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Los linfocitos infiltrantes
tumorales (TILs) como factor
predictivo de la respuesta al
tratamiento neoadyuvante en
cancer de mama.

RESUMEN

Introduccién

Los linfocitos estromales intratumorales (TILs) son un factor predic-
tivo de respuesta a la quimioterapia neoadyuvante (QNA) y un factor
prondstico en Cancer de mama (CM) Triple Negativo y HER2 positivo,
con un rol menos establecido en los tumores RH positivos.

Objetivo

Evaluar la correlacién entre TILs y la respuesta a la QNA en todos los
subtipos de CM. Evaluar la sobrevida libre de evento (SLE) segin TILs.

Material y método

Estudio descriptivo retrospectivo de 107 pacientes con CM que reci-
bieron QNA y posterior cirugia entre 2009- 2019, en el Hospital Du-
rand. Consideramos tumores ricos en infiltrado linfocitario aquellos
con TILs estromales >50% en las biopsias histolégica previo al trata-
miento. Realizamos un analisis estadistico de regresion logistica para
evaluar asociacién entre TILs y respuesta patolégica completa (pCR),
respuesta clinica completa (cCR) y SLE.
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Resultados

En el anadlisis univariable, los TILs >50% se asociaron a mayor tasa
de pCR (OR 5.35 [IC95% 1.80-15.86]) y cCR (OR 0.18 [0.70-0.50]). En el
andlisis multivariable, los tumores ricos en TILs (OR 5.45 [1.32-22.5])
y con receptores hormonales (RH) negativos (OR 0.15 [0.03-0.68]) se
asociaron en forma significativa a mayor pCR. No hubo asociacion
estadisticamente significativa entre los tumores ricos en TILS lumi-
nales o HER2 positivos y la tasa de pCR. Tumores con TILs =50% (OR
3.67,[1.15-11.74]), RH negativos (OR 0.24 [0.08-0.71]) y HER2 positivos
(OR 4.07 [1.18-13.9]) se asociaron a mayor cCR. No hubo asociacién
significativa entre TILs y SLE.

Conclusiones

Los TILs son predictores de respuesta a la neoadyuvancia en tumo-
res con RH negativos.

Palabras Clave

‘Cancer de mama’, 'TILs', ‘linfocitos infiltrantes tumorales’, ‘neoadyu-
vancia’, ‘Respuesta patolégica completa’

ABSTRACT

Introduction

Tumor- infiltrating lymphocytes (TILs) are predictive for response to
neoadjuvant chemotherapy (NAC) and have a prognostic value in Tri-
ple Negative and HER2 positive Breast Cancer (BC), and their role in
Luminal like tumors is less clear.

Objetive

The assessment of the association of stromal TILs with response to
NAC in patients with all breast cancer subtypes. The assessment of
the event-free survival (EFS) according to TILs.
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Material and method

Retrospective observational study of 107 patients with BC, who recei-
ved NAC and subsequent surgery, between 2009-2019, at the Durand
Hospital. We consider a tumor with high lymphocytes infiltration
with stromal TILs >50% in pre-treatement histological biopsies. We
performed logistic regression analysis to assess the association be-
tween TILs and pathological complete response (pCR), clinical com-
plete response (cCR) and EFS.

Results

In a univariate analysis, there was a significant correlation of TILs
>50% with increased pCR (OR 5.35 [95% CI 1.80-15.86]) and cCR (OR
0.18 [0.70-0.50]). In a multivariable analysis, the high TILs (OR 5.45
[1.32-22.5]) and negative hormone-receptor (RH) (OR 0.15 [0.03-0.68])
were both associated with a higher pCR. There wasn’t a statistica-
lly significant association between Luminal or HER2-positive tumors
with high TILs and the rate of pCR. There was a significant associa-
tion between cCR and TILs >50% (OR 3.67, [1.15-11.74]), negative RH
(OR 0.24 [0.08-0.71]) and HER2 positive (OR 4.07 [1.18-13.9]). There
was no significant association between TILs and SLE.

Conclusions

Our study make witness the clinical relevance of TILs as a predictor
of response to neoadjuvant therapy in tumors with negative HR.

Key words

‘Breast Cancer’, ‘TILs, ‘Tumor Infiltrating Lym-phocytes”, ‘neoadju-
vant', ‘pathologic complete response’.
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INTRODUCCION

La quimioterapia neoadyuvante consiste en el tratamiento sistémico
previo a la cirugia y al manejo loco regional del Cancer de Mama
(CM). Es el tratamiento inicial de eleccién del CM localmente avanza-
do, pero su indicacion se extiende cada vez mas a tumores infiltran-
tes operables de inicio. En efecto, la neoadyuvancia permite reducir
el volumen tumoral y asi lograr, en algunos casos, convertir un tumor
inicialmente inoperable en candidato a cirugia, o también facilitar
la cirugia conservadora en aquellos tumores donde la mastectomia
era inevitable antes del tratamiento sistémico.}2 Ademaés, posibilita
la evaluacion in vivo de la quimio sensibilidad del tumor, y permite
lograr en ciertos pacientes una respuesta patoldgica completa (pCR),
que es un factor de buen prondstico.34

