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Resumen

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el
cancer de mama fue el mas frecuentemen-
te diagnosticado en mujeres en el ano 2020. La
clasificacion tradicional del cancer de mama,
basada principalmente en las caracteristicas
clinico-patologicas y la evaluacion de biomar-
cadores de rutina, puede no captar los variados

cursos clinicos de los canceres de mama indi-
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Evaluacion con técnicas de rutina
e inmunohistoquimica de linfocitos
infiltrando el tumor en cancer de

mama, pre y postratamiento
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Gabriela Diaz, Daniel Mazal, Adela Sica, Benedicta Caserta

viduales. La presencia de linfocitos infiltrando
el tumor se ha estudiado para evaluar el valor
predictivo y pronodstico en el cancer de mama.
Realizamos un analisis retrospectivo de linfoci-
tos infiltrando el tumor, en biopsia core pretra-
tamiento, y en neoplasia luego de la neoadyu-
vancia, segun recomendaciones adaptadas del
International Tumors Infiltrating Linfocites Wor-
king Group 2014. Objetivos: El objetivo prima-
rio de nuestro estudio fue evaluar si existen di-
ferencias entre el analisis con tecnicas de rutina
de hematoxilina y eosina y técnicas de inmuno-
histoquimica. El objetivo secundario fue relacio-
nar el porcentaje de linfocitos infiltrando el tu-
mor con la respuesta a la heoadyuvancia. Se
comparo el score de linfocitos infiltrando el tu-
mor, con el grupo de carga tumoral postneo-
adyuvancia y con el grupo molecular subroga-
do. Material y método: Se analizaron materiales
de archivo de 15 casos de pacientes con can-
cer de mama, a las que se les realizd diagnos-

tico de cancer en biopsia core de mama vy lue-
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go recibieron tratamiento neocadyuvante, en un
periodo de dos anos, estudiadas en el Depar-
tamento de Anatomia Patoldgica y Citologia del
Hospital de la Mujer “Dra. Paulina Luisi", del Cen-
tro Hospitalario Pereira Rossell. Se efectud es-
tudio macroscoépico post tratamiento neoadyu-
vante, segun método Residual Cancer Burden
del MD Anderson Cancer Center, y se realizaron
técnicas de inmunohistoquimica.Resultados:
En la mayoria de los casos hubo coincidencia
del score de linfocitos infiltrando el tumor con
tinciones convencionales y con inmunohistoqui-
mica entre los patélogos que participaron de la
evaluacion. En 9 casos (60%) no hubo un cam-
bio de score entre la biopsia core y la anatomia
postneoadyuvancia. En 3 casos (20%) hubo una
disminucion del score de linfocitos infiltrando el
tumor luego del tratamiento. En 2 casos (13%)
subio el score y un caso (7%) fue no evaluable.

Solo dos casos de nuestra casuistica tuvieron
alto score de linfocitos infiltrando el tumor, el
cual disminuyo luego del tratamiento. Uno de
ellos fue una respuesta patologica completa de
un cancer de mama triple negativo, el otro ca-
so tuvo una respuesta patologica parcial Dis-
cusion: En nuestra casuistica, no hubo practi-
camente diferencias entre el score realizado
con técnica convencioanal e inmunohistoqui-
mica, por lo que junto a otros autores confir-
mamos que las técnicas de inmunohistoquimi-
ca para cuantificar linfocitos infiltrando el tumor,
no son estrictamente necesarias en el diagnos-
tico de rutina. Sabemos que nuestra casuistica
no es estadisticamente significativa. A pesar de
eso, destacamos igualmente que un caso triple
negativo con score alto de linfocitos infiltrando
el tumor en biopsia core, resultd una respuesta
patologica completa coincidiendo con la litera-
tura. La mayoria de los casos que se catalogaron
como quimiorresistentes luego de la neoadyu-
vancia, presentaron bajo porcentajes de de lin-

focitos infiltrando el tumor y correspondieron a

luminales B Her positivos. Algunos autores des-
criben que la presencia de linfocitos infiltrando
el tumor se asocian con sobrevida libre de re-
caidas significativas en casos Her2 positivos con
receptores negativos. Conclusién: Esta peque-
Aa casuistica de nuestro laboratorio, de referen-
cia en patologia mamaria, mostro una excelen-
te correlacion interobservador evaluando los
linfocitos infiltrando el tumor. Si bien el peque-
no grupo de casos es una limitacion de nuestro
analisis, la valoracion de los linfocitos infiltrando
el tumor es prometedora dado que se estudian
hoy las posibilidades de inmunoterapia media-

da por células Ty B en cancer de mama.

