cronicament exposats a fum de cigarreta i cultius
de cél-lules epitelials exposades a fum de la cigarreta ob-
tinguts in vitro, hem demostrat que indueix 'expressio del
ligant NKG2D del RAET 1 (transcripcio primerenca del acid
retinoic), aixi com citotoxicitat mediada NKG2D. A més, un
model genetic induible d'expressio RAETT en les cel-lules
epitelials pumonars de ratolins va produir una severa malal-
tia pulmonar (fenotip enfisematos) caracteritzat per apoptosi
epitelial i 'augment d'activacio de CTL, que va poder ser re-
vertit pel bloguelg de I'activacio NKG2D. Tambeé es va ava-
luar si 'expressio del ligand NKG2D es corresponia amb
malaltia pulmonar en pacients humans mitjangant la tincio
de les vies respiratories i en els teixits periferics de pulmo
dels no fumadors, els fumadors amb funcid pulmonar nor-
mal | fumadors actuals i anteriors amb MPOC. Lexpressio
del ligant NKG2D era independent de I'expressio del re-
ceptor NKG2D en pacients amb MPOC, demostrant que
I'expressio lligant és el factor limitant en 'activacio de CTL.
D'altra banda, 'expressio de MICA a les vies respiratories
es va associar estadisticament amb la presencia de cancer
de pulmo . Aquests resultats demostren que I'expressio
aberrant, persistent del ligant NKG2D en I'epiteli pulmonar
contribueix al desenvolupament de patologies amb MPOC,
i esta potencialment associat amb aparicié de cancer per
una alteraci¢ adquirida de l'immunovigilancia.

Kaplan-Meier Survival Estimates for Bladder Cancer
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Figura 5. Curves Kaplan-Meier per (a) totes les causes, (b) Tots els tipus de cancer; i () en cancer de bufeta d’acord amb I'expressid MICA en els pacients amb tumors
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Medicina Balear 2013; 28 (2): 11-20



Mauricio Orozco-Levi et al.

En aquest estudi, 'analisi estadistica de I'expressio de
MICA destaca la relacid® amb els resultats clinics que
suggereixen un vincle immunologic entre el tabaquis-
me, sistema NKG2D-MICA i la susceptibilitat per pre-
sentar cancer de bufeta i de pumd. No obstant aixo, és
d'interes observar que I'expressio MICA no es va correla-
cionar amb el tabaquisme. Es possible que els pacients
no fumadors que tenen una historia subestimada de ta-
baquisme passiu podria explicar per que no es va trobar
associacio. No obstant aixo, hem de destacar I'absencia
d'associacié entre I'expressio tumoral de MICA i el mo-
ment de deixar de fumar o la dosi acumulada de fumar (és
a dir, total paquets-any). Per tant, I'expressié de MICA en
el tumor no és necessariament causat per I'estres quimic
actiu del tabaguisme actual o només la conseqliencia
de fumar en excés. Nosaltres interpretem que 'expressio
persistent de MICA és conseqguiencia d’alguns mecanis-
mes geneétics i/ 0 epigenetics que es perpetuen després
de deixar de fumar i fins i tot en els que no hagin estat
exposat al fum de cigarret.

