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Resumen

El carcinoma de mama es una enfermedad comun, con efectos negativos significativos en la salud pre-
dominantemente femenina. Los linfocitos infiltrantes al tumor (TILs) son una manifestacion de la res-
puesta inmune del huésped al cancer. Este estudio revisa y resume los reportes bibliograficos relacio-
nados con la eficacia prondstica del porcentaje alto de TILs en canceres de mama de tipos moleculares
rico en HER?2 y triple negativo. Se incluyeron estudios y revisiones en inglés buscados en la base de
datos PubMed. Un mayor nivel de TILs se corresponde con mejor supervivencia libre de enfermedad
tanto en los canceres triple negativo como los ricos en HER2; por tanto, constituye un marcador histo-
|6gico que deberia ser utilizado rutinariamente en los andlisis microscopicos de biopsias de mama.

Palabras claves:
DeCS: Neoplasias de la Mama; Linfocitos Infiltrantes de Tumor; Neoplasias de la Mama Triple Nega-
tivas; Receptor ErbB-2.
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Abstract

Breast cancer is a common disease affecting women, with significant health-related negative effects.
Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) are recognized as manifestations of the host's antitumor immun-
ity. The following study reviews and summarizes reports on the effectiveness of prognosis of high levels
of tumor-infiltrating lymphocytes on triple negative and HER2-enriched breast cancer molecular sub-
types. Studies and reviews in English from Pubmed's database were included. A higher percentage of
tumor- infiltrating lymphocytes is associated with better prognosis and survival rate of triple negative
and HER2-enriched breast cancer. Consequently, such histological marker should be routinely used in
the microscopic analysis of breast biopsies.

Keywords:

MESH: Breast Neoplasms; Lymphocytes, Tumor-Infiltrating; Triple Negative Breast Neoplasms; Recep-
tor, ErbB-2.
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Introduccion

El carcinoma de mama es una enfermedad frecuente con efectos deletéreos en la salud pre-
dominantemente femenina. Mundialmente, comprende el 23% de los pacientes con cancer y
14% de las muertes relacionadas a €l [1]. Se trata de la lesién maligna mas comun en las
mujeres en Guayaquil y Quito [2,3]; el tipo histolégico mas comun es el adenocarcinoma ductal
infiltrante, que se ha identificado en el 76% y 84% de los casos recopilados en Quito y Guaya-
quil, respectivamente [1,3].

En Latinoamérica existen pocos estudios que relacionan la respuesta linfocitica a cance-
res de mama con prondstico de supervivencia libre de eventos [4,5]. En otras partes del mundo
se han publicado estudios que muestran que los pacientes con tipos moleculares de mal pro-
néstico (triple negativo y rico en HER2), cuando tienen aumento del porcentaje de linfocitos
infiltrantes al tumor (TILs, por sus siglas en inglés), tienen mejor prondstico de supervivencia
[67].

La clasificacion histérica del cancer de mama se basa en la valoracion histopatolégica
del tipo y del grado de diferenciacion. Hoy es conocido que el cancer de mama es una condi-
cién muy heterogénea [8,9]. La técnica mas usada para determinar la estirpe molecular es la
inmunohistoquimica. La expresion de receptores de estrogeno y progesterona (ER y PR res-
pectivamente, por sus siglas en inglés) por las células tumorales determina el estado hormo-
nal de la lesién y un potencial tratamiento endocrino [10]. Ademads, la sobreexpresién del re-
ceptor tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) predice una potencial res-
puesta al Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado [9, 11,12].
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Biomarcadores

Los biomarcadores son parametros bioldgicos, medibles, cuantificables, detectables, que se
obtienen a partir de una muestra bioldgica [13]. Existen biomarcadores de susceptibilidad, de
diagnostico, de monitoreo, de pronostico y de prediccion. Son criticos para el desarrollo racio-
nal de drogas y dispositivos médicos: esto ha hecho posible el concepto de medicina perso-
nalizada y de precision [13,14].

Los biomarcadores se usan también para el diagnéstico de lesiones desafiantes, para
diferenciar entre entidades benignas y malignas, tumores in situ e infiltrantes; para la subtipi-
ficacion de ciertas lesiones y determinacion del tejido primario de tumores menos diferencia-
dos [11]. La técnica mas utilizada para detectarlos es la inmunohistoquimica, frecuentemente
usando grupos de marcadores epiteliales, linfoides y/o mesenquimales [9,10].

