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Resumen

El cáncer de mama se clasifica hoy en día por la presencia o ausencia de dos receptores

hormonales (estrógeno (ER) y progesterona (PR)) y el receptor de crecimiento epidérmico

humano tipo 2 (HER2). Estos receptores definen tres subtipos para las neoplasias mamarias:

hormono-dependientes, HER2 positivos y triple negativos (CMTN)⁠. Los tumores triple negativo

no tienen una característica particular que los identifique, en realidad, están agrupados por su

ausencia en la expresión de receptores, pero la etiología y su desarrollo pueden demostrar una

gran variedad de fenotipos, por eso los análisis moleculares son de vital importancia para

entenderlos. En este estudio realizamos un perfil genómico exhaustivo a partir del exoma

completo de 29 pacientes mexicanas con CMNT de largo seguimiento clínico (hasta 11 años)

para identificar alteraciones genómicas asociadas con la neoplasia a través de la integración de

análisis moleculares, incluyendo mutaciones y la composición y proporción de las firmas

mutacionales, con la supervivencia global (SG), la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la

respuesta patológica completa (RpC).

Se detectaron 31 genes conductores con variantes patogénicas incluyendo a TP53 en el 53% de

las muestras, seguido por BRCA1/2 en el 27%, CDKN1B en el 9%, PIK3CA en el 9% y PTEN en

el 9%, y 16 firmas mutacionales operativas. Interesantemente, los tumores con mutaciones en

BRCA1/2 mostraron una tendencia a la sensibilidad a las sales de platino. Encontramos una

asociación entre la deficiencia en los genes de reparación y vigilancia del DNA y el desenlace

clínico. En todos los tumores analizados, hallamos una complejidad molecular heterogénea en

cuanto a la composición alélica y los procesos mutacionales operativos, lo que dificulta la

identificación de características moleculares con utilidad clínica.

Estos tumores mostraron una heterogeneidad molecular sustancial, que sumada al número de

muestras analizadas en este estudio, impidió alcanzar asociaciones significativas entre las

variables moleculares y el desenlace clínico. Sin embargo, nuestros hallazgos proveen

información detallada sobre las alteraciones globales y particulares en el CMTN dentro de una

población poco representada. Este estudio, el primero en su tipo en América Latina, contribuye a

dilucidar de manera más amplia las alteraciones moleculares generales del CMTN,

proporcionando información genómica precisa que ayudará a las investigaciones futuros en la
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búsqueda del tratamiento más adecuado que proporcione una sobrevida y calidad de vida de

estos pacientes.

Abstract

Breast cancer is nowadays classified by the presence or absence of two hormone receptors

(estrogen (ER) and progesterone (PR)) and human epidermal growth receptor type 2 (HER2).

These receptors define three subtypes for breast neoplasms: hormone-dependent, HER2-positive

and triple-negative (TNBC). Triple-negative tumors do not have a particular characteristic that

identifies them, in fact, they are grouped by their absence in receptor expression, but the etiology

and their development can demonstrate a great variety of phenotypes, that is why molecular

analyses are of vital importance to understand them. In this study we performed a comprehensive

genomic profiling from the whole exome of 29 Mexican patients with TNBC with long clinical

follow-up (up to 11 years) to identify genomic alterations associated with the neoplasm through

the integration of molecular analyses, including mutations and the composition and proportion of

mutational signatures, with overall survival (OS), disease-free survival (DFS) and pathologic

complete response (pCR).

Thirty-one driver genes with pathogenic variants were detected including TP53 in 53% of

samples, followed by BRCA1/2 in 27%, CDKN1B in 9%, PIK3CA in 9% and PTEN in 9%, and

16 operational mutational signatures. Interestingly, tumors with BRCA1/2 mutations showed a

trend toward sensitivity to platinum salts. We found an association between deficiency in DNA

repair and surveillance genes and clinical outcome. In all the tumors analyzed, we found

heterogeneous molecular complexity in terms of allelic composition and operational mutational

processes, making it difficult to identify molecular features with clinical utility.

These tumors showed substantial molecular heterogeneity, which, added to the number of

samples analyzed in this study, prevented us from reaching significant associations between

molecular variables and clinical outcome. Nevertheless, our findings provide detailed

information on global and particular alterations in TNBC within an underrepresented population.

This study, the first of its kind in Latin America, contributes to further elucidate the general

molecular alterations in TNBC, providing accurate genomic information that will help future
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research in the search for the most appropriate treatment to provide survival and quality of life

for these patients.

6



Tabla de contenido

Índice de Figuras 8

Índice de Tablas 9

1. Marco terico 10
Carcinogenesis 12
Panorama genético del cáncer 14
Rasgos biológicos del cáncer 16
Incidencia y mortalidad del CM 20
Características del CM 20
Cáncer de mama triple negativo (CMTN) y su heterogeneidad 24
Cáncer de mama en México 28
Firmas mutacionales 29
Antecedentes 29
Justificación 31
Pregunta de investigación 31
Hipótesis 32

2. Materiales y métodos 33
Criterios para la elegibilidad de los pacientes 33
Evaluación histológica 33
Extracción del ADN y preparación de la muestra 34
Análisis clínico-.patológico 34
Preparación de bibliotecas genómicas 35
Análisis bioinformático y filtrado de variantes 35

Preprocesamiento 35
Identificación y análisis de variantes

Identificación de variantes 36
Análisis de variantes

Carga mutacional tumoral 36
Filtrado 37
Hotspots 37
Firmas mutacionales 37
Vías de señalización molecular 37
Análisis estadístico y de sobrevida 37
Comparación con otras cohortes y sus mutaciones accionables 37

7



3. Resultados 38
Características de los pacientes y los tumores 38
Sobrevida global y Respuesta patológica completa 41
Infiltrado linfocitario 42
Métricas de calidad de secuenciación y alineamiento 42
Carga mutacional 42
Panorama de las mutaciones conductoras 44
Firmas mutacionales 46
Vías de señalización 51
Panorama molecular en comparación con otras cohortes 52
Análisis de mutaciones accionables 54

4. Discusión 55

5. Conclusiones 63

6. Referencias 63

8



Índice de Figuras

Figura Descripción Página
Figura 1 Mapa de árbol de las principales causas de muerte para el año 2019 10
Figura 2 Incidencia y mortalidad en cada tipo de cáncer a nivel global y nacional 11
Figura 3 Rasgos biológicos del cáncer 16
Figura 4 Estructura de la glándula mamaria 21
Figura 5 Etiología del cáncer de mama y las características de cada subtipo 26
Figura 6 Probabilidad de Sobrevida Global 40
Figura 7 Carga mutacional tumoral 42
Figura 8 Asociación entre variables de desenlace clínico y el TMB 42
Figura 9 Composición alélica y características moleculares de las muestras de

cáncer de mama triple negativo 43
Figura 10 Distribución genómica del tumor según el perfil de la firma mutacional 45

Figura 11
Probabilidad de supervivencia global de cada grupo de firmas

mutacionales 46

Figura 12
Comparación entre el estado de la sobrevida global (alta y baja) según

la proporción de firma 47

Figura 13
Correlación lineal entre las proporciones de firmas con mayor

frecuencia en las muestras y las variables clínicas y moleculares 48

Figura 14
Asociación entre la proporción del umbral en las firmas según los

grupos y el resultado clínico 49
Figura 15 Diferencias entre los grupos según el resultado clínico 50
Figura 16 Procesos biológicos globales enriquecidos en los tumores 51
Figura 17 Comparación con otras cohortes de tumores TN 52
Figura 18 Análisis de mutaciones accionables 53

9



Índice de Tablas

Tabla Descripción Página
Tabla 1 Criterios para el filtrado y clasificación de variables 35
Tabla 2 Características clínicas 38
Tabla 3 Tratamientos 39

10



1. Marco Teórico

El cáncer ha permanecido perenne a lo largo de la historia de la humanidad. El primer

tipo del que se tiene una descripción, y la primera mención del cáncer de mama (CM), fue

detallada en un documento egipcio que data del 1600 a.C., conocido como Papiro Edward Smith,

algunos incluso aseveran que es una copia de un tratado médico que se remonta al año 3000 a.C.

(Vargas et al., 2012)⁠, en cuyo caso sería contemporánea con y el inicio de la civilización

Mesoamericana. Desde entonces, el cáncer de mama así como otros tipos, se conocen como

enfermedades sin tratamiento y de gran letalidad (Vargas et al., 2012)⁠. A pesar de que el

diagnóstico de cualquier tipo de neoplasia sugería un padecimiento sin remedio, no era una de las

principales causas de muerte, mientras que las patologías infecciosas sí. Pasaron varios siglos

para que la tecnología nos permitiera entender y tratarlas, y fue hasta mediados del siglo XX,

cuando gracias a la comprensión de la dinámica de transmisión y el desarrollo de antibióticos, se

duplicó la esperanza de vida, provocando una transición epidemiológica que convirtió a las

afecciones crónico-degenerativas, como las cardiovasculares y el cáncer, en el nuevo problema

de salud pública (Figura 1) (Mercer, 2018)⁠.

Figura 1. Representación (treemap) de las principales causas de muerte a nivel mundial para el año 2019. El tamaño del cuadro es proporcional al
número de muertes por cada 100 mil habitantes. Las enfermedades se agrupan en: crónico-degenerativos (azúl), infecciosas (rojo) y lesiones
(verde). CVD: cardiovascular disease (enfermedades cardiovasculares), Oth NCD: other non-communicable diseases (otras enfermedades no
transmisibles), CKD: chronic kidney diseases (enfermedades renales crónicas), Chr Resp: chronic respiratory diseases (enfermedades
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respiratorias crónicas), Subs Use: substance use disorder (desorden de abuso de sustancias), Resp + TB: respiratory infections + tuberculosis
(enfermedades respiratorias + tuberculosis, STIs: sexually transmitted infections (enfermedades de transmisión sexual), NTD: neglected tropical
diseases (enfermedades tropicales desatendidas), Unint Inj: unintentional injuries (lesiones no intencionales), Trans Inj: transport injuries: lesiones
de transporte, IPV: Interpersonal violence (violencia interpersonal). Tomado de The Lancet
(https://www.thelancet.com/gbd/gbd-compare-visualisation).

Actualmente, el cáncer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, lo que significa que una

de cada seis muertes será por algún tipo de tumor maligno o por complicaciones derivadas del

mismo (Sung et al., 2021)⁠. En México, esta enfermedad ocupa el tercer lugar como causa de

muerte, después de las del corazón y la diabetes mellitus, las cuales ocupan el primer y segundo

lugar, respectivamente (Población. Número de Habitantes, n.d.)⁠. De los 186,746 casos

registrados al año 2018, el cáncer de mama representa el tipo de cáncer con mayor incidencia a

nivel nacional, es un 3.5% más que lo reportado a nivel mundial (Sung et al., 2021)⁠(Figura 2).

Con la creciente mortalidad por cáncer, su estudio se ha tornado de gran importancia, enfocando

un gran esfuerzo humano y tecnológico en dilucidar desde su origen hasta su tratamiento.

En la presente tesis analizamos de manera global y minuciosa distintos componentes moleculares

del CM, y en específico, del subtipo triple negativo (TN), con el objetivo de aportar información

que nos ayude a comprender  esta patología.

Figura 2. GLOBOCAN. Incidencia por tipo de cáncer a nivel global (izquierdo) y nacional (derecho).
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Carcinogenesis

El cáncer está caracterizado por tener una reproducción descontrolada de células que

alteran la arquitectura del parénquima y afectan la funcionalidad del órgano, irrumpiendo la

homeostasis (Weinberg, 2014; Basanta & Anderson, 2017)⁠. En el año 1970, cuando Estados

Unidos declaró la guerra contra el cáncer, los complicados mecanismos por los cuales esta

enfermedad se origina y desarrolla eran totalmente desconocidos (Weinberg, 2014a)⁠, pero 50

años después los múltiples ensayos y descubrimientos tecnológicos han permitido avanzar en el

entendimiento de los complejos procesos de la carcinogénesis.

Se pueden distinguir dos tipos de origen para el cáncer: uno hereditario, que provoca entre el 5 y

el 10% de todos los tumores malignos, y otro esporádico, que es responsable del 90 al 95%

restante (Sonnenschein & Soto, 2008)⁠. El cáncer hereditario fue identificado en 1866 por Pierre

Paul Broca, quién lo describió en la familia de su esposa, la cual tenía un alta prevalencia de

cáncer de mama, pues por cuatro generaciones padeció de este tipo de neoplasia (Van Der Groep

et al., 2011)⁠. Después de 124 años, Mary-Claire King demostró a través de estudios de

segregación, que la aparición temprana de tumores de mama en familias estaba relacionada con

la alteración de un gen en el brazo largo del cromosoma 17. Cuatro años más tarde, tras diversos

estudios de clonación y secuenciación de esta región, fueron reportadas la secuencia y

localización del gen BRCA1 (Hurst, 2014)⁠.

Aunque el cáncer hereditario corresponde al 10% de todas las neoplasias, las familias afectadas

tienen una alta probabilidad de desarrollar en edades tempranas, tumores provocados por

mutaciones hereditarias de baja frecuencia en la población, en genes como BRCA1, que supone

un riesgo del 80% de padecer cáncer de mama antes de los 45 años de edad (Newman et al.,

1988)⁠.

El cáncer esporádico es consecuencia de la interacción entre elementos ambientales, la

exposición a carcinógenos endógenos o fallas intrínsecas en los mecanismos de replicación del

DNA; dichas modificaciones acumulan variaciones en el DNA, promoviendo el proceso de
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carcinogénesis (de Civetta & Civetta, 2011)⁠. Este proceso de acumulación de mutaciones es de

larga evolución, provocando la aparición de la neoplasia a mayor edad -en comparación con el

cáncer hereditario-, y con una amplia variedad de alteraciones en su etiología (Vogelstein et al.,

2013; Tomasetti et al., 2017)⁠.

