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El cancer como enfermedad global representa hoy en dia una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, aumentando su incidencia y prevalencia afio con
afno, e incluso logrando posicionarse como segunda causa de muerte, solo por
debajo de las enfermedades cardiovasculares en algunos paises desarrollados. En
cancer de mama, a pesar de las terapias novel que se han desarrollado para
combatir esta enfermedad, aunque se ha logrado disminuir la mortalidad, sigue
representando un problema de salud publica mundial. Las neoplasias tanto sélidas
como hematologicas tienen un origen multifactorial, y el sistema inmune tanto innato
como adaptativo se encargan de eliminar a las células neoplasicas que han logrado
escapar del proceso de auto-eliminacién, y cuyos principales efectores son las
células dendriticas, los linfocitos T CD4+ (principalmente Th1), asi como linfocitos T
CD8+, y en menor medida linfocitos NK. En las ultimas tres décadas se ha
dilucidado poco a poco el papel fundamental que juegan los linfocitos T CD8+ en la
respuesta inmune anti-tumoral. En cancer de mama se ha visto que en aquellas
pacientes en las que se documenta un porcentaje de infiltracion de linfocitos T en el
tejido neoplasico >20%, tanto en estroma tumoral como intra-tumoral, y
principalmente de predominio CD8+, tienen una mayor respuesta patolégica a la
terapia neo-adyuvante, asi como mayor periodo libre de enfermedad y mayor
sobrevida global. En el presente estudio se evaluara el valor prondstico que tienen
los linfocitos T citotdoxicos CD8+ infiltrantes del tumor en las pacientes con cancer de
mama de nuestra poblacion. Objetivo principal: Evaluar la respuesta anti-tumoral de
los linfocitos T citotdéxicos CD8+ infiltrantes del tumor como valor prondstico en las
pacientes con cancer de mama invasor de nuestra poblacion. Disefo del estudio:
cohorte retrospectiva analitica, n=134; se realizara un analisis de sobrevida.
Resultados: se encontré una asociacion favorable estadisticamente no significativa
entre un porcentaje de LITs CD8+ >40% y sobrevida global, no asi en el caso de
sobrevida libre de enfermedad, donde un porcentaje de LITs CD8+ >25% fue
deletéreo. Conclusiones: es necesaria una muestra mas grande, de caracter
prospectivo, para poder extrapolar los resultados a nuestra poblacion; ya que sin
duda los LITs CD8+ juegan un papel fundamental en la sobrevida de éstas

pacientes, independientemente de otros factores prondsticos ya establecidos.
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1. ANTECEDENTES.

Desde hace ya mas de un siglo, se ha propuesto e identificado el papel que juega el
sistema inmune en el desarrollo y progresién del cancer. Hoy en dia se conoce que
el sistema inmune posee naturalmente la habilidad de identificar las células
neoplasicas que han evadido los mecanismos intrinsecos de auto-eliminacion, y
montar asi una respuesta en contra de éstas. Sin embargo, la célula neoplasica aun
cuenta con mecanismos para escapar de la respuesta inmune que se monta en su
contra, un proceso propuesto como “inmunoedicion,” desencadenado por la fuerte

presién inmunolégica a la que ésta es sometida.™® " 3

El microambiente tumoral, formado por células neoplasicas, fibroblastos, células
endoteliales y células inmunes, ademas de citocinas, interleucinas y moléculas de
adhesion celular producidas por todas éstas células; se encuentra en una balanza
en constante movimiento, donde de un lado se encuentra el ambiente pro-

inflamatorio y del otro lado el ambiente anti-inflamatorio.™ ¢ 7 '3

Existe evidencia cada vez mayor que indica que el infiltrado de células inmunes en el
microambiente tumoral tiene una asociacion importante en cuanto al prondstico de
los pacientes con cancer, cuyo valor pudiera ser incluso mayor que la actual
clasificacion de TNM (por sus siglas en inglés, T=tumor, N=nodes, M=metastasis), y
que a su vez depende del tipo de células que componen éste infiltrado. Diversos
estudios en diferentes neoplasias principalmente sdlidas, han demostrado que la
presencia de linfocitos T citotoxicos CD8+ en éste infiltrado se asocia con una mayor
sobrevida en estos pacientes. Denkert et al. ha asociado no solo con una mayor
sobrevida la presencia de linfocitos T infiltrantes del tumor, si no ademas con una
mayor respuesta al tratamiento médico anti-cancer (quimioterapia +/- terapia

inmunoldgica).” %% " 12



El reconocimiento de estas células neoplasicas por parte de los linfocitos T es un
paso crucial en la activacion de la respuesta inmune anti-tumoral, en donde las
células dendriticas juegan un papel fundamental al reconocer los antigenos
asociados al tumor para la consecuente activacion de la respuesta inmune
adaptativa, especialmente la de los linfocitos T CD4+ también llamados “helper”
(Th). Los linfocitos T citotoxicos CD8+ sin duda alguna son las células protagonistas
y principales efectoras de esta respuesta inmune anti-tumoral, sin embargo su
activacion depende de los linfocitos T CD4+, principalmente Th1.® Se ha demostrado
en diferentes estudios que el infiltrado de células inmunes en el microambiente
tumoral de las pacientes con cancer de mama se caracteriza en mayor medida por
linfocitos T citotoxicos CD8+ (>70%), seguidos de linfocitos T CD4+, y en menor
medida por linfocitos B, monocitos/macréfagos y linfocitos NK. El tipo de linfocitos T
CD4+ también determina el prondstico en estos pacientes, al dictar el tipo de

respuesta inmune a desencadenar (Th1=anti-tumoral vs Th2=pro-tumoral).” * ¢’

