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“El tinico hombre que no se equivoca es el que nunca hace nada.”
(Goethe).

“Vive como si fueras a morir mafiana; aprende como si el mundo fuera a durar para
siempre.”
(Mahatma Gandhi).
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RESUMEN

Antecedentes: El carcinoma ductal infiltrante triple negativo en México representa del 15 al
23% de todos los tipos de cancer de mama. Se define como subtipo con negatividad en la
expresion del receptor de estrégeno, progesterona y HER2. Ademaés, se asocia a
microambientes inmunitarios tumorales, conocidos como Infiltrado linfocitico tumoral
(TILS), definido como el porcentaje de area del estroma tumoral ocupada por células
inflamatorias mononucleares, el cual puede evaluarse en secciones tumorales tefiidas con
hematoxilina y eosina. La presencia del TILS se ha relacionado como un biomarcador de

importancia pronostica.

Objetivo principal: Determinar la expresion del infiltrado linfocitico tumoral en los
carcinomas de mama tipo ductal Infiltrante inmunofenotipo triple negativo en el Hospital
General del Estado de Sonora, del afio 2014 a 2020.

Material y Métodos: Se presenta un estudio descriptivo, transversal y retrospectivo. Se
analizaron biopsias trucut, producto de mastectomias y tumorectomias con diagnéstico de
carcinoma ductal Infiltrante con inmunofenotipo triple negativo sin radioterapia o
quimioterapia previa, recibidas en el Hospital General del Estado de Sonora durante el
periodo de 2014 al 2020.

Resultados: Se analizaron 135 biopsias en las que se valoré el infiltrado linfocitico tumoral,
74 casos (55 %) resultaron con un TILS bajo (1-19 %), en 34 casos (25 %) fue intermedio
(20-49 %) y 27 casos (20 %) resultdé con un TILS alto (> 50 %). La edad media de
presentacion fue de 53 afios. Las biopsias que mostraron un TILS bajo se relacionaron con
un grado nuclear 3, un mayor indice mitético (> 14 %), tamafio tumoral < 5 cm,
diferenciacion tumoral grado 2 (Scarff-Bloom-Richardson), presencia de permeacion
linfovascular y microcalcificaciones intratumorales, solamente ocho casos mostraron

metastasis a ganglios linfaticos. No se encontrd relacion con el componente tumoral in situ.

Conclusion: De los casos analizados de carcinomas de mama tipo ductal Infiltrante
inmunofenotipo triple negativo se determind que la mayoria expresé un TILS bajo (1-19%),
correlacionadose con otros factores prondsticos como el tamafio y grado de diferenciacion
tumoral, metéstasis a ganglios linfaticos, presencia de permeacion linfovascular y

microcalcificaciones intratumorales.



INTRODUCCION

El carcinoma ductal infiltrante triple negativo en México representa del 15 al 23% de
todos los tipos de cdncer de mama. Se define como subtipo con negatividad en la expresion
del receptor de estrégeno, progesterona y HER2. Ademads, se asocia a microambientes
inmunitarios tumorales, conocidos como Infiltrado linfocitico tumoral (TILS), definido como
el porcentaje de &rea del estroma tumoral ocupada por células inflamatorias mononucleares,
el cual puede evaluarse en secciones tumorales tefiidas con hematoxilina y eosina. Los
carcinomas de mama triple negativos contienen microambientes inmunitarios tumorales
activos, que pueden dirigirse con inmunoterapia. Este componente esta conformado por el
infiltrado linfocitico tumoral y una proteina llamada Ligando 1 de muerte programa (PD-L1;

Mclntire et al,. 2018).

El infiltrado linfocitico tumoral es un marcador resultado de la reaccion del sistema
inmunoldgico al tumor y se define como todas las células mononucleares dentro del estroma
asociado al tumor. Ha surgido como un indicador pronostico de supervivencia en el cancer

de mama tipo ducal infiltrante inmunofenotipo triple negativo (Hector Chavarria et al,. 2020).

La incorporacion de la expresion del infiltrado linfocitico tumoral con otros factores de
prondstico, como el tamafio del tumor, diferenciacién tumoral y el estado de los ganglios
linfaticos, permitira a los médicos estimar mejor la supervivencia a largo plazo después del

diagnostico de cancer de mama (Marloes G M Derks et al,. 2017).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El carcinoma de mama triple negativo no responde a ningun tratamiento endocrino o
terapia dirigida a Her2. Por lo que el tratamiento en estos grupos de pacientes sigue siendo
un desafio (Chavarria et al., 2020). Los carcinomas de mama triple negativo se asocian a
microambientes inmunitarios tumorales, conocidos como Infiltrado linfocitico tumoral,
definido como el porcentaje de area del estroma tumoral ocupada por células inflamatorias
mononucleares. En la ultima edicion de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud de tumores de Mama, el infiltrado linfocitico tumoral se incluye como un importante

biomarcador de prondstico en el Carcinoma de mama (Ciminio, 2021).

La infiltracion linfocitica en el tejido tumoral puede evaluarse en el Carcinoma de mama
triple negativo como un parametro principal mediante la evaluacion de secciones tumorales
tefiidas con hematoxilina y eosina (R. Salgado et al,. 2015). La evaluacion del Infiltrado
linfocitico tumoral del estroma proporciona informacion de pronostico importante, y con
éxito del bloqueo de puntos de control inmunitario en otros tipos de tumores como carcinoma
de pulmén de células pequefias, carcinoma urotelial de vejiga y adenocarcinoma gastrico.
Ahora se justifica con claridad el papel prondstico del infiltrado inmunitario del cancer de
mama triple negativo (Sherene Loi et al,. 2019). Esta investigacion presenta la siguiente

pregunta:

¢ Cual es la expresion del infiltrado linfocitico tumoral en los carcinomas de mama tipo ductal
infiltrante inmunofenotipo triple negativo en el Hospital General del Estado de Sonora, del

afo 2014 a 2020?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la expresion del infiltrado linfocitico tumoral en los carcinomas de mama tipo
ductal Infiltrante inmunofenotipo triple negativo en el Hospital General del Estado de