Palabras claves: cancer de mama, linfocitos intratu-
morales, inmunohistoquimica, postneoadyuvancia,

biomarcadores, microambiente inmune

Abstract

According to the World Health Organization,
breast cancer was the most common cancer
diagnosed in women in 2020. The tradition-
al classification of breast cancer, based mainly
on clinicopathological characteristics and rou-
tine biomarker evaluation, may not capture the
varied clinical courses of individual breast can-
cers. The presence of lymphocytes infiltrating
the tumor has been studied to assess its predic-
tive and prognostic value in breast cancer. We
performed a retrospective analysis of lympho-
cytes infiltrating the tumor in core biopsy and
in neoplasia after neoadjuvant therapy accord-
ing to recommendations adapted from the Inter-
national Tumors Infiltrating Linfocites Working
Group 2014. Objectives: The primary objective
of our study was to assess whether there are dif-
ferences between analysis with routine hema-
toxylin and eosin techniques and immunohisto-
chemical techniques. The secondary objective

was to relate the percentage of lymphocytes
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infiltrating the tumor with the response to neo-
adjuvant therapy; comparing the score of lym-
phocytes infiltrating the tumor with the post-
neoadjuvant tumor load group and with the
surrogate molecular group. Material and meth-
od: Archive materials of 15 cases of breast can-
cer patients who were diagnosed with breast
cancer in core breast biopsy and then received
neoadjuvant treatment, from a two-year peri-
od of the Pathology and Cytology Laborato-
ry of the Women's Hospital "Dra. Paulina Lu-
isi", from the Pereira Rossell Hospital Center. A
macroscopic study was carried out according to
the Residual Cancer Burden of the MD Ander-
son Cancer Center RCB method, in the necadju-
vant post-treatment material and immunohisto-
chemical techniques were performed. Results:
In most cases there was coincidence in the
score of lymphocytes infiltrating the tumor with
conventional techniques and with immunohis-
tochemistry among the pathologists who par-
ticipated in the evaluation. In g cases (60%) there
was no change in score between core biopsy
and postneoadjuvant anatomy. In 3 cases (20%)
there was a decrease in the score of lympho-
cytes infiltrating the tumor after treatment. In 2
cases (13%) the score increased, and one case
(7%) was not evaluable. Only two cases of our
casuistry had a high score of lymphocytes infil-
trating the tumor, in both cases there was a de-
crease in the score after treatment. One of them
was a complete pathological response of a tri-
ple negative breast cancer, the other case had a
partial pathological response. Discussion: In our
casuistry, there were practically no differences
between the score made with conventional and
immunohistochemical techniques, so together
with other authors we confirm that immunohis-
tochemical techniques to quantify lymphocytes
infiltrating the tumor are not strictly necessary
in routine diagnosis. We know that our casuist-

ry is not statistically significant. Despite this, we

also highlight that a triple negative case with a
high score of lymphocytes infiltrating the tumor
in core biopsy resulted in a complete pathologi-
calresponse, coinciding with the literature. Most
of the cases that were classified as chemoresis-
tant after neoadjuvant treatment, presented low
percentages of lymphocytes infiltrating the tu-
mor and corresponded to positive luminal B Her,
some authors describe that the presence of lym-
phocytes infiltrating the tumor is associated with
relapse-free survival significant in Her2 positive
cases with negative receptors. Conclusion: This
small casuistry from our reference laboratory in
breast pathology showed an excellent interob-
server correlation evaluating the lymphocytes
infiltrating the tumor. Although the small group
of cases is a limitation of our analysis, the as-
sessment of lymphocytes infiltrating the tumor
is promising given that the possibilities of immu-
notherapy mediated by T and B cells in breast

cancer are currently being studied.

