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RESUMEN

Introduccidn: el cancer de vejiga no invasor es el tumor urinario de mayor
prevalencia y recurrencia. La expresion aumentada de PD-L1 en estos tu-
mores indican una pobre respuesta a la BCG y mayor tasa de recurrencia.
Estimamos la prevalencia de la expresién de PD-L1 en una cohorte de pa-
cientes con cancer de vejiga no musculo invasor (CYNMI).

Materiales y métodos: a partir de tejidos incluidos en tacos de parafina
de una cohorte de 86 pacientes, se detectd PD-L1 mediante inmunohisto-
quimica automética. Una tasa de tincién > 5% de linfocitos infiltrantes de
tumory células tumorales (PD-L1) se consider6 positiva. La prevalencia se
calculd utilizando intervalo de confianza del 95% y frecuencias (porcenta-
jes). Para los datos continuos, se utilizé la media (desviacién estandar) o
la mediana (rango) con una significancia de p < 0.05.

Resultados: de los 86 pacientes con CVNMI, 73% fueron masculinosy 27%
femeninos. La expresion de PD-L1 se observé en 11% de tumores pTa, 21%
de pT1, 25% de pT2a'y 31% en pT2b. No se analizaron carcinoma in situ.
La expresion de PD-L1 se asocid con tumores de alto grado (razén de posi-
bilidades [OR] = 0.68; p = 0.0121; de bajo grado [OR] = 0.38; p = 0.012;
y la infiltracién tumoral por células mononucleares [OR] = 5,5, p = 0,004.
Conclusiones: el método IHQ utilizado fue simple, confiable y reproducible.
Los resultados coinciden con resultados de estudios previos. Pero en nues-
tra muestra se hallaron porcentajes de expresion PD-L1 significativamente
mas altos que los publicados, especialmente en los tumores de bajo grado.

Palabras clave: cancer vesical, no masculo invasor, inmunohistoquimica,
PD-L1, linfocitos infiltrantes del tumor

ABSTRACT

Introduction: non-invasive bladder cancer is the most prevalent and re-
curring urinary tumor. The increased expression of PD-L1 in these tumors
indicates a poor response to BCG and a higher recurrence rate. We es-
timated the prevalence of PD-L1 expression in a cohort of patients with
non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC).

Materials and methods: from tissues embedded in paraffin plugs from
a cohort of 86 patients, PD-L1 was detected by automated immunohis-
tochemistry. A staining rate > 5% of tumor-infiltrating lymphocytes and
tumor cells (PD-L1) was considered positive. The prevalence was calcu-
lated using a 95% confidence interval and frequencies (percentages). For
continuous data, the mean (standard deviation) or median (range) was
used with a significance of p < 0.05.

Results: of the 86 patients with NMIBC |, 73% were male and 27% female.
PD-L1 expression was observed in 11% of pTa tumors, 21% in pT1, 25%
in pT2a and 31% in pT2h. Carcinoma in situ was not analyzed. PD-L1 ex-
pression was associated with high-grade tumors (odds ratio [OR] = 0.68;
p = 0.0121; low-grade [OR] = 0.38; p = 0.012; and tumor infiltration by
mononuclear cells [OR] = 5.5, p = 0.004.

Conclusions: the IHC method used was simple, reliable and reproducible.
The results agree with results of previous studies. But in our sample, sig-
nificantly higher percentages of PD-L1 expression were found than those
published, especially in low-grade tumors.

Keywords: bladder cancer; not muscle invasive; Immunohistochemistry;
PD-L1; tumor infiltrating lymphocytes.
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INTRODUCCION

El cancer de vejiga es el 10° tipo de cancer diag-
nosticado con m4s frecuencia en el mundo (Globo-
can, 2020). En Argentina, ocupa el noveno puesto
con 3.785 nuevos casos cada afio y 1.639 muertes
anuales (Globocan 2020).! La siguiente tabla muestra

la incidencia y las tasas globales totales de cincer de

vejiga en 2020. Grecia tuvo la tasa general mis alta de
cancer de vejiga, pero Alemania, Italia y Espafia son
los paises con mayor cantidad de casos, y representan
la mayor inmigracién europea en nuestro pais (Tabla
1), constituyendo ademds la mayor proporcién de pa-

cientes atendidos en nuestro centro (72%).