La tumorogénesis de los tumores hereditarios consiste en una serie de pasos de alta complejidad

(Basanta & Anderson, 2017)⁠. Una de las primeras hipótesis que intento explicar este proceso fue

Knudson, quien postuló en 1971 que la variante monoalélica heredada no era suficiente para

provocar una neoplasia; una segunda variante debía afectar al alelo silvestre para provocar la

supresión de la función del gen, fenómeno conocido como la pérdida de heterogeneidad

(Anderson, 1992; Knudson, 1971), pero esto sólo explicaría el proceso en el caso de la

interrupción o el mal funcionamiento de un gen y no de la ganancia⁠de una función. Vogelstein

posteriormente propuso un modelo secuencial de adquisición de mutaciones, a los que denominó

“hits”, que se sumaban a las alteraciones previas durante la replicación de la célula afectada. La

acumulación de siete hits, proceso que podría tomar de meses a décadas, finaliza en la

malignización de la célula provocando la formación de tumores (Vogelstein & Kinzler, 1993)⁠.

Las modificaciones adquiridas derivan en la ganancia o pérdida de señales secuenciales a modo

de un modelo de múltiples pasos, donde las características que promueven el proceso de

carcinogénesis son seleccionadas (Karakosta Agathi et al., 2005; Hanahan & Weinberg, 2011)⁠.

Estos “hits” o pasos pueden ser provocados por diversas agentes mutagénicos exógenos o

endógenos que provocan diversos cambios en el DNA, que van desde el cambio de un nucleótido

por otro hasta inserciones, deleciones, translocaciones e inversiones (Vogelstein et al., 2013)⁠.

Una de las alteraciones que involucran grandes regiones del cromosoma son la ganancia y

pérdida del número de copias de un gen que aumentan o disminuyen su expresión

respectivamente (Macé et al., 2018)⁠. Más recientemente se han identificado los cambios

epigenéticos, procesos mediante el cual la expresión de un gen cambia, pero sin alterar la

secuencia del DNA (Deans & Maggert, 2015)⁠. Distintos mecanismos como la metilación,

modificaciones postraduccionales de las histonas, la acción de RNAs no codificantes y los
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cambios del estado topológico de la cromatina han sido estudiados en relación con el proceso de

carcinogénesis (Flavahan et al., 2017)⁠.

Panorama genético del cáncer

A nivel global se han detectado un promedio de 8,572.8 mutaciones en los genomas de

tumores malignos (Campbell et al., 2020)⁠, pero el intervalo es amplio. Algunos tipos de cáncer

como la leucemia mieloide aguda en adultos tienen aproximádamente 13 mutaciones (Cancer

Genome Atlas Research Network et al., 2013)⁠, en contraste con el melanoma, del que se han

reportado hasta 720 en promedio (Akbani et al., 2015)⁠. El tipo de variante que se presenta con

mayor frecuencia son los del nucleótido único, en un 95%. En cambio, las deleciones e

inserciones forman el 3% y el 2%, respectivamente (Campbell et al., 2020)⁠. Sería catastrófico

para la viabilidad celular, incluso para las poblaciones normales si todas las variantes

acumuladas en su genoma tuvieran un impacto funcional. Por ello, no todas los cambios

genéticos -o mutaciones- tienen actividad biológica. Las alteraciones capaces de promover o

preservar la evolución de una neoplasia han sido llamadas “mutaciones conductoras”, debido a

que conducen el desarrollo tumoral, el resto son consideradas “mutaciones pasajeras”, es decir,

son neutrales (Vogelstein et al., 2013)⁠. Las mutaciones conductoras pueden causar la ganancia o

pérdida de la función para la proteína traducida por el gen afectado, lo cual repercute en el

delicado engranaje de las vías de señalización en las que participa (Bauer et al., 2007; Joshi &

Press, 2018)⁠. Estas vías pueden ser agrupadas de manera general en dos procesos celulares: ciclo

celular y mantenimiento del genoma (Hanahan & Weinberg, 2011; Vogelstein et al., 2013)⁠. Los

genes que alojan mutaciones conductoras son conocidos como “genes conductores”. Éstos genes

han sido clasificados en genes supresores tumorales (TSG) y oncogenes (OG) (Vogelstein et al.,

2013)⁠. Los genes que traducen proteínas para mecanismos en donde la pérdida de función

suprime restricciones necesarias para el control de la proliferación o que impiden la correcta

reparación de los errores del DNA han sido clasificados como TSG. En contraparte, los genes

mutados que posibilitan la ganancia de una función y con esto aceleran la proliferación celular o

el escape de la muerte celular, han sido catalogados como OG (Vogelstein, 2013). Distinguir

entre TSG y OG puede ser una tarea sencilla, como en el caso de TP53, cuya falla en la

funcionalidad afecta los procesos del ciclo celular, permitiendo la proliferación y el escape de la

15



apoptosis (Aubrey et al., 2016)⁠. Otro ejemplo es KRAS, que participa en la proliferación celular y

con su ganancia de función promueve la multiplicación descontrolada de células (Haigis, 2017)⁠.

Estos dos ejemplos son categorizados como TSG y OG, respectivamente. Por otro lado, existen

casos donde la funcionalidad aún permanece ambigua para su clasificación, como son los genes

NOTCH1 y GATA3 (Lobry et al., 2011; Takaku et al., 2015; Parmigiani et al., 2020). Es por ello

que se han propuesto distintos métodos para poder catalogar la actividad de los genes en el

cáncer. Un ejemplo es la regla 20/20, planteada por Vogelstein (Vogelstein et al., 2013)⁠. El

método parte de la premisa que la mayoría de los TSG tendrán una disfunción que impedirá el

correcto funcionamiento de la proteína traducida, mientras que los OG adquieren mecanismos de

activación. Vogelstein propone que para clasificar los TSG, las mutaciones producirán en más del

20%, la pérdida de la función; y para un OG necesita que más del 20% de las mutaciones ocurran

en la misma posición y que esta provoque un cambio en el residuo que traduce. Aunque es

empírica, esta regla se ha sostenido a lo largo de los años.

Por otro lado, es de esperar que aunque los métodos pueden coincidir en muchos de los genes,

también divergen en otros tantos. Vogelstein con su regla 20/20 propuso 125 genes conductores

(Vogelstein et al., 2013)⁠, IntoGen, a su vez, tiene una lista de 514, identificados con métodos

estadísticos (Martínez-Jiménez et al., 2020)⁠. A pesar de las diferencias que podrían existir entre

las listas de genes conductores, hay algunos cuya alta prevalencia -entre todos los tipos de

neoplasias-, los convierte en blancos atractivos de estudio para proponer hipótesis sobre el origen

y tratamiento para el cáncer. Los primeros cinco genes afectados con mayor frecuencia en el

cáncer son: TP53, KRAS, PIK3CA, BRAF y LRP1B. Estos son muy relevantes, ya que participan

como intermediarios en distintas vías de señalización y son indispensables para la vida; tan sólo

TP53 actúa en 7 vías, desde donde regula el arresto celular, apoptosis, MAP-K, entre otras (

Vogelstein et al., 2013; Aubrey et al., 2016; Haigis, 2017; Zaman et al., 2019; Chen et al., 2019;

Arafeh & Samuels, 2019;  Martínez-Jiménez et al., 2020)⁠.
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Rasgos biológicos del cáncer

Como se comentó en el apartado de carcinogénesis, a través de la sucesión de múltiples

pasos se adquieren mutaciones características o “rasgos biológicos” que permiten a las células

convertirse en precursores de un tumor y eventualmente contribuyen en la malignización del

mismo. Los genes alterados se suman con la complejidad de las distintas vías de señalización,

con las presiones ambientales y la acción de distintas células normales que integran al tejido que

hospeda al tumor o que son reclutadas y que componen el microambiente tumoral (Tabassum &

Polyak, 2015)⁠. Con la finalidad de resumir y entender estos complicados circuitos Hanahan y

Weinberg propusieron una lista de diez rasgos biológicos o “hallmarks del cáncer”. Su

descripción permitió agrupar las distintas propiedades que le posibilitan a un tumor sobrevivir,

proliferar y diseminarse (Hanahan & Weinberg, 2011)⁠: 1) inestabilidad genómica y adquisición

de mutación, 2) inflamación, 3) proliferación, 4) inmortalización celular, 5) evasión de

supresores de crecimiento, 6) evasión de la respuesta inmunológica, 7) invasión y metástasis, 8)

angiogénesis, 9) resistencia a la muerte celular y 10) regulación energética celular (Fig 3).

Figura 3. Hallmarks del cáncer. Modificado de Hanahan y Weinberg 2011.
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Los primeros dos rasgos que mencionamos fomentan la adquisición del resto de los “hallmarks

del cáncer” (Langie et al., 2015; Lin et al., 2016; Tijhuis et al., 2019)⁠. El primer evento es la

inestabilidad genómica, que provoca mutaciones aleatorias y rearreglos cromosómicos (Sonugür

& Akbulut, 2019; Yao & Dai, 2014). La rápida acumulación de variantes aumenta la posibilidad

de adquirir mutaciones patogénicas, mismas que pueden ser seleccionadas para el desarrollo de

un tumor (Asatryan & Komarova, 2016)⁠. La pérdida de la función de genes que se encargan de la

vigilancia o reparación del DNA o la inactivación o intercepción de moléculas mutagénicas

pueden ser la etiología de la inestabilidad genómica (Asatryan & Komarova, 2016)⁠.

El segundo rasgo, la inflamación, es capaz de habilitar los “hallmarks del cáncer” (Colotta et al.,

2009)⁠. Durante las primeras etapas de la enfermedad, la inflamación crónica deriva en una

liberación persistente de quimiocinas proinflamatorias (Lin et al., 2016)⁠. La liberación de

especies reactivas de oxígeno (Mittal et al., 2014)⁠y el reclutamiento de distintas células que

pueden conservar este estado, perpetúan la inestabilidad genómica a través del daño al DNA

(Kidane et al., 2014; Kawanishi et al., 2017)⁠. Las células que componen al microambiente

tumoral no sólo conservan el estado inflamatorio (Grivennikov et al., 2010)⁠, sino que también

son capaces de fomentar la angiogénesis en tumores sólidos (Aguilar-Cazares et al., 2019)⁠, y el

escape a la muerte celular (Grivennikov et al., 2010)⁠, rasgos que discutiremos más adelante.

Como mencionan Hanahan y Weinberg “la característica más fundamental de las células

cancerosas es su capacidad para mantener una proliferación crónica” (Hanahan & Weinberg,

2011)⁠. Los rasgos que facilitan esto son el de la proliferación y la inmortalización celular. Las

células tumorales tienen un amplio repertorio que les ayuda a sostener la multiplicación celular

(Feitelson et al., 2015)⁠. Por un lado, la proliferación puede alterar la producción de señales

autocrinas y paracrinas (Siriwardana et al., 2006; Tan et al., 2009; Rosen & Roarty, 2014)⁠,

provocar disfunción de los circuitos de retroalimentación negativos que contrarrestan las señales

de proliferación celular en condiciones normales (Hoesel & Schmid, 2013; Wu et al., 2020)⁠e

inducir la activación de receptores en ausencia de su ligando (Lyons et al., 2008; Guo et al.,

2015; Du & Lovly, 2018)⁠.
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Por otro lado, la inmortalización de las células tumorales está relacionada con la facultad de las

células de preservar el tamaño de los telómeros (Jafri et al., 2016)⁠, la conservación de estas

regiones cromosómicas evita que se desencadenen mecanismos de senescencia y apoptosis en las

células (Maciejowski & Lange, 2017)⁠.

Para su mantenimiento, el tumor no sólo debe tener la habilidad de sostener las señales de

proliferación celular, también es necesario que adquiera la capacidad para evadir los supresores

del crecimiento celular. Éstos son regulados por las proteínas traducidas por genes supresores

tumorales responsables de provocar arresto del ciclo celular, senescencia, apoptosis o necrosis de

las células neoplásicas (Hanahan & Weinberg, 2011; Amin et al., 2015)⁠. La pérdida de función

de estos mecanismos provoca una desregulación en los nodos centrales del ciclo celular,

posibilitando a las células tumorales perpetuar su proliferación.

Además de la evasión de los supresores de crecimiento celular, los rasgos del cáncer también

incluyen a la evasión de la muerte celular. La pérdida de función de genes supresores tumorales

que controlan el ciclo celular (Pucci et al., 2000)⁠, al igual que el incremento de la expresión de

reguladores anti-apoptóticos como Bcl-2 y Bcl-xL (Trisciuoglio et al., 2017)⁠o de señales de

sobrevivencia como Igf1/2 (M. Zhang et al., 2018; Yan et al., 2020), incluso mediante la baja

expresión de factores pro-apoptóticos como Bax, Bim y PUMA (Ren et al., 2010; J. Zhang et al.,

2016)⁠son algunos de los mecanismos mediante los cuales las células tumorales evaden la muerte

celular.

La angiogénesis es un proceso necesario para conservar nutrido el tejido tumoral, se logra

mediante la producción de factores pro-angiogénicos como el VEGF (Lugano et al., 2020)⁠. El

rápido desarrollo de los vasos sanguíneos sobre la ya desorganizada arquitectura celular permite

la irrigación de la neoplasia, así como el retiro de desechos (Nishida et al., 2006)⁠. En contraparte,

la ausencia de nuevos vasos por la falta de factores pro angiogénicos o la desorganizada

proliferación celular provoca áreas de hipoxia (Muz et al., 2015)⁠.
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La reprogramación del metabolismo energético se manifiesta principalmente, aunque no

exclusivamente, en el uso de la glucólisis aeróbica, mecanismo que incluso en presencia de

oxígeno es favorecido en el microambiente tumoral y que es conocido como el efecto Warburg y

Cori (Carl Cori & Cori, 1925; Warburg et al., 1927; Liberti & Locasale, 2016)⁠. Por ser un

proceso bioquímico menos eficiente (18 veces menos en comparación con la fosforilación

oxidativa mitocondrial), es necesario compensar con un aumento en la glucólisis (Potter et al.,

2016)⁠. La glucólisis aeróbica no sólo compensa el ambiente hipóxico en el que se desarrolla la

célula tumoral, también sus productos intermedios pueden ser ocupados en varios vías de

biosíntesis para producir nucleótidos y aminoácidos que facilitan la biosíntesis de

macromoléculas necesarias para la mitosis celular (Liberti & Locasale, 2016)⁠.