Diversos estudios han revelado que la presencia, localizacion y composicion del
infiltrado de células inmunes en el microambiente tumoral de las pacientes con
cancer de mama impacta de manera benéfica en la respuesta al tratamiento médico
anti-cancer, asi como en la sobrevida libre de enfermedad y en algunos estudios, en
la sobrevida global.> & 7 2 " Aunque estudios en otras neoplasias sélidas han
demostrado mayor importancia a los linfocitos T infiltrantes del tumor ‘intra-
epiteliales” (intra-tumorales), en cancer de mama se ha visto que tanto linfocitos T
intra-tumorales como la presencia de linfocitos T en el estroma tumoral correlacionan
con el mismo prondstico, y son de mayor utilidad a la hora de ser evaluados por el

patélogo estos Ultimos.® 1> 2°

La terapia neo-adyuvante en cancer de mama hoy en dia es considerada uno de los
factores prondsticos mas importantes en cuanto al nivel de respuesta patologica
secundaria a ésta, con un efecto directamente proporcional. Se ha demostrado en



diversos estudios que un mayor infiltrado de linfocitos T principalmente citotoxicos
CD8+ en el tejido tumoral pre-tratamiento anti-cancer, correlaciona con una mayor
respuesta patoldgica que incluso llega a ser completa secundaria al tratamiento neo-
adyuvante, a diferencia de aquellas pacientes con menor infiltrado de linfocitos T y
que se les administra la misma terapia neo-adyuvante.> & 7 12 13- 1 Esto se explica
por la “muerte inmunogénica” que ocasionan principalmente las antraciclinas, con la
consecuente liberacion y presentacion de antigenos asociados al tumor, y por ende
activaciéon de la respuesta inmune anti-tumoral.” ' ' De igual manera, se ha
demostrado una correlacion lineal entre mayor porcentaje de linfocitos T infiltrantes
del tumor y menor riesgo de recaida y muerte, independientemente del tipo de

esquema de quimioterapia administrada.® "> ?°

El porcentaje de infiltracion de linfocitos T en el tejido tumoral de las pacientes con
cancer de mama depende del tipo y sub-tipo histologico de éste, inmunorreaccion a
receptores hormonales y sobre-expresion de HER-2 neu, como se ha demostrado en
multiples estudios, donde suele ser mayor éste porcentaje de infiltracién en los sub-
tipos mas agresivos, como lo son el HER2+ con receptores hormonales negativos, y
el triple negativo (“basal-like”).> % 1% 131419 Asi también se ha visto mayor porcentaje
de infiltracién en aquellas neoplasias de mama con mayor grado histolégico y mayor

indice de proliferacion tisular, como lo refleja la expresién del antigeno Ki67.5 1> 1720

Tanto el sub-tipo HER2+ puro como el sub-tipo triple negativo, se asocian ambos
con una menor respuesta patolégica a la terapia neo-adyuvante, sin embargo en
diversos estudios se ha evidenciado que aquellas neoplasias con mayor porcentaje
de linfocitos T infiltrantes, a pesar de pertenecer a este sub-grupo de neoplasias
agresivas, presentan una mayor respuesta patologica que incluso llega a ser
completa tras la administracion de la terapia neo-adyuvante, asi como un mayor

periodo libre de enfermedad y de sobrevida global.> ® %17



Reducciones de hasta un 30% en el riesgo de recurrencia, 22% en riesgo de recaida
a distancia y 34% en riesgo de muerte, se ha logrado documentar en aquellas
pacientes con sub-tipo agresivo y con presencia de linfocitos T citotoxicos en >50%
del tejido tumoral, independientemente del estado ganglionar.?

Igualmente se ha demostrado que por cada 10% de incremento en los linfocitos T en
el tejido tumoral, hay una asociacion significativa con menor recurrencia a distancia
de hasta en un 14%, principalmente en estos sub-tipos agresivos.® " 12 14.17. 20 F|
llamado “cancer de mama predominantemente linfocitico” (denominacion clinica por
sus siglas en inglés: Lymphocyte-predominant Breast Cancer), definido como un
porcentaje de linfocitos T infiltrantes del tumor >50%, es el “tipo” de tumor infiltrado
mas asociado a mayor periodo libre de enfermedad, asi como a menor recurrencia a
distancia, y a mayor sobrevida global. Sin embargo se ha demostrado que con
porcentajes de infiltracion >5%, ya existe cierto beneficio en cuanto a estas variables
en éstas pacientes. Incluso en algunos estudios se destaca una sobrevida global
cercana al 96% a 10 afos en el grupo de LPBC, posicionando a los linfocitos T
infiltrantes del tumor como un importante factor prondstico independiente. Una vez
mas destaca la presencia de linfocitos T citotoxicos CD8+ en mayor predominio en

estos infiltrados.™* 1> 18 20

En otros estudios a pesar de la presencia de ganglios positivos y de un tumor >2 cm,
ambos factores de mal prondstico en cancer de mama; en aquellas pacientes con un
porcentaje de infiltracion de linfocitos T >20%, tienen ya un mayor periodo libre de
enfermedad asi como de sobrevida global, en comparacion con aquellas pacientes
de las mismas caracteristicas pero con menor o nula infiltracion de éstas células.® &
'® Esta asociacion es mas fuerte en los sub-tipos agresivos comentados previamente

y que ademas recibieron neo-adyuvancia con antraciclinas.'® %
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La mayoria de la evidencia actual demuestra un factor pronodstico favorable en
pacientes con cancer de mama con presencia de linfocitos T citotoxicos CD8+
infiltrantes del tumor, principalmente en aquellas con >50% de infiltracidén, sin
embargo ya con porcentajes >20% hay un beneficio sustancial en cuanto a
respuesta patologica a la terapia neo-adyuvante, asi en la disminucién del riesgo de
recaida a distancia, aumento en el tiempo libre de enfermedad y aumento en la
sobrevida global, principalmente en los sub-tipos HER2+ puro y triple negativo
(“basal-like”).> °

