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Introduccion

El cancer de vejiga es una de las neoplasias urolégicas mas frecuentes,
representando la quinta causa de muerte en orden de frecuencia en
los paises occidentales, después de las neoplasias de pulmon, prosta-
ta, mama, colon y recto (Kumar, Abbas y Aster, 2015). En Argentina
afectan a casi el 3% de la poblacién, predominantemente en el sexo
masculino (Instituto Nacional del Cancer, 2020). Cerca del 95% de
los tumores de este drgano tienen un origen epitelial, siendo el mas
frecuente el denominado carcinoma urotelial o transicional (CT)
(aproximadamente el 80% de los casos), seguido del adenocarcinoma
Y, en tercer lugar, el carcinoma epidermoide (Kumar, Abbas y Aster,
2015). Aunque el tamafio del tumor (T, segiin el Comité Conjunto
Americano sobre el Cancer (AJCC) y la Unién Internacional para el
Control del Cancer (UICC)) no es el Gnico determinante de pronos-
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tico y tratamiento, actualmente, aquellas lesiones que no invaden la
capa muscular de la vejiga, clasificados como T1, reciben tratamien-
tos mas conservadores mediante resecciéon tumoral Uinicamente, con
quimioterapia posterior o inmunoterapia intravesical con BCG (baci-
llus Calmette-Guérin). La invasion del musculo detrusor se clasifica
como estadio T2 e implica, en la mayoria de los casos, una cistectomia
radical (Consenso Nacional Inter-Sociedades para el Diagndstico y
Tratamiento del Cancer de Vejiga, 2013).

Un punto de control inmunitario (CI) recientemente descrito es
la molécula no clasica de clase I del antigeno leucocitario humano
G (HLA-G) (Carosella et al., 2015). En un comienzo se identifico su
implicancia en la tolerancia feto-materna y en el trasplante de tejidos
(Rouas-Freiss et al., 1997). Actualmente, la expresiéon del CI HLA-G
se ha observado en la mayoria de los diferentes tumores analizados.
Por ejemplo, se ha notificado una alta incidencia de expresion de
HLA-G en el carcinoma renal de células claras (RCC) (Bukur et al.,
2003; Rouas-Freiss et al., 2017; Tronik-Le Roux et al., 2017). El papel
del HLA-G como un CI, permitiria que el tumor escape al control del
sistema inmunitario del huésped, lo que se ha demostrado en mo-
delos murinos (Loumagne et al., 2014). Ademas, el HLA-G tiene un
efecto inhibidor mas amplio que cualquier otro CI, ya que puede blo-
quear todos los pasos de las respuestas antitumorales al actuar sobre
las células asesinas naturales (NK), los linfocitos B, los linfocitos T y
las células presentadoras de antigenos a través de la interaccion direc-
ta con sus principales receptores ILT2 e ILT4 (Carosella et al, 2015).
Asimismo, se evidenci6 la transcripcion del receptor ILT4 en células
RCC (Rouas-Freiss et al., 2017) y en cancer de pulmén de células no
pequenas. En ambos casos, se demostré que el HLA-G promueve la
progresion tumoral y la metastasis al aumentar los niveles del Factor
de crecimiento endotelial vascular-C (VEGF-C) (Zhang et al., 2015),
el mejor caracterizado y el mas eficientemente implicado en la lin-
fangiogénesis y la metastasis linfatica (Zheng, 2014; Raica, Jitariu y
Cimpean, 2016; Cueni y Detmar, 2008). Se observaron resultados si-
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milares cuando se analizaron las lineas celulares de RCC primarias,
que también mostraron que la expresion del HLA-G se correlaciona
con una mayor expresiéon de VEGF-C (Garcia et al., 2020). En cuanto
al CT, Desgrandchamps et al. han demostrado una fuerte asociacion
entre la proporcion de linfocitos T CD8+ILT2+ circulantes y el ries-
go de recurrencia del carcinoma que no invade el musculo detrusor
(Desgrandchamps et al., 2018).

Objetivos

Con el objetivo de determinar la importancia de la expresion de este
importante CI, nos propusimos explorar, por primera vez en Argen-
tina, la expresion de HLA-G en la progresion del CT vesical, relacio-
nando su grado de malignidad con la sobrevida del paciente.

Objetivo General

Explorar la expresion de HLA-G en el Carcinoma Transicional de ve-
jiga en pacientes de un hospital publico de la Provincia de Buenos
Aires, Argentina.

