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RESUMEN

Antecedentes: Los tumores triple negativos representan aproximadamente del 15-20% de
todos los canceres de mama; son considerados una entidad heterogénea que agrupa a
diferentes subtipos de tumores. Asi mismo, se ha descrito que responden mejor a la
guimioterapia, con tasas mas elevadas de respuestas patologicas completas en promedio
30-45%, sin embargo, tienen peor prondstico lo que se conoce como paradoja de los triples
negativos. Se piensa que han el infiltrado linfocitario puede estar asociado a una mejor
respuesta antitumoral ya que los linfocitos participan en el control y eliminacion de las
células tumorales.

Objetivo Principal: Determinar la asociacion entre la infiltracion tumoral de linfocitos CD3+,
CD4+ y CD8+ y la respuesta patolégica completa en cancer de mama con inmunofenotipo
triple negativo

Material y Métodos: Este es un estudio retrospectivo, observacional, transversal. Se
analizaron biopsias por aguja gruesa de pacientes con diagndéstico histopatologico de
cancer de mama invasor con inmunofenotipo triple negativo tratadas con quimioterapia
neoadyuvante y posteriormente sometidas a cirugia (mastectomia o cirugia conservadora)
para evaluacion de la respuesta patoldgica en el periodo 01 en el periodo de 01 enero del
2014 al 31 de diciembre del 2018.

Resultados: Se incluy6 una cohorte de 130 pacientes con diagnéstico de cancer de mama
localmente avanzado con inmunofenotipo triple negativo, la media de edad fue de 52 afios
(rango 25_-_ 90 afios), el tamafio tumoral mas frecuente fue T3 en 42.3%, en cuanto a la
afeccidn ganglionar en un 36.9% las pacientes fueron N1y en un 36.2% N2, |la etapa clinica
mas frecuente fue IlIA en 46.2%. La histologia mas frecuente fue ductal infiltrante en un
89.2%. El esquema de quimioterapia neoadyuvante administrado en el 65.38% de los casos
fue Adriamicina/Ciclofosfamida 4 ciclos seguido de Paclitaxel 4 ciclos, siendo este el mas
utlizado. Se realizaron mastectomia total en un 60.7% y 31.6% fueron tratadas con cirugia
conservadora

Conclusion: En este estudio se demostro una correlacion entre los niveles de TILS y la
tasa de respuesta patolégica completa posterior a quimioterapia neoadyuvante en tumores
triple negativos. A mayor infiltracion de TILS mayor tasa de respuesta patoldgica completa.
Encontrado mayor concentracion entre CD3+ y CD8+ y la respuesta patoldgica completa
en este grupo de tumores.
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MARCO TEORICO

El cancer de mama se considera un problema de salud publica, presentando un incremento
de la incidencia global anual del 0.5%, de acuerdo con la ultima publicacion de la base de
datos Globocan en 2018, el cancer de mama presenta una incidencia mundial de 1 671 149
y una mortalidad de 521 907, ubicdndose en el primer lugar de muertes por cancer en
mujeres a nivel mundial®.

La primera clasificacion molecular de cancer de mama fue descrita por Perou, Sorlie y
colaboradores, dividiendo por medio de microarreglos en subtipos relacionados con la
expresion de genes asociados a receptores hormonales denominados luminales y aquellos
relacionados con la expresion de genes que no estan asociados a receptores hormonales
denominados HER sobre expresado y triple negativo.® Este Ultimo definido como la
ausencia de expresion de receptores de estrégeno, progesterona y HER2 (expresion del
<1% de tincién en células tumorales)*.

Los tumores triple negativos representan aproximadamente del 15-20% de todos los
canceres de mama; son considerados una entidad heterogénea que agrupa a diferentes
subtipos de tumores. Lehmann y colaboradores describieron 6 entidades: Basal like 1, basal
like 2, mesenquimal, mesenquimal de células madre, receptor de androgeno (LAR) y el
subtipo bajo en claudina. Cada uno con expresién de diferentes genes, diferentes
inmunofenotipos y una sensiblidad variable a los diferentes esquemas de quimioterapia®.
Aproximadamente el 80% de los tumores triple negativos son basal like o bajo en claudina.®

Los tumores “basal-like” muestran expresion de citoqueratinas 5y 17, son tumores con alta
tasa de proliferacion celular por lo que clinicamente presentan un crecimiento y
diseminacién rapida, se han asociado a mutaciones en BRCA, Rby TP53, alta inestabilidad
gendmica e hipometilacibn comparado con otros subtipos de triple negativos. El subtipo
bajo en claudina es rico en componente transicional de epitelial a mesenquimal
generalmente se presenta como un cancer metaplasico, expresion de genes relacionados
con la respuesta inmune.’