Los sub-tipos Iuminal, son los mejores diferenciados y por ende menos

“inmunogénicos” y con menor infiltracién por linfocitos T.°

En el escenario de enfermedad metastasica en las pacientes con cancer de mama,
se ha demostrado en diferentes estudios que en el sitio primario existe escasa o nula
infiltracion de linfocitos T, independientemente del sub-tipo molecular, asi como en el
sitio de metastasis.> °
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2. JUSTIFICACION.

Actualmente se conoce que la clasificacidon de TNM, asi como el sub-tipo molecular
y la respuesta patolégica a la terapia neo-adyuvante, representan los principales
factores prondsticos en las pacientes con cancer de mama. El sistema inmune juega
un papel fundamental en la eliminacion y desarrollo-progresion de las neoplasias, y
en base a esto se han desarrollado ciertas terapias inmunolégicas como las
llamadas “Check-point inhibitors” (inhibidores de punto de control), las cuales buscan
reactivar el sistema inmune, a través de la célula efectora principal de la respuesta
inmune anti-tumoral: el linfocito T citotéxico CD8+. En distintos estudios a nivel
internacional se ha propuesto que estos linfocitos T citotoxicos CD8+ infiltrantes del
tumor pudieran representar un factor prondstico incluso mas importante que los
previamente mencionados, ya que se ha demostrado en estos estudios que la
presencia de estas células inmunes correlacionan con una mejor respuesta
patolégica al tratamiento neo-adyuvante, asi como con un mayor periodo libre de

enfermedad y una mayor sobrevida global.

La identificacion temprana de las pacientes mexicanas con cancer de mama con un
porcentaje significativo de linfocitos T citotéxicos CD8+ infiltrantes del tumor (>20%),
arrojaria en que pacientes el tratamiento anti-cancer debe ser mas agresivo, asi
como un pronostico mas acertado independientemente de su estado TNM y sub-tipo
molecular, en cuanto a periodo libre de enfermedad y sobrevida global.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO.

El incremento en el porcentaje de linfocitos T citotoxicos CD8+ infiltrantes del tumor
en el tejido neoplasico de las pacientes con cancer de mama invasor, confiere mayor

sobrevida.

4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.
Evaluar si los linfocitos T citotoxicos CD8+ infiltrantes del tumor son un factor

prondstico en pacientes con cancer de mama invasor.

4.2 Objetivos especificos.
A) Evaluar el porcentaje de linfocitos T citotoxicos CD8+ en el tejido
neoplasico de las pacientes con cancer de mama invasor.
B) Determinar la sobrevida de éstas pacientes de acuerdo al porcentaje de

linfocitos T citotdxicos CD8+ infiltrantes del tumor.

4.3 Objetivos secundarios.
Determinar de que otra manera influye el porcentaje de linfocitos T citotdxicos
CD8+ infiltrantes de tumor en la sobrevida de los pacientes con cancer de

mama invasor.
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5. METODOLOGIA.

5.1 DISENO DEL ESTUDIO:

Cohorte retrospectiva analitica.

5.2 LUGAR DE REALIZACION:

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, S.L.P.

5.3 METODO DE MEDICION DE LITs:

Se medira el porcentaje de linfocitos T infiltrantes del tumor CD8+ que se
encuentran en el estroma tumoral, como marcan las recomendaciones del

grupo de trabajo en LITs en cancer de mama del 2014.?"

5.4 UNIVERSO DE ESTUDIO:

Tejido neoplasico de las pacientes con diagnostico de cancer de mama
invasor resguardado en el departamento de Anatomia Patol6gica, mismas
que recibieron atencion meédica, tratamiento y concluyeron su seguimiento por

parte de Oncologia Médica en la misma institucion.
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5.5 CRITERIOS DE SELECCION:

Inclusion: pacientes con cancer de mama invasor de dicha
institucion con diagndstico a partir del 01 de enero del 2013 (6 antes
si fuese posible), hasta el 31 de diciembre del 2017; mismas que
recibieron atencion médica, tratamiento y concluyeron su
seguimiento por parte del servicio de Oncologia Médica de esta
institucion. Sera estrictamente necesario contar con el expediente
fisico correspondiente, asi como con las muestras de tejido

neoplasico correspondientes.

Exclusion: no contar con las muestras de tejido neoplasico de las
pacientes en el departamento de Anatomia Patologica, asi como
muestras de pacientes que ya hayan iniciado algun tipo de terapia
meédica anti-cancer, la cual no se especifica adecuadamente el tipo

ni el tiempo de la misma.

Eliminacion: muestras de las pacientes con tejido neoplasico

insuficiente 6 nulo.