Objetivos Especificos

 Recibir la aprobacion del trabajo de investigacion por un comité
de bioética e investigacion.

« Obtener muestras de carcinomas de vejiga, de un Hospital Pu-
blico.

o Establecer el diagndstico de CT en cada uno de los casos obte-
nidos.

o Determinar el grado histoldgico y el estadio tumoral en cada
una de las muestras.

o Inmunomarcar HLA-G en la totalidad de las muestras.

o Agrupar las muestras de CT segutin la expresion de HLA-G ob-
servada en la inmunomarcacion.
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o Correlacionar el estadio tumoral y los grados histologicos con la
inmunomarcacion obtenida.

Hipotesis
La expresion de HLA-G en el Carcinoma Transicional esta relaciona-
da con el grado histoldgico y el estadio tumoral, por lo que la expre-

sion de este marcador podria ser utilizada como indicador pronéstico
de severidad clinica.

Materiales y Métodos
Pacientes

Se estudiaron 30 muestras de CT de vejiga obtenidas de resecciones
transuretrales o cistectomias, correspondientes a pacientes atendidos
en un hospital ptblico de la ciudad de La Plata. El rango de edad de
los pacientes fue de 49 a 71 anos (media 58), en su mayoria hombres
(21 casos). Ademas, se accedio a la historia clinica de cada paciente
para determinar la presencia de factores de riesgo conocidos y la su-
pervivencia de cada uno.

El protocolo de actuaciéon para el manejo de las muestras, junto
con el proyecto de investigacion, fue aprobado por el Comité de Bioé-
tica y Etica en Investigacion de la Facultad de Ciencias Médicas de la
UNLP (COBIMED).

Procesamiento de muestras y diagnéstico

Las muestras se fijaron en formol al 10 % y se procesaron de forma
rutinaria para el andlisis histoldgico. De cada caso se realizaron dos
cortes histologicos: uno para efectuar la caracterizacion histologica
del CT vy otro para realizar las técnicas de inmunohistoquimicas. El
primer corte obtenido de cada una de las muestras se tind con hema-
toxilina-eosina y se realizo el diagndstico neoplasico para cada una de
ellas segun la Clasificacion de Tumores de la Organizacién Mundial
de la Salud 2016 (Eble et al., 2016). Finalmente, se establecio el nivel
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de invasién tumoral en cada muestra segtn la estadificaciéon AJCC/
UICC 2018 (TNM Classification of Malignant Tumours, 2018).

Inmunohistoquimica

Las secciones de cada una de las muestras utilizadas se incubaron
con el anticuerpo monoclonal especifico de ratén, HLA-G Antibody
(4H84) de Santa Cruz Biotechnology, a una dilucién de 1:50 (Incuba-
cion 4°C durante la noche). A continuacidn, se utilizé el sistema En-
vision de Dako como sistema de deteccion y la 3’3-diaminobencidina
(DAB) de Sigma para la deteccién. Finalmente, se realizo una ligera
tincién de contraste con Hematoxilina.

Resultados
Diagnédstico y estadificacion de los casos

De los 30 casos analizados, 23 muestras (77%) corresponden a CT
de alto grado (Figura 1), de las cuales 19 (83%) comprometen la capa
muscular propria de la vejiga (pT2, segun el estadio patolégico). Siete
de las muestras (el 23% restante del total) presentaron CT de bajo
grado. En solo uno de estos ultimos casos, el musculo detrusor de la
vejiga estaba comprometido. En la tabla 1 se muestra la caracteriza-
cién de cada uno de los casos estudiados.

En cuanto a la presencia de factores de riesgo, de las historias cli-
nicas consultadas, solo 11 casos (37%) tenian antecedentes de taba-
quismo: 9 de estos correspondian a CT de alto grado y 2 a CT de
bajo grado (Figura 2). No se encontraron exposiciones ambientales o
infecciones.

Inmunomarcacion y sobrevida

En funcion del nivel de intensidad de la inmunomarcacién obtenida
para la expresion de HLA-G en células tumorales, todos los casos ana-
lizados se clasificaron en: leve, moderado e intenso.
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Figura 1. Carcinoma de células transicionales de alto grado con invasion de
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Figura 2. Proporcion de pacientes con historial de cigarillo.
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Figura 3. Carcinoma de células transicionales de alto grado. Inmunomarcacion
negativa para HLA-G. 40X.
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Figura 4. Carcinoma de células transicionales de alto grado. Inmunomarcacion
leve para HLA-G. 40X.
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Figura 5. Carcinoma de células transicionales de alto grado. Inmunomarcacion
moderada para HLA-G. 40X.