La mutacion que se encuentra mas frecuentemente asociada a tumores triple negativos es
en TP53 en aproximadamente 80-85% de los casos. Sin embargo, existe una gran variedad
de mutaciones genéticas lo que les confiere una gran diversidad molecular distintiva.
Algunas mutaciones asociadas en menor frecuencia que TP53 incluyen la amplificacion de
MYC (40%), amplificacion de MCL1, pérdida o mutacion en RB1 (20%), mutaciones
germinales esporadicas en BRCA 1 o0 2 (15-20%), mutacion o delecion en pTEN (10%),
amplificacion en CCNE1 (9%), mutaciones en USH2A (9%), PIK3CA (8%), FGFR2_(4%) y
HER (2%).8°



Estos tumores generalmente se presentan en mujeres mas jovenes y tienden a presentar
una historia natural de la enfermedad mas agresiva, con mayores tasas de recurrencia a
distancia en los primeros 3-5 afios después del diagndstico. Las metastasis viscerales son
mas frecuentes que en los tumores hormonodependientes y los principales sitios de
metastasis incluyen el pulmoén y el sistema nervioso central.1°

En diferentes estudios se ha descrito que responden mejor a la quimioterapia, con tasas
mas elevadas de respuestas patolégicas completas en comparacion con los luminales en
promedio 30-45%, sin embargo, tienen peor prondstico lo que se conoce como paradoja de
los triple negativos. En una revision sistematica publicada por Cortazar y cols, donde se
incluyeron 12,000 pacientes con cancer de mama invasor tratadas con quimioterapia
neoadyuvante la tasa de respuesta patologica completa para los triples negativos fue del
33.6%.1! Definieron como respuesta patolégica completa a la ausencia de componente
invasor o in situ en la mama y en los ganglios linfaticos axilares (ypTO, ypNO).

Hoy en dia se sabe que la transformacion neoplasica altera la estructura de los tejidos e
induce una respuesta inmune. En ciertas situaciones esta respuesta puede eliminar
tumores incipientes. Sin embargo, cuando esta eliminacion es incompleta, la transformacion
neoplasica permite a las células tumorales escapar del sistema inmune. El concepto de la
inmunoedicion del cancer se basa en este proceso, el cual se encuentra apoyado por
estudios experimentales y relevancia clinica?.

La inmunoedicion define el proceso de carcinogénesis en 3 fases: eliminacion, equilibrio y
escape. Mientras que la mayoria de los pacientes se diagnostican en la fase de escape, la
relacion entre el tumor y la inmunidad del hospedero tiende a evolucionar. Existen
parametros inmunolégicos que pueden servir para monitorizar dicha respuesta y
recientemente se ha descrito su uso como factores pronostico, factores predictivos ante un
tratamiento citotéxico o como marcadores para terapias inmunolégicas dirigidas?®3.

Caracteristicamente los tumores triple negativos presentan una amplia gama de
mutaciones, como se menciond anteriormente, esto induce una respuesta inmune dada la
presencia de neoantigenos, por lo que se le conoce como uno de los inmunofenotipos mas
inmunogénico.

Desde hace tiempo se ha estudiado el papel del sistema inmune para combatir el cancer
de mama, se ha descrito que la inmunidad innata y adaptativa pueden jugar un papel
promotor o antitumoral. De hecho, la infiltracion tumoral de linfocitos puede contribuir de
manera positiva o negativa a la invasion, crecimiento, metastasis tumoral por lo que ha sido
considerado un factor prondéstico y predictivo de respuesta al tratamieno_neoadyuvante,
especificamente en tumores triple negativos y HER2 sobreexpresados'*. Ambos son
considerados subtipos de cancer de mama con mayor inmunogénicidad!4, esto
posiblemente debido a la heterogeneidad genética que los caracteriza.



Los diferentes tipos de respuesta a la quimioterapia en individuos con diferentes
inmunofenotipos de cancer de mama sugiere que la naturaleza de la interaccion tumor-
sistema inmune puede ir en paralelo a la heterogeneidad genética y, por lo tanto, a la
respuesta al tratamiento citotoxico'®. Se piensa que el infiltrado linfocitario puede estar
asociado a una mejor respuesta antitumoral ya que los linfocitos participan en el control y
eliminacion de las células tumorales. En cancer de mama, una extensa infiltracion tumoral
por linfocitos T CD8+ y T CD4+ ha sido asociada con una mayor superivivencia y_mejor
respuesta a tratamiento'®. Mahamoud y colaboradores asociaron a los linfocitos T
citotéxicos CD8+ como un factor pronostico independiente asociado a una mejor
supervivencia global (p= 0.001), independiente de la etapa clinica, presencia o no de
invasion linfovascular y de la sobreexpresion o no de HER2. Asi mismo, tumores con una
mayor infiltraciéon de linfocitos reguladores tendran un peor pronético'’. Por lo que la
cantidad, calidad y tipo de linfocitos infiltrantes son factores determinantes en la respuesta
inmune antitumoral, en este sentido la relacion entre los mecanismos de defensa inmune
del hospedero y el pronostico ha sido discutido desde hace tiempo, especialmente en
tumores con alta proliferacion como tumores grado 3