El rasgo biológico que caracteriza la malignidad del cáncer, y que lo diferencia de los tumores

benignos, es la capacidad para la invasión y metástasis. Este proceso es uno de los sistemas más

complicados y menos entendidos hasta ahora. La metástasis depende de un cambio fenotípico

conocido como la transición epitelio-mesénquima (Ribatti et al., 2020)⁠. Durante esta transición,

las células sufren modificaciones que les permiten perder las uniones adherentes que las unen al

parénquima, para posteriormente migrar a través de los vasos sanguíneos y/o linfáticos (Joyce &

Pollard, 2009)⁠. La extravasación posibilita la llegada a otros tejidos donde pueden encontrar

nichos apropiados para su colonización, y en otros casos, la célula provoca modificaciones en el

tejido para adaptar el microambiente e impulsar el crecimiento en el nuevo sitio (Joyce &

Pollard, 2009)⁠.

Por último, pero no menos importante, está el fenómeno de la evasión del sistema inmunológico.

El sistema inmune puede actuar en beneficio o en contra del desarrollo tumoral. Como ya

comentamos antes, la inflamación crónica puede fomentar distintos rasgos biológicos del cáncer,

pero las células que componen al sistema inmune adaptativo, sobre todo las T citotóxicas son

capaces de reconocer otras con daños en el DNA que provocan inestabilidad genética mediante

la expresión de receptores de daño en las células tumorales. Este proceso es conocido como
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inmunoedición (O’Donnell et al., 2018)⁠. Una vez reconocidas, las células inmunes pueden

provocar la apoptosis o necrosis celular mediante la activación de caspasas o la destrucción con

citotoxinas respectivamente (Schreiber et al., 2011)⁠. Sin embargo, los tumores han desarrollado

mecanismos para la evasión de la respuesta inmunológica. Éste, les permite escapar de la

vigilancia inmunológica, así como también promover respuestas proinflamatorias a través del

reclutamiento de algunas células del sistema inmunológico o la producción de citocinas,

promoviendo la inestabilidad genómica, la angiogénesis y la proliferación celular (Gonzalez et

al., 2018)⁠.

Incidencia y mortalidad del CM

La Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (IARC) estimó más de dos millones

de casos nuevos por año y 684 mil muertes durante el 2020. Justo después del cáncer de pulmón,

el CM ocupa el segundo lugar en mortalidad, con 11.7% del total de casos de cáncer en el

mundo; y es la principal causa de muerte por neoplasia en mujeres (Sung et al., 2021)⁠. Desde el

2006 en México, estos tumores son la primera causa de enfermedad por cáncer,

(Soto-Perez-de-Celis & Chavarri-Guerra, 2016)⁠, y la tercera de muerte. La IARC estimó 27,283

casos nuevos y 6,884 muertes en el 2018, inclusive considerando ambos géneros (sólo el 1% de

los tumores en hombres son CM); con un aumento nacional en la incidencia de 5.9% y en la

mortalidad de 0.4% por año (Soto-Perez-de-Celis & Chavarri-Guerra, 2016; Sung et al., 2021)⁠.

Características del cáncer de mama

La glándula mamaria está compuesta por el parénquima, tejido encargado de la

producción y transporte de la leche y el estroma que le da soporte al parénquima (Fig. 4 A.). El

estroma está formado por tejido adiposo dispuesto sobre tejido fibroso conectivo (llamado

ligamentos de Cooper). La unidad funcional de la mama está compuesta por los conductos y los

alvéolos glandulares. Los primeros están formados por una bicapa de células epiteliales

dispuestas sobre una membrana basal que contiene a las células troncales mamarias (Fig. 4 B.).

Su función es llevar la leche producida en los lobulillos hasta el pezón.
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La mama es una glándula expuesta a constantes cambios en su arquitectura, mediados por

la expresión genética; principalmente durante cinco distintos períodos: 1) el crecimiento fetal, 2)

el crecimiento prepuberal, 3) la expansión puberal, 4) el embarazo y 5) la remodelación durante

la lactancia. La morfogénesis de los conductos se desarrolla durante el crecimiento prepuberal y

la expansión puberal, y es controlado por los estrógenos (Fig. 4 C.). Los lobulillos, estructuras

funcionales encargadas de la producción de leche durante la lactancia, se forman en la

terminación de los ductos, a partir de la capa luminal, y alcanzan su máximo desarrollo durante

el embarazo y la lactancia gracias a estímulos mediados por estrógenos, progesterona y

prolactina (Hassiotou & Geddes, 2013)⁠. La constante remodelación en la arquitectura de la

glándula, sujeta al continuo cambio hormonal, se traduce de manera directa en el tejido, donde el

80% de los tumores se localizan en los conductos mamarios, del 15 al 20% en los lobulillos y del

5 al 10% en el estroma (McDaniel et al., 2006; McCready et al., 2010)⁠.
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Figura 4. Estructura de la glándula mamaria. A. Esquema macroscópico. B. Estructura celular de los
componentes de la glándula mamaria. C. progresión y remodelación de la glándula mamaria durante la pubertad, el
embarazo y la lactancia.

Aunque de manera previa ya se conocía la importancia de los estrógenos para el desarrollo del

cáncer de mama, no fue hasta 1969 que se descubrieron los receptores estrogénicos (Jensen & De

Sombre, 1969)⁠, los cuales, al igual que el receptor de progesterona y el de crecimiento

epidérmico humano tipo 2 (HER2) favorecen la proliferación celular mediante su amplificación

o mutación, aprovechando la maquinaria de remodelación del tejido en las distintas etapas

fisiológicas. El CM se clasifica hoy en día por la presencia o ausencia de estos dos receptores

hormonales (estrógeno (ER) y progesterona (PR)) y HER2. El estatus de los receptores

hormonales y el HER2 define tres subtipos para las neoplasias mamarias: 1) hormono

dependientes (25 - 65%), 2) HER2 positivos (10 - 15%) y —para aquellos tumores con ausencia

de los tres— 3) triple negativos (CMTN) (10-20%) (Lara-Medina et al., 2011; X. Li et al., 2017)⁠.

Esta clasificación es el estándar de oro y determina las opciones de tratamiento de cada paciente

(Gradishar et al., 2019)⁠.

El subtipo hormonodependiente está caracterizado por la expresión de los dos receptores

intracelulares de estrógeno y progesterona, que al recibir su ligando hormonal correspondiente,

activan factores de transcripción que a su vez activan las ciclinas CDK4 y CDK6 que fosforilan a

RB1, permitiendo que se libere al factor de transcripción E2F y activando así los mecanismos de

proliferación (Pandey et al., 2019)⁠.

Los estrógenos también promueven la proliferación a través de una vía independiente de ligando,

en la cual propicia la fosforilación de AKT, proteína que a su vez activa la vía de las MAPK y

aumenta la proliferación celular (Atanaskova et al., 2002; Salazar et al., 2016)⁠.

Los receptores hormonales tienen efectos indirectos en la comunicación con HER2, ya que la

expresión tanto de los receptores hormonales y HER2 coexisten en los subtipos Luminal A y

Luminal B, aunque aún no se conoce bien su relación (Bauer et al., 2007; Joshi & Press, 2018)⁠.

El subtipo HER2 depende principalmente de las señales proliferativas causadas por el aumento
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del número de copias del gen que lo codifica (ERBB2), induciendo un incremento en la expresión

de este receptor transmembranal, que hasta este momento permanece huérfano, es decir no tiene

ningún ligando (Serova et al., 2019)⁠. Tras su homodimerización inicia la vía de las MAPK,

provocando la proliferación celular (Joshi & Press, 2018)⁠.

Finalmente, el subtipo triple negativo se define por la ausencia de expresión o sobreexpresión de

los tres receptores mencionados, por lo que esta categoría agrupa al resto de los tumores. Es por

ello que este subtipo de cáncer de mama presenta una gran diversidad de atributos moleculares y

clínicos (Bianchini et al., 2016)⁠.

Existen dos principales causas asociadas con la carcinogénesis de la mama: 1) la falla del

mecanismo de reparación del DNA por recombinación homóloga (RH) y 2) la mutación de

TP53. Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son los genes más estudiados en el cáncer

de mama, son actores principales de la reparación del DNA por recombinación homóloga, las

variantes en dichos genes pueden ser provocadas por mutaciones hereditarias (presentes en un

10%), somáticas, o la metilación de los promotores de dichos genes (especialmente BRCA1

metilado en un 30% en los tumores TN); aunque el déficit de la reparación por recombinación

homóloga, también se ha vinculado con las alteraciones en otros genes que se pueden encontrar

río abajo o río arriba de la vía de este mecanismo de reparación, como son PALB2 o ATM (lo que

se conoce como el fenotipo BRCAness). El déficit en este mecanismo de reparación provoca

inestabilidad genómica.

La segunda etiología del cáncer de mama triple negativo y HER2+ son las alteraciones en TP53

(mutado en hasta en un 75% y 85% respectivamente). Algunos estudios han asociado el déficit

del RH con la adquisición de mutaciones en TP53. Las alteraciones en dicho gen provocan

disminución de la reparación del DNA, arresto celular, apoptosis y un aumento en la

angiogénesis, las cuales son importantes “hallmarks del cáncer” (Foulkes et al., 2010; Malorni et

al., 2012; Lord & Ashworth, 2016; Spugnesi et al., 2016)⁠ (Figura 5).
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Actualmente se ha creado un clasificador a nivel molecular que agrupa a los tumores mamarios

de acuerdo a la expresión génica. Se distinguieron cinco diferentes subtipos: 1) luminal A, 2)

luminal B, 3) HER2+, 4) normal y 5) basal. Tanto el luminal A como el luminal B están

caracterizados por la expresión de KRT5 (queratina 5), KRT17 (queratina 17), ITGB4 (integrina

𝛽4), laminina y receptores de estrógeno, presente en un 87% para el luminal A y 72% para el

luminal B. Estos son clasificados, la mayoría de las veces, como tumores hormonodependientes.

El tercer subtipo es el HER2+, que como su nombre lo indica, está caracterizado por la

sobreexpresión de ERBB2, dentro de este grupo, cuando se realizó el diagnóstico por

inmunohistoquímica o inmunofluorescencia, 51% se diagnosticaron como HER2+, 15%

corresponde a tumores ER/HER2+, 16 % a ER+/HER2- y 18% a TN. La cuarta categoría son las

neoplasias de tipo normal también conocido como el subtipo intrínseco, se ha identificado como

el subtipo con mejor respuesta y pronóstico. Por último el tipo basal, coincide con el 80% de los

tumores triple negativos, mientras que el otro 20% está compuesto por otros subtipos con

predominio de HER2+, expresa genes característicos de las células basales/mioepiteliales: KRT5,

KRT14 y KRT17 (que corresponden a la citoqueratina 5, 14 y 17) y una alta expresión de

claudina (Perou et al., 2000); Bianchini et al., 2016⁠.

Cáncer de mama triple negativo (CMTN) y su heterogeneidad

La presencia de los receptores que diferencia a los tumores que no son triple negativos

(No-TN) (hormonodependientes y HER2 positivos) de los triple negativos, representa una

vulnerabilidad que permitió el desarrollo de tratamientos dirigidos como sería el caso de los

inhibidores de los receptores y de la aromatasa o moduladores selectivos de receptores

hormonales, mejorando de manera significativa la respuesta a la quimioterapia y la sobrevida

global de las pacientes (X. Li et al., 2017)⁠. Estas ventajas fueron útiles sólo para los subtipos con

expresión de receptores, dejando a la quimioterapia como la única opción de terapia sistémica

aprobada hasta este momento, en los tumores triple negativos (Gradishar et al., 2019)⁠.

En el principio de la oncología como especialidad, algunas quimioterapias fueron descubiertas

por serendipia, como es el gas mostaza que provoca depleción de los elementos sanguíneos, y

como consecuencia podría funcionar como manejo para distintos tipos de linfoma y leucemia
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(Hajdu & Vadmal, 2013)⁠. Aunque alentadores en un principio, algunos de los investigadores

obtuvieron resultados desfavorables, por lo que se concluyó que no todos los tratamientos

funcionan de la misma manera en todos los pacientes, incluyendo aquellos con el mismo tipo de

neoplasia.

Al tratar los tumores triple negativos como si se fueran un subtipo homogéneo se crean

desventajas evidentes en la sobrevida global, que es 20% menor a los tres años para pacientes

que no lograron la respuesta patológica completa (RpC) en comparación con los no triple

negativos con enfermedad residual (No-TN 94%, CMTN: 68%) (Liedtke et al., 2008)⁠. En los

tumores triple negativo se utiliza la RpC como marcador subrogado para valorar la sensibilidad a

la quimioterapia neoadyuvante. La RpC se define como: “La ausencia de todos los signos de

cáncer en muestras de tejido obtenido durante una cirugía o una biopsia después del tratamiento

o la quimioterapia” (Definition of Pathologic Complete Response - NCI Dictionary of Cancer

Terms - National Cancer Institute, n.d.)⁠. En presencia de una RpC, la probabilidad de una

sobrevida mayor a cinco años aumenta (Liedtke et al., 2008)⁠, pero esto sólo se logra en el 35%

de los pacientes ⁠(Von Minckwitz et al., 2014)⁠. Al contrario, los casos con enfermedad residual

tienen mayor recurrencia y menor sobrevida global, alcanzando menos de cinco años en el 50%

de los casos (Liedtke et al., 2008)⁠. Paradójicamente, aunque en el CMTN existe una RpC dos

veces mayor con respecto a los subtipos no triple negativos (22% vs 11%, respectivamente), la

sobrevida global es menor (Liedtke et al., 2008)⁠; diferencia que aumenta con un mayor estadio

tumoral (X. Li et al., 2017)⁠. Esta paradoja es consecuencia de la falta de características

fenotípicas específicas del CMTN que permitan definir de manera más precisa a este subtipo.