Carcinoma de mama
Morfoldgicamente, el carcinoma de mama se divide en carcinoma in situ (ductal y lobulillar) e
infiltrante. La cuarta edicion de la Clasificacion de Tumores de Mama de la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) define al menos 26 tipos de enfermedad infiltrante [15]. Estos son di-
versos en su historia natural y en su respuesta terapéutica. Su diversidad fenotipica se corres-
ponde con la diversidad de patrones y dimensiones de expresiones génicas [16].

Se han identificado dos grupos principales, relacionados al parecer con expresion de ER.
Al grupo enriquecido con ER se lo denomind “luminal” para indicar la similitud molecular con
las células luminales normales, en tanto que el grupo denominado “basal” es negativo para
ER, correspondiendo a cénceres triplemente negativos (negativos para ER, PR y HER2; tabla
1) [8,15]. Estos tres marcadores se utilizan en el manejo rutinario de pacientes con cancer
infiltrante de mama. Se reveld la existencia de al menos cinco subtipos moleculares: luminal
A, luminal B, enriquecido en HER2, parecido a basal y parecido a mama normal [8]. Esta clasi-
ficacion, sin embargo, no es equivalente a la clasificacion inmunohistoquimica [8-10, 17,18].
Virchow sugirié en el siglo XIX un enlace causal entre el cancer y la inflamacion [20]. A media-
dos del siglo XX se determind que el sistema inmune adaptativo puede controlar el creci-
miento y diseminacion tumoral mediante estimulacion, respondiendo a un tumor especifico
[21,22]. Ademds se pensd que el sistema inmune podria tener un rol en la desaparicion de
tumores [23]. Desde 1967 se conoce el papel de los TILs en el prondstico de los canceres de
mama [24]. Luego se dilucidd que los tumores en regresion tienen linfocitos altamente reacti-
vos [25]. Afios después se describio que el valor prondstico de los TILs estaba asociado a los
tumores de rapida proliferacion [26).

Tabla 1. Subtipos de cénceres triple negativo (8,18,19)

Subtipo Expresion

BL1 Genes relacionados con el ciclo celular

BL2 p63, CD10, Ki67

M Genes relacionados con la motilidad celular. Incluye a los carcinomas metaplasicos.
IM Genes relacionados con la respuesta inmune.

LAR CK18 luminal, receptores de andrégenos
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Los mecanismos moleculares que dirigen la inflamacién relacionada con el cancer pueden
ser resumidos en la interferencia entre dos vias: la via intrinseca, mediada por expresion de
oncogenes, y la via extrinseca, donde estan involucrados mediadores inflamatorios y factores
microambientales (Figura 1). Estas vias regulan la supervivencia del tumor, proliferacion, an-
giogénesis e inmunosupresion [20, 27,28].

Via intrin Expresidn de oncogenes

Capacidad proinflamatoria
a células malignizadas

Desarrollo del TME
inflamatorio

Amplificacidn de la
respuesta inflamatoria

re . I:' o
Via extrins élulas no

/ N\

2sta inmune ilizacidn Inmuno-
para eliminar HIF-1
patdgeno invasor

- Angiogénesis - Maduracion

- KMetabolismo funcional HIF-1

anaerobio -Disfuncion de LT

-Invasividad por estrés
metabolico

Figura 1. Viaintrinseca y extrinseca de la inflamacién. Elaboracién propia. Adaptado de: Nakamura K,
Smyth MJ. Targeting cancer-related inflammation in the era of immunotherapy. Immunol Cell Biol.
2017;95(4):325-32 [20].
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Las células de origen hematopoyético en el microambiente tumoral incluyen células linfoides
(linfocitos T, By células NK) y mieloides (macréfagos, neutréfilos y células supresoras deriva-
das mieloides) [27,29]. El sistema inmune mantiene la homeostasis tisular gracias al monito-
reo continuo e inicializacion de reacciones inflamatorias, junto con acciones coordinadas de
la inmunidad innata y adaptativa [30,31]; ademas, tiene un papel significativo en el control del
crecimiento tumoral: los TILs son una manifestaciéon de la respuesta inmune del huésped y
predicen mejor conclusion en algunos canceres, como los del colon, ovario, pulmén y mama.
[32-34].