En 2014 con el fin de estandarizar la evaluacion de los TILs en cancer de mama se creo el
Grupo Internacional de TILs, donde se estandarizo la metodologia y se emitieron una serie
de recomendaciones para la correcta evaluacion y medicion de estos'®. Los TILs deberan
ser reportados en el componente estromal en porcentaje (el area ocupada por células
linfoides sobre el total del &rea estromal) tomando como una infiltracién baja aquella menor
al 10%, infiltracion intermedia del 11- 40% e infiltracion alta 41-100%, se deben excluir las
células linfoides que infiltran area tumoral, necrosis y areas de hialinizacion, se recomienda
utilizar biopsias por aguja de corte para una mejor evaluacion en el escenario de
neoadyuvancia, utilizar una magnificacion microscépica de x200-400, asi como cortes de
tejido con un grosor de 4-5um fijados en formaldehido y cubiertos con parafina.!®

Las ventajas de la neoadyuvancia en los tumores triple negativos es que se puede disminuir
el tamafo tumoral para permitir cirugia conservadora de mama, limitar el muestreo
ganglionar axilar, lograr operar tumores inicialmente inoperables y valorar la sensibilidad a
la quimioterapia in vivo. Con el esquema tradicional de antraciclinas y taxanos se estima
gue el 30% de tumores triple negativos alcanzaran una respuesta patolégica completa y
esto se considera un factor pronéstico favorable, por el contrario, aquellos pacientes que
presentan enfermedad residual tienen mayor riesgo de recurrencias metastasicas y muerte
por cancer.®

Asano y cols, realizaron un estudio retrospectivo para evaluar la utilidad pronéstica de la
infiltracion tumoral de linfocitos en 177 pacientes con cancer de mama triple negativo y
HER2 sobre-expresado que previamente recibieron quimioterapia neoadyuvante y fueron
sometidas a mastectomia. Concluyeron que los grupos de tumores que eran ricos en
infiltracion de linfocitos presentaban una tasa significativamente mas alta de respuesta
patolégica completa (p<0.001).2°



Denkert C, et al analizé la infiltracion tumoral de linfocitos en pacientes con cancer de mama
como factor pronostico y predictivo independiente de respuesta a neoadyuvancia en un
estudio retrospectivo, multicéntrico, aleatorizado. Incluyeron pacientes con cancer de mama
primario que habian sido tratados con quimioterapia neoadyuvante de 6 estudios realizados
por el grupo aleman de cancer de mama. Analizaron la infiltracion de linfocitos en el estroma
y en el tumor de biopsias realizadas en 3771 pacientes previo a tratamiento neoadyuvante
y observaron que en el analisis de multivariado el porcentaje de infiltracion tumoral fue un
factor independiente para predecir la respuesta patolégica completa.?!2?

En el 2013 se publicé un estudio donde a partir de biopsias realizadas a pacientes del BIG
02-98 se determind de manera retrospectiva el porcentaje de infiltracion tumoral de
linfocitos T, con mediciones en el estroma mediante H&E previo a tratamiento
neoadyvuante con esquemas basados en antraciclinas y taxanos. Observaron que la
presencia de los linfocitos estuvo asociada con una mayor tasa de respuesta patoldgica a
la neoadyuvancia, asi como una mejoria en el periodo libre de enfermedad y la
supervivencia global en tumores triple negativos.??

Se ha evaluado el impacto de los TILs en la supervivencia global y el periodo libre de
enfermedad. En el estudio de Adams S, Adams S, et al encontraron que por cada 10% de
incremento en los TILs estromales existia un 14% de reduccion de riesgo de recurrencia a
distancia (p=0.04) y un 19% en la reduccién de riesgo de muerto por cancer (p=0.01)*a
10.6 afios de seguimiento.?*

En un metanalisis realizado en la Universidad de Qingdao, China donde incluyeron 25
estudios para un total de 22,964 pacientes con cancer de mama encontraron que el
porcentaje de infiltracion tumoral no fue un marcador prondstico para el periodo libre de
enfermedad ni supervivencia global en todos los inmunofenotipos a excepcion de los triple
negativos donde se observé asociado a una mejoria en el periodo libre de enfermedad (HR
0.82; 95% Cl, 0.76-0.88) y en la supervivencia global (HR, 0.79;95% CI, 0.71-0.87). 2°