Sonora, del afio 2014 a 2020.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Definir la edad de presentacion més frecuente y su relacion con el infiltrado linfocitico

tumoral.

e Establecer la relacion entre el Infiltrado linfocitico tumoral con el grado de

diferenciacién tumoral.

e Determinar la correlacion entre el infiltrado linfocitico tumoral con los pardmetros del

sistema de estadificacion del TNM.

e Determinar la relacion entre la permeacion linfovascular, microcalcificaciones

intratumorales y componente in situ.
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MARCO TEORICO

1. ¢QUE ES EL CANCER DE MAMA?
1.1 Definicion

El cancer de mama es un grupo de tumores epiteliales malignos de la glandula mamaria. La
gran mayoria de estos tumores son adenocarcinomas que derivan de células epiteliales de la
unidad lobulillar del conducto terminal, se pueden presentar in situ. Es decir, limitados al
sistema ductal- lobulillar sin invasion de la membrana basal hacia el estroma circundante o,
puede ser invasivo, con afectacion a tejidos adyacentes y con tendencia a metastatizar a sitios
distantes (Ellis et al, 2019).

1.2 Epidemiologia

En el mundo, cada afio se producen 458 mil defunciones por cancer de mama, siendo entre
los tumores malignos, la principal causa de muerte en las mujeres. En México, durante las
ultimas décadas se ha presentado un aumento en el nimero de casos, en 2019 se ubica la tasa
de mortalidad mas alta, cerca de 19 casos nuevos por cada 100 mil personas de 20 afios o

mas, con mayor afectacién a mujeres de entre los 60 a 64 afios. (OMS, 2020).
1.3 Factores de riesgo

Los principales factores de riesgo para cancer de mama son la edad, antecedentes familiares,
exposicion a hormonas estrogénicas, tanto endégenas como exdgenas, y las mutaciones en
los genes BRCA1 y BRCAZ2 con un riesgo de presentar cancer de mama hasta del 85%, la
alimentacidn, el consumo de alcohol y otros factores se han definido de riesgo relativo.
(Abeloff, 2019).

1.4 Manifestaciones Clinicas

El cancer de mama clinicamente se presenta como una alteracion mamografica o cambios en
la arquitectura de la mama, como una masa, crecimiento asimeétrico, secrecion por el pezon,
cambios cutaneos, incluyendo el pezdn y, en ocasiones, dolor mamario localizado, no

relacionado con el ciclo menstrual. (Goldman- Cecil, 2016).
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1.5 Diagnostico

El estudio diagndstico de cancer de mama se suele iniciar por los hallazgos sospechosos en
una mamografia de deteccion selectiva, o por la deteccion de una alteracion en la palpacion
mamaria por parte de la paciente o de un profesional sanitario. Las biopsias por aguja fina o
gruesa, guiadas por estudios de imagen se consideran el estudio estandar para el diagndstico
definitivo (Bharti Rathore, 2021).

2. ANATOMIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria no lactante pesa entre 150 y 250 g, mide en promedio entre 10y 12 cm
de didmetro y su espesor medio es de 5 a 8 cm. Se localiza entre la segunda y la sexta costillas
en el eje vertical y, entre el borde esternal y la linea medio axilar en el eje horizontal. La
mama esta unida en la superficie anterior a la dermis por bandas fibrosas llamadas ligamentos
de suspensidn (de Cooper), y en la superficie posterior por la fascia pectoral (Figura 1) (Farid
Moinfar, 2007).

Pectoralis major
muscle

Serratus anterior
muscle

Rectus abdominis
muscle

Figura 1.- Los senos estan contenidos dentro de la fascia pectoral superficial. La mama invade inferiormente la fascia profunda de los
musculos serrato anterior, oblicuo externo y recto del abdomen. La capa superficial profunda esta claramente separada de la fascia pectoral

profunda por grasa. (Donna L. 2016. The Breast. Atlas of Pelvic Anatomy and Gynecologic Surgery, Philadelphia, Elsevier. 1219-1230).

12



La glandula mamaria se divide en cuadrantes: superior externo, superior interno, inferior
externo e inferior interno; y cola axilar (Cola de Spence) del cuadrante superior externo
(Figura 2).

Tail of Spence

1) Upper outer quadrant
2) Upper inner quadrant
3) Lower outer quadrant
4) Lower inner quadrant

Figura 2.- A efectos de descripcion, los senos se dividen en cuatro cuadrantes: dos superiores y dos inferiores. Una porcion del tejido
mamario en el cuadrante superior externo se extiende hacia la axila (cola de Spence). (Donna L. 2016. The Breast. Atlas of Pelvic Anatomy
and Gynecologic Surgery, Philadelphia, Elsevier. 1219-1230).

El suministro de sangre arterial se deriva de las arterias mamarias axilares, intercostales e
internas, y el drenaje venoso se realiza en las venas mamarias axilares e internas. El drenaje
linfatico se dirige a los ganglios linfaticos axilares, subclaviculares y mamarios internos. Se

encuentra inervada por ramas de los nervios toracicos.

El parénquima mamario se divide en 15 a 20 l6bulos, que tienen una disposicion radial y
convergen en conductos en el pezon. Aproximadamente de 5 a 10 conductos colectores
principales se abren en el pezdn. Cada conducto drena un segmento o I6bulo de la
mama. Cada lobulo contiene de 20 a 40 lobulillos. Cada lobulillo, a su vez, consta de entre
10y 100 acinos (Figura 3). (Donna L,2016).
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duct terminal duct  terminal duct Retromammary space
Ampulla

(lactiferous
sinus).

anterior layer
posterior layer

Pectoralis minor muscle

Pectoralis major muscle

Lung

Subcutaneous
fat lobules

Figura 3.- La unidad funcional de la mama esta formada por pequefias glandulas revestidas por células ctbicas y mioepiteliales, que elaboran
una secrecion lechosa. La secrecion se impulsa a través de los conductos terminales intralobulillares y extralobulillares hacia conductos
colectores lactiferos mas grandes. Antes de drenar en el pezén, las secreciones se almacenan en conductos ampulares. Cada conducto drena
un Iébulo que consta de 20 a 40 lobulillos. (Donna L. 2016. The Breast. Atlas of Pelvic Anatomy and Gynecologic Surgery, Philadelphia,
Elsevier. 1219-1230).