Varios estudios han demostrado que aquellos pacientes con res-
puesta patolégica completa luego del tratamiento neoadyuvante
de tumores Triple Negativos y HER2 positivos, tendrian una mayor
sobrevida libre de enfermedad y sobrevida global.259 Ciertas carac-
teristicas del tumor, como el alto grado histoldgico, la ausencia de
receptores Hormonales, la sobreexpresién de HER 2 y la elevada pro-
liferacién tumoral, son considerados predictores de respuesta a la
quimioterapia. De la misma manera, estudios sugieren la relevancia
clinica del infiltrado linfocitario tumoral (TIL) como biomarcador in-
munolégico en el CM. En efecto, existe evidencia que demuestra que
el un mayor recuento de TILs en la biopsia histologica del tumor de
mama previo al tratamiento, es predictor de mayor respuesta a la
quimioterapia neoadyuvante,10-12

El sistema inmune cumple un papel fundamental en el control del
desarrollo y la progresién del cancer.!3 Existe una compleja interac-
cién entre las células inmunes del huésped y el tumor. La transfor-
macién neoplasica induce respuestas inmunes innatas y adaptativas
gue permiten eliminar las células tumorales o potencialmente onco-
génicas y controlar asi el desarrollo tumoral.}4 Este proceso dindmi-
co, también conocido como inmunoedicién del cancer, se compone
de tres fases: eliminacion, equilibrio y escape.15 En situaciones don-
de la eliminacién de las células tumorales es incompleta, la trans-
formacién neoplasica se escapa entonces del control inmunoldgico
y esto determina la progresién tumoral.16.17 A su vez, los tratamien-
tos citotéxicos, como son la quimioterapia y la radioterapia, podrian
estimular la respuesta inmune antitumoral, contribuyendo a una
Optima eficacia terapéutica y logrando un mayor control de la enfer-
medad.1820 Esta hipotesis esta respaldada por varios estudios que
sugieren que el infiltrado linfocitario tumoral es un potencial factor
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prondstico y predictivo de respuesta a la quimioterapia en el CM.10-
11,18-20,24-27

La respuesta inmune se encuentra sostenida principalmente por los
linfocitos infiltrantes tumorales. Entre ellos podemos distinguir, por
un lado, los TILs estromales, que se definen como las células mono-
nucleares que se encuentran dispersas en el estroma tumoral sin
contactar directamente con las células neoplasicas, y por otro lado,
los TILs intratumorales, que son los linfocitos dentro de los nidos de
células tumorales o en intimo contacto con ellas.28 Recientes estudios
han demostrado la asociacién entre altas concentraciones de TILs en
las biopsias histoldgicas previas al tratamiento del CM, y la mayor
tasa de respuesta patolégica completa a la quimioterapia neoadyu-
vante y mejor sobrevida libre de progresién y sobrevida global.24.29
La evidencia sugiere que los TILs son un potencial factor prondstico
y predictivo de respuesta al tratamiento neoadyuvante en tumores
de mama Triple Negativos y HER2 positivos, y con un valor menos
establecido en los tumores Luminales like.21-23.30 Es recomendacién
para los estudios de investigacién, el estudio de los TILs estromales
como principal pardmetro inmunolégico y de mayor relevancia cli-
nica28, por lo que en este trabajo hemos de evaluar Unicamente los
TILs estromales en el contexto del tratamiento neoadyuvante en Can-
cer de mama.

HIPOTESIS

En este estudio se pretende evaluar si los TILs estromales en los car-
cinomas infiltrantes de mama representan un factor predictivo de
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante de manera independien-
te 0 segun el inmunofenotipo tumoral.

OBJETIVO

Objetivo Primario

« Evaluar la correlacién entre la infiltracién linfocitaria tumoral (TILS)
de las biopsias histoldgicas de Cancer de mama, previo al tratamiento,
y la respuesta patolédgica completa a la quimioterapia neoadyuvante.
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Objetivos Secundarios

+ Evaluar la asociacion entre el recuento de TILs y la respuesta clinica
completa a la neoadyuvancia.

+ Estimar la tasa de conversion quirurgica segun TILs.

* Evaluar la sobrevida libre de evento seglin el porcentaje de TILs.

MATERIAL Y METODO

Disefio
Estudio descriptivo retrospectivo de corte transversal.

Poblacién

Se incluyeron 107 pacientes con diagnéstico de Cancer de mama tra-
tadas entre Junio 2009 y Febrero 2019 en el Hospital Carlos G. Du-
rand, que recibieron tratamiento quimioterapico neoadyuvante y
posterior cirugia con técnicas oncoplasticas.

La base de datos fue creada a partir de los datos clinicos y anatomo-
patoldgicos recabados de las historias clinicas de los consultorios de
mastologia y oncologia del hospital.

Criterios de inclusién

- Pacientes con tumor primario de mama, sin metastasis a distancia
de inicio, que recibieron quimioterapia neoadyuvante y posterior ci-
rugia oncoldgica en el Hospital Durand.

+ Todos los subtipos moleculares de CM subrogados por inmunohis-
toquimica.

Criterios de Exclusién
- Pacientes con enfermedad metastésica al momento del diagnéstico.

+ Pacientes que no han realizado el esquema completo de quimio-
terapia neoadyuvante por toxicidad, progresion o falta de respuesta

+ Pacientes con datos clinicos incompletos o en las que no se logrd
analizar, de forma retrospectiva, los TILs estromales en los prepara-
dos parafinados.