5.6 VARIABLES EN EL ESTUDIO:

INDEPENDIENTE

Variable Definiciéon Valores | Unidades | Tipo de
Operacional posibles variable
Linfocitos T Porcentaje de 0-100 % Continua
citotéxicos CD8+ linfocitos T CD8+ que
infiltrantes del tumor. | se encuentra
infiltrando el estroma
tumoral.
DEPENDIENTE
Sobrevida. Sobrevida en meses. O-infinito Meses | Continua
CONFUSORAS
Periodo libre de Tiempo que O-infinito Meses Continua
enfermedad. transcurre entre la
eliminacién medible
del tumory la
reaparicion de este
una vez terminado el
tratamiento anti-
cancer.
Comorbilidades. Presencia de co- Si=1 N/A Dicétoma
morbilidades que
impacten No=0

directamente en la

mortalidad.
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5.7 TIPO DE MUESTREO.

No probabilistico por conveniencia.

5.8 CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA.

Analisis de sobrevida o regresion de Cox.
N=K x EPV / P= (10 a 20) (4) / 0.3= 134 muestras.

Gordillo-Moscoso AA, Medina-Moreno UF, Pierdant-Pérez M. Manual de
Investigacion Clinica. 2012. 12 Ed. Editorial El Manual Moderno.
Dattalo P. Determining Sample Size: Balncing Power, Precision, and Practicality.
Pocket Guides to Social Work Research Methods. 2008. Oxford University Press,
Inc.

5.9 METODO DE ALEATORIZACION.
No aplica.

5.10 PRUEBA PILOTO.

No se requiere y por tanto no se realizara prueba piloto.



6. ANALISIS ESTADISTICO.

17

Tipo de prueba

Sobrevida libre de enfermedad

Tipo de
Variable estadistica y de analisis a
variable .
aplicar
Sobrevida global Continua Regresion de Cox
Continua Regresion de Cox
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7. ASPECTOS ETICOS.

Investigacion sin riesgo.

No se requiere de la participacion activa de las pacientes, puesto que se revisaran
muestras de tejido neoplasico y expedientes clinicos de las pacientes que ya hayan
concluido el seguimiento por parte de Oncologia Meédica, por lo que el
consentimiento dependera de la institucion como propietario de los recursos
materiales, el cual no deberia ser obstaculo ya que se pretende analizar uno de los
factores prondstico mas importantes segun la literatura actual en cuanto a cancer de
mama, mismo que podria establecer pautas en tratamiento, seguimiento vy
sobrevida. El uso del expediente clinico no tendra otro fin mas que correlacionar la
respuesta al tratamiento médico anti-cancer, asi como la sobrevida con los
resultados obtenidos de las muestras de tejido neoplasico; en ningun momento se
hara mal uso de los datos personales, como marcan el acuerdo de confidencialidad
y la ley de proteccion de datos personales. El co-investigador por parte de patologia
no tendra contacto con los expedientes clinicos, asi como el investigador principal,
director de tesis y director metodolégico no tendran contacto con las muestras de
tejido neoplasico de las pacientes en estudio. Las pacientes no seran informadas
acerca de los resultados. Los resultados obtenidos seran de caracter académico y
en ningun momento se hara mal uso de ellos ni mucho menos se lucrara con los

mismos. No hay ningun beneficio econémico entre los investigadores participantes.

Se anexa carta de aceptacion por el comité de ética (ver Anexo).
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8. RESULTADOS.

Se realizd una busqueda entre 529 expedientes de pacientes con diagnostico
confirmado por histopatologia de cancer de mama invasor, quienes acudieron a
manejo por parte del servicio de Oncologia del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto;” de entre las cuales 260 pacientes cumplieron los criterios de
inclusion para hacer la busqueda de los linfocitos infiltrantes del tumor en el tejido
neoplasico de dichas pacientes, sin embargo, s6lo de 85 pacientes fue posible
encontrar muestra suficiente y adecuada de tejido neoplasico para la realizacidon

de la inmunohistoquimica para LITs CD8+.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion en estudio.
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION EN ESTUDIO

n 85
Edad media (DE) 57.08 (13.12)
Con vida (%) 80 (94.11)
Etapa clinica (%)
I 8(9.4)
A 27 (31.8)
1B 19 (22.4)
A 17 (20)
B 8(9.4)
lc 3 (3.5)
\Y 3 (3.5)
Tipo histologico (%)
Ductal invasor 49 (57.6)
Lobulillar invasor 29 (34.1)
Otro 7(8.2)
Sub-tipo molecular (%)
Receptores hormonales 47 (58)
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HER2+ 11 (13.6)
Triple positivo 16 (19.8)
Triple negativo 7 (8.6)

Ganglios axilares positivos (%) 48 (57.1)

Quimioterapia neo-adyuvante (%) 28 (32.9)
Meses con vida media (DE) 53.34 (12.72)
Meses libre de enfermedad media (DE) | 46.61 (16.53)

LITs CD8+ media (DE) 20% (22%)
Recurrencia (%) 10 (11.8)
Co-morbilidad (%) 42 (49.4)

DE= desviacion estandar.

De estas 85 pacientes, al momento del termino del estudio (Octubre 2018) 80
seguian con vida (grupo A) y 5 ya habian fallecido por causa directa atribuible a
la neoplasia en estudio (grupo B). La edad media fue de 57 afios en el grupo A vs
50 afos en el grupo B. El promedio de meses con vida fue de 58 meses (48-63
meses, IC 95%) en el grupo A vs 24 meses (20-29 meses, IC 95%) en el grupo
B; y en cuanto al periodo libre de enfermedad fue de 51.5 meses (42-59 meses,
IC 95%) vs 14 meses (4-15 meses, IC 95%) respectivamente. El porcentaje
medio de infiltracion por LITs CD8+ fue de 10% (1-32%, IC 95%, p=0.046) en el
grupo A vs 40% (20-60%, IC 95%, p=0.046) en el grupo B. En cuanto a
recurrencia, 7.5% la presento6 del grupo A vs 80% del grupo B (p=<0.001).

