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Lista de abreviaturas

CM: cancer de mama

CMTN: céncer de mama triple negativo

IM: inmunomodulador

No-IM: no imnunomodulador

TILs: linfocitos infiltrantes tumorales

intT: Intratumoral

strml: Etromal

Tregs: celulas T reguladoras

FOXP3: proteina forkhead box P3 (siglas en inglés)

pCI: Puntos de control inmunologicos

NSG: Secuenciacion de nueva generacion (siglas en inglés)
IncRNA: ARN largo no-codificante (siglas en inglés)
lincRNA: ARN largo no-codificante intergénico (siglas en inglés)
CTLA-4: antigeno 4 del linfocito T citotoxico (siglas en inglés)
IHQ: inmunohistoquimica

RpC: respuesta patologica completa

QTx: quimioterapia

FFPE: muestras tumorales incluidas en parafina fijadas con formalina



Resumen

Introduccion: El cincer de mama triple negativo (CMTN) representa el tipo histopatolégico
de mayor malignidad en el cancer de mama el cual se diferencia de otros subtipos
histopatologicos en términos histopatoldgicos y moleculares como mutaciones puntuales en
los genes BRCA1, BRCA2, PALB2, BRIPI, BARDI, RADS5S1C y TP53 adicionalmente a
ellos, se considera una neoplasia heterogénea, tanto a nivel transcriptomico,_como
morfoldgico, con siete subtipos diferentes descritos en base a patrones de expresion génica.
Este estudio presenta detalles del subtipo inmunomodulador (IM) de CMTN, describiendo
su biologia tumoral y comportamiento clinico.

Métodos: Se analizaron sesenta y ocho muestras tumorales incluidas en parafina fijadas con
formaldehidodehido (FFPE) de pacientes con CMTN en estadio clinico III y IV de alto
riesgo, mediante microarreglos de expresion (trasncriptomica), inmunohistoquimica (IHQ) y
secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés).

Resultados: El subtipo IM se identifico en el 24% de las muestras de tumores CMTN,
caracterizado por mayor infiltracion intratumoral (int7) y estromal (strml) de células
infiltrantes FOXP3+ TIL (Treg) en comparacion de otros subtipos no-IM. Ademas,
identificamos que la expresion del marcador PD-L1 + (> 1%) fue significativamente mayor,
asi como los niveles de CTLA-4+ intT y strml en el subtipo IM, evaluados por IHQ. La
expresion diferencial y el andlisis de enriquecimiento de agrupamiento de genes
diferencialmente expresados identificaron procesos biolodgicos asociados con la respuesta
inmune antitumoral. El analisis de vias de sefializacién mostr6 un enriquecimiento de la via
de sefializacion de B-catenina. Mientras que nuestro andlisis transcriptdmico de secuencias
no codificanctes mostré siete lincRNA [6 regulados al alza (T) y 1 regulado a la baja (1)]
que se asociaron con el subtipo CMTN-IM (LINC00173T, LINCO00854T, LINC008697T,
LINC00426T, LINC00861T, LINC01550T, LINC00312)). Finalmte, nuestro analisis por
NGS destacod dos genes relevantes para las respuestas del sistema inmunolégico: CTNNBI
(Catenina B-1), un componente clave de la via de sefalizacion Wnt canonica, e IDH1, que
forma parte de la respuesta inmune innata.

Conclusion: El subtipo IM se caracteriza por niveles elevados de infiltracion de células Tregs
y mayor expresion de los marcadores CTLA-4+ y PD-L1+, asi como alteraciones genomicas
como siete IncRNAs regulados diferencialmete y mutaciones puntuales en el subtipo IM. De
esta manera este estudio presenta hallazgos novedosos con respeto a la caracterizacion del
subtipo histopatologico de cancer de mama CMTN-IM a nivel molecular y transcriptomico
como primer paso hacia la terapia de tipo inmunomoduladoria en pacientes.
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1. Introduccion

“No hay que temer a nada en la vida, solo tratar de comprender”

Marie Curie.