Cuando se realizé un subanalisis con los subtipos de poblacion de linfocitos T observaron
gue los linfocitos CD8+ estaban asociados a una mayor supervivencia libre de enfermedad
(HR, 0.69; 95% CI 0.56-0.84) y supervivencia especifica por cancer de mama (HR, 0.78;
95% CI, 0.71-0.86). En algunos estudios donde evaluaron los linfocitos CD3+ observaron
una mejoria en la supervivencia global, sin embargo, no fue estadisticamente significativo,
probablemente porque el nimero de pacientes donde se evalué esta subpoblacién fue
considerablemente menor.2°



En el 2016 Stanon S, et al publicaron un estudio retrospectivo_donde evaluaron si el
porcentaje de infiltrado linfocitario podria predecir la respuesta a la quimioterapia en
cancer de mama en tumores luminales, triple negativos y con receptor HER2
sobreexpresado, siguiendo las recomendaciones del Grupo Internacional para
evaluacion de TILs del 2014. Observaron que los inmunofenotipos que presentaron
mayor infiltrado linfocitario fueron los triples negativos y los que tenian el receptor
HER2 sobreexpresado, las subpoblaciones de linfocitos citotoxicos CD8+ y FOXP3
estuvieron relacionadas con una respuesta patolégica mayor en todos los subtipos
de cancer, de igual manera los linfocitos CD4+ determinados en sangre periférica
estuvieron asociados con una tasa mas alta de respuesta patoldgica completa. Sin
embargo, no se realizd analisis por subgrupos de cancer de mama, para poder
determinar en qué inmunofenotipos se presenté mayor infiltrado o mayor respuesta
a la neoadyuvancia.?®

Otro metanalisis publicado en el 2017 incluy6 23 estudios retrospectivos con un total
de 13,100 casos donde se evalu6 la utilidad de los TILs como factor prondstico para
la respuesta a quimioterapia, asi como su impacto en la supervivencia global y el
periodo libre de enfermedad. Incluyeron todos los inmunofenotipos de cancer de
mama, etapas clinicas tempranas y localmente avanzadas que habian recibido
quimioterapia neoadyuvante. Identificaron que la tasa de infiltrado linfocitario se
asociaba a mejores respuestas patoldgicas en los subtipos triple negativos y HER2
sobreexpresado, ya que los tumores luminales presentaron muy baja infiltracién
linfocitaria.

De igual manera realizaron una evaluacion de las subpoblaciones de linfocitos y
encontraron que CD8+, CD4+ asi como FOXP13 se encontraban asociadas a tasas
mayores de respuesta patoldégica completa e inclusive un periodo libre de
enfermedad mayor con un OR de 1.0, no se encontré impacto en la supervivencia
global a 5 afos. Las desventajas del metanalisis fue que los estudios eran muy
heterogéneos, se utilizaron diferentes esquemas de quimioterapia, incluyeron
etapas tempranas y localmente avanzadas.?’

Finalmente, este afio se publico un estudio donde se analizo el valor prondstico de
los TILs mediante H&E en cancer de mama triple negativo especificamente, para la
respuesta a la neoadyuvancia. Incluyeron 166 muestras de tumor de pacientes con
cancer de mama localmente avanzado con inmunofenotipo triple negativo, se
determiné la tasa de infiltracion linfocitaria siguiendo las recomendaciones
publicadas del Grupo Internacional de TILs del 2014. Encontraron que el porcentaje
de infiltracion era un factor prondstico independiente para la respuesta patolégica
completa en triple negativo (p= 0.0001), sin embargo, no se estudiaron las
subpoblaciones linfocitarias. Al igual que en otros estudios hacen énfasis en el
estudio de la infiltracion en el estroma tumoral y no de los linfocitos intratumorales,



ya que el porcentaje exacto de infiltracion presenta mayor dificultad para ser
evaluado en estos Ultimos.?8

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De la evidencia publicada hasta el momento, no existe duda de que el porcentaje
de infiltracion linfocitario estd asociado a una mayor tasa de respuesta patolégica
completa en cancer de mama, especificamente en tumores triple negativos. Sin
embargo, son pocos los estudios que realizan subanalisis de poblaciones
linfocitarias y los que lo realizan hacen esta determinacion sin importar el
inmunofenotipo de cancer. De igual manera existe una amplia heterogenidad en los
esquemas de quimioterapia utilizados en diferentes estudios, lo cual podria
representar un sesgo importante al evaluar la respuesta patolégica completa.

JUSTIFICACION

Es necesario realizar un estudio donde se tenga una mejor seleccién de pacientes
con cancer de mama triple negativo, los cuales hayan sido sometidos al mismo tipo
de quimioterapia y se encuentren en etapas localmente avanzadas, para que la
evaluacion de la respuesta patoldgica completa tenga el menor sesgo posible y se
pueda determinar si alguna subpoblacién de linfocitos T puede ser utilizada como
un biomarcador de esta en pacientes mexicanas.