Las etapas clinicas que predominaron fueron [IA (32.5%), 1IB (23.8%), IlIA
(18.8%) y IlIB (10%) en el grupo A, y llIA (40%), IlIC (20%), IV (20%) y 1A (20%)
en el grupo B. Carcinoma ductal invasor correspondio al 58.8%, y carcinoma
lobulillar invasor 32.5% en el grupo A, mientras que carcinoma lobulillar invasor
predomind en un 60% en el grupo B, y carcinoma ductal invasor represento el
40%. El sub-tipo de receptores hormonales positivos fue el de mayor prevalencia
en el grupo A, con un 60.5%, seguido del triple positivo (21.1%), HER2+ (11.8%)
y triple negativo (6.6.%); en tanto que los sub-tipos triple negativo y HER2+
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fueron los mas prevalentes en el grupo B, con 40% cada uno, seguidos del
receptores hormonales positivos (20%). Se encontraron ganglios axilares
positivos en el 57% de las pacientes del grupo A, y en el 60% de las pacientes
del grupo B. Solamente el 31.2% de las pacientes del grupo A recibid
quimioterapia neo-adyuvante, mientras que por el contrario 60% de las pacientes
del grupo B recibio esta intervencion. En cuanto a la presencia de co-
morbilidades que impactan directamente en la mortalidad de las pacientes, 50%
las presentaron en el grupo A, y 40% en el grupo B.

Tabla 2. Diferencias entre pacientes vivas vs fallecidas.

CARACTERISTICAS ENTRE EL GRUPO CON VIDA (A) VS SIN VIDA (B)
A B p
n 80 5

Edad media (DE) 57.49 (13.36) | 50.60 (5.77) | 0.257

Con vida (%) 80 (100) 0 (0) <0.001

Etapa clinica (%) 0.07
I 8 (10) 0 (0)
A 26 (32.5) 1(20)
1B 19 (23.8) 0 (0)
A 15 (18.8) 2 (40)
1B 8 (10) 0 (0)
nc 2 (2.5) 1 (20)
\% 2 (2.5) 1 (20)

Tipo histologico (%) 0.413
Ductal invasor 47 (58.8) 2 (40)
Lobulillar invasor 26 (32.5) 3 (60)
Otro 7 (8.8) 0 (0)

Sub-tipo molecular (%) 0.011
Receptores hormonales 46 (60.5) 1 (20)
HER2+ 9 (11.8) 2 (40)
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Triple positivo 16 (21.1) 0 (0)

Triple negativo 5 (6.6) 2 (40)
Ganglios axilares positivos (%) 45 (57) 3 (60) 0.894
Quimioterapia neo-adyuvante (%) 25 (31.2) 3 (60) 0.185
Meses con vida media (RIC) 58 (48-63) 24 (20-29) | <0.001
Meses libre de enfermedad media (RIC) | 51.5 (42-59) 14 (4-15) 0.001
LITs CD8+ media (RIC) 10% (1-32%) | 40% (20-60%) | 0.046
Recurrencia (%) 6 (7.5) 4 (80) <0.001
Co-morbilidad (%) 40 (50) 2 (40) 0.664

DE= desviacion estandar.

RIC= rango intercuartil.

La sobrevida global relacionada a LITs CD8+, donde se tomo como mediana
40% de infiltracion por LITs, en un seguimiento a 60 meses, en el grupo 1 (0.008-
40% infiltracion por LITs, IC 95%) de 69 pacientes al inicio del seguimiento,
sobrevivieron 29 pacientes al termino de éste (42.02%, p=1); mientras que en el
grupo 2 (40.01-80.1% infiltracion por LITs, IC 95%) de 16 pacientes al inicio,
sobrevivieron 8 al término del seguimiento (50%, p=1).

Figura 1. Sobrevida global segun el porcentaje de LITs CD8+.
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En cuanto a la sobrevida global relacionada al sub-tipo molecular, la mortalidad
temprana (<12 meses) fue mayor en el sub-tipo triple negativo, seguido del
HER2+; sin embargo en el seguimiento a 60 meses, el sub-tipo con mayor
sobrevida fue el triple negativo (57%, p=0.04), seguido del triple positivo (50%,
p=0.04), HER2+ (45%, p=0.04), y por ultimo el receptores hormonales positivos
(38.29%, p=0.04).

Figura 2. Sobrevida global segun el sub-tipo molecular.
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El sub-tipo molecular con mayor grado de infiltracion por LITs CD8+ fue el
HER2+ con 32% (18-50%, IC 95%), seguido del triple negativo con 30% (6-54%,
IC 95%), triple positivo con 18% (6-28%, IC 95%) y receptores hormonales
positivo con 18% (12-24%, 1C 95%).
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Figura 3. Porcentaje de LITs CD8+ en sub-tipos moleculares.
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3N= triple negativo.

La recurrencia de la enfermedad se documentd en el 11.76% (10 pacientes) de
las pacientes que se incluyeron en el estudio, de las cuales 40% ya han fallecido.
Entre este grupo de recaida, el porcentaje de infiltracion por LITs CD8+ medio
fue de 25% (10-40%, I1C 95%, p=0.148) vs 10% (0.01-35%, IC 95%, p=0.148) de
las pacientes sin recaida; la media de periodo libre de enfermedad fue de 18
meses (14-36.75 meses, IC 95%, p=<0.001) vs 52 meses (43-59.5 meses, IC
95%, p=<0.001) respectivamente. Las etapas clinicas que predominaron en estas
pacientes fueron IlIA (40%) y 1IB (30%); carcinoma lobulillar invasor represento el
60%, y el sub-tipo molecular mas frecuente fue el triple positivo (40%, p=0.04),
seguido del triple negativo (30%, p=0.04) y HER2+ (20%, p=0.04). Ganglios
axilares positivos se encontraron en el 60% de estas pacientes.