Tabla 1. Incidencia de céncer vesical a nivel mundial por paises (cada 10000 ha) https://www.wcrf.org/cancer-trends/bladder-can-

cer-statistics/

Rango Pais

Mundo

Grecia

Los paises bajos
Italia

Dinamarca
Bélgica

Espafia
Alemania
Hungria

© 0 N O O & W N =

Serbia

[y
=]

Croacia

Respecto a los ligandos de estudio, PD-1 es una
proteina que se encuentra en los linfocitos T' y que
interviene en la regulacién de la respuesta inmu-
nitaria. Cuando PD-1 se une a la proteina PD-L1
presente en el resto de las células, evita que los lin-
focitos T destruyan células propias del organismo.’
Cuando las células cancerosas expresan PD-L1, evi-
tan ser atacadas y destruidas por el sistema inmune.*
La sobreexpresién de PD-L1 es un indicador de mal
prondéstico en la enfermedad tumoral.®

Los tumores uroteliales de vejiga de alto grado
(y en menor medida de bajo grado) de malignidad
musculo invasor (CVMI) son portadores de una ma-
yor expresién de PD-L1 en relacién a las células no
tumorales, lo que sugiere que esta expresién incre-
mentada estaria relacionada a la actividad y agresi-
vidad tumoral, dada por el aumento de la capacidad
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Ndmero  ASR/100,000
573,278 56
5,645 212
7417 172
28,336 164
2323 162
4527 16.0
18,612 158
35,147 153
3,239 152
25649 141
1,398 141

infiltrante, la mayor tasa de recurrencia y un mayor
poder metastdsico.® En tumores uroteliales no mus-
culo invasor (CVNMI), tanto PD-1 como PD-L1
se expresan mds en aquellos de alto grado que en los
de bajo grado (p <0,050 y p <0,010). Ademids, PD-
L1 se correlacioné positivamente con las expresiones
de los genes STAT1 (r = 0,681, p <0,001) y FGFR3
(r=0,444. p <0,001).°

Los resultados de estudios previos en pacientes
con céncer urotelial con invasién muscular que pre-
sentaban sobre expresién de PD-1/ PD-L1 (25%)
en las células linfociticas/tumorales presentes en las
muestras histopatolégicas respondieron mejor al
tratamiento con drogas Anti-PD-1/PD-L1 como
Nivolumab, Pembrolizumab o Atezolisumab so-
los o asociadas a BCG en comparacién con BCG
sola, mediante instilaciones endovesicales utilizan-
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do el esquema de Lamb (Anexo 1).”*? Los estudios
previos que brindaron el marco teérico para este
protocolo informaron una prevalencia de la sobre-
expresién de PD-L1 en células tumorales urotelia-
les entre el 7 y 45%, estando menos expresado en
tumores de bajo grado respecto a los de alto grado e,
igualmente, en los no invasores respecto de los mus-
culos invasores.’* En todos los casos, se utilizé una
técnica de Inmunohistoquimica automatica con la
prueba Ventana SP263 (Ventana Medical Systems,
Inc/Roche), ya que los estudios previos sobre rendi-
miento para deteccién de PD-L1 mostraron que el
ensayo SP263 resulta comparable a Dako 28.8 (PD-
L1 THC 28-8 pharmDx is a qualitative immuno-
histochemical assay using Monoclonal Rabbit An-
ti-PD-L1), al 22¢3 (PD-L1 IHC 22C3 pharmDx)
y es superior a la prueba SP142 (Ventana Medical
Systems, Inc/Roche), la cual identifica menos células
tumorales con expresién PD-L1.%%* Otros estudios
demostraron que la expresién de PD-L1 era extre-
madamente abundante en los granulomas de vejiga
inducidos por BCG," especialmente en pacientes
que fracasaron en el tratamiento con BCG al estar
correlacionado con una mayor tasa de recurrencia
tumoral, peor respuesta a la terapéutica coadyuvan-
te con BCG y menor sobrevida vinculable a la en-
termedad.'® Es probable que esta sobreexpresién de
PD-L1 en las células tumorales surjan debido a un
proceso mitético aumentado, en respuesta adaptati-
va al medio ambiente tumoral y como mecanismo
tumoral de escape a la inmunovigilancia mediante
presién de seleccion.’’?! Los estudios de prevalen-
cia de la sobreexpresiéon a partir de meta-analisis
de muestras tumorales del Atlas de Genomas del
Cancer (TCGA), de pacientes con carcinoma urote-
lial-transicional de alto y bajo grado de malignidad
indican que aproximadamente el 20% de los pacien-
tes con cdncer localizado en la vejiga tienen sobre-
expresiéon moderada o alta del ligando PD-L1-*? Por
lo tanto, se consideré de gran utilidad investigar de
manera retrospectiva y prospectiva la expresién de
PD-L1 en muestras histopatolégicas de pacientes
operados en nuestro Hospital con el fin de identifi-
car la tasa de sobre expresién del ligando PD-L1 en
nuestra poblacién, quienes podrian beneficiarse con
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las nuevas drogas dirigidas contra PD-L1, las cua-
les han mostrado buenos resultados terapéuticos en
estudios previos en este y otro tipo de tumores que
sobreexpresan el ligando de estudio.”® Revisiones
sistematizadas y metaandlisis informaron una tasa
de respuesta de hasta el 43% en tumores con alta ex-
presion de PD-L1 y del 11% en tumores con poca o
ninguna expresién de PD-L1. Lo mds notable de es-
tos estudios fue la duracién de las respuestas, algunas
de las cuales se extendieron mucho mas alla de un
afio.”** La respuesta prolongada a cualquier agente
quimioterdpico en este tipo de enfermedad es clara-
mente inusual y rara vez se informa en la literatura,
lo que hace muy prometedora esta investigacién para
conocer el potencial terapéutico de los anti PD-L1
en todos los estadios de la enfermedad.

