EDITORIAL

Dra. Maciel Alejandra

LINFOCITOS INFILTRANTES DEL TUMOR.
AYER, HOY Y § MANANA?

Por definicién, los linfocitos infiltrantes del tumor son células mono-
nucleares linfoides (linfocitos y plasmocitos) que infiltran el tumor y
su estroma.

El concepto que la infiltracion linfocitaria del estroma tumoral tiene
valor prondstico no es un concepto nuevo. En su articulo publicado
en 1922, Sistrunk y MacCarty se refieren a la sobrevida de pacientes
con “infiltracién linfocitica local” y la encuentran en el 62% de 91 pa-
cientes con material patolégico completo de 218 pacientes motivo del
estudio. En 41% de las pacientes, la observan junto con fibrosis, en
28% con hialinizacién y en 28% con fibrosis e hialinizacién. El prome-
dio de vida post-operatoria (cirugia radical) fue 28% mayor para las
pacientes con infiltracién linfocitica local en comparacién al prome-
dio de vida de las 91 pacientes y 15% menor para aquellas pacientes
sin esta infiltracién linfocitica. El promedio de vida post-operatoria
(cirugia radical) fue 37.8% mayor para las pacientes con infiltraciéon
linfocitica local, hialinizacién y fibrosis en comparaciéon al promedio
de vida de las 91 pacientes y 42% menor para aquellas pacientes sin
estos elementos histoldgicos.!

El otro dato ya histérico que no se puede dejar de mencionar es la
existencia de un carcinoma caracterizado por una marcada infiltra-
cién linfocitaria tumoral como el carcinoma medular. Esta denomi-
nacién data de la década de 1940 (Foote y Stewart, 1946; Moore y
Foote, 1949)?, anteriormente fue llamado “carcinoma neomamario
quistico” por Geschickter y “adenocarcinoma bulky” en el Memorial
Hospital de Nueva York. El carcinoma medular se definié6 como un
carcinoma bien circunscripto, compuesto por células pobremente di-
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ferenciadas, con escaso estroma e infiltracién linfocitaria prominen-
te. Esta marcada reaccién linfocitaria o linfoplasmocitaria lo asemejé
a los carcinomas linfo-epiteliales descriptos en otros 6rganos. Ya en
la primera descripcién del carcinoma medular por Moore y Foote,
se destacaba el buen pronéstico del tumor; este dato fue confirma-
do por algunos estudios posteriores, pero es importante mencionar
gue en menos del 50% de los tumores diagnosticados originalmente
como carcinomas medulares, este diagnéstico fue confirmado luego
de la revision patoldgica; el resto se reclasificé como carcinoma duc-
tal infiltrante con caracteres medulares y el prondstico resulté dis-
cretamente mejor que el de los carcinomas ductales sin estas carac-
teristicas, pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

Durante las siguientes décadas, se intentd corroborar el valor pro-
nostico de la infiltracién linfocitaria tumoral con resultados contro-
vertidos y el diagndstico de carcinoma medular ha sido cada vez mas
infrecuente y reemplazado por el de carcinoma invasor de tipo no
especial (carcinoma ductal infiltrante) con caracteres medulares. La
tltima clasificacién de los tumores de mama de la OMS, de 20193, no
incluye al carcinoma medular como un tipo especial de carcinoma
de mama, sino que lo menciona como un patrén del carcinoma in-
vasor de tipo no especial (carcinoma invasor de tipo no especial con
patrén medular).

Ya en la actualidad, se considera que los TILs son un reflejo de la
respuesta inmune contra el tumor y ésta se asocia con la respues-
ta clinica. El microambiente tumoral estd compuesto por el estro-
ma constituido por fibroblastos y el sistema inmune constituido por
macroéfagos y células T. Este microambiente tumoral varia segun el
tipo tumoral. Las distintas células inmunes de este microambien-
te tumoral cumplirian distintas funciones y tendrian distinto valor
pronéstico. El grupo de trabajo de TILs reunido en 2014 publica el
articulo original en 2015, con Salgado como primer autor, sobre las
recomendaciones de como evaluar los TILs en cdncer de mama. En
este articulo, los autores se refieren al valor de los distintos tipos de
células inmunes.

La infiltracién tumoral extensa por linfocitos T citotoxicos CD8+ se
asocia con mejor sobrevida y respuesta al tratamiento.