Los lobulillos estdn compuestos por conductos terminales, acinos y su estroma de soporte
especializado. El estroma de los lobulillos es especializado y contiene finas fibras de
colageno, abundante reticulina y numerosos vasos sanguineos pequefios. El estroma

intralobulillar muestra tejido conectivo laxo (Figura 4 y 5).

Los conductos mamarios estan revestidos por dos capas celulares: células epiteliales
luminales y células mioepiteliales basales. Dependiendo de su estado funcional, las células
epiteliales luminales pueden ser aplanadas, cubicas o columnares. Las células mioepiteliales
estan rodeadas por una lamina basal y muestran nicleos densos, de alargados a ovoides
(Figura 6).
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Figura 4.- Imagen a bajo aumento de la mama normal que muestra varios lobulillos compuestos por conductos terminales y acinos dentro de un
estroma de especializado. (Farid Moinfar. 2007. Essentials of Diagnostic Breast Pathology. Austria. Springer.2-3).

Los l6bulos mamarios normales durante la fase folicular temprana del ciclo muestran acinos con
luces irregulares, células epiteliales luminales con nucleos con cromatina densa ubicados en el
centro y citoplasma eosinofilico.

Figura 5.- Unidad lobulillar del conducto terminal conformado por acinos y un pequefio segmento de conducto extralobulillar (terminal). La

gran mayoria de las proliferaciones benignas y malignas de la mama se desarrollan en las TDLU. (Farid Moinfar. 2007. Essentials of Diagnostic
Breast Pathology. Austria. Springer.2-3).
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Los I6bulos mamarios normales en la fase lutea muestran vacuolizacion y abombamiento de
las células mioepiteliales localizadas basalmente debido a un aumento en el contenido
citoplasmatico de glucogeno. Los "hocicos apicales™ de las células epiteliales luminales estan
presentes debido a la actividad secretora. Las luces estan agrandadas y contienen material

secretor eosinofilico. Hay un edema estromal prominente. (Farid Moinfar, 2007).

Figura 6.- Los acinos estan revestidos por células epiteliales luminales y mioepiteliales basales. Las
células mioepiteliales a menudo muestran nucleos alargados o bipolares. Los acinos estan rodeados

por una capa continua de lamina basal. (Farid Moinfar. 2007. Essentials of Diagnostic Breast

Pathology. Austria. Springer.2-3).

3. CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE

Existen varios tipos de cancer de mama como carcinoma ductal, lobular, mucinoso, tubular,
metaplasico y con componente neuroendocrino, entre otros. El carcinoma ductal es una
proliferacion andémala de células epiteliales malignas en el sistema ductal lobulillar mamario,
se presenta como in situ cuando no hay invasién al estroma circundante, e infiltrante cuando
estd presente. La clasificacion ha estado fundamentada en el patrén arquitectural. Los tipos

mas frecuentes son comedo, cribiforme, micropapilar, papilar y sélido. (Bland, 2018).
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Los factores pronosticos importantes en el carcinoma ductal infiltrante son el tamafio
tumoral, grado histoldgico (medido por la clasificacion de Notthingam o Scarff Bloom
Richardson), grado de diferenciacion, presencia de componentes in situ, patrones
arquitecturales, necrosis, permeacion linfovascular, el infiltrado linfocitico tumoral,
margenes quirdrgicos, metastasis a ganglios linfaticos y a otros organos. (College of
American Pathologists, 2020).

4. INMUNOHISTOQUIMICA EN CANCER DE MAMA

El carcinoma de mama muestra alteraciones moleculares que la hacen susceptibles a diversos
tratamientos médicos, de ahi la relevancia clinica de poder clasificar y conocer los

inmunofenotipos con la ayuda de distintos marcadores inmunohistoquimicos.

El carcinoma de mama se clasifica en los subtipos luminal A, luminal B, HERZ2, y triple
negativo. Los tumores luminales se denominan asi debido a la alta expresion de genes que
normalmente expresa el epitelio luminal de la mama, estos expresan receptores de
estrogenos, y se subclasifican en luminales A, con la mayor expresion de receptos de
estrégenos y luminales B, con una expresion en un nivel mas bajo. Los tumores ricos en
HER?2, se caracterizan por la expresion de genes de ERBB2 o HER2 en 17¢g22.24. (Figura
7). Los tumores de tipo triple negativo presentan negatividad a los tres receptores
mencionados anteriormente. Los tumores de tipo basal y HER2 tienen peor prondstico, que

los subtipos luminales. (Dabbs ,2019)

Clase molecular Criterios de inmunachistoquimica segun la literatura actual

Luminal A ER +, PR + (al menos 20% de células +), HER2-, Ki-67
LI <14%

Luminal B ER +, PR- (0 PR + con <20% de células +), HER2- o +,
Ki-87 LI 214%

Enriquecido con ER-, PR-, HER2 +

HER2

Similar a basal ER-, PR-, HER2-; mayoria positiva para marcadores
basales

Figura 7. ER, Receptor de estrégenos; PR, receptor progesterona, Similar a basal (triple negativo). Dabss. (2019). Immunohistology of the

Breast. Diagnostic Immunohistochemistry: Theranostic and Genomic Application. Pittsburgh, Pennsylvania. Elsevier. 718-771
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5. CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE INMUNOFENOTIPO TRIPLE
NEGATIVO

El carcinoma ductal infiltrante triple negativo en México representa del 15 al 23% de todos los
tipos de cancer de mama y el 20% a nivel mundial. Sus principales caracteristicas incluyen el
hecho de afectar principalmente a pacientes menores de 50 afios, de raza negra o hispana. Por
lo general, corresponde a tumores de gran tamafo, poco diferenciados, con alto grado
histologico e indice mitético y afectacion ganglionar; tiene mayor tasa de recurrencia 'y menor
supervivencia libre de enfermedad y global; ademés, predominan las metastasis viscerales y

de tejidos blandos a cerebro y pulmon (Hernandez-Alvarez, 2017).