Globalmente la gran variedad de fenotipos expresados en este tipo de tumor presentan una tasa

de proliferación más alta, con respecto a los otros subtipos, un grado histológico superior, un

nivel variable de infiltrado linfocitario tumoral y un amplio repertorio de variantes genéticas;

características que vuelven a estos tumores más agresivos (Foulkes et al., 2010)⁠ (Figura 5).
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Figura 5. Etiologúa del cáncer de mama y las características de cada subtipo. En la figura superior se describen
en un esquema algunos de los mecanismos etiológicos del cáncer de mama; mientras que los tumores
hormonodependientes dependen de la presencia de los receptores (ER, PR y HER2) para activar los mecanismos de
proliferación, los tumores triple negativos dependen del fallo de mecanismos del ciclo celular como la reparación del
DNA el fallo en proteínas como TP53 que puede provocar el arresto del ciclo celular. En el panel inferior se
observan las características clínicas de los tres subtipos tumorales del cáncer de mama (subdividiendo al subtipo
luminal en luminal A y B), así como los genes de mayor expresión.
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La complejidad fenotípica del CMTN es consecuencia de una elevada heterogeneidad molecular,

en los niveles de expresión génica y a nivel epigenético (Lehmann et al., 2011; Shah et al., 2012;

Dawson et al., 2013)⁠. Diferentes aproximaciones ómicas han intentado definir distintas subclases

en el CMTN (Lehmann et al., 2011; Dawson et al., 2013; Burstein et al., 2015)⁠, pero, hasta este

momento ninguno ha probado una utilidad clínica a través de estudios replicativos

independientes.

La clasificación que más se utiliza es la del grupo de Lehmann (Bianchini et al., 2016; Lehmann

et al., 2011). Ésta propone seis subtipos agrupados por su perfil de expresión: 1) BL1

(Basal-Like 1), 2) BL2 (Basal-Like 2), 3) IM (Immunomodulatory), 4) M (Mesenchymal-Like),

5) MSL (Mesenchymal Stem-Like) y 6) LAR (Luminal Androgen-Receptor) (Lehmann et al.,

2011)⁠. Los distintos subtipos están enriquecidos en un amplio espectro de vías de señalización.

El subtipo BL1, que se encuentra entre los más representados en esta clasificación, tiene la tasa

más alta de RpC con el uso de la quimioterapia convencional. En este subtipo la falla en vías de

reparación y del ciclo celular ocasionada por frecuentes mutaciones en genes como BRCA1 y

BRCA2, explica los constantes rearreglos cromosómicos que presenta y lo vuelve susceptible a

los inhibidores de la polimerasa ADP-ribosa (iPARP). El BL2, que comparte la tasa con menor

RpC con los subtipos LAR y MSL, presenta la sobreexpresión de receptores de crecimiento

como EGFR, IGF1R y marcadores mioepiteliales. Los tumores IM sobreexpresan genes

relacionados con el sistema inmune adaptativo (vías Th1/Th2, células Natural Killer y

dendríticas, y los receptores de las células T y B) así como de citocinas (IL-12 e IL-7). Tanto el

subtipo M como el MSL comparten vías relacionadas con la motilidad, diferenciación y

crecimiento celular que permiten la transición epitelio-mesénquima. Igualmente, distintas vías

como la de Wnt/𝛽-catenina, TGF-𝛽, Rho y ALK son compartidas por ambos subtipos, mientras

que presentan mayor expresión de factores de crecimiento para los MSL y menor en los de

proliferación celular. Finalmente, los LAR tienen un gran enriquecimiento en las vías

hormonales, con una expresión de receptores de andrógeno (Lehmann et al., 2011; Bianchini et

al., 2016; Omarini et al., 2018)⁠⁠.
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Cáncer de mama en México

Debido a que en México el 90% del CM es detectado a través de la autoexploración, más

de la mitad de estos tumores son desafortunadamente diagnosticados en estadios avanzados

(López-Carrillo Lizbeth, 2001)⁠, en los cuales la sobrevida tiene un intervalo entre el 67 al 75.6%

(Ángeles-Llerenas et al., 2016)⁠. Aunque los porcentajes de sobrevida representan más de la

mitad de las pacientes con CM tendrán un pronóstico favorable, el número total de casos (6,884)

es una cifra abrumadora para los pacientes y las familias que sufren la enfermedad.

En particular, el CM es una de las primeras nueve enfermedades no transmisibles que contribuye

a la carga de enfermedades en México; es la neoplasia que provoca el mayor número de años de

vida ajustada por discapacidad, y representa el 1.9% y el 28.7% del total del presupuesto del

Instituto Mexicano del Seguro Social y del Fondo de Protección contra Gastos Catastróficos,

respectivamente (Unar-Munguía et al., 2017)⁠.

Para nuestro país, un análisis retrospectivo en 854 pacientes realizado por Ángeles-Llerenas y

colaboradores (2016), determinó que el CM afecta de manera homogénea a los tres estratos

socioeconómicos categorizados: a) el alto, en un 35.1%; b) el medio, con 33% y c) el bajo, con

32%. A pesar de que la enfermedad permea de manera equitativa en los diferentes niveles, la

sobrevida a cinco años posterior al diagnóstico en estadios iniciales (cuando aún no existe

metástasis de tipo local o distante) sí presenta diferencias, con 12.5% menos de sobrevida para el

estrato bajo con respecto al alto, y 3.7% menos para el medio en relación al alto. Mientras que,

en estadios avanzados (tumores con metástasis locales y distantes) el margen de la sobrevida

disminuye a un 8.6% y 6.9% en el estrato bajo y medio con respecto al alto, respectivamente

(Ángeles-Llerenas et al., 2016)⁠.

Entre los pacientes de América Latina, el CMTN ha mostrado una mayor frecuencia que en otros

grupos étnicos, alcanzando hasta un 14-20% (Kwan et al., 2009; Lara-Medina et al., 2011;

Lehmann et al., 2011; Soto-Perez-de-Celis & Chavarri-Guerra, 2016)⁠. A pesar de su alta

incidencia y prevalencia, existen muy pocos estudios genómicos en estas poblaciones y, la
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mayoría de las pacientes estudiadas son mujeres latinas que viven en los Estados Unidos, en

donde han sido examinadas (Weitzel et al., 2019)⁠.

La acumulación de mutaciones ha permitido documentar los procesos operativos exógenos y

endógenos, lo que nos permite entender mejor el origen de algunos de los mecanismos que

provocan las mutaciones como se explica en el siguiente apartado.

Firmas mutacionales

Las mutaciones son procesos normales que se presentan en todas las células a través del

tiempo, los procesos que permiten la acumulación de mutaciones generan patrones de

mutaciones que pueden ser agrupados y distinguidos, atribuyéndose a un procesos en específico

(Alexandrov, 2020). La primera de las firmas mutacionales descubierta fue el cambio de citocina

por timina en sitios de di-pirimidina (Alexandrov Consortium, 2020). Presente en el 60% de los

casos fue el primer patrón mutacional registrado, eventualmente, a través del agrupamiento

sistemático de mutaciones por métodos estadísticos en sitios de trinucleótidos (Cosmic V2)

(Alexandrov Consortium, 2020) y posteriormente en sitios de pentanucleótidos (V3), las 30

distintas firmas mutacionales descubiertas hasta este momento cobran sentido mientras se

asocian con su etiología. Mecanismos como los fallos en la maquinaria de reparación del DNA

(Firma 3, 5, 21, 26, 44), o la replicación (Firma 31, 32, 35, 42); diversos factores exógenos como

el tabaco, el tratamiento con quimioterápicos o la exposición directa o indirecta a la luz UV

(firma 4, 7, 24, 29 y 38), han contribuido a discernir las causas de algunos tipos de tumores

(Alexandrov Consortium, 2020). En específico el cáncer de mama se encuentra enriquecido en

las firmas por déficit en la reparación del DNA, y el subtipo negativo representa uno de los tipos

de cáncer con mayor frecuencia en esta firma mutacional.

Antecedentes

A pesar de tener una gran importancia clínica, los tumores TN son las neoplasias con

menos estudios (alrededor de 16 mil publicaciones en Pubmed hasta agosto de 2021) en

comparación con los otros subtipos. El primer estudio molecular a escala genómica se realizó en
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2012. Se estudiaron un total de 104 pacientes, a los que se les realizó secuenciación de exoma

completo y del mRNA. De este primer análisis se confirmó que la gran mayoría eran tumores

basales (según la clasificación de Perou y coautores (2000)⁠), con una gran heterogeneidad

molecular, presentando una carga mutacional muy variable, con más de 200 variantes para

algunas pacientes y solamente una para otras, pero con una alta frecuencia de alteraciones en

genes como TP53 (Shah et al., 2012)⁠.

En 2016 Nik-Zainal y colaboradores (2016) analizaron 560 tumores mamarios, de estos, el 26%

(148) eran CMTN. Su estudio identificó, al igual que el de Shah y coautores (2012), una alta

frecuencia de mutaciones en genes como TP53 y RB1, además de variantes en BRCA1/2. Por otra

parte, también efectuaron un análisis de firmas mutacionales; las que son detectadas a partir de

un análisis global de variantes puntuales en un contexto de trinucleótidos. Lo anterior se basa en

que, a lo largo del tiempo, la acumulación de variantes en el DNA provocada por los diversos

tipos de daño directos e indirectos, exógenos o endógenos, así como los errores intrínsecos a la

replicación y la falla de reparación de estos, deja un patrón de mutaciones característico de su

etiología. La organización y posterior clasificación de patrones de alteraciones permite

identificar estas firmas mutacionales y rastrear posibles causas en una neoplasia (Alexandrov et

al., 2013)⁠. Asimismo, producto de este análisis, se detectó que los tumores CMTN tienen fallas

en mecanismos de reparación dependientes de la recombinación homóloga y de bases mal

apareadas (MMR: Mismatch repair) (Nik-Zainal et al., 2016)⁠.

Posteriormente en 2019, el mismo grupo de Nik-Zainal realizó otro estudio, esta vez de 245

tumores TN que obtuvo de la Red de Análisis del Canceroma de Mama en Suecia (SCAN-B

(Sweden Cancerome Analysis Network-Breast). Al igual que en sus estudios previos,

identificaron una gran heterogeneidad molecular de los tumores TN, pero con una patrón de

daño en la reparación del DNA por RH (determinada a través de firmas mutacionales y distintos

algoritmos). Las pacientes portadoras de este presentaron una mejor respuesta a los iPARP con

una mayor probabilidad de sobrevida (Staaf et al., 2019)⁠.
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Finalmente, el único estudio molecular de CMTN en México (además del que aquí se presenta),

se publicó hace tres años, e incluyó 19 tumores TN, en los que se secuenció un panel de 48 genes

asociados al cáncer. Se encontraron mutaciones de gran importancia en genes como TP53, FLT3

y PIK3CA (Uscanga-Perales et al., 2019)⁠. Sin embargo, no se evaluaron características

moleculares adicionales como carga mutacional, firmas mutagénicas o vías asociadas a los genes

encontrados, ni se realizaron asociaciones con variables clínicas de pronóstico y respuesta

terapéutica.

En este trabajo, mediante la secuenciación de exoma (WES, por sus siglas en inglés), se

caracterizaron las alteraciones genómicas de 29 pacientes mexicanas diagnosticadas con CMTN

y asociamos su perfil genómico con varias características clínicas para evaluar su papel como

marcadores predictivos en la respuesta al tratamiento.

Justificación

Por lo anterior, una de las alternativas propuestas como biomarcador predictivo potencial

es la deficiencia en mecanismos de reparación del DNA, la cual se presenta de manera frecuente

en los tumores triple negativos. Entre estos mecanismos destaca la deficiencia en la reparación

por recombinación homóloga. Se han identificado a las alteraciones en BRCA1/2, que participan

como mediadores importantes en el mecanismo de reparación por recombinación homóloga,

como un factor que aumenta la sensibilidad a tratamientos que provocan el incremento de

rupturas de doble cadena en el ADN, como pueden ser los derivados de las sales de platino.

Pregunta de investigación

Existen patrones genómicos a distintos niveles asociados a la deficiencia en mecanismos

de reparación al ADN, que causan una alta sensibilidad a agentes platinados e impactan en la

sobrevida global.
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Hipótesis

Existen patrones genómicos a distintos niveles asociados a la deficiencia en mecanismos

de reparación al ADN, que causan una alta sensibilidad a agentes platinados e impactan en la

sobrevida global.

2. Materiales y métodos

Criterios para la elegibilidad de los pacientes

Un total de 97 pacientes diagnosticados con CMTN y tratados en el Instituto Nacional de

Cancerología (INCAN) de México fueron seleccionados para este estudio. Todos los pacientes

fueron diagnosticados como CMTN y tratados entre abril del 2007 y abril del 2010, presentaron

tumores invasivos localmente avanzados con tratamiento neoadyuvante y cirugía así como una

evaluación de RpC, que fue definida como la muestra libre de células de cáncer residual en

mama y en nodos linfáticos de la axila (ypT0/isypN0) (Pathologic Complete Response in

Neoadjuvant Treatment of High-Risk Early-Stage Breast Cancer: Use as an Endpoint to Support

Accelerated Approval | FDA, n.d.)⁠que es utilizada por el departamento de patología del INCAN.

Después del control de calidad del ADN, solamente 29 muestras fueron amplificables y

adecuadas para su análisis por WES (ver más adelante). Todas las muestras que fueron

analizadas fueron libres de tratamiento. El protocolo fue aprobado por el Comité de Ética en

Investigación del INCAN (protocolo #016/013/IBI CEI/1021/16) y fue conducido de acuerdo

con la Declaración de Helsinki; las muestras fueron anonimizadas y enviadas para ser procesadas

al Laboratorio Nacional en Salud: Diagnóstico Molecular y Efecto Ambiental en Enfermedades

Crónico-Degenerativas en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM.