La infiltracién por linfocitos T reguladores (Treg) CD4+ se ha asociado
con buen y mal prondstico. En lo que se refiere a otras subpoblacio-
nes de células CD4+, las células Th1 (principal fuente de interferon-y)
se han asociado con pronéstico favorable y las células Th2 se han
asociado con amortiguaciéon de la respuesta anti-tumoral.
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Los linfocitos T “follicular helper” (Tfh) se asociarian con buena evo-
lucién tanto en adyuvancia como en neoadyuvancia.

Con respecto a las células B, su rol seguiria siendo controversial.

En este trabajo original, los autores consideran a los TILs como un
biomarcador inmunolégico, que podria corresponder al grado inmu-
nolégico del tumor. La relevancia clinica de este biomarcador inmu-
nolégico se basa en que el mismo constituye un factor prondstico y
predictivo, ya que predice una mejor respuesta local al tratamiento
adyuvante y neoadyuvante y mejor prondéstico a largo plazo, espe-
cialmente en tumores triple negativos (TN) y HER2+.

Desde un punto de vista practico, han resultado muy importantes las
recomendaciones de la metodologia para la evaluacion de los TILs,
utilizando los cortes coloreados con técnica de rutina (coloracién con
Hematoxilina-Eosina). No se recomienda utilizar técnica de inmuno-
histoquimica para subtipificar poblaciones de linfocitos; s6lo en el
contexto de trabajos de investigacion.

Los TILs se pueden dividir en estromales e intratumorales. Los linfo-
citos estromales (s-TILs) son aquellos que se encuentran dispersos
en el estroma, sin contacto directo con las células tumorales. Los lin-
focitos intratumorales (i-TILs) son aquellos que se encuentran en los
nidos tumorales, en contacto célula a célula, sin estroma interpues-
to, interactuando con las células tumorales.

El grupo de trabajo recomienda eva-
luar los s-TILs para la practica diaria
y los i-TILs, TILs en los bordes del tu-
mor y TILs peritumorales sé6lo en el
contexto de trabajos de investigacion.

Ademaés, dicho grupo de trabajo
considera que no es posible una re-
comendacién formal del punto de
corte clinicamente relevante; el con-
senso fue que era mdas importante
definir una metodologia valida que
definir un punto de corte. Queda de-
finido el carcinoma de mama a pre-
dominio linfocitario como aquel tu-
mor que contiene mas linfocitos que
células tumorales y el punto de corte
estarfa entre 50 y 60% de linfocitos
estromales o mas.
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Vale la pena destacar que ha sido
muy importante definir esa metodo-
logia para evaluar los TILs. Hasta ese
momento, la presencia de infiltra-
cién linfocitaria en el estroma tumo-
ral se informaba con términos des-
criptivos como discreta, moderada
o marcada infiltracién linfocitaria.
En la actualidad, es conveniente ha-
cerlo en la forma semi-cuantitativa
que el grupo de trabajo recomienda.
El tema controversial puede ser el o
los puntos de corte, pero si se estan-
dariza la metodologia para informar
este biomarcador inmunoldégico, se-
guramente esto colaborard en la de-
finicién mas acertada de ese 0 esos
puntos de corte a futuro.

En la tltima clasificacién de los tumores de mama de la OMS (2019)3,
los autores del capitulo del carcinoma invasor recomiendan aplicar
la metodologia de trabajo ya citada, evaluando TILs estromales y ex-
preséndolo en porcentaje. Segin estos autores, los TILs reflejan la
respuesta inmune del huésped al tumor y tienen valor como marca-
dor pronéstico, con alto namero de TILs asociado a mejor pronéstico
y valor predictivo, con mejor respuesta a la QT neoadyuvante en car-
cinoma de mama TN y HER2+. También mencionan que, para mayor
detalle, se puede visitar la pagina www.tilsinbreastcancer.org. Esta
pagina contiene informacién detallada y minuciosa de la forma de
evaluar los TILs, ademas de otros datos relevantes sobre el tema.
Los panelistas de las reuniones de St. Gallen no han sido tan claros
con respecto a la necesidad de informar los TILs en la practica diaria.
En 2015, una clara mayoria del panel no acept6 la presencia de los
TILs como factor prondstico o predictivo

En 2017, consideraron que la evaluacién de los TILs podria ser util en
la clinica en pacientes seleccionados y deberia incluirse en el infor-
me anatomopatoldgico, ya que los TILs altos han demostrado relacio-
narse con buen pronéstico en carcinoma de TN y HER2+. También re-
conocieron a los TILs como factor predictivo de respuesta patolégica
completa a la quimioterapia neoadyuvante en trials prospectivos de
neoadyuvancia y que su aumento se relaciona con buen prondstico
en adyuvancia. Por cada 10% de aumento en los niveles de TILs, 15-
20% mejor sobrevida.
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En 2019, el panel recomendd la caracterizacién rutinaria de los TILs
en carcinoma de mama TN por su valor prondstico. Sin embargo, la
aclaracién fue que los datos no permiten recomendarlo como un test
para guiar la eleccién del tratamiento adyuvante/neoadyuvante en
estos tumores.