Key words: breast cancer, intratumoral lymphocytes,

biomarkers, postneoadyuvancia, immune microbial.

INTRODUCCION

La OMS indica que el cdncer de mama fue el
mas frecuentemente diagnosticado en mu-
jeres en el afio 2020 y la principal causa de
muerte por cancer a nivel mundial.' La clasifi-
cacién tradicional del cancer de mama, basa-
da principalmente en las caracteristicas clini-
co-patoldgicas y la evaluacién de biomarca-
dores de rutina, puede no captar los varia-
dos cursos clinicos de los canceres de mama
individuales. Recientes hallazgos molecula-
res agregaron importante informacién con
respecto a las alteraciones genéticas subya-
centes y los eventos bioldgicos en el cancer
de mama. La informacién proporciono cono-
cimientos sobre nuevas estrategias de trata-
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miento, aunque aun se siguen haciendo es-
fuerzos para entender los mecanismos mo-
leculares e inmunolégicos que gobiernan el
progresoy la respuesta a la terapéutica.

La importancia de la clasificacion molecu-
lar basada en la expresion de genes de los
tumores, radica en distinguir diferentes ti-
pos de cancer de mama con una historia na-
tural diferente y a la vez permite el desarro-
llo de terapias especificas. Debido a la impli-
cancia pronéstica y terapéutica de la clasifi-
cacién molecular, se han descrito definicio-
nes subrogadas usando scores semicuantita-
tivos por inmunohistoquimica (IHQ) de dife-
rentes parametros como: el indice de proli-
feracion, los receptores hormonales y la so-
breexpresién de la proteina Her 2 neu, defi-
niendo asi tipos moleculares simil de cancer
de mama.2 Por el conocimiento de la biologia
molecular del cancer de mama se ha consta-
tado que no todos los tumores de mama res-
ponden en igual medida a la quimioterapia
0 a la hormonoterapia. Por lo tanto, la elec-
cién del tratamiento dependera del estadio
del tumor, de si es inicial o localmente avan-
zado, del subtipo molecular, de la probabi-
lidad de respuesta a la neoadyuvancia con
quimioterapia o al tratamiento hormonal y
de si la neoadyuvancia puede facilitar o per-
mitir la conservacion mamaria.

La respuesta o no respuesta al tratamien-
to neoadyuvante generalmente puede ser
apreciada clinicamente y radiolégicamente
(respuesta clinica), generalmente evaluan-
do el tamafio del tumor antes y después del
tratamiento sistémico primario.® Los cam-
bios del tamafio tumoral no necesariamen-
te tienen correlacién con la respuesta pato-
l6gica.*

Se define como respuesta patolégica
completa (RPC) a la ausencia de carcinoma
invasor en la mama, por estudio histolégi-

co, luego del tratamiento sistémico prima-
rio.>* La valoracién de la enfermedad resi-
dual post neoadyuvancia mediante estudio
histoldgico® puede determinar la eficacia del
efecto citotoxico del tratamiento y aumenta
la informacién prondstica.

Existen diferentes sistemas de evaluacion
de la respuesta patolégica del cancer de ma-
ma al tratamiento neoadyuvante en la lite-
ratura.>* Un ejemplo es el método de indice
de carga tumoral residual (RCB), del MD An-
derson Cancer Center® donde a partir de para-
metros morfolégicos (tamafio del lecho tu-
moral, porcentaje de carcinoma invasor re-
sidual, porcentaje de carcinoma in situ resi-
dual, nUmero de ganglios metastasicos y ta-
mafo de la metédstasis) se establece un mo-
delo matematico creando un indice de carga
tumoral en cuatro categorias (RCB 0 a RCB
Ill) que presenta importante valor prondsti-
co.