Descripcion de los procedimientos

El diagnostico del tumor primario de mama se realiz6 en todos los ca-
sos mediante la puncién percutanea con aguja gruesa de 14 Gauge o
16 Gauge, ya sea bajo guia palpatoria o ecogréafica, en el Hospital Du-
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rand. En nuestro estudio se consideraron unicamente los TILs estro-
males. Siguiendo las recomendaciones de las Guias Internacionales
del Grupo de Trabajo de TILs28, los TILs fueron evaluados y cuantifi-
cados por los patdlogos de nuestra institucién, a partir de los cortes
parafinados tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) de las biopsias
histoldgicas obtenidas previo al tratamiento neoadyuvante. En 45 pa-
cientes, se debid realizar el andlisis de los TILs en forma retrospecti-
va, mediante el estudio de los cortes parafinados tefiidos con H&E de
las punciones histolégicas realizadas en el hospital, y archivados en
el servicio de Anatomia Patologfa.

Cada paciente con diagndstico reciente de CM es evaluada y discutida
en forma individual en el ateneo oncoldgico multidisciplinario, don-
de los mastélogos y oncologos deciden la indicacién de tratamiento
guimioterapico neoadyuvante si corresponde. Para esta decision se
considera sobre todo el tamafio tumoral (> 2cm), el compromiso gan-
glionar, el perfil inmunohistoquimico y la posibilidad de resecabili-
dad del tumor. Todas las pacientes incluidas en el trabajo realizaron
esquema neoadyuvante completo basado en Antraciclinas y Taxa-
nos, en forma secuencial, asociado a tratamiento diana anti- HER2
(Trastuzumab +/- Pertuzumab) en aquellas con perfil inmunohisto-
quimico HER2 positivo. La cirugia oncolédgica es programada entre la
tercer y octava semana de finalizada la quimioterapia.

Para la valoracién de la respuesta clinica a la quimioterapia neoad-
yuvante se realizan imagenes mamarias y examen fisico. Se solicitan
mamografia digital y ecografia mamaria previo y posterior al trata-
miento. La medicién clinica del tumor se efectiia en 2 dimensiones
mediante un caliper, previo al inicio del tratamiento neoadyuvante,
intra-tratamiento y finalizado el mismo.

Definicién operativa de las variables

Entre las variables clinicas analizadas en este estudio contamos con
la edad de la paciente al momento del diagnéstico, el tamafio tumo-
ral y el compromiso ganglionar axilar previo a la neoadyuvancia. A
fines practicos, las pacientes han sido agrupadas de acuerdo la edad
en menores y mayores o igual a 50 afios. Segiin el tamafio tumoral de
inicio, definido seguin la clasificacion clinica TNM3! , se agruparon los
tumores menores de 5 cm (cT1 y cT2) e igual o mayoresa 5 cm (cT3y
cT4)y segun el estado axilar, en presencia o ausencia de compromiso
axilar (cNO y cN+).
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Las variables anatomopatolégicas consideradas fueron el grado his-
tolégico de Nottingham32, el subtipo histolégico, el perfil inmunohis-
toquimico del tumor y el porcentaje de TILs estromales en la biopsia
histolégica previo a la neoadyuvancia. De acuerdo Score de Nottin-
gham, contamos con los tumores de bajo grado histolégico (GH1) y
agrupamos aquellos de grado intermedio y alto (GH2 y GH3). Segin
la expresién o no de los receptores hormonales (RH) y la presencia
0 ausencia de sobreexpresién o amplificaciéon HER?2, clasificamos los
tumores de mama en: Triple Negativos (RH negativos y HER2 negati-
vo), tumores HER2 positivos (HER2+, RH+/-) y tumores Luminales like
puros (RH+, ya sea receptor de estrogeno -RE- >1% y/o receptor de
progesterona -RP- >1%, HER2 negativo).33

Elrecuento de TILs es expresado en porcentaje, tomando como punto
de corte 50%. Consideramos al Cancer de mama con predominio lin-
focitario (abreviado por sus siglas en inglés, LPBC - lymphocyte-pre-
dominant breast cancer-) cuando el tejido tumoral es “rico en TILS", o
sea que presenta 50% o méas de TILs estromales (>50%).10

Definimos a la respuesta patoldgica completa (pCR) como la ausencia
de enfermedad residual infiltrante, luego del tratamiento neoadyu-
vante, tanto en la mama como en la axila (ypT0/Tis, ypNO0).2 La pre-
sencia de CDIS no excluye la respuesta patolégica completa.

La respuesta clinica a la quimioterapia neoadyuvante fue evaluada
mediante el examen fisico y siguiendo los criterios de la OMS34, la
hemos clasificado en 4 grupos:

1) Respuesta Completa: ausencia de lesion.

2) Respuesta Parcial: reduccién del tamafio mayor o igual a 50% de la
masa tumoral inicial preneoadyuvancia.

3) Respuesta Estable: lesiones sin incremento mayor a 25% pero con
reducciones de su tamafio menor a <50%.

4) Progresion: incremento de 25% o mas del tamafio de las lesiones
existentes o aparicion de lesiones nuevas.

Definimos como sobrevida libre de evento (SLE) al tiempo transcurri-
do entre el diagnéstico del CM (fecha de puncién histolégica) hasta
la aparicién de cualquier evento de progresién de la enfermedad, ya
sea recaida loco regional o metdstasis a distancia o muerte por cual-
quier causa.?
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Analisis estadistico

Se efectud un andlisis de regresion logistica con modelos univaria-
bles y multivariables, mediante el software STATA 11.1 (Statistics/
Data Analysis). Las covariables para los modelos multivariables fue-
ron: el porcentaje de TILs estromales en la biopsia histolégica previo
a la neoadyuvancia (<50% vs >50%), la edad ( <50 vs > 50 afios), tama-
fio tumoral previo a la neoadyuvancia segin la clasificacién clinica
TNM31 (cT1-T2 vs cT3-T4) , estado ganglionar axilar inicial (cNO vs
cN+), grado histolégico de Nottingham (GH1 vs GH2-GH3), subtipo
histolégico (Ductal infiltrante vs otro), estado de receptores hormo-
nales (RH negativos vs RH positivos), y sobreexpresiéon HER2 (HER2
negativo vs HER2 positivo).