Evaluación histológica

Todas las evaluaciones histopatológicas fueron realizadas por médicos patólogos expertos

adscritos al Departamento de Patología del INCAN. El estatus de los receptores ER, PR y HER2

fue evaluado por inmunohistoquímica utilizando los estándares de las guías de la ASCO/CAP

(Hammond et al., 2010)⁠: menos de uno por ciento del score de la tinción para los receptores de
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ER, PR y HER2. El infiltrado linfocitario (TILs) fue evaluado para cada paciente con tinciones

de Hematoxilina y Eosina en los compartimentos estromal y peritumoral. El infiltrado estromal

fue considerado para clasificarlo en alto o bajo con un umbral ≥30%. La RpC fue evaluada según

el Residual Cancer Burden Index del MD Anderson (Residual Cancer Burden Calculator, n.d.)⁠

por los médicos tratantes.

Extracción del ADN y preparación de la muestra

Se obtuvieron 97 biopsias primarias de cada caso de los archivos del Departamento de

Patología, como bloques de parafina. De estos bloques se extrajo alrededor de 50 mg de tejido a

través de tres cortes de 50 μm de tejido viable no necrótico con contenido tumoral >90%; a ésta

se le removió la parafina con baños de xilol y etanol para posteriormente ser digerida toda la

noche con proteinasa K. La formación del entrecruzamiento por el formaldehído fue revertida

con incubaciones de 90º C durante una hora. Finalmente se extrajo el DNA de los tejidos

obtenidos con el Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las

instrucciones del fabricante. Con el objetivo de eliminar el RNA, se aplicó RNAsa A a 37º C

durante 1 hora al DNA extraído. Se cuantificó el rendimiento de nuestra extracción a través de

fluorimetría, con el Kit Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Carlbad, USA). Verificamos la

integridad mediante la electroforesis de un gel de agarosa y pureza a través de espectrometría

con el equipo NanoPhotometer NP80 (IMPLEN). Tras este control de calidad 29 muestras

cumplieron los requerimientos mínimos para la secuenciación y análisis por WES.

Análisis clínico-.patológico

Se recolectó la información de cada una de las pacientes y se generó un registro

electrónico. La información recogida fue: (1) datos demográficos: edad de diagnóstico,

comorbilidades, índice de masa corporal (IMC), paridad, antecedentes de uso de métodos

anticonceptivos orales, antecedentes familiares de CM, tipos de tratamiento; (2) desenlace

clínico: sobrevida global, periodo libre de enfermedad (periodo libre de enfermedad), RpC; y (3)

características microscópicas del tumor: tipo histológico, grado histológico e infiltrado

linfocitario. Evaluamos la probabilidad de sobrevida de las 29 pacientes desde el primer día,
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diagnóstico, hasta el último día de seguimiento o fallecimiento. Tres pacientes (F39_133, F2_5 y

F85_261) no contaban con la información de seguimiento y por lo tanto los datos fueron

censurados en el análisis de sobrevida. El seguimiento más largo fue de 11 años y el más corto de

menos de un año (257 días).

Preparación de bibliotecas genómicas

Con una cantidad inicial de 175 ng de DNA se realizó la preparación de bibliotecas,

utilizando SureSelect XT Target Enrichment System for Illumina Paired-End Multiplexed

Sequence Library (Agilent Technologies, Santa Clara C.A., USA). Se capturaron las regiones

exonicas con el kit de captura de híbridos SureSelect All Exon V6 (Agilent Technologies, Santa

Clara C.A., USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La región capturada cubre 60 Mb

del genoma que codifican proteínas. La secuenciación se realizó en la plataforma de Illumina en

un HiSeq 2500 (125 x 2) en Novogene (Sacramento, California).

Análisis bioinformático y filtrado de variantes

El análisis bioinformático se realizó en dos partes: A) el preprocesamiento y B) la

identificación y análisis de variantes. Para implementar el flujo de trabajo, se consideró el

método de enriquecimiento y la plataforma de secuenciación.

A. Preprocesamiento

Se obtuvo la calidad de las secuencias crudas de los archivos .fastq con el programa

FastQc (Wingett & Andrews, 2018)⁠y se utilizaron las lecturas con un Phred >30, para asegurar

el 99.9% de certeza de la base secuenciada. Las secuencias fueron alineadas con bwa-mem (H.

Li & Durbin, 2009)⁠, utilizando como referencia el genoma hg19. Las siguientes herramientas de

GATK fueron utilizadas para el resto del preprocesamiento (Van der Auwera et al., 2013)⁠:

‘SortSam’ para ordenar, las secuencias alineadas, del primer cromosoma hasta los cromosomas

sexuales; ‘SamFortmatConverter’ para convertir las secuencias en archivos binarios;

‘MarkDupliucates’ identificó los duplicados de PCR, que son artefactos del método de la

elaboración de bibliotecas; ‘BaseRecalibrator’ y ‘ApplyBQSR’ para recalibrar el score de la

calidad de las bases secuenciadas y por último ‘Mutect2’ para el llamado de variantes.
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B. Identificación y análisis de variantes

a) Identificación de variantes

Los archivos derivados del llamado de variantes fueron anotados utilizando wAnnovar

(http://wannovar.wglab.org/) (Wang et al., 2010)⁠. Con los archivos resultantes se consolidó un

documento único del que se extrajeron las variantes patogénicas y las variantes de significado

clínico incierto (VUS). Para la identificación de dichas variantes se considera una fracción

alélica (AF) >0.05 y que la lectura mutada estuviera presente por lo menos dos veces en cada

sentido de las lecturas. Los criterios para filtrar y clasificar las variantes se muestran en la tabla

1. Finalmente, filtramos los genes conductores utilizando la lista propuesta por Intogen

(Gonzalez-Perez et al., 2013)⁠. No fue posible distinguir entre mutaciones germinales de

mutaciones somáticas, debido a que sólo teníamos muestra del tumor.

Tabla 1. Criterios para el filtrado y clasificación de variables

Variantes patogénicas VUS

Localizadas en la región exónica, 5’UTR, 3’UTR, ncRNA o de splicing

Clasificadas patogénicas por ClinVar (Laundrum
2018).

Frecuencia <0.001 gnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org/) (Karczewski et al.
2019) y ESP6500 https://evs.gs.washington.edu/EVS/
(Exome Variant Server n.d.).

Predicción de alelo deletéreo en por los menos dos de
los tres predictores: SIFT, PolyPhen-1 y Mutational
Taster (Adzhubei et al. 2010; Ng and Henikoff 2003;
Schwarz et al. 2014).

b) Análisis de variantes

1. Carga mutacional tumoral
La carga mutacional tumoral (TMB) se definió como el número de mutaciones somáticas,

codificantes, de sustitución de bases y deleciones por megabase en el genoma examinado. Las

variantes germinales conocidas reportadas en dbSNP (151) fueron descartadas.
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2. Filtrado
Todas las mutaciones filtradas fueron curadas manualmente mediante la inspección de los

archivos binarios con el software Integrative Genomic Viewer (IGV) del Broad Institue (GSEA,

n.d.; Robinson et al., 2011)⁠. Del resultado del curado de bases se interpretaron con la herramienta

Cancer Genome Interperter (CGI) (https://www.cancergenomeinterpreter.org/home) (Tamborero

et al., 2018)⁠del BBGLab para seleccionar las mutaciones conductoras. El CGI también se utilizó

para identificar mutaciones específicas que tenían tratamiento disponibles y aprobados por la

FDA.

3. Hotspots
Se utilizó la base de datos del Kravis Center para Oncología Molecular en el Memorial

Sloan Kattering Cancer Center para filtrar los Hotspots. Aquí se almacenan las mutaciones

recurrentes estadísticamente significativas identificadas a partir de datos genómicos de estudios

de gran escala (MT Chang et al., 2016, 2018)⁠.

4. Firmas mutacionales
El análisis de las firmas mutacionales se realizó mediante la identificación de la fracción

de mutaciones en cada uno de los 96 contextos de trinucleótidos con R (versión 3.5.1 Feather

spray) con el paquete deconstructSigs desarrollado por Rosenthal (Rosenthal et al., 2016)⁠. Para el

análisis del mapa de calor, se consideró una proporción ≥0.20 como positiva para la firma 3. Para

clasificar los tumores por patrones de las diferentes firmas mutacionales, condujimos un análisis

de agrupamiento jerárquico no supervisado calculando las distancias con el método Euclidiano y

agrupando con un método aglomerativo.

5. Vías de señalización molecular
Las diversas vías de señalización fueron enriquecidas con la herramienta David

Functional Annotation Tools 6.8 (david.ncifcrf.gov) (Huang et al., 2009), utilizando los genes

con mutaciones potencialmente conductoras obtenidos del filtrado de variantes.

6. Análisis estadístico y de sobrevida
Todas las curvas de sobrevida entre las diferentes variables de desenlace clínico y

moleculares fueron generadas utilizando el método de Kaplan-Meier. Para medir las diferencias
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entre TMB y el estatus de la menopausia, la proporción de firmas mutacionales y la sobrevida

global, aplicamos la prueba de Wilcoxon. Finalmente una correlación lineal fue aplicada para

evaluar la asociación entre la proporción de la Firma 3, el desenlace clínico (sobrevida global y

periodo libre de enfermedad) y la edad. Todos los análisis estadísticos (descriptivos e

inferenciales) y la visualización de datos se realizaron con R (v-3.5.2) con ayuda de los paquetes

base, ggplot2, survminer (0.4.6) y pvclust (2.2-0).

7. Comparación con otras cohortes y sus mutaciones accionables
Para comparar con otros estudios y complementar las mutaciones con oportunidad de

tratamiento en CMTN, se obtuvieron los datos de la TCGA (The Cancer Genome Atlas) (Ciriello

et al., 2015)⁠, METABRIC (Curtis et al., 2012; Pereira et al., 2016; Rueda et al., 2019)⁠ ⁠y el

estudio de Nik–Zainal del 2016 (Nik-Zainal et al., 2016); la información se extrajo del

cBioPortal (CBioPortal for Cancer Genomics, n.d.)⁠ para las dos primeras y del material

suplementario de la publicación de Nik-Zainal. Seleccionamos los tumores TN clasificados por

inmunohistoquímica para los receptores hormonales (ER y PR) y FISH para la amplificación de

HER2. De los casos elegidos descargamos la información sobre la sobrevida global y las

mutaciones presentes. Por último, las variantes fueron anotadas con las bases de datos CGI y

OncoKB (Chakravarty et al., 2017; Tamborero et al., 2018)⁠ para distinguir mutaciones

accionables con tratamientos aprobados por la FDA, en todos los tipos de cáncer.

3. Resultados

Características de los pacientes y los tumores

A partir de una cohorte de 29 pacientes con un promedio de seguimiento de cuatro años

(rango 0.7-11.1), y un promedio en la edad de diagnóstico a los 50.1 años (rango 29-68).

Encontramos en el 10.3% de los casos un antecedente familiar de CM. Más del 72% de los

diagnósticos se realizaron en las etapas II y III. El resto de las características clínicas de las 29

pacientes se resumen en la tabla 2.

Los tratamientos de las pacientes se basan en el enfoque convencional (antraciclinas y

taxanos), otros agentes se agregaron posteriormente (Tabla 3). Identificamos dos grandes grupos:

(1) quimioterapia convencional 66% (CCT; 19/29) y (2) quimioterapia convencional más

derivados de sales de platino 34%(Ch-PLA; 10/29).
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Tabla 2. Características clínicas de la población del estudio

Edad al momento del diagnóstico Antecedente de cáncer de mama hereditario

Promedio 50.1 (± 8.72) Sí 3 (10.34%)

Rango 29-68 No 26 (89.66%)

Estatus menopausia * Estadio del tumor al momento del diagnóstico

Premenopausia 10 (34%) IIB 5 (17.24%)

Postmenopausia 16 (55%) IIIA 14 (48.28%)

Comorbilidades IIIB 7 (24.24%)

Diabetes mellitus 7 (24%) IIIC 3 (10.34%)

Hipertensión arterial 7 (24%) Respuesta patológica completa

IMC RpC 10 (34.48%)

Promedio 27.94 (± 5.10) Enfermedad
residual

19 (65.52%)

Embarazos previos Quimioterapia neoadyuvante con sales de platino

Sí 24 (82.76%) Sí 10 (34.48%)

No 5 (17.24%) No 19 (65.51%)

Anticonceptivos orales Periodo libre de enfermedad (años)

Sí 7 (24.24%) Promedio 2 (± 2.24)

No 22 (75.86%) Rango 0 - 7.1

Sobrevida Global (años)

Promedio 5 (± 2.24)

Rango 0.7 - 11.1
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*Datos incompletos por falta de información en los expedientes.
Tabla 3. Tratamientos

ID Tipo de QT Quimioterapia neoadyuvante Quimioterapia adyuvante Tratamiento paliativo

F1_2 CCT FAC+Paclitaxel+RT NA NA

F101_313 CCT ADR+Paclitaxel+RT Capecitabine NA

F102_317 CCT FAC+Paclitaxel+RT Capecitabine NA

F11_33 CCT NA CDDP+Paclitaxel+GMZ+CBP NA

F2_5 CCT ADR+FOS+RT+Tamoxifen Paclitaxel+CDDP+CBP Docetaxel/GMZ

F21_75 CCT FAC+Paclitaxel+RT CBP Capecitabine

F23_81 ChPLA ADR+CDDP+Paclitaxel RT+Capecitabine NA

F27_97 CCT FAC+Paclitaxel+RT NA Capecitabine

F29_105 ChPLA FAC+CDDP+Paclitaxel+GMZ+RT NA CBP+Docetaxel+Capecitabine

F3_8 CCT FAC+Paclitaxel+Capecitabine Capecitabine+CBP+Navelbine NA

F31_110 CCT FAC+Paclitaxel RT NA

F36_122 ChPLA FAC+CDDP+Paclitaxel RT NA

F39_133 ChPLA CDDP+Paclitaxel RT+CDDP+GMZ+Capecitabine+CBP NA

F42_147 CCT FAC+Paclitaxel CDDP+Navelbine GMZ+CBP

F44_153 CCT FAC+Paclitaxel RT+CDDP+GMZ NA

F49_165 ChPLA CDDP+ADR+Paclitaxel RT+Capecitabine NA

F50_167 ChPLA CDDP+DOXO+Paclitaxel RT+Capecitabine NA

F55_181 ChPLA FAC+Paclitaxel+CDDP NA NA

F63_205 CCT FAC+Paclitaxel NA NA

F64_206 CCT FAC+Paclitaxel+RT Navelbine CDDP+GMZ

F65_208 CCT FAC+Taxol Capecitabine CBP+Docetaxel

F67_215 CCT FAC+Paclitaxel+GMZ+RT NA
Capecitabine+Zometa+Xeloda+Na

velbine

F77_245 ChPLA FAC+Paclitaxel+CDDP+GMZ+RT Capacitabine NA

F82_248 ChPLA FAC+Paclitaxel+CDDP RT NA

F85_261 CCT FAC+Paclitaxel RT Capecitabine+CBP+GMZ

F9_27 CCT FAC+Paclitaxel+GMZ+RT Capecitabine+Navelbine NA

F91_27
6 CCT FAC+Paclitaxel RT NA

F92_281 ChPLA CDDP+ADR+Paclitaxel+RT NA NA

F97_299 CCT FAC+Paclitaxel+RT Capecitabine NA

Abreviaciones: CCT: quimioterapia convencional, ChPLA: quimioterapia convencional más derivados de sales de platino, FAC:
fluorouracilo/adriamicina/citoxano, RT: radioterapia, ADR: adramicina, GMZ: gemzar, CBP: carboplatino, FOS: ciclofosfamida,
CDDP: cisplatino, DOXO: doxorubicina, NA: no disponible.
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Sobrevida global y Respuesta patológica completa

La sobrevida global a cinco años se encontró en el 50% de las pacientes (Figura 6A). Se

observó una tendencia de mejor probabilidad de sobrevida en pacientes con RpC (figura 6B).