El carcinoma ductal infiltrante triple negativo se define como subtipo que manifiesta
negatividad en la expresion del receptor de estrogeno y progesterona, asi como HER2 (receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico humano) negativo. EI 90 % muestra mutacion en el gen
BRCA 1,y 80 a90% son de tipo basal por micromatriz de ADN y anélisis inmunohistoquimico
con tincién de citoqueratina como CK5 / 6 o CK14. Los carcinomas de mama se han
subclasificado por expresion génica de diferentes maneras: a) HER-2 neu enriquecido,
fenotipo basal y bajos en claudina, b) basal 1, basal 2 (BL1 y BL2), mesenquimal y tipo
mesenquimal células madres, inmunomodulador y tipo luminal asociado a andrégenos.
(Goldman-Cecil, 2016).

6. TRATAMIENTO ACTUAL DEL CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE
INMUNOFENOTIPO TRIPLE NEGATIVO

El carcinoma de mama triple negativo tiende a comportarse de forma mas agresiva que otros
tipos de cancer de mama. A diferencia de otros subtipos de cancer de mama (es decir, subtipos
positivos para receptores hormonales y positivos para HER2), no existen tratamientos
dirigidos, aparte de la administracion de quimioterapia. La inmunoterapia es un nuevo tipo de
enfoque de tratamiento para los carcinomas triples negativos, independiente del tratamiento

quirurgico, la quimioterapia y la terapia endocrina. Ademas, la inmunoterapia funciona
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7.

deteniendo o retardando el crecimiento de las células cancerosas, evitando que el cancer se
propague a otras partes del cuerpo y ayudando al sistema inmunoldgico a trabajar mejor para

destruir las celulas cancerosas. (Xiangyu Wang, 2018).

En la actualidad, cuando el cancer de mama se encuentra en los estadios | y Ill, se puede
realizar una cirugia conservadora de la mama o una mastectomia, con el examen de los
ganglios linfaticos, seguida de quimioterapia después de la cirugia. En los estadios avanzados
(estadio 1V) cuando hay metéstasis a otras partes del cuerpo, la quimioterapia es la primera
opcion. Para el cancer de mama triple negativo avanzado en el cual el cancer expresa la
proteina PD-L1, la primera linea de tratamiento puede consistir de inmunoterapia junto con
quimioterapia (ya sea atezolizumab junto paclitaxel ligado a albimina o pembrolizumab junto
con la quimioterapia). La proteina PD-L1 se encuentra en aproximadamente uno de cada

cinco casos de cancer de seno triple negativo (Lajos Pusztai, 2019).

El 8 de marzo de 2019, la FDA otorg0 la aprobacién acelerada a la combinacion del farmaco
Atezolizumab (Anti- PD-L1) en combinacion con quimioterapia para el tratamiento inicial de

algunas mujeres con cancer de mama triple negativo. (Food and Drug Administration, 2019).

INFILTRADO LINFOCITICO TUMORAL Y SU EXPRESION EN EL
CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE SUBTIPO TRIPLE NEGATIVO

El sistema inmunoldgico es fundamental para mantener la homeostasis a través de la
inmunovigilanciay la activacion coordinada de las células inmunitarias innatas y adaptativas.
La teoria de la inmunoedicion del cancer describe procesos en los que el sistema
inmunoldgico responde a la transformacion maligna basandose en tres fases: eliminacion,
equilibrio y escape. El infiltrado linfocitico tumoral es un marcador de la reaccion del sistema
inmunolégico al tumor durante la fase de escape y se definen como todas las células

mononucleares en el tumor. (Patrick J. Mclntireet, 2018).

El Grupo de Trabajo Internacional de TILS establecid pautas para el recuento del infiltrado
linfocitico tumoral, que implica la estimacion manual del porcentaje del area ocupada por el
infiltrado linfocitico tumoral estromal en el tumor en un solo portaobjetos tefiido con
hematoxilina y eosina (H&E). (Mani NL, 2016).

19


https://www-clinicalkey-es.pbidi.unam.mx:2443/#!/search/Wang%20Xiangyu/%7B%22type%22:%22author%22%7D

La presencia del infiltrado linfocitico tumoral es un biomarcador de prondstico favorable en
el cancer de mama triple negativo, se ha visto que los tumores que tienen un infiltrado
inflamatorio "alto” (> 60 %) presentan mejor supervivencia y menos recurrencias en
comparacion con aquellos cuyos tumores tenian un infiltrado inflamatorio "bajo”. La
presencia de infiltrado linfocitico tumoral alto predice una respuesta favorable a la
quimioterapia neoadyuvante. Si bien, aun no se logra validar el uso del infiltrado linfocitico
tumoral como un marcador verdaderamente predictivo que se puede usar para decidir si un

paciente debe ser tratado 0 no con una terapia determinada. (Denkert C.,2010).

Un infiltrado linfocitico tumoral bajo o ausente puede reflejar tumores que son ignorados por
el sistema inmunoldgico, mientras que una expresion alta en los tumores puede indicar un
intento activo de rechazo del tumor o, la generacion de memoria inmunolégica con el

potencial de controlar eficazmente la enfermedad residual. (Almendro V.,2014).

EVALUACION DEL INFILTRADO LINFOCITICO TUMORAL

La evaluacién del infiltrado linfocitico tumoral se basa en los estandares realizados por el
Grupo de Trabajo Internacional de TILS de cancer de mama realizado en el afio 2014, la cual
realiza las siguientes recomendaciones al evaluar el infiltrado linfocitico tumoral: el
infiltrado linfocitico tumoral debe evaluarse en el componente estromal, dentro de los limites
del tumor invasivo, se debe excluir el infiltrado fuera del borde del tumor, alrededor del
componente in situ y los 16bulos mamarios normales, tampoco evaluar las zonas tumorales
con artefactos de aplastamiento, necrosis, hialinizacion regresiva, asi como en el sitio de
biopsia anterior, solo deben puntuarse las células mononucleares (incluidos los linfocitos y
las células plasmaticas), pero se debe excluir los leucocitos polimorfonucleares, se considera
suficiente una seccion de 4-5 pm con un aumento en el microscopio de x 200-400.Figura 8.
(Salgado, 2014).
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Step 1: Select tumor area

Step 2: Define stromal area

evaluate only TILs
in this area
= stromal TILs

Step 3: Scan at low magnification

Step 4: Determine type of inflammatory infiltrate

do not include

mononuclear 44 granu!ocyges
stromal in necrotic
TiLs areas
infiltrate N i o1

Step 5: Assess the percentage of stromal TILs
(examples of percentages shown in figure 4)

0-10% stromal TILs 40% stromal TILs

For
intermediate

group evaluate

different areas
at higher

magnification.