La principal justificacién del estudio de preva-
lencia de PD-L1 en “nuestra poblacién” se basa en
el hecho que los pacientes del Servicio de Urologia
presentan un claro sesgo etario (Tabla 2). Mis del
80% son mayores de 60-65 afos (PAMI) con un
rasgo demogrifico particular; alrededor del 72% de
ellos son provenientes esencialmente del centro y sur
de Europa Occidental, poblacién con una alta inci-
dencia de tumores uroteliales (ver Tabla 1).

El objetivo primario del estudio de investigacién
fue estimar la prevalencia de la sobreexpresién de
PD-L1 en muestras de tejido tumoral recolectada en
pacientes operados en el Servicio de Urologia (Htal.
Prof. B. Houssay) entre 2019 y 2022, con diagnés-
tico de carcinoma urotelial de alto y bajo grado no
musculo invasor. Por otro lado, como un objetivo se-
cundario de este trabajo, se analizaron los factores de
riesgo conocidos para la enfermedad tumoral y fue-
ron correctamente categorizados e incorporados en
las variables interviniente como potenciales agentes
etiolégicos e incluso correlacionados con el grado de
expresiéon de PD-L1 en el tejido tumoral (Tabla 4;
Figura 4).

El anilisis del ligando PD-L1 expresada en los
pacientes con CVNMI, en general con alta tasa de
recurrencia, permitié inferir la respuesta terapéutica
ala BCG y seleccionar potenciales candidatos al tra-
tamiento con Anti PD-L1.7"2



Tabla Il. Pacientes (rango/edad) con cancer urotelial/Serv. de Urologia — Htal. Houssay/datos demograficos.?

Pacientes con Ca
EDAD vesical Sexo M/F Cobe/rtPura gl Italianos Espafioles Alemanes Silales
rofe otros
(2019 - 2021)
21-40 8 7/1 1 1 2 0 5
41-50 30 2218 4 4 3 2 21
51-60 89 61/28 26 23 16 6 44
61-70 229 152/77 201 91 89 10 39
71-80 195 139/56 173 72 51 31 41
81 0 mas 124 85739 111 54 22 10 38
TOTAL 675 466 /209 416 245 183 59 188
MATERIALY METODO porcentajes (intervalo de confianza del 95%). Para