La asociaciéon entre los diferentes factores clinico patoldgicos y la
probabilidad de obtener una respuesta patolégica completa (pCR) o
una respuesta clinica completa luego del tratamiento neoadyuvante,
se investigd con un analisis de regresién logistica.

Se utilizaron Odds Ratio (OR) e Intervalo de confianza del 95% (IC
95%) con valores de p a dos colas. Un valor p < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Para la evaluacién de la sobrevida libre de eventos se utilizé6 como
analisis las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier.

RESULTADOS

Se estudiaron 107 pacientes con CA de mama que cumplian con los
criterios de inclusiéon. La edad media de las pacientes fue de 49 afios,
con un rango de 29 a 78 afios. En la tabla 1 se detallan las caracte-
risticas de la poblacién en estudio y la distribucién de los TILs en los
subgrupos clinico-patolégicos.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas. Distribucién de TILs y asociacion de TILs con las diferentes variables y respuesta a la
quimioterapia neoadyuvante.

Caracteristicas

Total de
pacientes

TILs estromales
<50%

TILs estromales
=50%

Datos expresados como n (%). TILs= Linfocitos infiltrantes tumorales, pCR= respuesta patolégica completa, RH= Recepto-
res hormonales, TN= Triple negativo, QNA= quimioterapia neoadyuvante. El valor p fue calculado por analisis de regresion

logistica univariable.
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El valor promedio de los TILs estromales fue de 25,5% (valor dentro del
rango de 1-80%). Los LPBC representaban el 21,5% de nuestra poblacion.

Entre las 107 pacientes incluidas en el estudio, 62 presentaban tu-
mores Luminal like RH+/ HER2 negativos (58%), 5 HER2+/ RH+ (5%),
14 HER2+/ RH negativo (13%), y 26 tumores Triple Negativos (24%).
La distribucién de los TILs estromales entre los diferentes subtipos
tumorales no fue homogénea, y esto resulté estadisticamente signifi-
cativo en el andlisis univariable (OR 2.22 [IC 95% 1.29- 3.82], p= 0.004).
En efecto, entre los LPBC predominaron los subtipos Triple Negativos
(38,5%) y HER2 positivos (31,6%) respecto a los Luminales like (11,3%).

Se observo respuesta patoldgica completa en 18 pacientes (16,8%) de
la poblacién en estudio, entre los cuales el 50% eran LPBC. Obtuvi-
mos pCR en el 39,1% de los pacientes con alto infiltrado linfocitario
tumoral y en 10,7% de los pacientes con recuento de TILs <50%. En
el analisis univariable de regresién logistica, las variables asociadas
con la respuesta patolégica completa fueron los TILs > 50% (OR 5.35
[IC 95% 1.80- 15.86], p= 0.002), la ausencia de expresién de recepto-
res hormonales (OR 0.11 [0.03- 0.39], p=0, 000) y la presencia de so-
breexpresiéon HER2 (OR 4.08 [1.32- 12.59], p= 0.014). Considerando la
edad, el tamafio tumoral y el compromiso axilar de inicio, el grado
histolégico, el subtipo histologico, los TILs estromales, el estado de
receptores hormonales, y el estado de HER2, la pCR presenté una

asociacién estadisticamente sig-

Grafico 1. Correlacién entre los TILs estroma- nificativa con aquellos tumores
Lefayr:gggzpuesta patoldgica completa (pCR) con TILs > 50% ( OR 5.45 [ IC 95%
Jaenee BTis<50% [Tis>50%  1.32- 22.5], p= 0.019) y con recep-
60% tores hormonales negativos (OR
50% 50% 0.15 [0.03- 0.68], p= 0.014) en el

50% anélisis multivariable.

39,1%

40% De acuerdo al perfil inmunohis-

& 300 30,7% toquimico de los carcinomas de

g 0% | 25%

o mama, se obtuvo una tasa de pCR
20% 142% ‘ de 3,2% en Luminales like-HER2
10% 10,7% | negativos, 36,8% en HER2 positi-

I 1.8% W vos y 34,6% en Triple Negativos.
0% - Como bien se ilustra en el Gréafico
Todos los Luminal like, HER2 + Triple 1, los tumores con alto infiltrado
pacientes HER2() negativo linfocitario se asocian a mayores
N 984 1/55 413 416 tasas de pCR independientemen-

Valores expresados como n/N.

n=numero de pacientes con pCR,

N= numero de pacientes con y
sin pCR

te del subtipo molecular. En los
tumores HER2+ y triple negativos,
el 50% de tumores ricos en TILs
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N

lograron pCR, mientras que en los tumores RH+HER2 negativos, s6lo
el 14,2%. Al evaluar la tasa de pCR de acuerdo a los TILs y la expresién
de RH, encontramos asociacién estadisticamente significativa entre
el pCR, los TILs > 50%, y la ausencia de receptores hormonales (OR
0.15 [0.044- 0.53], p=0.003). De la misma manera, los TILs > 50% y la
sobreexpresion HER2 se asocian en forma significativa a la obtencion
de pCR (OR 3.76 [1.13- 12.46], p=0.030). Sin embargo, como bien antes
mencionamos, en el andlisis multivariable ajustado a todas las varia-
bles clinico patolégicas consideradas en el estudio, inicamente los
TILs = 50% y la negatividad de los RH se asocian significativamente a
la obtencién de pCR.