El uso de este sistema requiere de una
formula matematica cuyo calculo se encuen-
tra disponible en la pagina web del MD An-
derson Cancer Center.®

Este método se utiliza en nuestro labora-
torio de forma rutinaria para el estudio de
la respuesta patoldgica a la neoadyuvancia
en casos de cancer de mama, desde el afio
20009.

Con el avance del conocimiento, emerge
especial atencion en los linfocitos que infil-
tran el tumor de mama y su impacto en el
prondstico y respuesta a tratamientos.

El infiltrado de linfocitos en los tumores
es hoy dia un relevante indicador de la inmu-
nidad neoplasica en tumores sélidos, tanto
de cancer de mama como otras neoplasias
malignas.” Los linfocitos infiltrando el tumor
(TILs) se han estudiado para evaluar el valor
predictivo y pronéstico en el cancer de ma-
ma.1,7-10
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Recientes estudios demuestran que altas
concentraciones de TILs predicen la posibili-
dad de una respuesta patolégica completa
luego de la neoadyuvancia y se asocia con
una mejor sobrevida en los subtipos molecu-
lares HER2 positivos y triple negativos."”"2 El
papel de los TILs en los demas tipos molecu-
lares de cancer de mama esta menos claro.

Se detectan TILs hasta en el 75% de los
tumores de mama HER2 positivo en estadios
tempranos, en el cdncer de mama triple ne-
gativo y menor proporcion en subtipos lumi-
nales."?

Se han reunido grupos de expertos inter-
nacionales para resolver si la evaluacién de
TILs en cancer de mama se puede introducir
en la practica clinica de rutina a pesar de no
haber un consenso sobre el reporte de los
parametros inmunoldégicos del tumor.”'3" E|
microambiente inmune en cancer de mama
tiene una variedad de fenotipos TILs y el rol
de cada uno permanece controvertido. De
cualquier modo, se reconoce que el 75% de
los TILs en cancer de mama son linfocitos T
citotdxicos, asi como también hay linfocitos
T helper y natural Killer. Todos ellos pueden
ser evidenciados con técnicas de inmunohis-
toquimica con marcadores especificos de li-
nea T denominados pan Ty también con di-
ferentes marcadores de linaje." Los linfoci-
tos B han sido menos estudiados y se los ha
relacionado con un seguimiento favorable
en cancer de mama inflamatorio.""

Realizamos un analisis retrospectivo del
score de TILs en cancer de mama de pacien-
tes a las que se les realiz6 biopsia core pre-
via al tratamiento y en resecciones luego
de la neoadyuvancia, segun recomendacio-
nes adaptadas del International TILs Working
Group.2,13,15,‘|6

OBJETIVOS

El objetivo primario de nuestro estudio fue
evaluar si existen diferencias entre el anali-
sis de TILs con técnicas de rutina de hema-
toxilina y eosina (HyE) y técnicas de inmuno-
histoquimica (marcador panT: CD3)

El objetivo secundario fue relacionar el
porcentaje de TILs con la respuesta a la neo-
adyuvancia; comparando el score de TILs
con grupo RCBy con el grupo molecular sub-
rogado.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron materiales de archivo de 15 ca-
sos de pacientes con cancer de mama de un
periodo de dos afios del Laboratorio de Ana-
tomia Patoldgica y Citologia del Hospital de
la Mujer “Dra. Paulina Luisi", del Centro Hos-
pitalario Pereira Rossell.

Se incluyeron pacientes a las que se les
realiz6 diagndstico de cancer de mama en
biopsia core de mamay recibieron luego tra-
tamiento neoadyuvante.

Se efectud estudio macroscopico segin
método RCB® en el material postratamien-
to neoadyuvante, con documentacién y ma-
peo del lecho tumoral residual y lectura de
ldminas histoldgicas por dos patélogos. To-
dos los especimenes de biopsia y reseccio-
nes postneoadyuvancia se fijaron en formol
buffer al 10% y se procesaron en forma ruti-
naria.