HIPOTESIS

Existe asociacion entre la infiltracion tumoral de las subpoblaciones de linfocitos
CD3+, CD4+ y CD8+ y la respuesta patoldgica completa en cancer de mama con
inmunofenotipo triple negativo

OBJETIVO

Determinar la asociacion entre la infiltracion tumoral de linfocitos CD3+, CD4+ y
CD8+ y la respuesta patolégica completa en cancer de mama con inmunofenotipo
triple negativo

MATERIALES Y METODOS
Disefio: Estudio retrospectivo, observacional, transversal

Criterios de inclusién
e Pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia con diagnéstico
histopatolégico de cancer de mama invasor triple negativo
e Etapas clinicas IIB a llIC acordes a AJCC 8



e Pacientes que hayan recibido quimioterapia neoadyuvante como parte del
tratamiento
Criterios de exclusién
e Pacientes embarazadas
e Sexo masculino
e Pacientes con enfermedades autoinmunes
Criterios de eliminacion
e Pacientes con material insuficiente en bloques de parafina para realizar
nuevos cortes
e Paciente con informacion incompleta en expediente clinico

Pacientes y muestras

Se analizaron biopsias obtenidas por aguja gruesa de pacientes con diagnostico
de cancer de mama invasor con inmunofenotipo triple negativo tratadas con
guimioterapia neoadyuvante y posteriormente sometidas a cirugia (mastectomia o
cirugia conservadora) para evaluacion de la respuesta patolégica dentro del
periodo del 01 de enero del 2014 a 31 diciembre del 2018. Las muestras fueron
extraidas de la base del servicio de Patologia del Instituto Nacional de
Cancerologia.

Se corrobor6é por dos patologos del instituto adscritos al servicio de patologia
mamaria, el inmunofenotipo triple negativo (definido por la AJCC 8 como aquel con
<1% de receptores para estrégeno, progesterona y expresion de HER2 negativo
por inmunohistoquimica) de cada muestra.

Se realizé una revision del expediente de cada paciente para corroborar que los
datos clinico-patolégicos tales como edad, tamafo tumoral, estado ganglionar, tipo
de cirugia, esquema de quimioterapia neoadyuvante y reporte de patologia final se
encontraran completos.

e Evaluacién patoldgica
Inicialmente se realizé evaluacion de cada bloque de parafina para corroborar que
contara con material suficiente para realizar 4 cortes de 4 um grosor de tejido, se
fijaron en laminillas electrocargadas de 3 pum.

Se determin6 mediante H&E el porcentaje de infiltracién linfocitaria total en el
estroma tumoral y posteriormente mediante inmunohistoquimica el porcentaje de
infiltracién tumoral de las subpoblaciones linfocitarias CD3+, CD4+ y CD8+. Los
anticuerpos empleados fueron el anti-CD4 (ab133616,abcam), anti-CD8 (ab4055,



abcam) y anti-CD3 (ab5690, abcam), utilizando el kit para inmunohistoquimica
Optiview del sistema automatizado ventana de Roche.

El porcentaje de infiltracion de linfocitos fue medido acorde a los estandares del
Grupo Internacional de Infiltracion Tumoral de Linfocitos 2014, quienes emiten las
siguientes recomendaciones: Los Tils deberan ser reportados en el componente
estromal, deberan ser reportados en porcentaje (el area ocupada por células
linfoides sobre el total del area estromal) tomando como una infiltracién baja aquella
menor al 10%, infiltracion intermedia del 11-40% e infiltracion alta 41-100%, se
deben excluir las células linfoides que infiltran area tumoral, necrosis y areas de
hialinizacion, se recomienda utilizar biopsias por aguja de corte para una mejor
evaluacion en el escenario de neoadyuvancia, utilizar una magnificacion
microscopica de x200-400, asi como cortes de tejido con un grosor de 3-5um
fijados en formaldehido y cubiertos con parafina

Adicionalmente se digitalizaron todas las laminillas de inmunohistoquimica para un
mejor analisis con el microscopio AXIO-SCAN Z1, CARL ZEISS.

e Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis con estadistica descriptiva de las variables incluidas en el
estudio. Las variables categoricas se resumieron mediante tablas de contingencia
para calcular porcentajes. Se evaluaron mediante la prueba de Mann Whitney para
determinar asociacion entre variables clinicos patologicos e infiltrado linfocitario con
la respuesta patolégica. _Se determind correlacion mediante la prueba de Tau by
Tau c de Kendall, entre el porcentaje de infiltracion de linfocitos (bajo, intermedio,
alto) y el tipo de infiltracién linfocitaria (CD3, CD4 y CD8) con la respuesta
patolégica. Se realiz6 un modelo de regresion logistica para el analisis univariado
y multivariado para determinar la asociacion del infiltrado linfocitario de forma
independiente con la respuesta patologica

El nivel de significancia estadistica se establecio en p <0.05. El analisis estadistico
se realizo utilizando el software SPSS V.22,

e Célculo de muestra:
El porcentaje de respuesta patolégica completa posterior a quimioterapia
neoadyuvante en cancer de mama triple negativo se ha descrito desde un 20 hasta
45% en diferentes estudios; para el calculo de la muestra tomamos el 20%.