Se revisaron 86 tacos en parafina de pacientes
atendidos en el Servicio de Urologia del Hospital
Dr. Prof. B. Houssay, que corresponden al perio-
do 2019-2022. Se seleccionaron aquellos pacientes
que tuvieran diagnéstico de carcinoma urotelial de
alto y bajo grado de malignidad no musculo inva-
sor (CVNMI) corroborado por la revisién de las
muestras fijadas en hematoxilina y eosina asociadas
al taco de estudio. Algunos pacientes presentaban
en forma concomitante carcinoma invasor y no in-
vasor (se incluyeron analizando solo los tacos con
CVNMI). Se analizaron los tacos de pacientes con
estadios pTa, pT1, pT2ay pT2b. No se consideraron
los carcinomas in situ (Cis) por la baja prevalencia
que presenta en nuestra poblacién (<2%). Todos los
pacientes fueron tratados y diagnosticados mediante
reseccién quirtrgica transuretral (RTU). Se incluye-
ron tumores primarios y recurrencias con mds de 6
meses de haber finalizado la instilacién de BCG, ya
sea cumpliendo solo el ciclo de induccién (120 ml/
semanal durante 6 semanas) o completando de uno

a tres ciclos de mantenimiento segin el esquema de

Lamb (Anexo 1).%
Se realiz6 la deteccion del ligando PD-L1 me-

diante Inmunohistoquimica automdtica con la prue-
ba Ventana PD-L1 (SP263). Sistema Benchmark
ULTRA. Kit Monoclonal Mouse 22C3-pharmDx
(SK 006) Peroxidase reagent (Ventana Medical Sys-
tems, Inc / Roche) (Figura 1). Se consideré positivo
para sobreexpresion de los ligandos cuando PD-L1

25%. El calculo de prevalencia se resumié utilizando
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los datos discretos, se usaron frecuencias (porcentajes).
Los datos continuos se resumieron descriptivamente
utilizando la media (desviacién estiandar) o la mediana
(rango) de p < 0.05. Por otro lado, se resumieron los
factores de riesgo asociados a cincer vesical y se analizé
la tasa de expresién de PD-L1 entre pacientes expues-
tos y no expuestos a esos factores de riesgo. Los crite-
rios de exclusién del estudio fueron: haber recibido o
estar realizando quimioterapia sistémica neoadyuvante,
tratamiento radiante pélvico previo, tejido inadecuado
o insuficiente para evaluacién inmunohistoquimica
y falta de consentimiento informado (CI). Se obtuvo
la autorizacién del centro participante y de un comité
de ética independiente (CEI-CEMER). Todos los pa-
cientes que aceptaron participar en la investigacién lo
asentaron mediante la firma de un CIL.

RESULTADOS

En nuestra cohorte de 86 pacientes diagnostica-
dos con carcinomas uroteliales, 63 (73%) correspon-
dieron al sexo masculino y 23 (27%) al femenino. La
edad media de presentacién fue 69 afos (rango 52-
89 afios), Relaciéon hombre / Mujer 3:1; La edad de
aparicion en la mujer fue de 4 aflos menos, diferencia
con significacién estadistica (p = 0.002).

En relacién a la clasificacién histopatolégica se
diagnosticé pTa a 32 pacientes (36.6%), pT'1 a 27
(31.7%), pT2a a 11 (12.2%) y pT2b a 16 pacientes
(19.5%) (Figura 2).

El promedio de instilaciones endovesicales de

BCG en todos los grupos fue de 9 dosis (rango
31



6-18). La expresién de PD-L1 mayor al 5% se ob-
servé en promedio en el 11% de los tumores pTa
(9% en los de bajo grado y 13% los de alto grado); el
21% de pT1 (19% en bajo grado y 23% en los de alto
grado), el 25% de pT2a (23% en bajo grado y 27% en
alto grado) y el 31% en pT2b (25% en bajo grado y
37% en alto grado) (Figura 3). No se analizaron los
tumores de carcinoma in situ (CIS). La expresién de
PD-L1 se asoci6 con tumores de alto grado (razén de
posibilidades [OR] = 0.68; p = 0.0121; de bajo grado
[OR] =0.38; p = 0.012; y la infiltracién tumoral por cé-
lulas mononucleares [OR] = 5,5, p = 0,004 (Figura 3).

Figura 1. Expresion de PD-L1 en muestras de cancer vesical
tefiidas con anticuerpo anti-PD-L1 (22C3). Los controles positi-
vos y negativos para la expresion de PD-L1 se presentan en (A)
y (B), respectivamente. La tincion membranosa positiva esta
presente en las células tumorales en (C). En (D), las células
tumorales son negativas y las células mononucleares que infil-
tran el tumor son positivas para PD-1.
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Figura 2. Conformacién histopatoldgica de la muestra (n=86).