Tabla 3. Diferencias entre pacientes libres de enfermedad vs recurrencia.

CARACTERISTICAS ENTRE EL GRUPO LIBRE DE ENFERMEDAD (A) VS

RECURRENCIA (B)
A B p
n 75 10
Edad media (DE) 57.76 (13.36) 52 (10.35) 0.194
Con vida (%) 75 (100) 6 (60) <0.001
Etapa clinica (%) 0.128
I 7 (9.3) 1(10)
A 27 (36) 0 (0)
1B 16 (21.3) 3 (30)
A 13 (17.3) 4 (40)
B 8 (10.7) 0 (0)
1ile: 2(2.7) 1(10)
\Y 2(2.7) 1(10)
Tipo histologico (%) 0.589
Ductal invasor 43 (57.3) 6 (60)
Lobulillar invasor 25 (33.3) 4 (40)
Otro 7 (9.3) 0 (0)
Sub-tipo molecular (%) 0.004
Receptores hormonales 46 (64.8) 1(10)
HER2+ 9(12.7) 2 (20)
Triple positivo 12 (16.9) 4 (40)
Triple negativo 4 (5.6) 3 (30)
Ganglios axilares positivos (%) 42 (56.8) 6 (60) 0.846
Quimioterapia neo-adyuvante (%) 22 (29.3) 6 (60) 0.053
Meses con vida media (RIC) 58 (48.5-63) 43 (30.25- 0.026
54.75)
Meses libre de enfermedad media 52 (43-59.5) 18 (14-36.75) | <0.001

(RIC)
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LITs CD8+ media (RIC) 10% (1-35%) | 25% (10-40%) | 0.148

Co-morbilidad (%) 36 (48) 6 (60) 0.476

DE= desviacion estandar.

RIC= rango intercuartil.

En un seguimiento a 60 meses, la sobrevida libre de enfermedad fue mayor para
las pacientes con el sub-tipo molecular triple positivo, con 37.5% (p=0.4), seguido
del HER2+ con 27.27%, receptores hormonales positivos 17.02%, y triple
negativo 14.28% (p=0.4).

Figura 4. Sobrevida libre de enfermedad segun sub-tipo molecular.
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9. DISCUSION.

No fue posible completar el numero minimo necesario de pacientes (muestras de
tejido neoplasico) para tener una muestra representativa con suficiente validez
interna, sin embargo con el numero de pacientes recolectados, aunque no es posible
generalizar a la poblacién mexicana, encontramos que en este grupo de pacientes la
edad media de diagnéstico fue por arriba de los 50 afios, como se reporta en la
literatura mundial, asi como lo esperado para la poblacion mexicana; la mortalidad
fue baja al encontrar que >95% de la poblacién total (n=85) se encuentra con vida al
termino del seguimiento (Octubre 2018), resultado que de igual manera correlaciona
con las tendencias mundiales actuales, a pesar de que >70% de éstas pacientes se
encontraba con un tumor >2 cm y/6 con ganglios axilares positivos para metastasis;
este resultado podria explicarse en parte a las terapias anti-cancer con las que
contamos hoy en dia, y a las cuales tienen acceso las pacientes que acuden al
servicio de Oncologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto.” El tipo
histolégico ductal invasor represent6 57.6% de éstas pacientes, lo cual contrasta con
lo reportado en la literatura mundial asi como para la poblaciéon mexicana, donde el
carcinoma ductal (canalicular) invasor representa >80%, seguido del carcinoma
lobulillar invasor en un 10% aproximadamente, mientras que en éste grupo
correspondio al 34.1% en la poblacion en estudio. En cuanto al estado de expresion
de receptores hormonales asi como de HER2-neu, se mantuvo en concordancia con
lo reportado a nivel mundial y para la poblacion mexicana, con el 58% de éstas
pacientes positivo para la expresion de receptores hormonales; no asi en el caso de
la sobre-expresion de HER2-neu, que solo se presentod en el 13.6% de las pacientes,
a diferencia de lo esperado (20-30%). De igual manera encontramos una incidencia
mas baja en nuestro grupo para el sub-tipo triple negativo (<10%) comparado con lo
esperado a nivel mundial y para México (10-20%).%% 2* 2% 2° Solamente el 32.9% de
éstas pacientes recibié quimioterapia neo-adyuvante, que igualmente contrasta con
lo reportado a nivel internacional, donde >50% de las pacientes tienen ésta