Figura 8. Enfoque estandarizado para la evaluacién de TIL en cancer de mama. (Salgado.The evaluation of tumor-infiltrating lymphocytes

(TILs) in breast cancer: recommendations by an International TILs Working Group 2014. Annals of Oncology, Vol 26, p. 259-271).
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Los porcentajes se reportan en tres grupos: 1% a 19% bajo, 20% a 49% intermedio y > 50%
alto. Este parametro es obligatorio reportarlo en el carcinoma triple negativo y grupo HER-2
neu debido a que se considera actualmente un fuerte factor prondstico y predictivo.

(Consenso Mexicano de cancer de mama, Colima. 2019).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio:

e Tipo de estudio: Descriptivo.
e Método de observacién: Transversal.

e Temporalidad: Retrospectivo.

Poblacion y periodo de investigacion:

e Pacientes del sexo femenino con diagndstico de cancer de mama tipo ductal infiltrante
inmunofenotipo triple negativo, en el periodo que comprende del afio 2014 al 2020.

Lugar de aplicacién de estudio:

e Sellevo a cabo en el Hospital General del Estado Dr. Ernesto Ramos Bours, ubicado

en la ciudad de Hermosillo, Sonora México.

Muestra

e Todos los casos de cancer de mama tipo ductal infiltrante inmunofenotipo triple que
cumplen los criterios establecidos.
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CRITERIOS DE MUESTREO:
Criterios de Inclusién.

e Biopsias trucut, producto de mastectomias y tumorectomias con diagnostico de
carcinoma ductal Infiltrante con inmunofenotipo triple negativo sin radioterapia o
quimioterapia previa, recibidas en el Hospital General del Estado de Sonora durante
el periodo de 2014 al 2020.

Criterios de Exclusion

e Biopsias trucut, producto de mastectomias y tumorectomias de Carcinoma ductal
infiltrante con tratamiento previo de quimioterapia o radioterapia.

e Biopsias de mama sin expediente clinico.

e Biopsias con escaso tejido tumoral.

e Biopsias con material mal conservado.

e Biopsias en las que no se cuente con las laminillas.

DESCRIPCION METODOLOGICA DEL ESTUDIO

Se recuperaron las laminillas de las pacientes diagnosticadas con Carcinoma Ductal
Infiltrante y que contaban con resultado del reporte de inmunohistoquimica con los siguientes
marcadores: receptor de estrogenos, receptor de progesterona, Her2/neu y ki67, con
resultado de subtipo triple negativo durante el periodo del afio 2014 a 2020, de biopsias
trucut, producto de mastectomias y tumorectomias sin tratamiento de quimioterapia o
radioterapia previo, la informacion de cada paciente cada laminilla tefiida con hematoxilina
y eosina, cortadas con un espesor de 4-5 um, fueron examinadas en un microscopio de dos
cabezales por un patolégo del laboratorio del Hospital General de Sonora y un residente del

servicio de Anatomia patologica.
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Cada laminilla fue revisada en el microscopio con un aumento de 100 a 400 x. Se valoraron
todos los campos microscdpicos con presencia de tumor, la evaluaciéon del infiltrado
linfocitico tumoral se baso en los estdndares realizados por el Grupo de Trabajo Internacional
de TILS de cancer de mama del afio 2014 (ver figuras 9 a 16 en Anexos). Se evaluo
unicamente el infiltrado inflamatorio conformado por linfocitos y células plasmaticas que se
encontraba en el componente estromal alrededor del tumor, descartando zonas de necrosis,
tejido mamario normal, componente in situ y areas con artefactos en la biopsia como
contaminacion por presencia de otro tejido o tumor, retraccion del tejido observada como
espacios vacios en el tejido, muescas por irregularidades por el filo de la cuchilla, arrugas y

pliegues al realizar el montaje y no extender los cortes del tejido de manera correcta.

Los resultados obtenidos se clasificaron segun el consenso de Colima 2021 en grado bajo: 1-
19 %, intermedio: 20-49 % y alto: >50 %, los resultados se expusieron en listas y se
expresaron en gréficas, para describir la proporcion y la relacion con el Infiltrado linfocitico

tumoral.

RECURSOS EMPLEADOS:
Recursos humanos, fisicos y financieros:

e El recurso humano sera realizado por el Médico residente de tercer afio de la especialidad
de Anatomia Patol6gica y médico adscrito del servicio responsables de esta investigacion.

Recursos fisicos:
* Expediente electronico ASSIST.
» Laminillas tefiidas con Hematoxilina - eosina del material de laboratorio.

. Laminillas marcadas con anticuerpos: Receptor de estrogenos, progesterona, Her2/Neu y
ki67.

* Insumos habituales, propios del departamento de patologia.
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Recursos financieros:

e Los recursos fueron cubiertos por el Hospital General del Estado de Sonora.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion del Infiltrado Linfocitico Tumoral

De las 135 biopsias en las que se valoro el infiltrado linfocitico tumoral (TILS), 74 casos (55
%) resultaron con un TILS bajo, en 34 casos (25 %) fue intermedio y 27 casos (20 %) resulto
con un TILS alto. El porcentaje minimo de TILS que se registro fue de 5 % (19 casos), el
porcentaje maximo fue de 80 % (4 casos); el porcentaje mas frecuente obtenido 10 % (34
casos) y la media obtenida de 25.2 % (Tabla 1 y 2, Grafica 1 y 2). Pruneri et al., (2015)
describieron en su estudio de 897 casos una media de TILS de 20 %, y solamente el 21.9 %
tuvo un TILS > 50 %. Kojima et al., (2018) en su estudio de 129 casos observaron que 10
casos tuvieron > 50 %, 90 casos < 10 % y 29 casos estuvo entre el rango de 10 a 50 %. Ruan
et al., (2018) evaluaron el TILS de 166 casos obteniendo un TILS promedio de 15 %, la
mayor cantidad de casos (80 casos) tuvieron un TILS bajo de 10 %. Por otro lado, Tramm et
al., (2018) evaluaron 124 casos obteniendo un rango de TILS de 10 a 23 %. Denkert et al.,
(2018) en su estudio de 906 casos el porcentaje medio de TILS fue de 30 %. De acuerdo a
los resultados obtenidos en éste estudio, la mayoria de los casos pertenecieron a un TILS bajo
(rango 1-19 %), seguido de un TILS moderado (20 - 49 %) concordando con los estudios de

los autores antes mencionados.