1.1 Caracteristicas clinico-bioldgicas de cancer de mama triple negativo

El cancer de mama triple negativo (CMTN) se caracteriza por la ausencia de expresion de
los receptores de estrogeno (RE) y progesterona (RP), combinada con la falta de
sobreexpresion o amplificacion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2) (1-3). Por ende, dada la insensibilidad a la terapia endocrina y los anticuerpos anti-
HER2, el tratamiento convencional para la enfermedad temprana y localmente avanzada
incluye esquemas de quimioterapia (QTx) que solo contienen antraciclinas y taxanos (4,5).
Sin embargo, aunque los pacientes inicialmente responden favorablemente a estos
tratamientos, solo el 30% logra una respuesta patoldgica completa (RpC) (6,7). Ademas, el
CMTN tiene una alta probabilidad de recaida y tasas de supervivencia global (SG) cortas,
con una mortalidad a los cinco anos que alcanza el 40% (8,9) en gran medida por la alta
probabilidad a desarrollar metastasis a distancia en los primeros 3-5 afios después del

diagnéstico (10).

Aunque los tumores CMTN son inmunohistoquimicamente simples, son intrinsecamente
heterogéneos. De tal manera, los tumores de CMTN exhiben diversas morfologias, expresion
génica y diferentes vias de sefializacion activas (11). Molecularmente el CMTN se caracteriza
por tener una tasa de mutacioén general de 14.6%, con un 8.5% con mutaciones en BRCAI,
un 2.7% en BRCA2 y un 3.7% adicional con mutaciones en otros genes como PALB2
(1.2%), BRIP1, BARD1 y RADSI1C entre otros (12). Tambien se documenta una alta
frecuencia mutacional de p53, un alto indice de proliferacion y expresion de genes de tipo

basal, de esta forma, es el tumor mas heterogéneo en CM (13,14). Adicionalmente los



modelos matematicos sugieren una tasa mutacional de aproximadamente 13 veces mayor en
CMTN comparado con células normales de tejido mamario. Sumada la deficiencia de
mecanismos de recombinaciéon homologa (RH) que también se ha asociado a los casos de
cancer de mama esporadico en CMTN en un 50%, y los mecanismos sugeridos incluyen
metilacion del promotor BRCA1, mutacion en genes relacionados con RH, incluidas

mutaciones somadticas en BRCA1 y BRCAZ2, entre otros mecanismos epigenéticos (15).

1.1.1 Complejidades biologias con el manejo de CMTN

Evidencias actuales sugieren que la diversidad intratumoral de CMTN no solo es un factor
patogénico, sino también de resistencia al tratamiento, metéastasis y mal prondstico (16).
Diversos estudios muestran que una subpoblacion menor de células CMTN es responsable
de la diseminacion metastasica y que la evolucion clonal dentro del tumor primario es un
detonante de este proceso, asi como de las metéstasis multisitio donde la implantacoén
multiclonal de clones individuales son identificados en el tumor primario (17). Este proceso
ha sido atribuido a un proceso de evolucion puntuada de las variaciones del nimero de copias
durante la progresion tumoral, seguida de la expansion de un subclon dominante (18). Por
otro lado, mas alla de las complejidades inherentes del tumor, los pacientes con CMTN a
menudo se presentan con compromiso visceral y tipicamente muestran una progresion rapida
y, por ende, una limitada ventana de tratamiento (19). Sin embargo, en un esfuerzo por
descubrir dianas terapeuticas y con el subsecuente desarrollo de fArmacos, los tumores de
CMTN se han estratificado en subtipos moleculares basado en perfiles transcriptomicos. De
tal manera Lehmann ha documentado subtipos moleculares distintos dentro de CMTN, que
incluye dos de tipo basal (BL1/2), uno inmunomodulador (IM), uno mesenquimatoso (M),
uno de tipo de celulas madre mesenquimatosas (MES) y un receptor de andrégenos luminal
(LAR) como se describe en la figura 1. Con el propdsito de transladar este conocimiento
para identificar estrategias de tratamiento personalizadas, debido a que cada subtipo ha
mostrado un valor predictivo y prondstico propio (20). Sin embargo en este estudio
recalcamos la importancua del estudio a detalle del subtipo IM, el cual se caracteriza por
mostrar una respesta inmunitaria a la alza por el incremo en el infiltrado de celulas