En conjunt, aquestes evidencies suggereixen que els
vincles patologics entre MICA i receptor NKG2D en tu-
mors vesicals comparteixen alguna cosa més gue infor-
macio anecdotica o descriptiva. La supervivencia global
dels pacients amb i sense cancer de bufeta muscul in-
filtrant sol ser llarg, sense importar el grau histologic del
tumor . Per contra, els pacients amb cancer de pulmd
mostren una supervivencia pobre, a part dels tumors en
etapa primerenca, que poden ser quirdrgicament ex-
tirpats. La instil-lacio intravesical de BCG segueix sent
el tractament immunoterapeutic d'eleccié en la majoria
dels cancers de bufeta no mlscul infintants d'alt grau |
carcinoma in situ (CIS) a Europa i els EUA 272, La im-
munoterapia amb BCG provoca una resposta local, que
es determina per la secrecio de citocines identificades
en lorina i en biopsies de la paret de la bufeta amb
infiltracid per cel-lules mononuclears i granulomatoses
8082 Es produeix una resposta immune local urotelial |
un efecte antitumoral potencial **4, La magnitud de la
resposta especifica pot augmentar amb el nombre de
instil-lacions, el que justifica els protocols de dosi de
manteniment durant anys en pacients amb factors de
risc, pero 'efecte terapeutic de la vacuna BCG no és
dependent de la dosi . Els mecanismes intrinsecs dels
efectes antitumorals de BCG encara no estan clars *°,
Un possible mecanisme de terapia intravesical de BCG
per carcinomes de bufeta en humans és la participacio
de céellules efectores innates per la inhibicid del crei-
xement del tumor 4. Diversos informes demostren la
participacio de NKG2D en les respostes antitumorals, la
vigilancia immune i la supressio de tumors induits expe-
rimentalment 7. Aquest mecanisme ha estat proposat
i estudiat en altres tumors solids, i la comprensié de
la progressio de metastasi ¢, Aquestes troballes su-
ggereixen la implicacio de les cel-lules innates d'alerta
activades per les cel-lules dendritiques vives infectades
amb BCG per inhibir el creixement de carcinoma de

bufeta | proporcionar un possible mecanisme de tera-
pia intravesical de BCG. Un estudi recent va avaluar el
risc de desenvolupar cancer de pulmo en pacients amb
cancer de bufeta “°. Curiosament, entre els pacients
amb TCC de bufeta no mdscul infiltrant, la mortalitat per
cancer de pulmao representa un risc significatiu. Alguns
autors suggereixen que en els pacients amb cancer de
bufeta ha de ser considerada la deteccio del cancer de
pulmoé mitiangant protocols 0.

En aquest estudi, proporcionem suport a la hipotesi que
el ligant NKG2D s'expressa en la majoria (> 70%) en les
mostres de cancer de bufeta. Aquesta expressié associa-
da amb una aparent disminucié de la regulacio de NKG2D
en TIL, i probablement afectada per citotoxicitat mediada
per cellules intoxicades (per exemple, fum de cigarrets)
exposades a cél-lules urotelials. Com una forma de tumor
epitelial clarament associat amb el tabaguisme cronic,
aquest estudi suggereix que els organs extrapulmonars
estan relacionats amb la immunitat innata i els cigarrets
son perjudicials. Els limfocits de tumors infiltrants son pre-
sents al teixit tumoral revelant una baixa regulacié del re-
ceptor NKG2D. Aguestes caracteristiques immunopatolo-
giques s'associen a llarg termini amb els resultats clinics
en pacients amb cancer de bufeta que suggereix gue el
sistema NKG2D-MICA podria representar un mecanisme
comu immunopatologic involucrat en la historia natural de
les neoplasies pulmo i bufeta.

Agquest estudi té limitacions. Malgrat el nombre limitat de
participants, aquest estudi va tenir el poder suficient per
documentar una associacio estadisticament significativa
entre I'expressio de MICA i mortalitat per cancer, espe-
claiment el causat pel cancer de bufeta. Aquesta troba-
lla suggereix que l'efecte protector és tal que es pot de-
mostrar fins i tot en una petita serie de casos. No obstant
aixo, considerem que cal desenvolupar més estudis per
avaluar la consistencia d’aguesta associacio en altres po-
blacions. A més, una mida de mostra més gran es ne-
cessitaria per avaluar la relacio entre I'expressio de MICA
i altres resultats (per exemple, la recaiguda del cancer de
bufeta) i el seu impacte sobre la mortalitat total. Finalment,
la informacié sobre 'habit de fumar es va obtenir de les
histories cliniques | no podem excloure la possibilitat de
biaix de classificacio.

Conclusio

'expressio del potent lligant NKG2D i de MICA i una apa-
rent regulacio a la baixa del receptor NKG2D en limfocits
de tumors infiltrants son evidents en mostres de cancer
de bufeta. Lexpressio de MICA va mostrar avantatges
significatius de supervivencia en el cancer de bufeta. Es
possible pensar en un potencial terapeutic en el cancer
urotelial mitiancant la manipulacio biologica de les vies re-
lacionades amb la MICA-NKG2D.
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