En cuanto a la respuesta clinica al tratamiento neoadyuvante, se
constata en el andlisis univariable una asociacién entre los tumores
con TILs > 50% y la respuesta clinica completa estadisticamente signi-
ficativa (OR 0.18 [IC 95% 0.70- 0.50], p= 0.001). Asimismo, en el andlisis
multivariable ajustado a edad, tamafio tumoral, estado axilar, gradoy
subtipo histoldgico, estado de RH, estado de HER?2, se evidencié que
la respuesta clinica completa presenta asociacién estadisticamente
significativa no sélo con la presencia de TILs >50% (OR 3.67 [1.15-
11.74], p=0.028), sino también con la ausencia de receptores hormo-
nales (OR 0.24 [0.08- 0.71]. p=0.010) y a la sobreexpresiéon HER2 (OR

4.07 [1.18- 13.9], p=0.026). El Gra-

fico 2 muestra la evidente corre-

lacién entre los TILs estromales y

© BiTis<50% [ Tis=50%  larespuesta clinica completa a la
o 100 neoadyuvancia, independiente-
- 90 83,3% 80% mente del perfil inmunohistoqui-
0
g 80 mico de los tumores. Los tumores
: 70 65,2% 61.5% Triple Negativos y HER2 positivos
U 60 presentaron una mejor respues-
é 50 3759 ta clinica a la neoadyuvancia res-
t 40 =7 pecto a los Luminales like- HER2
0, .
k4 30 262% 285% negativos, y esta respuesta fue
% 20 14,5% aun mejor cuando el recuento de
g 10 I TILs era > 50%.
(3 0
Todos los Luminal like, HER2 + Triple
pacientes HER2(-) negativo
nN  22/84 15723 8/55 2/7 813 56 6/16  8/10

Valores expresados como n/N.
n=numero de pacientes con pCR,
N= numero de pacientes con y
sin pCR
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Tabla 2. De-escalamiento quirtrgico

QNA= gquimioterapia Neoadyuvante

Grafico 3. Curvas de Kaplan — Meier:
Sobrevida libre de evento (SLE) seglin TiLs

LOS LINFOCITOS INFILTRANTES TUMORALES (TILS)... | PAGS. 73-94

La conversiéon quirdrgica fue
alcanzada en 62 pacientes que
eran inoperables o candidatas
a mastectomia de inicio, y que
luego de la quimioterapia sis-
témica lograron ser operables
o pasibles de tratamiento con-
servador, respectivamente (Ta-
bla 2). El de-escalamiento qui-
rurgico logrado fue mayor en
los LPBC respecto a aquellos
con TILs < 50%, con una tasa
de conversién quirurgica lue-
go del tratamiento sistémico
de 87,5% vs 77,4%. Sin embar-
go, esta diferencia no resultod
estadisticamente significativa.

TILs < 50% | TILs 250%

Evaluamos los TILs como un marcador pronéstico de sobrevida libre
de evento (SLE) en 96 pacientes de la poblacién en estudio, entre las
cuales 75 presentaban tumores pobres en TILs, y 21 eran LPBC. El
tiempo medio de seguimiento fue 39 meses [intervalo 5-109 meses].
Se excluyeron 11 pacientes del analisis por falta de seguimiento en
el Hospital Durand luego de la cirugia. Fueron 18 pacientes las que
presentaron progresion de la enfermedad. Las pacientes que sufrie-
ron un nuevo evento representaban el 20% de aquellas con tumores
con TILs< 50% y el 14,3% de aquellas con tumores ricos en TILs, con
una SLE media de 27,9 y 30,7 meses respectivamente (intervalo 10-83
meses). No hubo asociacién estadisticamente significativa entre las

altas concentraciones de TILs

o
a
™ y la sobrevida libre de eventos
(OR 0.60 [IC 95% 0,17- 2.09], p=
2 0.429). Se estimaron las curvas
= | _ de supervivencia, mediante el
g modelo de Kaplan- Meier, com-
‘-'5 o parando la SLE de las pacien-
u%i tes con TILs < 50% vy con TILS
> 50% (ver Grafico 3, curvas
wn
14 Kaplan Meier).
TiLs < 50%
TILs = 50%
8
o T T T T T T
0 20 40 80 100
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DISCUSION

Larespuesta patolégica completa (pCR) se logré en el 17% del total de
nuestra poblacién en estudio y se obtuvo una tasa de pCR del 3,2%
en los tumores Luminales like-HER2 negativos, de 36,8% en HER2 po-
sitivos y 34,6% en Triple Negativos, lo que se asemeja a la evidencia
publicada. De hecho, en el recientemente publicado meta-andlisis de
Spring et al.%, la tasa global de pCR obtenida luego del tratamiento
neoadyuvante fue de 21,5%, siendo mejores las tasas de respuesta en
los tumores HER2 positivos (36,4%) y Triple Negativos (32,6%) respec-
to a los tumores luminales (9,3%).