Infiltrado Linfocitico Tumoral
Porcentaje % Cantidad

5 19

10 34

15 21

20 15

30 7

35 1

40 11

50

60 11

70 5

80 4

Tabla 1.- Relacioén del total casos con el infiltrado linfocitico tumoral.
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Grafica 1.- Relacion del total casos con el infiltrado linfocitico tumoral.

Infiltrado Linfocitico Tumoral Clasificacién por nivel
(Colima, 2021)

Porcentaje % Cantidad

Bajo (1-19 %) 74 (55%)

Intermedio (20-49 %) 34 (25%)

Alto (> 50 %) 27 (20%)

Tabla 2.- Relacion del total casos con el nivel del infiltrado linfocitico
tumoral.
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Clasificacion del Infiltrado Linfocitico Tumoral
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No. Casos

Gréfica 2.- Relacion del total casos con el nivel del infiltrado linfocitico tumoral.

Relacion del TILS con la edad

Las pacientes con biopsias que resultaron con TILS bajo comprendieron el rango de 25 a 87
afios de edad, con una media de 53 afios. Las pacientes con biopsias que resultaron con TILS
alto pertenecieron al rango de 31 a 75 afios, con una media de 48 afios (Tabla 3 y 4, Grafica
3). Leon-Ferre et al., (2018) en su estudio de 605 casos se presentaron con un rango de edad
de 26.9 - 93.7 afios), con una media de 56.3, y la media de TILS fue de 20 %. Pruneri et al.,
(2015) describieron en su estudio de 897 casos, el rengo fue de 40-60 afios con una media 49
afios. %. En el estudio de Ruan et al., (2018) donde se evalud el TILS de 166 casos, la edad
de las pacientes iba de 25 a 77 afos, con una media de 50 afios. El rango de edad de nuestras
pacientes es muy amplio. Sin embargo, la edad media es compatible con la edad de

presentacidn habitual del carcinoma de mama, coincidiendo con la media de otros estudios.
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Edad de los pacientes

Afios Cantidad
21-30 5
31-40 26
41-50 33
51-60 38
61-70 22
71-80 7
81-90 4

Tabla 3.- Edad del total de los pacientes.

Relacion Edad con Infiltrado Linfocitico Tumoral (TILS)

Rango de Edad Edad Promedio TILS
25-87 53 Bajo
29-79 52 Intermedio

31-75 48 Alto

Tabla 4.- Relacion de la edad con el Infiltrado linfocitico tumoral.
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Gréfica 3.- Edad de los pacientes.

Relacion del TILS con el grado de diferenciacién tumoral

El grado de diferenciacion tumoral fue determinado a partir del grado nuclear y el indice
mitotico, segun la clasificacion de Scarff- Bloom-Richardson. Las biopsias con un TILS bajo
tuvieron mayor cantidad de casos (42 pacientes) con grado nuclear 3 en relacién al grado
nuclear 2 (32 pacientes), el TILS intermedio fue mayor en los casos de grado nuclear 2 (18
pacientes) en comparacion con los de grado nuclear 3 (15 pacientes), y los que obtuvieron
un TILS alto correspondié a un grado nuclear 2 (15 casos) frente a menor nimero de biopsias
con grado nuclear 3 (12 casos). (Tabla 5y 6, Grafica 4). En el estudio de Pruneri et al., (2015)
de los 897 casos, 836 casos tuvieron grado nuclear 3, solamente 646 casos tuvieron un TILS

<50 %y solo 59 casos tuvieron grado nuclear 1-2. Ruan et al., (2018) obtuvieron que la
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mayor cantidad de casos (81.3 %) eran grado nuclear 3 y mostraron un TILS alto. Leon-
Ferre et al., (2018) en su estudio la mayoria (88 %) con grado nuclear 3. Con los resultados
pertinentes se observa que el TILS bajo se relaciona con un grado nuclear 3, concordando

con los estudios mencionados.

Se compard el indice mitético de las biopsias recibidas, los tumores con un indice mitético
alto (> 14%) tuvieron 68 casos con TILS bajo, 34 casos de intermedio y 26 casos con TILS
alto; y los tumores con un indice mitotico bajo (< 14 %) resultaron con 6 casos con TILS
bajo, 7 casos con TILS alto y ninguno de intermedio (Tabla 7 y 8, Gréfica 5). Pruneri et al.,
(2015) resultaron con un indice mitdtico > 50 % en el 56.9 % de los casos. Leon — Ferre et
al., (2018) con un indice mitdtico > 15 % en el 75 % de los casos. En nuestro estudio
observamos una relacion inversa entre el indice mitotico y el TILS, entre mayor indice

mitotico, menor es el TILS.

Del total de casos analizados, s6lo 61 casos reportaban el grado de diferenciacién tumoral de
acuerdo a la clasificacion de Scarff-Bloom-Richardson en tres grados: grado 1: bien
diferenciado, grado 2: moderadamente diferenciado y grado 3: poco diferenciado; los
resultados obtenidos se resumen en las tablas 9 y 10 (Grafica 6). Pruneri et al., (2015) en la
mayoria de sus casos (93.2 %) estaban poco diferenciados. Denkert et al., (2018) con mayor
cantidad de casos (49 %) con grado nuclear 3, la mayoria de los casos (39 %) tuvo un TILS
intermedio. En este estudio la mayoria de los casos analizados presentaban un grado de
diferenciacion grado 3, con relacién con un TILS bajo, siendo el resultado esperado segun la

literatura.
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Relacion Grado nuclear con Infiltrado Linfocitico Tumoral (TILS)

TILS Grado 2 Grado 3

Bajo 32 42
Intermedio 18 15

Alto 15 12

Tabla 5.- Grado nuclear del total de casos.