Formula: N=Z*p (1-p)/d?



e P = proporcién basada en la tasa de respuesta patolégica completa en
triple negativos (0.2)

e Z= Distribucion estandar (1.96 para intervalo de confianza del 95%)

e D= Margen de error (0.05)

N = 1.96 * 0.20 (1-0.3) / (0.05)?
N = 0.392 (0.7)/0.0025
N = 0.2744 / 0.0025

N =109 Pacientes

Aspectos éticos

El presente estudio se realizo6 de acuerdo con la normatividad vigente en México, la
Declaracion de Helsinki y la legislacion internacional. Por tratarse de un estudio
retrospectivo, no requiere de consentimiento informado, pero si se solicitd
autorizacion al Comité de Etica hospitalaria. La informacion se manejo de forma
confidencial en todo momento y en apego a los lineamientos institucionales y las

guias de préctica clinica vigentes.

Resultados

Se incluyeron un total de 130 pacientes con diagnéstico de cancer de mama invasor
localmente avanzado con Inmunofenotipo triple negativo la mediana de edad fue de
52 afios (rango 25 afios-90 afios), el tamafo tumoral mas frecuente fue T3 en
42.3%, en cuanto a la afeccion ganglionar en un 36.9% las pacientes fueron N1y
en un 36.2% N2, |la etapa clinica mas frecuente fue IlIA en 46.2%. La histologia mas

frecuente fue ductal infiltrante en un 89.2% (Tabla 1).



Variable n=130 %

Etapa clinica

1B 15 1.5
A 60 46.2
B 36 21.7
lnc 19 14.6
Tamafio tumoral

T 3 2.3
T2 31 23.8
T3 55 42.3
T4 41 315
Ganglios linfaticos

NO 13 10.0
N1 48 36.9
N2 47 36.2
N3 22 16.9
Histologia

Ductal 116 89.2
Lobulillar 8 6.2
Mixto 1 0.8
Otro 5 3.8
Esquema de quimioterapia

AC/ Taxol 85 65.38
Docetaxel + ciclofosfamida 39 30
Otro 6 4.6
Tipo de cirugia

Mastectomia total 79 60.7
Cirugia conservadora 51 39.2

Tabla 1.- Caracteristicas clinicopatoldgicas de 130 pacientes con cancer de mama en etapa avanzada

Inmunofenotipo triple negativo

El esquema de quimioterapia neoadyuvante administrado en el 65.38% de los casos
fue Adriamicina/Ciclofosfamida 4 ciclos seguido de Paclitaxel 4 ciclos, siendo este
el mas utilizado. Se realizaron mastectomia total en un 39.2% y 31.6% fueron

tratadas con cirugia conservadora (Tabla 1).

Todas las pacientes incluidas en el estudio se resumieron en tablas de contingencia
para ver la distribucion de las mismas de acuerdo al porcentaje de infiltracion de
linfocitos y la respuesta patologica. 63 Pacientes (48.5%), tuvieron respuesta

patolégica completa y 67 pacientes (51.5%) se ubicaron en el grupo de respuesta



patolégica parcial, mediante la tincion de hematoxilina- eosina, identifico la
infiltracion de linfocitos, 42 pacientes tuvieron infiltracion alta, 45 pacientes tuvieron
un porcentaje de infiltracibn medio y 43 pacientes se identificaron con infiltracion
linfocitaria baja, la infiltracion por subpoblacion de linfocitos se presenta en la tabla
2.

Parcial Completa Total
H&E Alto 12 30 42
Medio 25 20 45
Bajo 16 32 43

Total 67 63 130

CcD3 Alto 27 62 89
Medio 40 1 41
Bajo 0 0 0

Total 67 63 130
CD4 Alto 0 0 0
Medio 18 20 38

Bajo 49 43 92

Total 67 63 130

CD8 Alto 11 36 47
Medio 56 27 83
Bajo 0 0 0

Total 67 63 130

Tabla 2.- Distribucién de pacientes por porcentaje de infiltracion linfocitaria de acuerdo a la respuesta

patologica.