inmunitarias como linfocitos y celulas presentadoras de antigenos, factores de transcripcion



de regulacion inmunitaria y desregulacion de las vias de sefalizacion inmunitarias (20,21).
Y de este conocimiento se deriva una posible implicacion de este subtipo para personalizar

su terapia mediante la modulacion de su medio inmunolégico (22,23).
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Fig. 1. Heterogeneidad de cincer de mama triple negativo, muestra los 6 subtipos principales de CMTN
estratificados por perfiles transcriptomicos a través del algortimo desarrollado por Lehmann y cols. 2011, con sus

distitivas moleculares. Adicionalmente existe un grupo de pacientes que no puede ser estratificado bajo este
algoritmo (no se muestra en la figura). La grafica de pastel muestra las proporciones aproximadas en las que
puede identificarse cada subgrupo bajo el mismo algoritmo. Tipo basal (BL1/2), inmunomodulador (IM),
mesenquimatoso (M), Tipo de celulas madre mesenquimatosas (MES), Receptor de andrégenos luminal (LAR),
receptor de androgeno (RA)

1.2 Sistema inmunologico tumoral en general

El sistema inmunolédgico no solo juega un papel en la iniciacién y progresion del tumor, sino
que también participa en el reconocimiento y destruccion de las células cancerosas. La
respuesta inmune antitumoral frena el desarrollo/progresion a través de respuestas dirigidas
contra el tumor que involucran a los linfocitos T citotdxicos (Thl) (24,25). Sin embargo esta
respuesta antitumoral citotoxica puede ser evadida por el tumor a través de diversos
mecanismos, lo cual es un sello distintivo del tipo de cancer y puede implicar la activacion
cronica de la inmunidad humoral (linfocitos B), infiltracion por células T (TILs)

cooperadores (Th2), células inflamatorias innatas polarizadas protumorales, regulacion a la

o



baja de antigenos especificos del tumor, expresion de puntos de control inmunitarios (pCI)
por parte de los tumores, y la ausencia de complejos principales de histocompatibilidad
(MHC) en la superficie de las células tumorales (24-26). Otros mecanismos incluyen,
elaboracioén de citocinas inmunosupresoras, reclutamiento de células inmunosupresoras e
inmunoedicion, este ultimo entendido como el proceso mediante el cual los tumores
evolucionan o se seleccionan para escapar de la inmunidad antitumoral del huésped (27-29).
Sin embargo, el hecho de que los TILs no destruyan las células tumorales adyacentes ofrece
tanto un desafio como una via potencial para la intervencion terapéutica. Los TILs son
principalmente células T que expresan puntos de control inmunolégicos (pCI) como PD-1y
CTLA-4, lo cual implica una exposicion croénica al antigeno seguido de una pérdida
progresiva de las funciones de las células T, receptores inhibidores elevados y produccion
alterada de citocinas lo que resulta en la incapacidad de dirigirse a las células tumorales
incluso en proximidad (30-32). Este fenotipo de células T "exhaustas" podria reflejar la etapa
final de la inmunoedicion. Se cree que la inmunoedicion comienza temprano en el desarrollo
del cancer a medida que los subclones tumorales altamente inmunogénicos se eliminan o

adoptan un perfil menos inmunogénico en respuesta a las células T antitumorales (32).