Los resultados arrojados de nuestro estudio ponen en evidencia el
valor de TILs estromales de la biopsia pre-tratamiento del CM como
predictor de respuesta patolédgica y clinica completa a la neoadyu-
vancia, aunque que no hemos podido corroborar el factor prondstico
de los TILs. En efecto, el recuento de TILs estromales mayor o igual
a 50% en la biopsia previo al tratamiento, fue predictor de respuesta
patolégica completa, lograndose una pCR en 39,1% en los tumores
con alto infiltrado linfocitario. Demostramos que tanto la presencia
de TILs > 50% como la presencia de Receptores hormonales nega-
tivos, se asocian a mayor pCR en el analisis multivariable de regre-
sién logistica ajustado a la edad, el tamafio tumoral, el estado axilar,
grado histoldgico, subtipo histolégico, y al estado de HER2. En otras
palabras, segin nuestros resultados, el alto infiltrado mononuclear
aumenta 5 veces las chances de obtener pCR. Sin embargo, no he-
mos podido establecer una asociacién significativa entre los TILs y la
PCR para cada uno de los subtipos tumorales, debido seguramente,
al bajo numero de pacientes que presento el evento (pCR) en nuestro
estudio. Por esta razén, no podemos afirmar que los TILs son predic-
tivos de respuesta exclusivamente en los tumores HER2 positivos y
Triple Negativos, como la evidencia lo demuestra3°-38, aunque si po-
demos inferir que los TILs no serian predictores de pCR en los tumo-
res Luminal Like. En cuanto al valor prondstico de los TILs, no hemos
hallado asociaciéon estadisticamente significativa entre en los TILs y
la SLE, seguramente debido a la pequefia muestra y al corto tiempo
de seguimiento de nuestras pacientes.

El estudio aleméan de Denkert et al.24 es uno de los pocos estudios
retrospectivos que evalua el valor predictivo y pronéstico de los TILs
en todos los subtipos moleculares, incluyendo los Luminales like. En
esta publicacién, que incluia 3771 pacientes de 6 estudios randomi-
zados de neoadyuvancia del German Breast Cancer Group, se anali-
zaron los infiltrados mononucleares estromales y los intratumorales
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de las biopsias previas al tratamiento y se evidencié la asociacién
entre el mayor infiltrado linfocitario tumoral y la mayor pCR en todos
los subtipos moleculares. A su vez, se constaté mayor sobrevida libre
de enfermedad en los CM ricos en TILs con perfil inmunohistoquimi-
co Triple Negativo y HER2 positivos, como asi también mayor sobre-
vida global en tumores Triple Negativos con TILs altos. Asimismo, Loi
et al.39 han demostrado en un pooled analisis de méas de 2000 pacien-
tes, el fuerte valor pronoéstico de los TILs estromales en adyuvancia
de los estadios tempranos de CM Triple negativo.

Del mismo modo, en la revisién sistematica y el metaandlisis de Mao
et al.29, los tumores con predominio linfocitario predijeron mayores
tasas de pCR en los subtipos Triple negativo y HER2 positivos pero no
asi en los tumores con receptores de estrégenos positivos. De acuer-
do a este meta-analisis, en el que se incluyeron 3271 pacientes de
13 estudios publicados, la presencia de Carcinomas de mama con
predominio linfocitario (TILs mayor a 50 o 60%) aumenta 4 veces las
chances de lograr pCR, independientemente de si se detectaron los
TILs en el estroma, intratumoral o en ambos sitios. Asimismo, en el
analisis multivariable ajustado a la edad, tamafio tumoral, subtipo
histoldgico, grado tumoral, compromiso axilar, estado de RH y el es-
quema quimioterdpico, los TILs continuaron siendo un marcador in-
dependiente para una mayor tasa de pCR.

En un estudio de cohorte publicado por Kurozumi et al.4%, en el que
128 pacientes con tumores HER2 recibieron tratamiento neoadyu-
vante con Trastuzumab, se ha constatado no sélo que el alto recuento
de TILs estromales iniciales predicen mayores tasas de pCR, sino que
también en aquellos que no alcanzaron pCR, las mayores concentra-
ciones de TILs en el tumor residual mostraron mejor prondéstico que
aquellos tumores residuales con bajos TILs. En efecto, son varios los
estudios que sugirieron que la evaluacién de los TILs en el tumor re-
sidual luego de la neoadyuvancia también podria tener un valor pro-
noéstico en aquellos pacientes en los que no se alcanzo la respuesta
patolégica completa. Kurozumi40 y Hwang et al.#! evaluaron los TILs
entre las pacientes con tumores HER2 positivos que no alcanzaron
PCR luego de la neoadyuvancia con Trastuzumab y observaron que
aquellos tumores residuales con alto recuento linfocitario se asocia-
ron a un pronéstico significativamente mejor en comparacién con los
tumores residuales con un bajo porcentaje de TILs. Del mismo modo,
Dieci et al.#2 compararon los niveles de expresién de TILs en tumores
Triple Negativos antes y después del tratamiento sistémico neoad-
yuvante en las pacientes que no lograron pCR e informaron también
prondsticos significativamente mejores en el grupo con alta expre-
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sién de TILs en tumores residuales. Por esta razon, seria interesante
para un futuro estudio, realizar la evaluacién del porcentaje de TILs
en los tumores residuales y asi poder identificar entre los pacientes
que no logran pCR, aquellos que podrian tener mejor pronostico.