La asociacion entre la respuesta patoldgica y las diferentes variables clinico
patolégicas se demostrd con la etapa clinica (p = 0.002), tamafio tumoral (P = 0.036)
y el estado ganglionar (p = 0.002) al igual que con el infiltrado linfocitario tumoral (
p <0.001), y con las sub poblaciones de linfocitos CD3 (p <0.001) y CD8 (p < 0.001)
tablas 3.



Variable n=130 % Valor de p en respuesta patoldgica

Etapa clinica 0.002*
1B 15 1.5

A 60 46.2

B 36 27.7

lnc 19 14.6

Tamaiio tumoral 0.036*
T 3 2.3

T2 31 23.8

T3 55 423

T4 41 315

Ganglios linfaticos 0.002*
NO 13 10.0

N1 48 36.9

N2 47 36.2

N3 22 16.9

Infiltrado linfocitario <0.001*
Alto 42 32.3

Medio 45 34.6

Bajo 43 331

Infiltrado linfocitario CD3 <0.001*
Alto 89 68.5

Medio 41 315

Bajo 0 0

Infiltrado linfocitario CD4 0.542

Alto 0 0

Medio 38 29.2

Bajo 92 70.8

Infiltrado linfocitario CD8 <0.001*
Alto 47 36.2

Medio 83 63.8

Bajo 0 0

Tabla 3.- Correlacién entre la respuesta patolégica y las caracteristicas clinicas e infiltrado linfocitario tumoral

en pacientes con cancer de mama triple negativo.

En la correlacion del infiltrado linfocitario con la respuesta patologica, se obtuvo un
coeficiente de correlaciéon de Tau ¢ de Kendall de 0.362 y un valor de p < 0.001
estableciendo un valor de prediccion bajo entre el infiltrado linfocitario y la respuesta
patologica, por si solo el porcentaje de infiltracion se puede relacionar con la
respuesta patologica, sin embargo al determinar el sub grupo de poblacion (CD3,

CD4 y CD8) podemos tener una correlacion mas precisa, pues no todas las



poblaciones correlacionan directamente con la respuesta patologica (Tabla 3 y

figura 1).

Para valorar el valor de prediccion del nivel de infiltrado linfocitario de CD3 y la
respuesta patoldgica en pacientes con cancer de mama triple negativo se utilizo el
coeficiente de correlacion de Tau b de Kendall con un valor de 0.625 y un valor de
p < 0.001 siendo estadisticamente significativo con un valor de prediccién bueno,
entre las subpoblaciones de linfocitos se podria establecer con un factor predictivo
determinante en la respuesta patoldgica, a mayor infiltrado linfocitario de CD3

mejora la respuesta patoldgica.

En el caso de los linfocitos CD4 y la respuesta, el coeficiente de correlacion de Tau
b de Kendall fue de 0.054 con un valor de p = 0.545 estableciendo una relacién
minima entre ambas variables sin embargo este valor no es estadisticamente
significativo, por lo que no fue posible establecer una relacion entre el infiltrado
linfocitario dependiente de linfocitos CD4 con la respuesta patolégica. Para la
subpoblacion de linfocitos CD8 el coeficiente de correlacion de Tau b de Kendall fue
de 0.424 con un valor de p < 0.001 siendo estadisticamente significativo con una
relacion de prediccibn moderada, con un infiltrado linfocitario de CD8 alto mejoro la

respuesta patologica, aunque con menor fuerza de asociacion que CD3 (Tabla 2).

Infiltrado linfocitario Tau de Kendall p
H&E 0.362¢ <0.001*
CD3 0.6250 <0.001*
CD4 0.0540 0.545
CD8 0.4240 <0.001*

Tabla 3.- Correlaciones mediante Kendall t entre las subpoblaciones de linfocitos en el infiltrado linfocitario y la
respuesta patologica.

*Valor de p estadisticamente significativo, ® Kendall tb, ¢ Kendall tc



En el analisis univariado se encontré que tanto el estado ganglionar, el tamafio

tumoral, la infiltracidbn tumoral de linfocitos y la infiltracion especifica por las

subpoblaciones de CD3+ y CD8+ se asociaron con una mayor tasa de respuesta

patologica completa, los demas factores no tuvieron significancia estadistica p >

0.05 (Tabla 4). En analisis multivariado solo se confirmé la asociacion entre la

infiltracién tumoral de linfocitos, asi como de los linfocitos CD3+, CD8+ y el estado

ganglionar (Tabla 4).