Grado Nuclear
Grado Total de casos
2 65 (48%)
3 70 (52%)

Tabla 6.- Relacion del Grado nuclear con el Infiltrado linfocitico tumoral.

Grado Nuclear

48%
52%

Grado 2 Grado 3

Gréfica 4.- Grado nuclear del total de los casos.
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Relacion del Indice Mitético con el Infiltrado Linfocitico tumoral (TILS)

indice Mitdtico Bajo Intermedio Alto

Ki67 (14 %)

Mayor 68 34 26

Menor 6 0 1

Tabla 7.- Indice Mitdtico.

indice Mitético

Ki67 14 % Cantidad
Mayor 128 (95 %)
Menor 7 (5%)

Tabla 8.- Relacién indice mitdtico con el infiltrado linfocitico tumoral.

indice Mitético

95%

>14% m<14%

Gréfica 5.- indice Mitético.




Grado de diferenciaciéon tumoral
(Scarff- Bloom-Richardson)
Grado Cantidad
1 2 (3%)
2 38 (63%)
3 21 (21%)

Tabla 9.- Grado de diferenciacién tumoral (Clasificacion de
Scarff-Bloom-Richardson).

Relacion del grado de diferenciacion por Scarff- Bloom-Richardson con el

TILS
Grado TILS Casos
Bajo 1
Intermedio 1
1 Alto 0
Bajo 14
Intermedio 12
2 Alto 12
Bajo 17
Intermedio 3
3 Alto 1

Tabla 10.- Relacion del grado de diferenciacion tumoral con el Infiltrado
linfocitico tumoral.
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Grado de diferenciacion tumoral
(Scarff-Bloom-Richardson)

3%

®m Grado1l = Grado?2 Grado 3

Graéfica 6.- Grado de diferenciacion tumoral (Clasificacion de
Scarff-Bloom-Richardson).

Relacion del TILS con el Sistema de estadificacion TNM

Del total de casos revisados que citaba la informacién del tamafio tumoral (48 casos), result6
que la mayoria de los tumores que midieron menos de 5 cm (45 casos), tuvieron un TILS
Bajo, mientras que los tres tumores que eran mayores de 5 cm, dos tuvieron TILS Bajo y uno
TILS Alto (Tabla 11y 12, Gréfica 7). Leon-Ferre et al., (2018) la mayor parte de los casos
tuvieron un tamafio tumoral < 2 cm. En los datos analizados se vio que la mayoria de los
tumores tenian un tamafio entre los 2 a 5 cm, difieren al de otros autores, probablemente al
ser una muestra pequefia en cuanto los tumores de > 5 cm, no es posible valorar la relacion
conel TILS.

Solamente 45 casos analizados contenian informacién sobre la afectacion a ganglios
linfaticos, se encontro 8 casos (18 %) con metastasis, de estos el TILS correspondiente fue 5
para bajo, 1 de intermedio y 2 con alto; 37 casos (82 %) fueron negativos (Tabla 13 y 14,

Gréfica 8). Ruan et al., (2018) en los casos analizados obtuvieron que el 68.1 % tenia afectacion a
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ganglios linfaticos. En

bajo.

Clasificacion del Tamarfio tumoral de acuerdo al TNM
TNM (cm) Cantidad
pT1(1-2 cm) 20 (41%)
pT2 (> 2-5cm) 25 (52 %)
pT3 (>5cm) 3 (7%)

Tabla 11.-Total de casos de acuerdo a la clasificacion del tamafio tumoral (TNM).

Tamafio tumoral TNM

41%

mpT3 =wpTl m=mpT2

Grafica 7.- Total de casos de acuerdo a la clasificacion del tamafio tumoral (TNM).

nuestro estudio la metastasis a ganglios linfaticas se relacioné con un TILS
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Relacion del Tamafio tumoral de acuerdo al TNM con el TILS
TILS TNM Casos
pT1 10
Bajo
pT2 16
pT3 2
pT1 7
Intermedio pT2 3
pT3 0
pT1 3
Alto
pT2 6
pT3 1

Tabla 12.-Relacion del total de casos de acuerdo a la clasificacion del tamafio tumoral con el TILS.

Metastasis a Ganglios Linfaticos

Positivo 8 (18%)

Negativo 37 (82%)

Tabla 13.-Metastasis a aanalios linfaticos.

Metastasis a ganglios linfaticos

= Positivo = Negativo

Grafica 8.- Metastasis a ganglios linfaticos.




Relacion de metastasis a Ganglios Linfaticos con el TILS
Bajo 5
Positivo Intermedio 1
Alto 2
Bajo 19
Negativo Intermedio 10
Alto 8

Tabla 14.-Relacion de metastasis a ganglios linfaticos con el infiltrado linfocitico tumoral.

Relacion del TILS con la permeacion linfovascular y Microcalcificaciones
intratumorales

Los 48 casos que reportaban informacion sobre la permeacion linfovascular, resulté que
solamente 28 casos lo presentaron, de los cuales la mayoria (64 %) tuvieron un TILS bajo.
Asi mismo se vio que de los casos que presentaron microcalcificaciones intratumorales (33
%) la mayor parte (62 %) mostrd un TILS bajo. Ruan et al., (2018) en su estudio obtuvieron
que de los casos analizados el 78.3 % mostr6 invasion linfovascular con un TILS bajo. Se
observd que la mayoria de los casos con un TILS bajo se correlaciona con permeacion
linfovascular, datos similares para la presencia de microcalcificaciones intratumorales, de los

cuales no se han valorado en estudios previos.

Permeacion Linfovascular

Presente 28 (58%)

Ausente 20 (42%)

Tabla 15.-Permeacion linfovascular.
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Relacion de la permeacion Linfovascular con el TILS

TILS Presente Ausente

Bajo 18 10
Intermedio 4 6

Alto 6 4

Tabla 16.-Relacion de la permeacion linfovascular con el Infiltrado linfocitico tumoral.