La interaccion entre sistema inmune y células cancerosas es critica en el control y erra-
dicacion del crecimiento del cancer y se regula a través de homeostasis entre sefiales activa-
doras e inhibidoras. Los TILs pueden eliminar las células tumorales o permitir al tumor esca-
par de la vigilancia inmune (inmunoedicién del céncer). Se ha postulado que el control del
crecimiento tumoral por parte de los TILs se realiza mediante un mecanismo citotoxico, gra-
cias a la produccién de citoquinas como interferén-y, que potencian una respuesta inmune
celular. Entonces, seria deseable una infiltracion del sitio tumoral por linfocitos CD8+, en la
que se requeriria células CD4+ para funcionar adecuadamente [22, 35].

Parece haber una asociacion significativa con el nimero de TILs presentes al momento
del diagndstico con la eficacia terapéutica y el prondstico en el cancer de mama temprano,
en el escenario de una terapia neoadyuvante y adyuvante. La quimioterapia con Trastuzumab
podria aliviar la supresion de la inmunidad efectora antitumoral al favorecer la liberacion ma-
siva de neoantigenos relacionados con el tumor, después de la muerte celular inmunogénica
(mediada por citotoxicidad), que puede suprimir la accion de los linfocitos CD4+, inhibiendo la
accion antitumoral y restaurando la accion de los linfocitos CD8+ [35, 36]

Inmunofenotipo triple negativo

El inmunofenotipo triple negativo comprende aproximadamente 15-20% de todos los cance-
res de mama y un 30% de las muertes asociadas a ellos. Tienen mayor grado histoldgico, se
presentan en edades mas tempranas, con estadios clinicos avanzados, comportamiento
agresivo y peor prondstico clinico que en los demas subtipos [11, 19]. No son elegibles para
terapias hormonales ni dirigidas a HERZ2: el tratamiento se basa en quimioterapia citotoxica
con supervivencia media de 13 a 18 meses [35, 37].

Este inmunofenotipo es pobremente diferenciado y muestra un alto grado de inestabili-
dad gendmica, que puede estar relacionada con mutaciones en genes de reparacion del ADN
como BRCA1 y BRCA2. Estos procesos pueden permitir el desarrollo de péptidos neomutan-
tes, que podrian convertirse en neoantigenos tumorales especificos que serian presentados
alos linfocitos T después de ser reconocidos por las células presentadoras de antigenos [35].
Ademas, esto puede explicar por qué los canceres de mama triple negativo suelen estar enri-
quecidos por infiltrados inflamatorios en comparacién con los positivos para receptores hor-
monales [35, 38].
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Inmunofenotipo rico en HER2

El HER2 pertenece a una familia de receptores transmembrana de cuatro cinasas de tirosina
que median el crecimiento, diferenciacion y supervivencia de las células [10, 39]. En alrededor
del 20% de los canceres de mama se encuentra amplificacion del gen HER?2, localizado en el
cromosoma 17. Esta amplificacion esta asociada con sobreexpresiéon de la proteina codifi-
cada; por lo tanto, se asocia a un curso mas agresivo de la enfermedad, mayor tasa de recu-
rrencia en enfermedad localizada y menor tasa de supervivencia [40, 41].

Los anticuerpos desarrollados como terapia anti HER2, en especial el Trastuzumab, han
mejorado el prondstico de este subgrupo de pacientes [42]. El modo de accién del Trastuzu-
mab esta relacionado tanto con la inhibicion de la sefializacion oncogénica mediante la union
a los receptores HER? de la célula tumoral y la estimulacion de la citotoxicidad celular depen-
diente de anticuerpos (CCDA) [43]. La CCDA estd mediada por medio de la activacion de re-
ceptores Fc (RsFc) en las células del sistema inmune. Estudios previos con animales han de-
mostrado que la actividad antitumoral del Trastuzumab se redujo significativamente en los
ratones con deficiencia de RsFc, lo que podria demostrar que la CCDA juega un papel critico
en la actividad del Trastuzumab [40, 43].

Ademas, se ha asociado un aumento de la infiltracion tumoral por células NK asociado
a la administracion de Trastuzumab. La infiltracion por otras células inmunes también esta
asociada con la eficiencia del Trastuzumab y el aumento de las tasas de supervivencia en
canceres de mama HER2+ [40].