intervencion.
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El porcentaje medio de infiltracion por linfocitos T citotéxicos CD8+ en el estroma
tumoral fue del 20%. Al momento de dividir a las pacientes por sub-tipo molecular, el
sub-tipo HER2+ tuvo el mayor porcentaje de infiltracion con una media del 32% de
LITs CD8+, seguido del triple negativo con una media del 30% de LITs CD8+,
hallazgos que correlacionan con lo reportado en la literatura internacional, donde los
sub-tipos con mayor grado de LITs son el triple negativo en primer lugar, seguido del
HER2+, con porcentajes de entre 20 a 50%.> & % 1% 131419 En cuanto los sub-tipos
triple positivo y receptores hormonales positivos, se mantuvieron con una media de
infiltracion por LITs CD8+ <20%, que igualmente correlaciona con lo reportado por
otros autores a nivel internacional, y que correlaciona con las neoplasias mejor
diferenciadas y por ende menos inmunogénicas.> ® La sobrevida global relacionada
a LITs CD8+ en este grupo de pacientes (n=85) correlacion6 con lo reportado por
otros autores, ya que con un porcentaje de infiltracion >40%, la sobrevida global fue
mayor en un seguimiento a 60 meses (50%, p=1), a comparaciéon de aquellas
pacientes con <40% de LITs CD8+ (42%, p=1); sin embargo con una p no
significativa.> % 1% 13 14.19.20 En cyanto a la sobrevida global por sub-tipo molecular,
en el seguimiento a 60 meses, en contraste con lo que reporta la literatura mundial
asi como lo esperado para la poblacion mexicana, en éste grupo de pacientes el
sub-tipo triple negativo fue el que mayor sobrevida global present6 (57%, p=0.04),
seguidos del triple positivo (50%, p=0.04) y HER2+ (45%, p=0.04); estos dos ultimos
representando la mayor sobrevida global y con mejor prondstico a nivel mundial.?> 2*
%" El subtipo triple negativo fue el segundo sub-tipo en este grupo de pacientes con
mayor porcentaje de infiltracion por LITs CD8+, con una media de infiltracion por
encima del 20%, minimo necesario para conferir un mejor prondstico segun lo
reportado por algunos autores, independientemente del estado ganglionar y estado
TNM.? En cuanto al sub-tipo HER2+, a pesar de su mayor grado de infiltracién por
LITs CD8+ en éste grupo de pacientes, se ubic6 como el tercer sub-tipo con mejor
pronostico en cuanto a sobrevida global.
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Del 5.89% de las pacientes que fallecieron en este grupo (n=85), 80% se encontraba
en un estadio localmente avanzado y 20% en un estadio metastasico; 60% tenia
histologia para carcinoma lobulillar invasor, 60% presentaba ganglios axilares
positivos al momento del diagndstico, 40% clasifico como triple negativo y 40% mas
como HERZ2+; con un porcentaje de infiltracion por LITs CD8+ medio del 40%. Todos
estos factores pronostico mencionados para estas 5 pacientes fallecidas
correlacionan para un peor pronostico, a pesar de tener un porcentaje de LITs CD8+
medio del 40%, sin embargo con una p no significativa, por lo que no podemos inferir

que los LITs no son un factor prondstico desfavorable en este grupo de pacientes.?>
26, 27

En cuanto a recurrencia de la enfermedad, solo se presentd en 10 pacientes del
grupo en estudio (11.8%) en el seguimiento a 60 meses, de las cuales 40% ya habia
fallecido al inicio del estudio. El tipo histolégico con mayor recurrencia fue el
carcinoma ductal invasor (60%, p=0.589), y los sub-tipos moleculares mas
frecuentes fueron triple positivo (40%, p=0.04) y triple negativo (30%, p=0.04); datos
que contrastan con lo reportado a nivel mundial (a excepcion de éste ultimo), donde
el carcinoma lobulillar invasor, asi como los sub-tipos triple negativo y HER2+
presentan los pronodsticos mas desfavorables para recurrencia de la enfermedad. El
60% de éstas pacientes que presentaron recurrencia, tenian ganglios axilares
positivos al momento del diagnostico (p=0.846), que aunque con una p no
significativa, correlaciona con lo reportado en la literatura internacional.?> % %’ E|
porcentaje de infiltracion medio por LITs CD8+ en éstas pacientes fue del 25%
(p=0.148) vs 10% de las pacientes libres de enfermedad al termino del estudio
(p=0.148), resultado que no correlaciona con lo reportado por otros autores, quienes
mencionan que entre mayor sea el grado de infiltracidon por LITs, mayor el periodo y
sobrevida libre de enfermedad; sin embargo nuevamente nos encontramos con una
p no significativa, debido a la muestra tan pequefia y poco representativa, por lo que

no podemos inferir que los LITs CD8+ no son un factor de buen prondstico en este
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grupo de pacientes, o peor ain, que representa un factor de mal pronéstico.> 1% 1>

14,19, 20

Con lo que respecta a la sobrevida libre de enfermedad por sub-tipo molecular a 60
meses, ésta fue mayor en las pacientes con sub-tipo triple positivo (37.5%, p=0.4),
seguido del HER2+ (27.27%, p=0.4). Los sub-tipos con menor sobrevida libre de
enfermedad fueron el receptores hormonales positivos (17.02%, p=0.4) y triple
negativo (14.28%, p=0.4), datos que contrastan y correlacionan con lo reportado a
en la literatura internacional, ya que los sub-tipos luminales (expresién de receptores
hormonales positiva) sin sobre-expresion de HER2-neu presentan los mejores
pronosticos asi como sobrevida libre de enfermedad, datos que no se confirman en
ésta poblacion de estudio, sin embargo tenemos una p no significativa como para
aseverar que en nuestra poblacion este sub-tipo (expresion de receptores
hormonales positiva) no es el de mejor prondstico y con mayor sobrevida libre de
enfermedad. En cuanto al sub-tipo triple negativo, si correlaciona con los reportado
en la literatura mundial, ya que éste junto con el sub-tipo HER2+ representan los
sub-tipos de peor pronostico (aunque éste ultimo a la vez es un factor predictivo
favorable), y con menor periodo libre de enfermedad asi como menor sobrevida libre

de enfermedad, pero con una p no significativa.”® %% '
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10. LIMITACIONES.