Entre los grupos de tratamiento, CCT y Ch-PLA no se identificaron diferencias significativas en

la probabilidad de sobrevida (Figura 6C).

Figura 6. Probabilidad de sobrevida global A. en todas las pacientes, B. según si presentaron RpC y C. según el
tratamiento recibido.
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Infiltrado linfocitario

El infiltrado, evaluado mediante la histopatología, mostró 13 tumores con un infiltrado

alto y 10 bajos, seis muestras no pudieron ser evaluadas (Figura 9, panel inferior). Los TILs

fueron analizados en asociación con las variables moleculares, pero no encontramos asociaciones

significativas.

Métricas de calidad de secuenciación y alineamiento

Todas las muestras analizadas tuvieron un Phred Score por arriba de 30, asegurando una

certeza del 99.9% de la base secuenciada. Las muestras tuvieron una profundidad media >30X,

con una cobertura del 100% a 1X y 92% a 50X. Encontramos un promedio de 20% de lecturas

duplicadas y un 20% de lecturas fuera del blanco (off target).

Carga mutacional

Identificamos un total de 2,690,172 mutaciones. Todas las regiones intrónicas, SNPs

(≥0.01) y secuencias de baja calidad fueron descartadas, dejando un total de 10,040 mutaciones.

La distribución de mutaciones entre muestras fue heterogénea con una alta frecuencia de

variaciones de un solo nucleótido (SNVs) (70.3%), seguidas por mutaciones no codificantes

(splicing y RNA no codificante; 24.4%), inserciones y deleciones (5.11%). La carga mutacional

también mostró una distribución heterogénea con una mediana de 5.52 mutaciones por megabase

(rango intercuartílico 2.5-6.2/Mb) (Figura 7). De todas las mutaciones encontradas, solamente 51

fueron detectadas en genes conductores (ver materiales y métodos). El estatus menopáusico, la

RpC, el tratamiento, la sobrevida global y la edad no tuvieron ninguna asociación con la carga de

mutaciones (Figura 8 A-F). La carga mutacional más alta se encontró en tumores con mutaciones

patogénicas en MSH6 (F50_167).
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Fig 7. Carga mutacional tumoral (TMB) de cada muestra y de acuerdo al tipo de variante. En las lineas punteadas
de color negro, rojo y morodo muestran el promedio de TMB encontrado en los estudios de Alexandrov, nuestro
estudio y el de Vaca-Paniagua respectivamente.
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Fig 8. Asociación entre variables de desenlace clínico y el TMB. A. Estatus de la menopausia B. Tipo de
tratamiento C. RcP D. Edad al momento del diagnóstico E. Sobrevida global F. Periodo libre de tratamiento

Panorama de las mutaciones conductoras

En el conjunto de todos los tumores detectamos 51 mutaciones conductoras en 31 genes

conductores en 22 de las 29 pacientes, de las cuales 41.9% (8/31) fueron clasificadas como

supresoras tumorales, 32.3% (10/31) como oncogenes y 25.8% (8/31) tienen una función

ambigua, de acuerdo con CGI. En 22.5% (7/31) de las muestras no se detectó ninguna mutación

conductora. Además, los genes con mayor frecuencia de variantes patogénicas fueron TP53

(41.4%, 12/29), BRCA1 (13.8%, 4/29) y BRCA2 (6.9%, 2/29) (Figura 9).
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Figura 9. Composición alélica y características moleculares de las muestras de cáncer de mama triple
negativo. Las mutaciones conductoras se representan según el tipo de mutación (missense, hot spot, frameshift,

splicing). Las mutaciones específicas ya notificadas en otros estudios se muestran con la etiqueta "mutación
conocida". La disponibilidad de tratamiento para mutaciones específicas se marca con un marco negro. Las

funciones del gen conductor se clasificaron como oncogén (OG), gen supresor de tumores (TSG) o ambiguo, según
Vogelstein (2013) e IntOGen. La disponibilidad de prescripción (ensayos clínicos o aprobados por la FDA) para las
mutaciones específicas detectadas se representa de acuerdo con la vía molecular a la que se dirige; el tratamiento de

TP53 está en fase de ensayos clínicos tempranos y actualmente no está aprobado por la FDA; los genes que
participan en las vías inmunológicas se clasificaron como INF-γ (interferón g), actividad de inflamación de células T
(célula T inflamada) y respuesta Th1 (Th1_response). El panel inferior muestra las anotaciones de las características
clínicas (estadio, sobrevida global y RpC), la disponibilidad de un posible tratamiento dirigido (target treatment), el

uso de sales de platino en el entorno neoadyuvante (NeoCh) y la presencia de linfocitos infiltrantes del tumor (TILs).
Las vías en las que participa cada gen se muestran en el panel de la derecha (ver Materiales y Métodos). Los gráficos

superiores ilustran la SG, la edad en el momento del diagnóstico y la TMB.

Las mutaciones de cambio de sentido se presentaron en 42 de las 50 variantes detectadas; 12 de

ellas son sitios hipermutables —o hotspots. De manera importante, los hotspots se detectaron en

genes supresores tumorales, nueve en TP53, una en PTEN y una en CREBBP, solamente con una

excepción en PIK3CA. De la distribución en las mutaciones cabe destacar la muestra F50_167

que fue aquella con mayor número de variantes patogénicas en genes conductores. Las

alteraciones de cambio de sentido en los genes involucrados tanto en la vía de reparación por

cambio de sentido, como en la vía por escisión de bases MSH6 y XPC respectivamente también

son de gran importancia, puesto que podría explicar la acumulación de una alta carga tumoral en

esta paciente, una de las más jóvenes de nuestra cohorte con 29 años de edad.

Desafortunadamente no encontramos ningún tipo de asociación entre las variantes moleculares y

las tres variables clínicas analizadas. Aunque encontramos una tendencia a una probabilidad más

alta en la sobrevida global para las pacientes con mutaciones en genes involucrados en vías de la

reparación del DNA (p = 0.07).

Agrupamos las vías enriquecidas, cuyos resultados se detallarán más adelante, para cada gen de

acuerdo a los Hallmarks del cáncer. De manera importante 14 genes participan en vías de evasión

para la muerte celular, 20 en ciclo celular, 8 en mecanismos de reparación del DNA, 19 en
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proliferación y 16 en migración. Por último, encontramos en 11 de 29 pacientes (37.9%)

mutaciones específicas asociadas con un tratamiento dirigido disponible.

Firmas mutacionales

Identificamos los procesos operacionales de la mutagénesis y cuantificamos su

proporción en el exoma de los tumores a través del análisis de firmas mutacionales (Figura 10).

Fueron detectadas dieciséis de las 30 firmas reportadas por Alexandrov (2013) ⁠. Las firmas más

representadas fueron la: 1, 3, 5, 9 y 26, en por lo menos 15 tumores. En particular la firma 3,

asociada con la deficiencia en BRCA1/2 y característica del CMTN, se identificó en 69% (20/29)

de las muestras. Por otro lado, no encontramos asociación entre la firma 3 la RpC, el periodo

libre de enfermedad y la sobrevida global (Figura 10).

Figura 10. Distribución genómica del tumor según el perfil de la firma mutacional. Mapa de calor de las firmas
mutacionales agrupadas con el método de Ward (véase la sección de materiales y métodos). Se observan las distintas
firmas (filas) para cada una de las muestras secuenciadas (columnas). Se identificaron tres grupos de firmas
mutacionales diferentes y se definieron como A, B y C.
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Figura 11. Probabilidad de supervivencia global de cada grupo de firmas mutacionales, grupo A (rojo), grupo
B (verde) y grupo C (azul).

Adicionalmente, agrupamos todas las muestras, con base en la composición de las firmas

mutacionales. Con este análisis detectamos tres grandes grupos (A-C) (Figura 10, parte superior).

El grupo A está definido por tener la proporción más alta de firma 3, estas muestras presentaron

con una frecuencia mayor a 0.2 de esta firma. El grupo B, se caracterizó por tener una alta

proporción de firma 1, prácticamente la ausencia de firma 3 y un enriquecimiento de la firma 26.

Por último el grupo C fue el más heterogéneo, compuesto por dos subgrupos, el primero

enriquecido por la firma 5 y el segundo con la distribución más heterogénea de todos los grupos.

Para buscar una relación entre los grupos con el desenlace clínico, calculamos la probabilidad de

sobrevida y el periodo libre de enfermedad, para cada uno de los grupos. Observamos que el

grupo B tiene la peor sobrevida global, pero los resultados no tuvieron significancia estadística

(p-value = 0.36; Figura 11).

Aún más, evaluamos la asociación del estatus de la SG con la proporción de cada una de las

firmas. Dado que el 50% de los pacientes tuvieron una probabilidad de sobrevida mayor a 5

años, agrupamos la sobrevida global en alta y baja, dependiendo del umbral de 5 años. Después

de eliminar a los pacientes censurados, los grupos resultaron en un 44.8% (13/29) de sobrevida

global alta y 55.2% (15/29) de sobrevida global baja. Las firmas 18, 21 y 24 se detectaron de

manera exclusiva en pacientes con mayor sobrevida global, mientras que la firma 8 y 25
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estuvieron presentes solamente en los pacientes con menor sobrevida global. Pero, no

encontramos asociación estadística entre las firmas antes mencionadas y el estatus de la

sobrevida global (Fig 12).

Figura 12. Comparación entre el estado de la sobrevida global (alta y baja) según la proporción de firma

Además, las firmas ubicuas 1 y 5 fueron identificadas de manera común en todas y en 15

muestras, respectivamente. Tanto la firma 1 como la 5 están asociadas con el envejecimiento,

contribuyen del 9-77% y del 7 al 33% del total de mutaciones presentes, respectivamente (Figura

10). Sin embargo, no identificamos una asociación lineal entre la edad y la proporción de la

firma 1 y 5 (Pearson R=0.28; Figura 13 A-B). Después comparamos las firmas detectadas

asociadas al déficit de reparación del DNA: la firma 3 (déficit del mecanismo de reparación por

RH) y las firmas 6, 15, 21 y 26 (déficit de la reparación por desapareamiento de bases MMR)

con el TMB (Figura 13 C-G). No encontramos ninguna asociación estadísticamente significativa

(Firma 3 R=0.17, Firma 6 R=0.24, Firma 15 R=0.4, Firma 21 R=0.23, Firma 26 R=0.31).
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Fig 13. Correlación lineal entre las proporciones de firmas con mayor frecuencia en las muestras y las
variables clínicas y moleculares. Edad al diagnóstico vs A. proporción de firmas y B. proporción de firmas 9. TMB
vs C. proporción de firmas 3, D. proporción de firmas 6, E. proporción de firmas 15, F. proporción de firmas 21 y G.
proporción de firmas 26.

En suma, observamos que más de la mitad de las muestras presentaron una proporción ≥0.2 de la

firma 3 (todo el grupo A, n=15/29), y la otra mitad tuvo ≤0.2 de esta firma (grupos B y C,

n=14/29). Evaluamos la posible asociación de la sobrevida global y el periodo libre de

enfermedad con la proporción alta (≥0.2) y baja (≤0.2) de la Firma 3 , sin encontrar asociaciones

entre estas variables clínicas (Figura 14).
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Fig 14. Asociación entre la proporción del umbral en las firmas según los grupos y el resultado clínico. A.
Supervivencia global y firma 3, C. firma 5 y E. firma 6. SSE y B. firma 3, D. firma 5 y F. firma 26. El recuadro rojo
indica el grupo A, el verde el grupo B y el azul el grupo C; los recuadros grises representan los otros dos grupos. Los
puntos de corte de las proporciones para cada firma 1 fueron seleccionados por el umbral que divide a cada grupo.

Finalmente, una alta proporción de Firma 5 (≥0.14) fue característica del grupo C, y una alta

proporción de la Firma 26 (≥0.16) fue distintiva del grupo B. Utilizamos el umbral de estas

firmas para categorizar las muestras y evaluar su asociación con la sobrevida global y el periodo

libre de enfermedad. No existe una diferencia significativa entre la alta proporción en la firma 3,

5 y 26 y la sobrevida global, el periodo libre de enfermedad, la RpC y el TMB  (Figura 15).
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Fig 15. Diferencias entre los grupos según el resultado clínico (A, edad en el momento del diagnóstico; B OS; C,
DFS) y molecular (D, TMB).