Conteo de TILs

Los TILs estan constituidos por una mezcla de diferentes tipos celulares, usualmente domi-
nados por linfocitos T, con proporciones variables de linfocitos B, células NK (natural killer),
macrofagos y células dendriticas. Por esto, la cuantificacion y caracterizacion de los TILs se
ha usado como un auxiliar para la evaluacion de la inmunogenicidad tumoral [31].

Como ya se ha mencionado, los TILs se han correlacionado con un buen prondstico en

varias cohortes [40, 43,44]. Los tumores infiltrados por células inmunes son frecuentemente
observados, pero la composicién de células es variable entre tumores y 6rganos. En modelos
murinos se identificaron leucocitos de derivacion mieloide -se incluyen macréfagos, células
dendriticas y células supresoras derivadas mieloides- que le dan forma al microambiente me-
diante las sustancias que producen, sea como un ambiente inmunoestimulador antitumoral
0 un microambiente promotor del tumor [36,45].
Los linfocitos T antitumorales pueden activarse o suprimirse. Estos regulan la polarizacion de
los macréfagos en sus fenotipos funcionales M2 (protumorigénicos) o M1 (antitumorales),
resaltando la importancia de la comunicacion cruzada en la formacion del microambiente tu-
moral [45].

La deteccion de linfocitos T se realiza mediante inmunohistoquimica: los citotdxicos con
el marcador CDS8; los reguladores, con el marcador FOXP3 [32]. Sin embargo, el método més
comun de deteccion y cuantificacion de TILs es por medio de la microscopia optica de lami-
nas histolégicas de muestras tumorales tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), mediante
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visualizacion directa y medicion de las células mononucleares en secciones tumorales repre-
sentativas. El International Immuno-Oncology Biomarker Working Group (Grupo de Trabajo
Internacional de Biomarcadores Inmunooncoldgicos) ha hecho recomendaciones para maxi-
mizar la reproducibilidad con esfuerzos hacia la estandarizacion (Figuras 2, 3y 4; Tabla 2) [31,

45, 46].
Tabla 2. Criterios para conteo de linfocitos [45]
Criterios
1. Los linfocitos infiltrantes al tumor (TILs) deberian reportarse por el compartimiento estromal (=%

TILs estromales). El denominador usado para determinar el %TILs estromales es el drea de tejido
estromal (el &rea ocupada por células inflamatorias mononucleares sobre el drea estromal intra-
tumoral total), no el nimero de células totales (la fraccion de los nicleos estromales totales que
representen nicleos de células inflamatorias mononucleares)

2. Los TILs deben ser evaluados dentro de las fronteras tumorales del tumor infiltrante.
3. Excluir los TILs fuera del borde tumoral y alrededor de DCIS y I6bulos normales
4. Excluir los TILs en zonas tumorales con artefactos por aplastamiento, necrosis, hialinizacion re-

gresiva, al igual que en el sitio previo de biopsia core.

5. Todas las células mononucleares (incluyendo linfocitos y plasmocitos) deberian puntuarse, pero
los leucocitos polimorfonucleares se excluyen.

6. Una seccidn (4-5 micrémetros, magnificacién x200-400) por paciente se considera suficiente.

7. Se prefieren secciones enteras a las biopsias siempre que sea posible. Los cores pueden ser usa-
dos en terapia neoadyuvante: al momento, no hay metodologia validada para puntuar TILs des-
pués del tratamiento neoadyuvante.

8. Deberia utilizarse una valoracion completa del patélogo de los TILs promedio en el area tumoral.

9. Los TILs pueden proveer mds informacion bioldgica relevante si se puntéian como una variable
continua, ya que permitird andlisis estadisticos mas certeros que pueden en el futuro ser categori-
zados en diferentes limites. El patélogo deberia reportar sus puntajes en tanto detalle en cuanto
permita su comodidad.

10. Los TILs deberian ser evaluados como un parametro continuo. El porcentaje de TILs estromales
es un parametro semicuantitativo para esta valoracion. El patrén de crecimiento disociado de los
linfocitos necesita tomarse en consideracion. Tipicamente, los linfocitos no forman agregados
celulares sélidos; por lo tanto, la designacion “100% de TILs estromales” permitiria algun espacio
vacio tisular entre los linfocitos individuales.