La naturaleza misma del estudio siendo una cohorte retrospectiva, asi como el
numero pequefio de la muestra, nos hace practicamente imposible obtener
resultados estadisticamente significativos, que puedan dar una apropiada validez
interna y por ende poder generalizarlos a nuestra poblacion.

El no haber contado con las muestras de tejido neoplasico de las 260 pacientes que
cumplian criterios de inclusion fue una gran limitante, asi como el corto tiempo con el
que se desarroll6 el estudio (Abril 2018 — Octubre 2018).

Contar con anticuerpos anti-CD4, asi como tener la capacidad de sub-clasificarlos
en Th1 vs Th2; y de la misma forma anti-CD17, podria permitirnos valorar mas a
fondo el micro-ambiente tumoral de las muestras de las éstas pacientes, y asi poder
determinar con mayor precisidn si nos encontramos ante un escenario pro-tumoral
vs anti- tumoral, con el subsecuente prondstico, aunado al porcentaje del infiltracion
por LITs CD8+.
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11. CONCLUSIONES.

Con los resultados obtenidos en este estudio, podemos concluir que los linfocitos T
citotoxicos CD8+ infiltrantes del tumor juegan un papel importante en el pronostico
de las pacientes con cancer de mama invasor, porque como hemos visto, a pesar de
la presencia de factores de mal prondstico como lo son la ausencia de expresion de
receptores hormonales asi como de sobre-expresion de HER2-neu (factor predictivo
positivo), aquellas pacientes con un porcentaje considerado de infiltracion por LITs
CD8+ (>40%), tuvieron una mayor sobrevida global, aunque con resultados

estadisticamente no significativos.

Igualmente hubo una correlacion estadisticamente no significativa en el caso de sub-
tipos mejor diferenciados, como aquellos con expresion de receptores hormonales,
donde el porcentaje de infiltracion por LITs CD8+ fue menor (<20%); ademas de una
sobrevida global menor a la esperada, pero que hace relacibn con un menor

porcentaje de LITs CD8+.

Justo como se reporta en la literatura, los sub-tipos menos diferenciados son los que
presentan mayor grado de infiltracion por LITs CD8+, probablemente asociado a su
mayor potencial de inmunogenicidad, asi como menor capacidad para inhibir la
respuesta inmune anti-tumoral, lo que se traduce en un sistema inmune en mejor
estado, y por lo tanto con mejor prondstico como han concluido otros autores,
ademas de abrir la posibilidad a estos sub-tipos de pacientes a terapias inmunes
dirigidas a puntos de control, y tomarlo como un nuevo factor predictivo positivo.

No hubo relacion favorable entre el porcentaje de LITs CD8+ y la sobrevida libre de

enfermedad como se reporta en la literatura internacional, por el contrario, aquellos
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pacientes con mayor grado de infiltracion (>25%) presentaron menor periodo libre de
enfermedad, asi como de sobrevida libre de enfermedad; datos estadisticamente no
significativos.

Es necesario realizar un estudio con mayor numero de pacientes para poder
extrapolar los resultados a nuestra poblacion, y de ser posible llevarlo de forma
prospectiva, para asi garantizar muestra de tejido neoplasico suficiente y adecuada
para la realizacién de la inmunohistoquimica y/o alguna otra técnica avanzada de
identificacion de LITs; con seguimiento minimo a 60 meses, ademas de contemplar
la posibilidad de medir ademas LITs CD4+ Th1 y Th2, para complementar a los LITs
CD8+ que claramente juegan un papel fundamental en la sobrevida de las pacientes
con cancer de mama invasor, independientemente de otros factores prondsticos

claramente ya establecidos.
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13. ANEXO.
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PROSPEREMOS JUNTOS
Gobierno del Estado 2015-2021

San Luis Potosi, S.L.P., a 16 de abril de 2018

Dr. Jaime Alberto Lépez De Lara Montalvo
- Departamento de Medicina Interna

Hospital Central "Dr. Ignacio Morones Prieto"

Investigador Principal

PRESENTE.

Estimado Investigador:

Por este conducto se le comunica que el protocolo de investigacion titulado “Linfocitos T
citotoxicos (CD8+) infiltrantes del tumor como factor prondstico en cancer de
mama”, fue evaluado por el Comité de Etica en Investigacion de esta Institucion, con
registro CONBIOETICA-24-CEI-001-20160427. El dictamen para este protocolo fue el
siguiente:

APROBADO

El Comité de Etica en Investigacidn autoriza la vigencia de gjecucion de este protocolo por
365 dias naturales a partir de la fecha de emision de este oficio de dictamen.

El investigador principal debera comunicar a este Comité la fecha de inicio y término del
proyecto, y presentar el informe final correspondiente. Asimismo, el Comité de Etica e
Investigacion podra solicitar informacion al investigador principal referente al avance del
protocolo en el momento que considere pertinente.

== Hospital Central
X l Or fgnacic Morcnes Faete

Atentamente,

N\

ORI NN

=) COMITE DE ETICA
~ am \\._c \D EN INVESTIGACION
— Dr. Josué Sidonio Rodrfguez Cuevas SAN LUK POTOSLS LR

Presidente del Comité de Ktica en Investigacion
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

c.c.p. Archivo, Subdireccion de Educacion e Investigacion, Hospital Central *Dr. Ignacio Morones Prieto”

Av. Venustiano Carranza No. 2395
. Zona Universitaria
‘ San Luis Potosi, S.L.P. C.P. 78290
Tel. 01 (444) 198-10-00
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