No esté establecido el punto de corte para hablar de infiltracién linfo-
citaria dominante. Los diferentes autores establecen su propio valor
de corte de TILs, por lo que algunos utilizaron la mediana®3, otros
mas del 10%10 o incrementos de 10% de TILs10.11.35 y también el tér-
mino de cancer de mama con predominio linfocitario (LPBC).10-11.38
Este ultimo es un término descriptivo y tipicamente usado con un
umbral de linfocitos estromales de alrededor del 50%-60% del area
de la superficie del estroma.2® Es el caso de Denkert et al.,, que de-
finen a los LPBC a aquellos tumores con valores de TILs > 60%. En
nuestro estudio hemos decidido que el valor de corte sea 50%.

Los TILs estan presentes en todos los CM en distintas proporciones
segun los distintos subtipos moleculares, siendo mas probable en-
contrar mayor infiltrado linfocitario en los tumores mas agresivos de
alto grado y con RH negativos. Al igual que Denkert et al.24, hemos
demostrado que los tumores HER2 positivos y en los Triple Negativos
presentan mayor porcentaje de TILs, en comparacién con los tumo-
res Luminales like. La diferencia del infiltrado linfocitario en los dife-
rentes subtipos moleculares de CM podria llegar a explicar el impac-
to diferencial de los TILs en cuanto a la respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante y el pronéstico en los subtipos HER2 positivos y Triple
Negativos, respecto a los Luminales.

La evaluacién de los TILs en la biopsia tumoral previo al tratamiento
sistémico, no sélo nos permite tomar conocimiento de la respues-
ta inmune preexistente del paciente, sino que también nos permite
identificar un subgrupo de CM que van a tener mejor respuesta a la
neoadyuvancia. Hasta ahora, no se recomienda usar a los TILs en la
toma de decisién para indicar tratamiento sistémico, puesto que no
existen actualmente pautas de evaluacién estandarizadas e informa-
cién confirmada.** Es asi que los TILs estromales sélo proporcionan
una informacién util para los oncélogos y mastélogos para identifi-
car un subgrupo de pacientes que tendran mayor beneficio con la
neoadyuvancia y mejor pronéstico. El panel de St Gallen 201945 re-
comendd caracterizar los TILs en el CM Triple Negativo debido a su
valor pronéstico. Sin embargo, los datos son insuficientes para reco-
mendar a los TILs como prueba para guiar las opciones de tratamien-
to adyuvante o neoadyuvante en los tumores Triple Negativos.
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Las principales limitaciones de nuestro estudio fueron el pequefio
tamafio de la muestra, el disefio retrospectivo y el corto tiempo de
seguimiento. Al estudiar la asociaciéon entre el bajo nimero de even-
tos acontecidos (pCR) y todas las variables consideradas, disminuy6
el impacto estadistico de la investigacion. A su vez, cabe destacar que
no hemos llevado a cabo el andlisis de la lectura de los TILs estro-
males de forma independiente y cegada de los dos patélogos de la
institucién. Hubiese sido interesante estudiar la correlacién de la ob-
servacion de ambos patélogos y demostrar la validez analitica en la
evaluacién de los TILs interobservador.

Para concluir, la relevancia clinica de los TILs radica en su valor pre-
dictivo a la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante y su valor
prondstico, sobre todo en los tumores Triple Negativos y HER2 posi-
tivos. Para lograr cotejar nuestros resultados con la evidencia publi-
cada, en visperas de un préoximo estudio, sera necesario incluir un
mayor numero de pacientes, prolongar el tiempo de seguimiento, y
serfa enriquecedor, no sélo evaluar los TILs en la biopsia previo al
tratamiento, sino también en el tumor residual de aquellos que no
logran pCR.

CONCLUSION

En este estudio se ha evidenciado la relevancia clinica de los TILs
como predictor de respuesta a la neoadyuvancia en los tumores de
mama RH negativos. Nuestros resultados indican que existe corre-
laciéon entre los tumores ricos en TILs y la mayor tasa de pCR en los
tumores RH negativos. También se comprobd asociacién entre los
TILs y la respuesta clinica completa a la neoadyuvancia, tanto en tu-
mores RH negativos y como HER2 positivos, aunque sin impacto es-
tadisticamente significativo sobre la tasa de conversiéon quirurgica.
Puesto que no obtuvimos asociacién significativa entre el valor de
TILs y la SLE, no hemos logrado revelar el valor prondstico de los TILs
estromales.
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DEBATE

Dr. Uriburu: Me parecié muy interesante la expe-
riencia presentada por su grupo de trabajo que los
estimula a seguir avanzando en el tema. Por ejem-
plo, como dijo al final, en el analisis de los TILs en
aquellos casos que no lograron la pCR. Como asf
también, tal vez, en este subgrupo, para seleccio-
nar casos que “a priori” no serfan buenos candida-
tos para quimioterapia neoadyuvante. Me refiero a
los luminales A. Pero que sean luminales A predo-
minantemente linfocitarios, como usted demostro,
con aumento de TILs, tal vez eso si, los luminales
A serian buenos candidatos a quimioterapia neo-
adyuvante, dentro de este grupo que, “a priori”’, no
tendria respuesta. Todo esto como una linea de in-
vestigacion para mas adelante. /No?