18,6% 37.2%
pl2a_ e
12,8%

En el andlisis de investigaciones prospectivas,
meta-andlisis y revisiones sistematizadas,®®?* la ex-
presion de PD-L1 se observé en promedio sobre
2902 pacientes, en el 7% de los tumores pTa, el 16%
con pT1, el 23% con pT2a,30% con pT2b, 39% con

pT3/4y el 45% de los tumores con carcinoma in situ
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(CIS). La expresién de PD-L1 se asocié con tumo-
res de alto grado (razon de posibilidades [OR] = 2,7,
2 = 0,008) e infiltracién tumoral por células mono-

nucleares [OR] = 5,9, p = 0,006 (Tabla 3).

Figura 3. El ligando PD-L1 se expresd méas en el cancer de ve-
jiga de alto grado que en el cancer de vejiga de bajo grado de

malignidad (p <0,009y p <0,010).
37%
27% 5% I
23% I I

40%
35% -
pT2a p12b

30%
25%
20%

23%
19%
15% 13%
10% 9%
5 l
0%
PTA pTl

HBgogrado mAltogrado

E

Respecto a los factores de riesgo asociados a
CVNMI, de los 86 pacientes, 34 (39%) pacientes
eran fumadores en el momento del diagnéstico. 7 de
un total de 20 mujeres fueron fumadoras (35%) fren-
te a un 41% de varones fumadores. Se hallé una cla-
ra asociacion entre tabaco y cdncer de vejiga en esta
muestra [OR] = 1.82, p = 0.005 (Tabla 3 y Figura 4).
Los pacientes fumadores presentaron significativa-
mente mds tumores de alto grado que los pacientes
no fumadores [OR] 0.68, p=0,046, pero no asi una
mayor expresién de PD-L1 (43% vs. 24%, p = 0,18)
(Figura 5).

Tabla Ill. Comparacion de la expresion de PD-L1 en células tu-
morales entre la poblacion general y nuestra poblacion de pa-
cientes con CVNMI.

ESTADIO Expresion PD-L1 (>5%) Expresion PD-L1
TUMORAL (>5%)
Poblacion general =2902 | Nuestra cohorte = 86

pTa 7% (1-12) 11%

pTl 16% (6-20) 21%

pT2a 23% (12-25) 25%

pT2b 30% (23-33) 31%

pT3/4 39% (21- 44) -

Cis 45% (16- 53) -




Tabla IV. Chi Cuadrado: 24.4652; p < 0.00001; 2 (Yates) 22.3269; p <0.00001 (Sign p < .05).

Correlacion entre tabaquismo y céncer de vejiga/por sexos
Fuman No fuman Marginal row totals
Cancer Mujeres 7 (18.19) [6.88] 39 (27.81) [4.5] 46
Cancer Hombres 27 (15.81) [7.91] 13 (24.19) [5.17] 40
Marginal Column Totals 34 52 86 (Grand Total)

Figura 4. Fuerte asociacion entre tabaquismo y cancer vesical.
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Figura 5. Sin asociacion entre tabaquismo y expresion aumen-
tada de PD-L1 en células tumorales.
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DISCUSION

Las caracteristicas generales en esta cohorte de
pacientes coinciden en general con resultados de estu-
dios previos. Pero se advierte, en este caso, que el sesgo
poblacional o las caracteristicas propias de cada pobla-
cién de estudio, sea en relacién a la edad u otras carac-
teristicas demogréficas sefialadas, podrian hacer diferir
los porcentajes de expresién del ligando PD-L1, espe-
cialmente en los tumores no musculo invasor de bajo

grado que presentan una alta tasa de recurrencia.