1.2.1 Ambiente immunologico en CMTN

En CM, varios estudios en la tltima década han demostrado que los TILs se asocian a
respuesta patoldgica completa (RpC), respuesta a QTx neoadyuvante y baja probabilidad de
progresion (27-29,33,34). Los linfocitos pueden intercalarse entre las células tumorales
(intT-TILs) o infiltrarse en el tejido estromal circundante (szzml-TILs). Sin embargo solo la
evaluacion de strml-TILs ha sido altamente reproducible y de mayor valor
prondstico/predictivo (31). No obstante en CM, solo un subconjunto de tumores ha mostrado
una cantidad significativa de strml-TILs, con una mediana de porcentaje de infiltrado de 10%
para RE +/HER2 -, 15% para HER2 +y 20% para CMTN. Aunado a lo anterior, la presencia
de TILs también sirve como marcador predictivo de la respuesta a la inmunoterapia, por lo
que en CMTN es de particular importacia la caracerizacion en el microambiente tumoral
(35). Tan solo pequefios incrementos en TILs estan asocaido a una supervivencia libre de

enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG) mas larga en CMTN (36). Existen diferentes
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mecanismos que regulan la infiltracion de TILs, entre los que se han descrito en la literatura:
la influencia de los macrofagos asociados a tumores (37). Asi como también la activacion de
la via de senalizacion de Ras/MAPK que puede suprimir la expresion de MHC-1 y MHC-II,
tanto intrinsecamente como las inducidas por IFNy, el cual estd encargado de regular la
presentacion de antigenos tumorales (38,39). Por otro lado, datos recientes han demostrado
que la QTx per se también regula positivamente el sistema inmunologico tumoral activando
la respuesta de TILs-CD8+ (Thl), a través de un mecanismo aun desconocido. Asi mismo,
los tumores con TILs mas altos responden mejor a QTx, lo que influye positivamente en la
supervivencia de los pacientes con cancer (40—-44). De la misma manera, los CD4-TIL (Th2)
mas altos se han asociado con resultados mas favorables, al contrario de la relacion CD4/CDS8
donde una relacion mas alta se traduce en un peor prondstico. (44,45). Aunado a lo anterior,
la expresion de CD45RO en linfocitos estd asociado al riesdo de metastéastasis en CMTN. De
esta manera en CMTN no ha sido posible una evaluacion meticulosa de las subpoblaciones
de células inmunes que predominan en el microambiente del subtipo TNBC-IM, lo cual
permitiria direccionar la inmunoterapia en este subtipo y de esta manera mejorar las tasas de

respuesta a este tratamiento.

1.2.2 Expresion de puntos de control inmunologicos en CMTN

Los pClI actualente constituyen biomarcadores no solo prondsticos sino predictivos. La
evidencia sugiere un 20-50% de expresion de PD-L1 en células tumorales y TILs, y la
expresion de PD-1 particularmente a CD8 y CD4-TILs entre otras subpoblaciones de células
inmunitarias (34,46,47). Se ha documentado que en CMTN una subpoblacion de T-CDS8 de
memoria residente (CD8+ Try) asociado a una mejor supervivencia en etapa temprana y como
reguladores de inmunovigilancia y posibles blanco de tratamientos como pCI (48). De igual
forma una alta infiltracion de strml-TILs CD3+, CD8+ y CD20+ fue asociada a una buen
curso clinico en pacientes con CMTN (49), y un bajo infiltrado se asoci6 a una baja RpC
(50). Un estudio reciente muestra a un subgrupo de CMTN donde la estrategia terapeutica de
inhibidires de pCI pudiera resultar benéfica, el cual se caracteriza por presentar baja
infiltracion de TILs pero alta expresion de PD-L1 debido a que es un subgrupo de alto riesgo

y pobre curso clinico (51). Del mismo modo, el antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos (CTLA-
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4) expresado en linficitos T tuvo un papel funcional critico en los TIL que modulan la
respuesta inmune en CMTN (52). De esta forma, cada pCI modula las respuestas inmunitarias
especificas de antigeno de forma particular, que depende del tipo de tumor en estudio (53).
Un estudio reciente basado en un analisis d¢ ARNm del The Cancer Genome Atlas, indicé
que el subtipo IM podria ser un candidato potencial para el empleo de inmunoterapia debido
a la alta expresion de pCI (54). De esta manera uno de los objetivos del estudio es conocer la
expresion de pCI en CMTN-IM mediante estudios de IHQ que muestren su grado y