Dra. Feldman: Si, ahora tenemos el doble de n, asi
que seria mucho mas interesante presentar este
trabajo dentro de un afio y tener mejores resul-
tados. De todas maneras, hay muchos luminales
en este trabajo. Ahora hacemos también bastante
neohormonoterapia a los tumores luminales, so-
bre todo a los luminales A. Seria bueno ver los da-
tos a futuro y confrontarlos con el tumor residual y
el valor de TILs, a ver si eso nos cambia el pronds-
tico. La tendencia hoy es: a mayor TILs, mejor pro-
noéstico, pero los valores no fueron significativos,
lamentablemente.

Dr. Corrao: Primero, queria felicitarla a Carolina,
me parece muy bueno el trabajo. Observamos que
hay una asociaciéon muy fuerte entre TILs mayor
de 50% y tipos de inmunohistoquimica, que ya sa-
bemos que tienen una mayor tasa de respuesta
patoldgica completa. Es por esto que queria saber,
si en la préactica diaria, estdn considerando sola-
mente los TILs como para definir un tratamiento,
porque por lo que vos mostraste, por ahora, los
TILs se asocian a tipos tumorales que ya sabemos
que van a responder mejor.

Dra. Feldman: No usamos los TILs como para guia
de tratamiento. De hecho fue algo que me incen-
tivd mas a hacer este trabajo, porque teniamos el

resultado de los TILs y dije: ¢para qué sirven, me
pronostica algo, me predice que va a tener mas
respuesta? Eso fue lo que me motivé el trabajo.
Pero no lo saco como para guiar un tratamiento.

Dr. Davalos Michel: Felicito a la doctora por el tra-
bajo. Queria preguntarle si siempre, cuando tienen
tumores triple negativos, cualquiera sea el tama-
fio, hacen neoadyuvancia.

Dra. Feldman: Generalmente a todos esos tumores
mayores de 2 cm hacemos neoadyuvancia.

Dr. Davalos Michel: ;Qué pasa si esos TILs tienen
alguna importancia en la adyuvancia? Creo que
todavia no, porque dijeron que no tenian suficien-
te para la sobrevida. Yo no sé si ustedes lo hacen
como investigacion, porque con un tumor de 2 cm
se puede hacer tranquilamente una cirugia con-
servadora de acuerdo con el tamafio de la mama.
Entonces, no sé si ustedes lo estan haciendo por
investigaciéon o por necesidad. Porque yo, un tu-
mor de 2 cm en mama grande puedo realizar una
cirugfa conservadora. ¢Ustedes estan haciendo
esto para investigar la respuesta a la neoadyuvan-
cia y ver el valor de los TILs? No entiendo muy bien
cudl es el objetivo del trabajo, independientemen-
te del valor de los TILs que si lo entiendo. Porque
siyo puedo operar a una paciente, la opero. Parece
ser que ustedes quieren investigar, independien-
temente del tumor, porque al tumor de 2 ¢m, no
necesariamente necesita achicarlo para hacer una
cirugia conservadora. Entonces quisiera saber cual
es el objetivo de ustedes.

Dra. Feldman: No necesariamente, tiene usted ra-
z6n. Lo que si, el triple negativo y estar positivo
mayores de 2 c¢m, a todos le hacemos igual neoad-
yuvancia, pero sobre todo para esta oportunidad
de darle un tratamiento posterior con capezitabine
o TM1 los tumores con enfermedad residual. Eso
por un lado. A los tumores luminales también le
hacemos finalmente, antes se hacia mucha mas
quimioterapia, sobre todo en los luminales B o con
la axila positiva o localmente avanzados, si hace-
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mos neoadyuvancia, pero sobre todo para dismi-
nuir el volumen tumoral. Tuvimos bastante tasa
de conversién quirurgica alta en los luminales y
esto nos sigue incentivando a hacer quimioterapia
o unihormonoterapia en los tumores luminales
por més que sean candidatos a cirugia de inicio.
Todas las pacientes que son axilas positivas y que
ya sé que se van a beneficiar por la quimioterapia
neoadyuvante después, les planteo hacer quimio-
terapia antes. Eso lo seguimos haciendo.

Dr. Fuleston: Queria felicitarte, muy interesante el
trabajo. Veo que no es complicada la inmunomar-
caciéon porque la hacen los patdlogos directamen-
te sobre los preparados. Queria preguntarte sobre
los HER-2 puros, que si no entendi mal es Tras-
tuzumab + quimio, si no usan doble bloqueo en
los HER-2 como neoadyuvancia y cuél es el corte
exacto del tamafio del HER-2 negativo, donde uste-
des comienzan con el doble bloqueo en la neoad-
yuvancia, si es que lo usan.

LOS LINFOCITOS INFILTRANTES TUMORALES (TILS)... | t H

Dra. Feldman: El tema del doble bloqueo en nues-
tro medio es el problema de acceso. En general
no les podemos ofrecer a todas las pacientes el
doble bloqueo porque no tienen acceso, sobre
todo, al pertuzumab. Entonces, a falta de acceso,
le hacemos antraciclinas o taxanos mas trastuzu-
mab, pero muchas hacen el esquema incompleto
0 sin pertuzumab y ese es el problema en nuestro
medio en un hospital publico. Por lo tanto, antes
que nada, trastuzumab solo, esa es la verdad. Con
respecto al tamafio, a partir de los 2 cm también
hacemos neoadyuvancia, en HER-2 se podria con-
siderar en més de 1 cm o 2 cm con axila positiva y
se puede discutir si hacemos o no neoadyuvancia
también a esos pacientes.

Dr. Uriburu: Muchas gracias, Dra. Feldman, felici-
taciones.
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