De acuerdo a la literatura, estos pacientes presen-
tarian baja respuesta terapéutica a la BCG y son po-
tenciales candidatos al tratamiento con Anti PD-L1.
No obstante, y dado que no se alcanzé a reclutar el
“n” requerido en el estudio, para obtener resultados
mids concluyentes se requeriran andlisis con mayor
numero de pacientes. De resultar concluyentes estos

datos, se podria proponer la deteccién de PD-L1
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como método de screening en todos los pacientes con
diagnéstico de cancer vesical, especialmente aquellos
que presentan recurrencias, sean de bajo o alto grado
no invasores para ofrecer como alternativa terapéutica
a los inhibidores de este blanco molecular, conociendo
la resistencia ala BCG que presentan los pacientes con
sobreexpresién del ligando estudiado y la elevada tasa
de recurrencia observada en los mismos. De acuerdo a
los resultados preliminares de un estudio en curso que
realizamos actualmente, la administraciéon de BCG en
cada recurrencia tumoral induciria mayor expresién de
PD-L1 debido a un mecanismo evolutivo por presion
de seleccién. De confirmarse esta hipétesis, la deter-
minacién de PD-L1, asi como de otros blancos mole-
culares, seria imperiosa ante la capacidad creciente del

tumor de escapar a la vigilancia inmunolégica.

CONCLUSION

Se analizaron muestras preservadas en tacos de
parafina de 86 pacientes con diagndstico de cincer
vesical no musculo invasor y se estimé el porcentaje
de expresion de PD-L1 en el tejido tumoral. La edad
media de presentacién del cincer urotelial en la mues-
tra estudiada fue de 69 afios. Relacién hombre/mujer

3:1, mostrando semejanza a los datos de la literatura.

El método de deteccion mediante IHQ utilizado,
asi como el kit comercial en base al anticuerpo mo-
noclonal anti PD-L1 y peroxidasa fue simple, robus-

to, confiable y reproducible.

De acuerdo con nuestra hipétesis de trabajo, se
hallaron porcentajes de expresién del ligando PD-
L1 significativamente mds altas que los publicados
hasta ahora, especialmente en los tumores no mus-

culo invasor de bajo grado.

De acuerdo a la literatura, estos pacientes presen-
tarian baja respuesta terapéutica a la BCG y son po-

tenciales candidatos al tratamiento con Anti PD-L1.
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Anexo 1

ESTIMACION DE LA PREVALENCIA DE PD-L1 SOBREEXPRESADO EN CANCER DE
VEJIGA

Esquema de Lamb para el tratamiento coadyuvante con instilaciones de vacuna BCG endovesical

en cancer de vejiga no misculo invasor

Intravesical BCG Treatment/Cystoscopy Schedule

PFlease write the dete of each treatment in the shaded fields below.

Patients, please bring this |og with you to all yeur appaintreents. This will help your dinician to eaily determine the status of your therapy.

ﬂwm )| [15]_Approximetcly 5-12 weeks fiom Lsst BCG_[Cynicscopy |
BCG # 1
BOG # 1 [18] =3 momths from last Cystoscopy [Cvtoscopy [
BOG # 3 BC(G Maintenarice # 4 - start within 0 to 3 woeks
BCG #4 BCG# 1
BCG# 3 g2
Iimu #3
[21] Approximstely 9-12 weeks from lest BCO [Cywtoscopy |
(3] Approimately -8 weeks from th BCG_|Cystossopy | [28] =3 months from last Cysioscopy [Cywtoscopy |
|BOG Maintcnance # | - start within 0 to 3 wecks [BCG Maintensnce # 5 - start within 0 to 3 weeks
BCG # 1 BCG # 1
BCG #2 BCG 2
BCG # 3 BCG#3
[] 9-12 weeka ftom last BOG 30 21-24 weeks from last BOG
BOG Maintenance # 2 - start within 0 to 3 wecks Maintenance # 6 - start within 0 to 3 weeks
BOG#1 BCG#1
BCGED |BCGE2
BOG 23 |BCG 23
[ 5] Approximately 5-12 wecks from last BCG [Cystoscopy | |
[12] =3 montha from lnat Cysmoecopy [Cyrtossopy | [36] Approximately 21-24 weeks from last BOG  [Cystescopy |
BCG Maintenance # 3 - start within 0 to 3 weeks BCG Maintenance # 7 - start within 0 to 3 weeks
|BCG#1 ;E [BcG#1
BCG#2 BCG #2
BCG # 3 § BCG 3

MNote: Your doctor may modify schedule based on your individual needs.

©karnat & Abraham (2015)

Society for Immunotherapy of Cancer consensus statement on immunotherapy for the treatment of bladder carcinoma. https://jitc.
biomedcentral.com/articles/10.1186/s40425-017-0271-0
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