Se realizaron técnicas de IHQ e hibrida-
cioén in situ (ISH) en casos dudosos de HER2,
para subtipificar en los diferentes subtipos
moleculares simil a los tumores, siguiendo
los criterios de St Gallen, 2013.2 Las técnicas
de IHQ se realizaron en cortes de 5 micras le-
vantados en laminas cargadas, de biopsias 'y
de resecciones, incluidas en parafina.
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Se enfrentan a anticuerpos de recepto-
res de estrogenos (clonaSP1) y progesterona
(clona SP2), HER2 (clona A0485) y Ki67(clona
MIB1). Ademas, al material de biopsia core 'y
resecciones de neoplasia de mama postneo-
adyuvancia, también se le realizd técnica de
IHQ con anticuerpo CD3 (pan T) (clonaPS1)
(Biocare), segun recomendaciones del fabri-
cante.

Se utiliz6 sistema de deteccidén secunda-
rio Envision (DAKO). Cromoégeno diamino-
bencidina (DAB) (DAKO) y contra tincion con
hematoxilina de Mayer.

Se evaluaron por varios patélogos los
TILs, en el estroma tumoral, en laminas te-
fiidas con HyE y en laminas con CD3 tefidas
con DAB, usando microscopios 6pticos de
luz, en campos de 400x.

ANALISIS SEMICUANTITATIVO
La evaluacion de parametros macroscépicos
y microscopicos permitié clasificar los casos
postneoadyuvancia en: RCB 0: respuesta pa-
tolégica completa (RPC), RCBI: minima enfer-
medad residual, RCBII: moderada enferme-
dad residual, RBCIII: extensa enfermedad re-
sidual (quimioresistencia).t

Los TILs se definieron como el porcenta-
je de células mononucleares en el estroma
tumoral, y se usaron tres scores, adaptados
de los criterios del International TILs Working
Group:®

Score 1; 0-10%: infiltrado mononuclear le-

ve en el estroma intratumoral.

Score 2; 11 a 40% moderado infiltrado.

Score 3; 41 a 100% intenso infiltrado mo-

nonuclear en el estroma intratumoral.

No fueron incluidas las areas de l6bulos
normales, carcinoma in situ, necrosis, areas
con artefactos por electrofulguracion, areas
de fibrosis, areas hialinizadas ni regresivas

postneoadyuvancia, ni se tomé en cuenta el
hot spot para el estudio de TILs.

RESULTADOS

(Cuadro 1).

En la mayoria de los casos hubo coinciden-
cia del score de TILS con estudio convencio-
nal e inmunohistoquimica entre los patélo-
g0s que participaron de la evaluacién (figu-
ra1); en 14 de las 15 biopsias y en 13 de las 15
piezas postneoadyuvancia.

En 9 casos (60%) no hubo un cambio de
score entre la biopsia core y la anatomia
postneoadyuvancia. En tres casos (20%) hu-
bo una disminucion del score TILS luego del
tratamiento.

En dos casos (13%) subid el score y un caso
(7%) fue no evaluable.

Sélo dos casos de nuestra casuistica tu-
vieron score 3 de TILs, en los dos casos hubo
disminucion del score luego del tratamiento.
Uno de ellos fue una respuesta patolégica
completa de un cdncer de mama triple nega-
tivo, el otro caso tuvo una respuesta patolo-
gica parcial (RCBII).

DISCUSION
El estudio y reporte de TILs en cancer de
mama se recomienda por el 66% de los pa-
nelistas en el consenso de St. Gallen del afio
2019.2"7

Actualmente, la OMS recomienda la uti-
lizacion de la metodologia que hemos usa-
do en este estudio, como punto de partida
pragmatico para mejorar la reproducibilidad
de estudios de TILs en cancer de mama.'’