Vías de señalización

Después de realizar un análisis de enriquecimiento funcional de las vías de señalización,

identificamos 158 vías distintas. Filtramos las vías no informativas (ver material y métodos),

obteniendo 41. Posteriormente agrupamos y clasificamos las vías en ocho distintos procesos:

proliferación, ciclo celular, migración, inmunología, angiogénesis, reparación del ADN,
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metabolismo y evasión de la muerte celular (Figura 16). El proceso más prevalente fue la

proliferación que encontramos en cada una de las muestras analizadas. El ciclo celular fue el

segundo más frecuente, seguido por la migración y la evasión de la muerte celular.

Fig 16. Procesos biológicos globales enriquecidos en los tumores. Se detectaron ocho grandes procesos de vías
enriquecidas. El tamaño del círculo es igual al número de genes asociados a cada proceso en todas las muestras. Las
líneas indican que un mismo gen participa en los procesos vinculados. Se enumeran las vías agrupadas en cada
proceso. Se indica el número de genes y vías que participan en cada proceso.

Panorama molecular en comparación con otras cohortes

Con el objetivo de realizar un contraste apropiado con nuestra cohorte, comparamos los

datos obtenidos con las cohortes de otros tres estudios genómicos de cáncer de mama.

Obtuvimos de las bases de datos los casos que correspondiera a tumores triple negativos

localmente avanzados. Obtuvimos la información de un total de 591 casos, 320 (13.5%) y 123
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(15.05%) corresponden a los consorcios de la TCGA (The Cancer Genome Atlas) y METABRIC

Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium) respectivamente; y 148

(26.43%) del estudio realizado por Nik-Zainal en 2016 (Figura 17 A). La sobrevida global, tanto

en los otros estudios como en el nuestro, mostró (Figura 17 B) una probabilidad mayor al 50% a

los 5 años posteriores al diagnóstico, sin ninguna diferencia significativa al ser comparadas.

Hicimos una comparación entre los 20 genes conductores mutados con mayor frecuencia en cada

caso. Cabe resaltar la frecuencia de TP53 mayor al 50% en el estudio de Nik-Zainal (51%) y en

el consorcio del METABRIC (50%), seguida por la TCGA (44%) y finalmente nuestro estudio

(28%). Aunque existe una diferencia del 23% entre nuestro estudio y el estudio de Nik Zainal

TP53 ocupó el primer lugar independientemente de la frecuencia registrada. Las frecuencias de

otros genes conductores para los tumores triple negativos son PIK3CA/PTEN que se encuentran

entre los primeros cinco lugares en todos los estudios analizados y BRCA1/BRCA2, que a pesar

de tratarse de genes de gran importancia fueron encontrados en menos del 10% o incluso no son

reportados como es el caso de BRCA2 en METABRIC o ambos en la TCGA (Figura 17 C).

Fig 17. Comparación con otras cohortes de tumores TN. A. Distribución de las muestras triple negativas de los
estudios B. Comparación de la supervivencia global entre las cuatro cohortes en tumores localmente avanzados. C.
Frecuencia de los 24 principales genes mutados para cada cohorte. Inserto: Frecuencia de los casos de TNBC en las
cohortes METABRIC, TCGA y Nik-Zainal.
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Análisis de mutaciones accionables

De todas las mutaciones conductoras halladas en los tres estudios y en el nuestro

realizamos un análisis de mutaciones accionables para distinguir tratamiento dirigidos ya

aprobados por la FDA. De todos los casos 21% tenían por lo menos un tratamiento dirigido

disponible y hasta 15% más de uno. La distribución de estos tratamientos consta de 31

tratamientos únicos o en combinación, estos se encuentran en 15 mutaciones accionables, donde

cuatro de ellas han sido aprobadas por la FDA para el cáncer de mama, dos de ellas en cáncer de

ovario, cinco en melanoma cutáneo, una en cáncer colorrectal, seis en cáncer de pulmón de

células no pequeñas, una en cáncer de próstata y 10 más en otros 15 tipos de tumores (Figura

18).

Fig 18. Los tumores TN presentaron mutaciones accionables específicas. Composición de los marcadores de
respuesta o resistencia para todos los fármacos aprobados por la FDA en las cuatro cohortes y el tipo de tumores
para los que han sido aprobados. BRCA: Cáncer de mama, CM: Melanoma cutáneo, LMC: Leucemia mieloide
crónica, COREAD: Adenocarcinoma colorrectal, NSCLC: Pulmón de células no pequeñas, OV: Ovario, PC: Cáncer
de próstata, otros tumores (LMA: Leucemia mieloide aguda, LPA: Leucemia promielocítica aguda, GIST: Estroma
gastrointestinal, LUAD: adenocarcinoma de pulmón, MY: mielofibrosis, ST: estómago, GEJA: adenocarcinoma de
la unión gastroesofágica, HES: síndrome de avance hipereosinofílico, LLA: Leucemia linfoblástica aguda, SM:
Síndrome mielodisplásico, SM: Mastocitosis sistémica, MDPS: Síndrome proliferativo mielodisplásico, AR:
Angiomiolipoma renal, DFS: Dermatofibrosarcoma, ECL: Leucemia crónica eosinofílica, LUAD: Adenocarcinoma
de pulmón, GCA: Astrocitoma de células gigantes). Se representa la vía objetivo.
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4. Discusión

La diversidad molecular del cáncer de mama triple negativo se traduce en la misma gama

de resultados clínicos. Esta heterogeneidad es el principal desafío para poder encontrar

tratamiento exitoso y lograr la extensión de la sobrevida global y calidad de vida. En este trabajo,

caracterizamos las alteraciones genómicas de una cohorte de casos de pacientes Mexicanas con

este subtipo triple negativo y las comparamos con variables clínicas de relevancia. Después de

evaluar la calidad de las muestras de toda la cohorte, analizamos un total de 29 muestras de

tumores de mama, obtenidas al momento del diagnóstico, y por lo tanto libres de tratamiento.

Encontramos un comportamiento similar entre las características clínicas de nuestra cohorte y

otros estudios del subtipo triple negativo, entre los que destacan: el diagnóstico a temprana edad

(en promedio a los 50.1 años) con un intervalo entre los 29 a los 68 años de edad; historial

familiar de cáncer de mama en un 10% (Foulkes et al., 2010; Lara-Medina et al., 2011)⁠. A

diferencia de otros estudios, observamos un peor pronóstico, con una sobrevida global a cinco

años del 50%, muy por debajo a lo reportado por Reynoso en 2019 (Reynoso-Noverón et al.,

2017)⁠. En el estudio de Reynoso, realizado en el INCAN con 4315 pacientes con CM, calculó

75% para el subtipo triple negativo, acorde con otros estudios, donde observaron sobrevida

global por arriba del 75% (Spitale et al., 2009; Parise & Caggiano, 2014; Flores-Díaz et al.,

2019)⁠. Es posible explicar la discrepancia con nuestros resultados debido a la selección sólo de

tumores localmente avanzados. Más del 82% de nuestros casos se encontraban en estadios IIIa y

IIIb, contrario al estudio de Reynoso, que tenía una distribución del 36.6% en estadios II y 36.2%

en estadio III. La sobrevida disminuye conforme el estadio avanza, como se observó en un

estudio que comparó el pronóstico entre pacientes con el subtipo triple negativo y no triple

negativo, a partir de la base de datos del Programa de Vigilancia, Epidemiología, y Resultados

Finales (SEER) de los Estados Unidos, donde la sobrevida global en estadios III para el subtipo

triple negativo era <60% a los dos años (X. Li et al., 2017)⁠.

La terapia neoadyuvante impacta directamente en la sobrevida global. Para el cáncer de mama

triple negativo no existe, por lo menos no sugerido por las guías de práctica clínica, terapia

dirigida como alternativa durante la neoadyuvancia (Gradishar et al., 2019)⁠; aunque diferentes
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tratamientos experimentales o fármacos ya aprobados en otros tipos de cáncer están siendo

probados en este momento. De las 286 pruebas clínicas en cáncer de mama triple negativo que se

están ejecutando en este momento (accesado en noviembre de 2021), solamente 76 han sido

completadas con resultados disponibles (Home - ClinicalTrials.Gov, n.d.)⁠. De estas pruebas, los

tratamientos basados en sales de platino, han sido los utilizados con mayor frecuencia para

probarlos como intervención para la fase neoadyuvante (Omarini et al., 2018)⁠. Aunque algunos

estudios han observado resultados alentadores, la NCCN (National Comprehensive Cancer

Network) no ha considerado seguro su uso en la etapa de neoadyuvancia, por la falta de

evidencia clínica significativa (Gradishar et al., 2019)⁠. Para nuestro estudio clasificamos las

pacientes en dos grupos, que dependía si habían recibido o no sales de platino en suma a su

quimioterapia neoadyuvante convencional. Tomamos la RpC y la sobrevida global como

marcadores subrogados para el pronóstico. En los casos donde se agregan las sales de platino,

observamos mayor RpC, pero sin diferencias significativas entre los dos grupos. Otros estudios

han observado el mismo comportamiento; algunos con una cohorte de tan sólo once pacientes

con tumores triple negativos a los que se les agregó terapia neoadyuvante basada en sales de

platino a su esquema de quimioterapia (H.R. Chang et al., 2010)⁠ y otros estudios con una

muestra más representativa como el derivado del estudio clínico GeparSixto con 158 pacientes

(Von Minckwitz et al., 2014)⁠o la prueba aleatorizada en fase II con 94 pacientes, sin identificar

diferencias significativas entre el control y el grupo al que se le agregó las sales de platino (H.R.

Chang et al., 2010; Alba et al., 2012)⁠. No obstante otros estudios sí las encontraron: cohortes con

28 pacientes como el estudio desarrollado por Silver en 2010 (Silver et al., 2010)⁠o 43 como el

realizado por Roy en 2013 (Roy et al., 2013)⁠, también estudios con una n de 443 y 91 pacientes

como el realizado por Sikov en 2015 y Zhang en 2016 respectivamente (Sikov et al., 2015; P.

Zhang et al., 2016)⁠. De este último estudio cabe destacar que aunque encontraron una diferencia

significativa en la RpC no la encontraron en la sobrevida global (P. Zhang et al., 2016)⁠.

La arquitectura mutacional de los tumores analizados mostraron diferencias importantes. La

carga mutacional del tumor tuvo un intervalo de 30 mutaciones por megabase hasta una, con un

promedio de 5 mut/Mb con un predominio de variaciones de nucleótido único (SNV). Este valor

es mayor al reportado por Alexandrov y Vaca-Paniagua cuyos estudios se realizaron en 20
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distintos tumores y tumores de mama triple negativos, respectivamente (1.2 mut/Mb y

1.7mut/Mb respectivamente); lo cual refleja la alta variabilidad a nivel mutacional en este tipo de

tumores y puede ser influenciado por el número de muestras analizadas, más de cuatro mil para

el estudio de Alexandrov y 12 en el estudio de Vaca-Paniagua (Alexandrov et al., 2013;

Vaca-Paniagua et al., 2015)⁠. Además, identificamos mutaciones conductoras en 31 genes, de los

cuales 13 son supresores tumorales, 8 son oncogenes y 8 genes tienen un papel ambiguo en la

tumorogénesis. Los genes conductores más frecuentes fueron: TP53, BRCA1, BRCA2, PIK3CA y

PTEN. Este resultado se comporta de manera consistente con grandes estudios genómicos en el

cáncer de mama, incluyendo el de TCGA (Koboldt et al., 2012)⁠, METABRIC (Curtis et al.,

2012; Pereira et al., 2016; Rueda et al., 2019)⁠⁠, MSK-IMPACT (Zehir et al., 2017)⁠ y otros

estudios de cáncer de mama triple negativo (Shah et al., 2012; Martelotto et al., 2015;

Vaca-Paniagua et al., 2015; Ciriello et al., 2015; Jeong et al., 2017)⁠. Las mutaciones encontradas

en ERCC6, GNA11 y XPC no han sido reportadas con anterioridad en en este subtipo de cáncer

de mama, lo cual es muestra de su gran heterogeneidad a nivel genético.. Cada una de estas

mutaciones se encontró en distintos pacientes. Respecto a la función de estos genes

mencionamos que ERCC6 codifica para una proteína que participa en los mecanismos de

reparación del DNA por escisión de nucleótidos, transcripción y remodelación de la cromatina

(Ma et al., 2009)⁠. Aunque este gen no ha sido reportado con anterioridad en el cáncer de mama

triple negativo, ha sido encontrado de manera importante en el cáncer de pulmón de células

pequeñas (Gardner et al., 2017)⁠, y en distintos tipos de melanoma (Snyder et al., 2014; Akbani et

al., 2015; Shain et al., 2015)⁠. GNA11 codifica para la subunidad alfa de un complejo de proteínas

involucrado en la transducción de señales, transporte de proteínas, regulación del crecimiento

celular y elongación de cadenas polipeptídicas (Eglen et al., 2007)⁠; las alteraciones de este gen

están asociadas con la regulación de la vía de las MAPK en tumores donde se encuentra

altamente mutado como el melanoma uveal (Van Raamsdonk et al., 2010)⁠. Las mutaciones en el

gen de reparación por escisión de bases XPC son causa de la enfermedad autosómica recesiva

xeroderma pigmentosum (Legerski & Peterson, 1992)⁠. La presencia de dicha alteración fue en la

muestra con mayor hipermutabilidad. La falta de expresión de XPC ha sido encontrada de

manera importante en melanomas (Feraudy et al., 2010)⁠.
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Con un enfoque traslacional, evaluamos si los casos con mutaciones en BRCA1/2 tenían una

mayor sensibilidad a los platinos. Detectamos seis pacientes con mutaciones en estos dos genes;

el 20% del total de nuestra cohorte. No podemos determinar si las alteraciones en estos dos genes

fueron las causantes del cáncer de mama por la falta de estudios en la línea germinal, pero la

fracción alélica en tres de las muestras, dos BRCA2 y una en BRCA1, superan el 50% que podría

indicar un origen germinal. A pesar de esto las mutaciones en estos dos importantes genes en los

mecanismos de reparación han mostrado una alta sensibilidad a los agentes platinados (Omarini

et al., 2018). No se encontró asociación con la RpC, periodo libre de enfermedad ni la sobrevida

global, aunque en general las pacientes tratadas con sales de platino tenían mayor sobrevida

global. Otros estudios genómicos en el cáncer de mama triple negativo, han reportado un mayor

beneficio de los tratamientos complementados con sales de platino en los casos con deficiencia

en BRCA1/2 (Vollebergh et al., 2011, Jiang et al., 2016)⁠. También, la fenocopia de las

alteraciones de BRCA1/2, nombrado BRCAness (Lord & Ashworth, 2016)⁠, ha mostrado estar

asociada con una mayor sensibilidad a los tratamientos con platino al provocar deficiencias en la

reparación por recombinación homóloga (Staaf et al., 2019)⁠. En este estudio no encontramos

asociaciones significativas entre la RpC, sobrevida global y el periodo libre de enfermedad y la

firma 3, que utilizamos como marcador subrogado para el fenotipo BRCAness. A pesar de que

no existieron asociaciones entre las mutaciones, la firma 3 y la respuesta clínica y el pronóstico,

la alta frecuencia de pacientes que mostraron esta alteración (31%, 9/29), sugiere que la

combinación de las sales de platino y los inhibidores de PARP pueden ser potenciales

tratamientos en la neoadyuvancia para el cańcer de mama triple negativo, esta combinación

provoca un efecto de letalidad sintética al inhibir el mecanismo de reparación que podría el daño

secundario a los agentes platinados (Ashworth & Lord, 2018)⁠. De manera importante existe un

estudio clínico en curso para probar la seguridad y eficacia de esta combinación NCT03150576,

que podría probar la eficacia de estos tratamientos en pacientes con el tipo de enfermedad que

estamos estudiando (Home - ClinicalTrials.Gov, n.d.)⁠.