Finalmente, en 2021, la determinacién de biomarcadores adicionales
no fue recomendada en carcinoma de mama TN. Un 61% del panel es-
tuvo en contra y un 39% a favor de la evaluacién rutinaria de los TILs.

Sin embargo, como ya ha sido expresado y como demuestran distin-
tos autores, los TILs constituyen un factor prondstico y predictivo, ya
que este biomaracador predice una mejor respuesta local al trata-
miento adyuvante y neoadyuvante.

En lo que se refiere al significado de los TILs en adyuvancia, Loi y
col. (2019)°, analizan el valor pronoéstico de los TILs en carcinoma de
mama TN temprano, en pacientes en el contexto de trials clinicos y
grupos de trabajo de instituciones (BIG 02-98, ECOG 1199, ECOG 2197,
FinHER, GR, IBCSG 22-00, IEO, PACS01, PACS04). Los autores conclu-
yen que cada 10% més TILs, 14% mejor sobrevida, por lo cual desta-
can el valor prondstico de los TILs en carcinoma de mama TN tem-
prano, con una excelente sobrevida de pacientes con TILs altos con
tratamiento quimioterapico adyuvante. Proponen la integracién de
los TILs en un modelo pronéstico clinico-patolégico para pacientes
con carcinoma de mama TN.

Dieci y col. (2019)%, evaltian la asociacién de los TILs con la sobrevi-
da libre de enfermedad a distancia en pacientes con carcinoma de
mama HER2+ temprano, enroladas en el trial de adyuvancia Shor-
tHER, que compara 9 semanas versus 1 afio de trastuzumab y qui-
mioterapia. Toman como punto de corte el 20% de TILs, con mejor
sobrevida libre de enfermedad a distancia para las pacientes con
mas de 20% de TILs, aunque reconocen que este punto de corte es
arbitrario. La conclusién es que los TILs constituyen un factor pro-
noéstico independiente en carcinoma de mama HER2+ temprano en
pacientes tratadas con quimioterapia adyuvante y trastuzumab, lo
cual podria facilitar la identificaciéon de pacientes con bajo riesgo de
recaida elegibles para de-escalar la terapia adyuvante.

En referencia al tratamiento neoadyuvante, Denkert y col. (2018)7,
incluyen pacientes en el contexto de los trials clinicos de neoadyu-
vancia GeparDuo, GeparTrio, GeparQuattro, GeparQuinto, GeparSix-
to, GeparSepto y encuentran que altos porcentajes de TILs predicen
una mejor respuesta a la quimioterapia neoadyuvante en todos los
subtipos moleculares, ademas de un beneficio en la sobrevida en pa-
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cientes con carcinoma de mama TN y HER2+. Cada 10% mas de TILs,
mayor sobrevida libre de enfermedad en ambos subtipos y mayor
sobrevida global en carcinoma de mama TN.

En carcinoma de mama Receptores Hormonales+ HER2-, se deberia
investigar la interaccién sistema inmune/terapia endécrina.

También con relacién a los subtipos tumorales, los autores encuen-
tran TILs detectables en 75% de los carcinomas de mama TN y HER2+,
hasta 20% particularmente densos y menores porcentajes de TILs en
subtipos luminales. Si se toma como punto de corte la recomendacién
del grupo de trabajo (>50-60%), corresponden a carcinoma de mama
a predominio linfocitario un 20% de TN, 16% de HER2+ y 6% de RE+.

En su trabajo de revisién a cerca de la evaluacion e informe de los
TILs en tumores sélidos, el antes “International TILs Working Group”,
ahora “International Immunooncology Biomarkers Working Group”
recomienda utilizar el sistema propuesto por Salgado y col. y pone
en consideracién las diferencias entre el carcinoma invasor, el CDIS
y las metéstasis.?