Figura 6. Carcinoma de células transicionales de alto grado. Inmunomarcacion
intensa para HLA-G. 40X.
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Figura 7. Proporcién de muestras con inmunomarcacién para HLA-G
en Carcinoma de células transicionales de alto grado.

Del total de casos (23) de CT de alto grado, 21 muestras (91%)
presentaron inmunomarcacion para la expresion de HLA-G: 12 con
intensidad leve, 6 con intensidad moderada y 3 con intensidad mar-
cada, como se muestra en la Figura 7. Cuatro pacientes de este grupo
(CT de alto grado) no habian superado los 5 aflos de supervivencia,
de los cuales tres mostraron intensa positividad en la expresién de
HLA-G. La intensidad fue moderada en el cuarto caso.

Las muestras con CT de bajo grado (7 casos) han mostrado in-
munomarcacion nula o leve para la expresion de HLA-G (Figura 8) y
solo en uno de estos casos, el musculo detrusor estaba comprometido.
Todos estos pacientes tuvieron una supervivencia superior a 5 afios.

Conclusion

En Argentina, el cancer de vejiga corresponde a casi el 3% de las neo-
plasias que afectan a la poblacién, siendo la mas frecuente el deno-
minado carcinoma transicional (CT) (Instituto Nacional del Céancer,
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Figura 8. Proporcion de muestras con inmunomarcacion para HLA-G
en Carcinoma de células transicionales de bajo grado.

2020). En la serie de casos analizada en este estudio, la edad media
de las muestras obtenidas en el hospital publico fue de 58 afios, esta
media se encuentra por debajo del rango de edad establecido por la
Organizacion Mundial de la Salud en su clasificacion de tumores del
aparato urinario, de 65 a 71 afios (Eble et al., 2016). Una probable ex-
plicacién para esto es que las muestras fueron obtenidas en un hospital
publico de alta complejidad que es un instituto de referencia regional,
por lo que se atiende a un nimero importante de pacientes, muchos
de los cuales son derivados de instituciones de menor complejidad.
Ademas, estos pacientes suelen presentar estadios patolégicos avan-
zados, lo que explica que la mayoria de los casos (20 de un total de 30)
presenten CT de alto grado con compromiso de la capa muscular de
la vejiga (estadio patoldgico T2).

Mecanismos que aun no estan del todo claros provocan la expre-
sién anormal de HLA-G en determinadas patologias, como algunas
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neoplasias, como mecanismo para evadir el sistema inmunitario. En
cuanto a la expresion de HLA-G en los casos de CT vesical anali-
zados, 21 de los 23 casos de CT de alto grado (91%) han mostrado
positividad para HLA-G, por encima de lo publicado en otras series
(Desgrandchamps et al., 2018). Sin embargo, los casos analizados en
ese estudio previamente publicado corresponden exclusivamente a
carcinomas que no invaden el musculo detrusor de la vejiga. En el
presente trabajo, las muestras analizadas son en su mayoria de CT en
estadios avanzados de la enfermedad (estadio T2). En este estudio,
de las muestras que no involucran al musculo detrusor (10 en total),
6 presentaron positividad para la expresion de HLA-G y esta fue con
intensidad leve. Es por ello, que para establecer una frecuencia de ex-
presion regional de HLA-G, se debe aumentar el nimero de muestras
de CT sin afectacién de la muscular propia de la vejiga.

Se ha establecido que los pacientes con CT con afectacion del mus-
culo detrusor tienen una supervivencia a los 5 ailos menor que los que
no la tienen, independientemente del grado histologico establecido
(Eble et al., 2016). En el presente trabajo, los pacientes con compromi-
so del detrusor (cuatro) tenfan una expresion de HLA-G de moderada
a fuerte, por lo que podemos confirmar que la expresion de este CI se
correlaciona directamente con un mal pronostico. Ademads, tres de los
cuatro pacientes presentaban el consumo de tabaco como factor de
riesgo afiadido.

Todos los datos mencionados permiten afirmar que la expresion
de HLA-G en células neoplasicas del CT vesical se asocia a una mayor
agresividad de la lesién (considerando el nivel de invasién) y a una
peor sobrevida (considerando un punto de corte de 5 afios). Por lo
tanto, serfa de gran utilidad afadir esta inmunomarcacion al panel
de inmunohistoquimica utilizado en el diagnéstico de rutina de esta
neoplasia.
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