El drea tumoral se divide en un compartimiento estromal y un compartimiento intratu-
moral. La mayoria de los estudios se realizan en ambos compartimientos, pero se considera
que el compartimiento estromal es mas representativo y reproducible pues alli los linfocitos
son mas abundantes, mas homogéneos y mas visibles. En consecuencia, las asociaciones
con los pardmetros clinicopatoldgicos y con el prondstico de la enfermedad son mejor esta-
blecidas con los TILs estromales [31].

No existen consensos en la literatura para determinar el punto de corte para un grado de
densidad alta o baja de TILs. Sin embargo, aungue no existe diferencia en el prondstico de los
carcinomas de mama con puntos de corte de “alto grado” en 25%, 35% y 50% de TILs, [47], se
sugiere gque los patélogos puntuien el porcentaje de TlLs, como una variable continua, de la
manera mas precisa posible [48].

Yoncoén R, et al. Rev. Oncol. Ecu. 2022:31(2) 77 |



ONCOLOGIA Revisién Narrativa DOI: 10.33821/596 Patologia | Cancer

TILs en canceres HER2

Un nivel alto de infiltracion linfocitica se asocia con una tasa significativamente mayor de pCR
(respuesta completa histopatoldgica), supervivencia general y supervivencia libre de enferme-
dad. Ademas, el grado de TILs aumenta después del tratamiento con Trastuzumab, un anti-
cuerpo monoclonal recombinante dirigido contra HER2 con actividad clinica en cancer de
mama avanzado con sobreexpresion de HER2, y que mejora ampliamente el prondstico cli-
nico. Un alto grado de TILs en el tumor residual se asocia con un prondstico significativa-
mente mejor, en comparacion con los tumores residuales con un bajo grado de TILs [41,
49,50].

Los TILs en los canceres HER2 se ubican de manera mas prominente en el margen de
invasion que en el centro del tumor, de manera contraria al cancer colorrectal, donde los TILs
del centro del tumor se asocian con mejor prondstico [31, 51, 52]. El marcador CD8 tiene mejor
valor pronostico, lo que confiere importancia a los linfocitos T citotdxicos en el control tumoral
[32, 33, 48]. Todavia no esta claro silos TILs en este subtipo de cancer estan involucrados en
la citotoxicidad de drogas anticancerigenas [40]. Vea un ejemplo en la Figura 2.

Figura 2. Carcinoma medular de mama con un conteo de aproximadamente 40% de TILs. Fuente: Servicio de Anatomia
Patoldgica, Hospital Carlos Andrade Marin, Quito.

TILs en TNBC

Ya se ha mencionado que el TNBC muestra un alto grado de inestabilidad genémica, asociada
a mutaciones en los genes de reparacion de ADN, como BRCAT y BRCA2. Estos procesos
harian desarrollar una serie de neoantigenos tumorales, que son reconocidos por las células
presentadoras de antigenos y presentados a los linfocitos T; de esta manera, los TNBC son
mas frecuentemente enriquecidos por TILs que los demads tipos positivos para hormonas [35].
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La infiltracion linfocitica estromal constituye un marcador pronéstico robusto e inde-
pendiente en TNBC tratados con terapia neoadyuvante: una alta respuesta inmune es pre-
dictiva de un riesgo significativamente menor de recurrencia 0 muerte, recurrencia distante y

mortalidad general [53, 54]. La quimioterapia puede favorecer la liberacién masiva de neoan-
tigenos asociados al tumor, que es seguida de muerte celular inducida por citotoxicidad, su-
prime a los linfocitos T reguladores y restaura a los linfocitos T citotdxicos. Estas células
CD8y FOXP3, tienen un papel sustancial en la terapia neocadyuvante y conlleva una mejor
PCR después de la misma [35, 53, 54]. Por lo contrario, los pacientes con TNBC y nivel bajo

de TILs tienen una mayor tasa de recidiva [55].

Figura 3. Evaluacion de los TILs dentro de las fronteras tumorales (area delimitada con una linea
negra). Fuente: Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Carlos Andrade Marin, Quito
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Figura 4. Distribucion de los TILs seglin compartimientos intratumoral y estromal (drea delimitada
por una linea verde). Fuente: Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Carlos Andrade Marin, Quito.
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