El uso de software de conteos de TILs pa-
rece ser promisorio y esta aun en desarro-
”0'1,7,14

Como indica la literatura, los TILs en ca-
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Cuadro 1.
Comparativo de los casos estudiados

Caso TlLsen |TiLs Bp, [ TlLs en | TlLs en RCB Tipo
Bp,Hy |CD3 AP, Hy |AP, CD3 Molecula
E E r simil

1 2 2 1 1 I LB

2 2 2 2 3 Il LBHer

3 1 1 2 2 I LB

4 1 1 1 1 Il LBHer

5 2 2 N/E N/E I LBHer

6 3 3 1 1 Il TN

7 1 1 1 1 1} LA

8 1 1 1 1 n LBHer

9 1 1 2 2 1} LBHer

9 1 3 3 3 1} LBHer

11 1 1 1 1 1} LB

12 1 1 1 1 Il LA

13 2 2 2 2 Il Her

14 3 3 1 1 0 TN

15 2 2 2 2 1} LBHer

Bp: biopsia core de mama, H y E: hematoxilina y eosina, AP: pieza de reseccién, RCB: Residual cancer burden, LA:

luminal A, LB: luminal B, LBHER: luminal B her2 positivo, Her: Her 2 positivo; TN: triple negativo, N/E: no evaluable

Figura 1.

Ejemplos de scores de TILs con HyE e IHQ (CD3)

Score 1; 0-10% -
infiltrado mononulcear
leve en el estroma
intratumorad, 400x

Seore?: 11 8 40% moderade  SCored; 41.a 100% intenso
infiltrado m:nomlglaaienﬂl infiltrad mononulcear en el

estroma intratumoral. estroma intratumoral.
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sos de cancer de mama se pueden evaluar
en el estroma tumoral,”™ por lo cual una sec-
cién representativa del tumor por caso, a
400x, fue suficiente para los propoésitos de
nuestro trabajo, tanto en biopsia como en el
material postneoadyuvancia.

En nuestra casuistica, no hubo practica-
mente diferencias entre el score realizado
con HyE y con CD3. Esto concuerda con lo in-
formado por otros autores que comparten
que las técnicas de IHQ para cuantificar TILs
no son estrictamente necesarias en el diag-
nostico de rutina.’

Evaluar TILs con técnicade Hy E es enton-
ces un método recomendado y no requie-
re técnicas adicionales en un laboratorio de
anatomia patoloégica convencional.

Los TILs tienen relacion prondstica con
los diferentes subtipos moleculares de ma-
ma"IS-ZO

Sabemos que nuestra casuistica no es es-
tadisticamente significativa, a pesar de eso,
destacamos igualmente que un caso TN con
score 3 en biopsia core resultoé una respues-
ta patolégica completa (RCBO), coincidiendo
con la literatura.

En la casuistica presentada, en otro caso
triple negativo, el contingente de TILs dismi-
nuyo luego de la neoadyuvancia y resulté en
una respuesta patolégica parcial (RCBII).

La mayoria de los casos que se cataloga-
ron como quimioresistentes luego de la neo-
adyuvancia (RCBIIl) presentaron bajo por-
centajes de TILs y correspondieron a lumina-
les B Her positivos.

Existen pocos reportes en la literatura
que estratifiquen los tumores HER2 positi-
vos con estudios de TILs, en tumores recep-
tores positivos o negativos. Algunos, sin em-
bargo, muestran datos que sugieren que el
infiltrado inmune en cancer de mama HER2
positivos puede estar influenciado por el es-

tado hormonal, mas que por la sobreexpre-
sién de la proteina HER2.

Se observé que los TILs se asocian con so-
brevida libre de recaidas significativa en ca-
sos HER2 positivos con receptores negativos
y no asi en casos HER2 positivos receptores
positivos.®

CONCLUSION

Esta pequefia casuistica de nuestro labo-
ratorio de referencia en patologia mamaria
mostré una excelente correlacion interob-
servador evaluando TILs. Nos permitio valo-
rar la utilidad de las recomendaciones del In-
ternational TILs Working Group en la practica
diaria, realizando la inclusion del estudio de
TILs con HyE en el reporte de anatomia pato-
|6gica en casos de cancer de mama.

Si bien el pequefio grupo de casos se una
limitacion de nuestro analisis, la valoracion
de TILs es prometedora dado que se estu-
dian hoy las posibilidades de inmunotera-
pia mediada por células Ty B en cancer de
mama. Esto nos estimula a seguir amplian-
do nuestra serie y el estudio de marcadores
de linaje por métodos inmunohistoquimicos
para dichos infiltrados.
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