Histologia
Tamafio tumoral
Estado ganglionar
H&E

IHQCD3

IHQCD4

IHQCDS8

OR
0.917
0.615
0.491
2.400
91.85
1.266
6.788

Analisis univariado

IC 95%
0.531-1.586
0.394 - 0.960
0.318 - 0.756
1.505 - 3.828
12.00-702.9
0.594 - 2.700
3.000 - 15.35

P
0.758

0.032*
0.001*
<0.001*
<0.001*
0.541
<0.001*

OR

0.808
0.398
4.146
121.5

5.604

Analisis multivariado

IC 95%

0.404 -1.617
0.201-0.789
1.932 - 8.896
12.59 - 1173

1.735-18.10

p

0.547
0.008*
<0.001*
<0.000*

0.004*

Tabla 4.- Analisis univariado y multivariado de las caracteristicas clinicas y el infiltrado tumoral de linfocitos

con la respuesta patoldgica.

*Valor de p estadisticamente significativo
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DISCUSION

Los tumores triple negativos son un grupo de neoplasias heterogeneas con
prondstico, respuesta a tratamiento y comportamiento biolégico diferentes. Por lo
tanto es importante identificar posibles biomarcadores para ayudar a predecir estas
variables, especialmente aquellos tumores que son mas quimiosensibles y tienen

mayor probabilidad de presentar una respuesta patolégica completa.

Diversos estudios han demostrado el valor prondstico y predictivo de los linfocitos
intratumorales en cancer de mama. Sin embargo, la falta de estandarizacion para la

medicién de los mismos dificultaba la reproducibilidad.

En el 2014 el grupo de trabajo de linfocitos intratumorales publicaron las principales
recomendaciones para la evaluacion correcta en cancer de mama, posteriormente
Pruneri y cols apoyaron la validez de las recomendaciones en su publicacion, de
igual manera indicaron que por cada 10% de incremento en la infiltracion de
linfocitos intratumorales era un marcador predictor de mejoria en supervivencia en

tumores de mama triple negativos.

Ruan y colaboradores publicaron en el 2018 un estudio retrospectivo de 425
pacientes con tumores de mama triple negativos, utilizadas las recomendaciones
del grupo de trabajo de linfocitos intratumorales para determinar la asociacion entre
la tasa de respuesta patologica completa y el porcentaje de infiltracion tumoral por
linfocitos. Los resultados obtenidos respaldan que existe una relacion proporcional
del porcentaje de infiltracion intratumoral de linfocitos pre quimioterapia y la tasa de
respuesta patologica completa del cancer de mama triple negativo, a mayor
infiltracibn mayor tasa de respuesta patolégica completa. De manera adicional, en
este estudio proponen que el punto de corte para considerar una tasa de infiltracién
alta sea el 20%, ya que con este corte se obtiene una sensibilidad del 80% para

predecir la respuesta patolégica completa.

En el presente estudio realizamos determinacion de linfocitos intratumorales en

tumores de mama triple negativos por H&E encotrando hallazgos consistentes con



lo publicado previamente en la literatura, a mayor tasa de infiltracion de linfocitos en
el estroma tumoral, mayor tasa de respuesta patolégica completa con una p = 0.004
estableciendo una relacion directamente proporcional, sin embargo al determinar el
subgrupo de poblacién linfocitaria existieron diferencias en cuanto a esta
correlacion, ya que no todas se correlacionan directamente con la respuesta

patolégica completa.

Para las subpoblaciones de CD3+ y CD8+ se observo una asociacion directamente
proporcional, entre mayor porcentaje de infiltracion por estas dos subpoblaciones
mayor tasa de respuesta patologica completa, particularmente con CD3+ quien

mostré una mayor fuerza de asociacién p=0.0001.

Al comparar con el porcentaje de infiltracion de CD4+ con la tasa de respuesta
patoldgica completa no se observé ninguna asociacion con diferencia estadistica
p=0.734.

Es importante mencionar que el esquema de neoadyuvancia que se utilizo en el
89.2% de las pacientes fue adriamicina / ciclofosfamida 4 ciclos + paclitaxel 4 ciclos
y el 100% de nuestras pacientes completaron el esquema, a diferencia de otros
estudios publicados que evaluan la infiltracion tumoral de linfocitos donde los
esquemas de neoadyuvancia varian considerablemente, factor importante ya que
esta variable puede impactar considerablemente en la tasa de respuesta patolégica

completa.

De igual manera nuestra poblacion de estudio es homogenea con tumores triple

negativos localmente avanzados.
CONCLUSIONES

Nuestro estudio demuestra la correlacion entre los niveles de TILS medidos con las
recomendaciones del Grupo Internacional de TILS 2014 en la biopsia por aguja de
corte correlacionan con la tasa de respuesta patologica completa posterior a
guimioterapia neoadyuvante en tumores triple negativos. A mayor infiltracién de

TILS mayor tasa de respuesta.



Cuando se analizan las subpoblaciones de TILS encontramos que a mayor
concentracion de CD3+ y CD8+ mayor tasa de respuesta patoldgica completa en

este grupo de tumores.
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