Adicionalmente, realizamos una caracterización general del perfil inmunológico en las pacientes

de nuestro estudio, utilizando el infiltrado inflamatorio, evaluado por los patólogos, y la
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presencia de mutaciones en genes asociados a la respuesta inmune. Las células tumorales son

reconocidas por el sistema inmunológico por la expresión de neoantígenos (Novikov et al.,

2020)⁠. El infiltrado está compuesto de distintas células como linfocitos T (CD8 y CD4) y

macrófagos (D. S. Chen & Mellman, 2017)⁠. Se ha reportado que el subtipo triple negativo ha

mostrado el infiltrado linfocitario más alto, debido al microambiente heterogéneo, y una

respuesta inmune activa que involucra altos niveles de TILs ha sido asociada con un mejor

pronóstico y una mejor respuesta al tratamiento (Adams et al., 2014)⁠. Aquí identificamos

muestras con TILs altos y bajos a partir del reporte de patología. También identificamos seis

genes asociados con la respuesta inmunológica de acuerdo con Hutchinson (Hutchinson et al.,

2019)⁠STAT4 y TLR6 con la respuesta Th1; CIITA, TAGAP, PDCD1 y TLR6 con la respuesta al

IFN-ɣ; por último CD247 con la respuesta inflamatoria de las células T. A pesar de las

tendencias que observamos, ni los TILs ni las alteraciones en los genes inmunológicos estuvieron

asociadas de manera significativa con el desenlace clínico. Estos resultados difieren con los

reportados con anterioridad, donde se ha encontrado una fuerte asociación entre el infiltrado

inflamatorio y el pronóstico de las pacientes (Sherene et al., 2019).

Adicionalmente, encontramos 16 firmas mutacionales operacionales en los tumores analizados,

ocho de ellas han sido reportadas previamente en cáncer de mama (firmas 1, 3, 5, 6, 8, 13, 18,

26) (Alexandrov et al., 2013; Nik-Zainal et al., 2016)⁠. La etiología de las firmas mutacionales

halladas está relacionada con los procesos mutacionales por desaminación espontánea de la

5-metil citocina (firma 1), actividad de APOBEC (firma 13), daño en los mecanismos de

reparación del DNA (firmas 3, 6, 15, 21 y 26), fallas en la polimerasa η (firma 9), exposición a

mutágenos exógenos como el tabaco y las aflatoxinas (firma 4 y 24 respectivamente). Seis de las

firmas (firmas 5, 8, 12, 16, 18 y 25) no tienen una etiología conocida hasta el momento. Cabe

destacar que la firma 26 es atribuida a la deficiencia en el mecanismo de reparación del DNA por

MMR que resulta en un estado de hipermutación (Nik-Zainal et al., 2016)⁠; las muestras con la

carga tumoral más alta, tienen alteraciones en MSH6 y XPC, pero no tienen firmas que

evidencien la falla de MMR, similar a lo encontrado en otros estudios donde la firma de MMR

fue encontrada en pacientes con un alto TMB (Barroso-Sousa et al., 2020)⁠.
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Para entender mejor las vías de señalización alteradas en nuestro estudio agrupamos las vías

obtenidas del enriquecimiento de los genes conductores filtrados, de acuerdo a ocho rasgos

biológicos del cáncer. La vía donde participan mayor número de los genes conductores es la de

proliferación, seguida por el ciclo celular. Muchos de los genes que presentaron variantes

patogénicas intervienen en más de una vía. En nuestros datos resalta que el enriquecimiento,

tanto de las vías del ciclo celular como de proliferación, corresponde a la biología de los tumores

mamarios, y en particular de los triple negativos, consistentemente con el reporte de Shah (Shah

et al., 2012)⁠. Otra de las vías asociadas con este subtipo y que detectamos alteradas en este

trabajo son los mecanismos de reparación del DNA, y en específico el de reparación por

recombinación homóloga han sido estudiados de manera acuciosa, se han realizado distintos

estudios donde se busca encontrar un clasificador para este tipo de alteraciones. En 2011 Lehman

clasificó estos tumores según su perfil de expresión, encontrando los fenotipos basales con una

alta expresión de alteraciones secundarias a mutaciones por BRCA1 y BRCA2 (Lehmann et al.,

2011). Posteriormente en 2016, utilizando las firmas mutacionales descritas por Alexandrov,

Nik-Zainal observó una gran cantidad de tumores triple negativo con la expresión de la firma 3

que denotan daños secundarios a la falla en los mecanismos de reparación por recombinación

homøloga (Nik-Zainal et al., 2016). Derivado de estos estudios se han intentado desarrollar

marcadores moleculares para clasificar los tumores con afectaciones en este mecanismo de

reparación que permitan predecir su sensibilidad a un tratamiento específico como las sales de

platino o que se beneficien de estrategias como las de la lateralidad sintética (M. A. Vollebergh et

al., 2011; Marieke A. Vollebergh et al., 2014; Telli et al., 2016; Staaf et al., 2019)⁠.

Una limitación importante de este estudio fue el número de pacientes incluidos, que impactó las

asociaciones estadísticas entre las variables clínicas y moleculares. Aunque inicialmente

contábamos con una cohorte de 97 muestras tumorales con información clínica asociada,

aquellas que reunieron los criterios de calidad para la secuenciación solamente fueron 29. Otra

de las limitaciones fue la falta de tejido normal para parear las muestras, que no se encontraba

disponible por la baja calidad de DNA en la mayoría de los casos. Estas restricciones impidieron

la identificación de variantes patogénicas en línea germinal y diferencias entre polimorfismo y
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mutación somática, lo que ocasiona la potencial imputación equivocada de variantes comunes

como mutaciones somáticas, también puede resultar en la atribución incorrecta de mutaciones

patogénicas producidas por la hematopoyesis clonal como mutaciones tumorales (Haybar et al.,

2019)⁠. Sin embargo, para eliminar la imputación equivocada de variantes comunes como

mutaciones somáticas eliminamos todas las variantes con una frecuencia lo suficientemente alta

para ser considerada un polimorfismo (SNPs). Adicionalmente, este diseño no nos permitió

realizar el análisis del estado de metilación, lo cual habría proporcionado evidencia sobre

mecanismos moleculares complementarios a los genéticos. En este sentido, se conoce que la

hipermetilación del promotor es un mecanismo conocido para la represión de genes supresores

tumorales en el cáncer de mama, incluyendo BRCA1, APC, CDH1, FANCF, entre otros y puede

dar un complemento de vías moleculares en la carcinogénesis independiente de las mutaciones

(Jin et al., 2001; Birgisdottir et al., 2006; Caldeira et al., 2006; Wei et al., 2008)⁠. Además, la

hipermetilación del promotor de BRCA1 ha mostrado ser un evento temprano común en el

desarrollo del cáncer de mama triple negativo, así como el silenciamiento de RAD51C, que se

encuentra asoaciado con la firma 3 en el subtipo basal del cáncer de mama (Kawazu et al., 2017;

Polak et al., 2017)⁠. Atenderemos las restricciones en el análisis de metilación en estudios futuros.

Para el resto de las limitaciones utilizamos las siguientes estrategias. Filtramos variaciones

naturales no patogénicas, utilizamos los repositorios de gnomAD y ESP6500 (Exome Variant

Server, n.d.; Karczewski et al., 2019)⁠ en nuestro algoritmo de filtrado; estas bases de datos

contienen de manera colectiva la información genética de 78, 205 individuos, incluyendo más de

17, 720 Latinos, la mayoría de ellos de origen Mexicano. Además, el repositorio de gnomAD no

se encuentra sobrerrepresentado por variantes patogénicas, lo que le da soporte a su uso para

estimar las variaciones normales (Song et al., 2016)⁠. Esta estrategia es ampliamente utilizada en

estudios similares donde solamente se analizan los tumores para reducir el efecto de la falta del

control normal (Frampton et al., 2013; Yamamoto et al., 2019)⁠. Por último comparamos nuestra

cohorte con la del TCGA, METABRIC y el estudio de Nik-Zainal de 2016 (Curtis et al., 2012;

Ciriello et al., 2015; Nik-Zainal et al., 2016; Pereira et al., 2016; Rueda et al., 2019), con el

objetivo de validar nuestros resultados. Para que los datos pudieran ser equiparables, obtuvimos

sólo los datos de las pacientes con tumores triple negativos, localmente avanzados. Aunquee
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nuestro tamaño muestral fue modesto, obtuvimos resultados semejantes a los de las otras

cohortes analizadas, con una probabilidad de la sobrevida global menor al 50% a los cinco años

del diagnóstico y un alto porcentaje de mutaciones en genes como TP53, PIK3CA, BRCA1 y

BRCA2, sin embargo, de manera importante no encontramos mutaciones en BRCA2 en el estudio

de METABRIC ni de BRCA1 y BRCA2 en la TCGA; cabe destacar que sólo ocupamos la

información de las mutaciones genéticas, sin considerar variaciones en el número de copias o

cambios epigenéticos. Por último, del total de mutaciones conductoras que encontramos tanto de

nuestra cohorte, como de las otras tres que analizamos, encontramos 31 tratamientos o

combinación de ellos en 17 familias de drogas. Estos manejos se encontraron en 15 mutaciones

accionables, donde cuatro de ellas habían sido aprobadas por la FDA para cáncer de mama y dos

de ellas para ovario, si se desconoce la complejidad genética de la enfermedad, estas serían las

elecciones más cercanas que la medicina traslacional podría ofrecer a una paciente, con cáncer

de mama triple negativo. Ampliar el espectro de los genes analizados en este y otros estudios nos

permite conocer otras 23 alternativas que ya están aprobadas por la FDA en otros tipos de cáncer.

Diferentes estudios del CMTN han intentado identificar alteraciones moleculares y genómicas,

pero hasta este momento no existe ningún marcador molecular único de utilidad clínica

(Lehmann et al., 2011; M. A. Vollebergh et al., 2011; Curtis et al., 2012; Lips et al., 2013;

Nik-Zainal et al., 2016; Jézéquel et al., 2019)⁠. Este es el resultado directo de la complejidad

molecular de esta enfermedad. Nuestros hallazgos proveen evidencia de la notable

heterogeneidad molecular y genómica del cáncer de mama triple negativo en una población

pobremente representada en los estudios genómicos. Nuestros resultados sugieren que los

atributos moleculares, más allá que el estado mutacional, necesitan ser considerados para una

mejor identificación que permita explotar las vulnerabilidades subyacentes en el cáncer de mama

triple negativo. Este compendio de vulnerabilidades moleculares puede ser dinámico a través de

la evolución tumoral. Estudios clínicos más grandes son necesarios para definir la composición

de marcadores moleculares con valor clínico.
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5. Conclusiones

Los tumores triple negativo no tienen una característica particular que los defina, en

realidad son tumores agrupados por su ausencia en la expresión de receptores, pero la etiología y

su desarrollo pueden demostrar una gran variedad de fenotipos, por eso los estudios moleculares

son de vital importancia para entenderlos.

En este estudio realizamos un perfil genómico exhaustivo del CMTN a través de la integración

de datos del análisis moleculares, incluyendo mutaciones y la composición y proporción de las

firmas mutacionales, con variables clínicas relevantes, que permitió una mejor caracterización de

la complejidad molecular de la enfermedad. Estos tumores mostraron una heterogeneidad

molecular sustancial. Aunque no encontramos significancia estadística en la asociación entre las

variables moleculares y el desenlace clínico, nuestros hallazgos proveen información detallada

sobre las alteraciones globales y particulares en el CMTN en una población poco representada.

Este estudio contribuye a dilucidar de manera más amplia las alteraciones moleculares generales

del CMTN, proporcionando información genómica precisa que puede ayudar a estudios futuros

para mejorar el tratamiento, sobrevida y calidad de vida de los pacientes.

Los hallazgos derivados del diagnóstico patológico ha permitido un acercamiento distinto a la

enfermedad, con terapéuticas que aprovechan la expresión de receptores hormonales inhibiendo

dichas vías para así detener la progresión tumoral. Los estudios genómicos, se suman a los

descubrimientos histológicos, encontrando mecanismos en los cuales una intervención podría ser

beneficioso para los pacientes, y permite explorar alternativas en los tumores triple negativos,

que antes sólo se caracterizaban por la ausencia de la expresión de los receptores hormonales,

pero que en la actualidad conocemos más de sus procesos biológicos.
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