Permeacion Linfovascular

m Presente = Ausente

Gréfica 9.-Permeacion linfovascular.
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Presencia de Microcalcificaciones intratumorales

Presente 16 (33%)

Ausente 32 (67%)

Tabla 17.-Presencia de Microcalcificiones intratumorales.

Relacion de las microcalcificaciones con el TILS
TILS Presente Ausente
Bajo 10 18
Intermedio 3 7
Alto 3 7

Tabla 18.-Relacion de Microcalcificiones intratumorales con el Infiltrado linfocitico tumoral.

Presencia de Microcalcificaciones
Intratumorales

67%

m Presente Ausente

Gréfica 10.-Presencia de Microcalcificaciones intratumorales.
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Componente Tumoral In situ

Presente 7 (21%)

Ausente 27 (79%)

Tabla 19.-Componente Tumoral In situ

Relacion del Componente In situ con el TILS
TILS Presente Ausente
Bajo 4 10
Intermedio 2 8
Alto 1 9

Tabla 20.- Relacion del componente Tumoral In situ con el Infiltrado linfocitico tumoral.

Componente In situ

-

= Presente = Ausente

Gréfica 11.-Componente Tumoral In situ
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Relacion del TILS con el Componente tumoral In situ

Se evalud el componente in situ tumoral de los casos que contaban con la informacién (34
casos), y resulto que la mayoria de los tumores que tenian un componente in situ (51 %), tuvo
un TILS bajo (Tabla 19 y 20, Gréfica 11). Herrero et al (2019) en su estudio obtuvieron que
el 6 % de los casos con un TILS bajo presentaron componente in situ y el 10 % un TILS alto.
Nuestros resultados difieren de lo de otros autores, en este estudio no se obtuvo un
predominio en cuanto al porcentaje del TILS, por lo que no se observa una relacion entre el

TILS y el componente in situ.

Dentro de los objetivos de la investigacion es determinar la relacion que pudiese presentarse
entre el infiltrado linfocitico tumoral (TILS) con distintas variables de interés. Estas variables
son el grado nuclear, indice mitotico (ki67), el grado de diferenciacion SBR, la presencia o
ausencia de permeacion linfovascular, el tamafio tumoral, la metastasis a ganglios linfaticos,
presencia o ausencia de microcalcificaciones y con el componente in situ. Esta relacion se
presenta entre el grado de proporcion de cada una de estas variables y la ocurrencia de casos.
Con excepcion del tamafio tumoral, todas las variables fueron evaluadas mediante estadistico
X2 considerando que los valores esperados bajo condiciones normales cumplian los criterios
para poder evaluar los datos mediante esta prueba. Por otro lado, una prueba de Kolmogorov
Smirnov indicé (p<0.05) que la distribucion del tamafio presenta un comportamiento normal
y considerando el tamafio de muestra se decidié implementar una prueba de Anova de Fisher
para evaluar la diferenciacion. La tabla 21 muestra los resultados para el estadistico X?
mientras que la tabla 22 muestra los resultados de la prueba de ANOVA. Los resultados de

la tabla 21 sugieren que no existen diferencias en la proporcidn de casos para cada una de las
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categorias por lo que no se puede establecer una relacion entre las variables. Este resultado
ocurre de igual manera en lo que respecta al tamafio del tumor segin lo indicado en la prueba

Anova de Fisher.

Tabla 21. Pruebas de hipotesis para establecer diferenciacion en proporciones

TILS X2 P
Grado nuclear 13.35 0.20
Indice mitotico Ki69 6.07 0.80
Grado de diferenciacion 38.26 0.88
Permeacion linfovascular 13.6 0.84
Microcalcificacion 8.66 0.98
Componente in situ 14.80 0.78
Metastasis a ganglios 11.92 0.91

Tabla 22. Anélisis ANOVA

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de

Levene dfl df2 Sig.
1.8322 9 124 .069

ANOVA

Suma de al Media F Sig.

cuadrados cuadrética
Entre grupos 18.676 10 1.868 .658 761
Dentro de grupos 351.788 124 2.837
Total 370.464 134
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CONCLUSIONES

En el presente estudio la mayoria casos analizados expresaron un infiltrado linfocitico
tumoral bajo con una edad media de 53 afios de edad. Se vio que las biopsias que mostraron
un TILS bajo se podrian relacionar con un grado nuclear 3 y con un mayor indice mitético

(> 14 %).

De los casos que reportaban el grado de diferenciacion tumoral segun la clasificacion de
Scarff-Bloom-Richardson, la mayoria presentaron una diferenciacion grado 2 con un TILS
bajo. Asi mismo, se obtuvo un predomino del tamafio tumoral < 5 cm (pT1-pT2) que se
relaciona con un TILS bajo. De estas biopsias analizadas solamente ocho casos mostraron

metastasis a ganglios linfaticos.

Solo 45 casos contenian informacion sobre la permeacién linfovascular y presencia de
microcalcificaciones intratumorales y, se encontrd que las biopsias positivas se relacionaron
con un TILS bajo. En cuanto al componente tumoral in situ, no se encontrd una relacién con

el TILS.

La valoracion del TILS es una herramienta Util, porque nos brinda informacién sobre la
respuesta inmune hacia el tumor, por lo general, el cancer de mama subtipo triple negativo
se asocia con un TILS bajo (como se vio en este estudio), el cual se correlaciona con otros
factores prondsticos como el tamafio y grado de diferenciacion tumoral, metastasis a ganglios
linfaticos y permeacion linfovascular, confirmando asi, la utilizacion del TILS como un

biomarcador pronostico.
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ANEXOS

Figura 9- (HE,40x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 0 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).

Figura 10- (HE,100x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 10 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).

51



Figura 11- (HE,100x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 20 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).

Figura 12- (HE,100x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 30 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).
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Figura 13- (HE,100x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 40 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).

Figura 14- (HE,100x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 50 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).
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Figura 14- (HE,100x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 60 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).

Figura 15- (HE,40x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 70 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).
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Figura 16- (HE,100x) Microfotografia de Carcinoma ductal infiltrante con TILS 80 %.
(International Inmuno-oncology Working Group, 2014).
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