En cuanto al carcinoma invasor, aplican las recomendaciones del
grupo de trabajo citado.*

Con respecto al carcinoma ductal “in situ” y otras lesiones prema-
lignas, recomiendan guiarse por el trabajo de Pruneri y col. (2017)°,
que define el drea estromal como el estroma especializado que rodea
los conductos comprometidos por carcinoma intraductal o, cuando
dicha &rea no queda clara, el area alrededor de los conductos com-
prometidos que entre en dos campos de gran aumento ( aproxima-
damente 1 mm).

En referencia a las metastasis, si las mismas comprometen ganglios
linfaticos y hay estroma desmoplésico, la recomendacién es proce-
der como en el tumor primitivo. Si no hay estroma desmoplasico, se
deben evaluar los TILs intratumorales. Se debe excluir el estroma
linfoide preexistente. Las metastasis en otros sitios se deben evaluar
como en el tumor primario.

Se debera también considerar a futuro la utilidad de evaluar los TILs
en el tumor original o en el sitio del ultimo evento.

Un tema aun més controvertido es la evaluacién de los TILs en el
material post-quimioterapia neoayuvante. Dieci y col (2018)!°, sefia-
lan dos problemas practicos: la seleccién del area tumoral a evaluar
(4rea de regresion o tumor residual) y la identificacién de los TILs
relevantes. Con respecto al primer punto, la recomendacién seria
considerar los TILs dentro de los bordes del lecho tumoral con tumor
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residual (seguin Residual Cancer Burden) o, en caso de respuesta pa-
toldgica completa, en el area de regresién de acuerdo con la correla-
ci6on radioldgica, macroscépica y microscopica. El segundo punto no
difiere de la evaluacién en la mama sin quimioterapia neoadyuvante.

Viale y col. (2021)!, finalizan su articulo sobre evaluacién patolégica
de la enfermedad residual post-quimioterapia neoadyuvante, refi-
riéndose a los TILs como un elemento que esta adquiriendo una cre-
ciente relevancia. Sin embargo, reconocen que es motivo de investi-
gacién en trials clinicos, pero no se aplica aun en la practica clinica
en esta situacion.

Otro tema siempre discutido en lo que se refiere a los biomarcadores
es su reproducibilidad diagnéstica. Swisher y col. (2016)? consideran
que, utilizando las recomendaciones del grupo de trabajo, el acuerdo
inter observador entre patélogos es aceptable y que las causas de
falta de acuerdo serian la presencia de necrosis de células aisladas
0 apoptosis, de células plasmaticas reactivas que simulan células
tumorales (en esta situacién se puede utilizar inmunohistoquimica
para diferenciar estos tipos de células), o la presencia de areas foca-
les de marcada infiltracién inmune (“hot spots”).

Tramm v col. (2018)!3, consideran que la utilidad clinica no es su-
ficiente para garantizar la aplicacién de un nuevo biomarcador en
la practica clinica; también es necesaria la validacién analitica para
establecer la precisién y la reproducibilidad interobservador, que en
el caso de los TILs seria moderada, aunque mejoraria cuando se usan
dos categorias, altos o bajos, utilizando como punto de corte el pro-
puesto por el grupo de trabajo (50-60%).

Kos y col. (2020)4, atribuyen la reproducibilidad diagnéstica a la
heterogeneidad en la distribucién de los TILs estromales, a factores
técnicos del preparado histolégico, a la evaluacion del area correcta
y a la evaluacién de las células correctas. Es decir, que es muy im-
portante tener en cuenta todos estos elementos para una correcta
evaluacion de los TILs.

Concluyendo, ayer se le atribufa un mejor prondstico a los tumores
con marcada infiltracién linfocitaria, hoy los TILs constituyen un bio-
marcador inmunolégico, simple, econémico y reproducible, con va-
lor prondstico y predictivo de respuesta al tratamiento adyuvante y
neoadyuvante, especialmente en carcinoma de mama TN y HER2+.
La metodologia propuesta para evaluarlos es sencilla, aunque por el
momento no esta establecido en forma definitiva el punto de corte
clinicamente relevante. Para mafiana queda por determinar, ademas
de ese punto de corte clinicamente relevante, su utilidad para definir
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estrategias terapéuticas a futuro, como las terapias inmunomodula-
doras. La evaluacién de los TILs como indicador de inmunogenicidad
pre-existente podria ser util, combinada con otros marcadores (PD-
L1, otros) para definir estas estrategias terapéuticas.
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