localizacion.g

1.3 Inmunoterapia en CMTN

La inmunoterapia ha mejorado considerablemente el prondstico de algunas neoplasias sélidas
(55). Es de notar la respuesta que se a consegido en melanoma, debido a sus caracteristicas
intrinsecas como una alta carga mutacional o su alto grado de infiltracion celular inmune en
el microambiente tumoral (“T cell inflamed” or “hot tumor”, como se describe en inglés)
caracterizado por alta infiltracion de CDS, celulas B, macréfagos, celulas FOXP3 e IFN
(interferon) tipo I y II (56,57). Sin embargo, en CMTN todavia se requiere una comprension
de como el sistema inmunologico regula el comportamiento bioldgico tumoral; esto hace
que, a mejor comprension del microambiente inmunolégico-tumoral, mejores beneficios de
dicha terapia (58). Los principales componentes regulados por la inmunoterapia son las
células inmunitarias que rodean el tumor; los mas estudiados son los TILs descritos
previamente, que estan estrechamente relacionados con el pronostico y la respuesta al
tratamiento estandar en algunas neoplasias (59). CMTN es el subtipo que ha mostrado una
intensa infiltraciéon de TIL, mejorando la respuesta a la quimioterapia (QTx) estandar y
prolongando la supervivencia global (60—-64). Recientemente, se han evaluado agentes anti-
PD1/PD-L1 (ligando 1 de muerte programada) en CM, especialmente en el subtipo CMTN;
donde, se han observado resultados positivos ya sea como monoterapia o en combinacion

con tratamientos convencionales.

Debido a los resultados en ensayos clinicos aleatorizados fase 3, atezolizumab y

pembrolizumab mas CTx se han incorporado como el tratamiento de primera linea preferido
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en los CMTN positivos para PD-L1 avanzados, mejorando asi su prondstico (65,66).
Ademas, la inmunoterapia combinada con QTx ha aumentado la respuesta patoldgica

completa (pCR) como tratamiento neoadyuvante en la etapa inicial de la enfermedad (67,68).

1.4 Estrategia de seleccion de pacientes para imunoterapia

La seleccion de pacientes que puedan beneficiarse para determinada terapia sigue siendo un
desafio. Tal es el caso en CMTN, donde es preciso definir el subconjunto de pacientes que
se beneficiaran de los inhibidores de puntos de control inmunitarios (IpCI). De esta forma, el
uso de biomarcadores, documentado en otros tumores, podria mejorar las respuestas
observadas en los ultimos ensayos clinicos de CMTN con inmunoterapia; por lo que,
anteriormente hemos sugerido algunos biomarcadores que podrian funcionar en este sentido
(69,70). El uso de valores de TILs ha sido propuesto como biomarcador para el uso de
inmunoterapia, sin embargo, los valores de corte numéricos utilizados en multiples estudios
varian, lo que sugiere una falta de consenso, lo que contribuye a la falta de incorporacion de
una puntuacion de TILs en la evaluacion patoldgica de rutina en CMTN (71,72). Se han
propuesto adicionalmente estrategias moleculares para la seleccion de pacientes en
inmunoterapia como la via de Ras/MAPK que se encarga de la supresion de la expresion de
MHC-I y MHC-II a través de IFNy, de esta manera el bloqueo de MEK y PD-L1 podria

mejorar la respuesta a la inmunoterapia (38,39)

De esta manera, este estudio se centro en caracterizar la biologia tumoral y el comportamiento
clinico del subtipo IM en pacientes que fueron atendidas en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) de la Ciudad de México. Dependiendo de la disponibilidad de
muestras tumorales de pacientes diagnosticadas con CMTN se determinaron los niveles de
los principales TILs; incluyendo CD4+ (Th2), CD8+ (Th1l) y FOXP3+ (Treg). Se evaluaron
sincronicamente los niveles de pCI principales (PD-L1, PD -1 y CTLA-4) que se utilizan
actualmente para diagnosticar y tratar neoplasias s6lidas mediante IHQ. Ademas, estudiamos
la asociacion de algunos biomarcadores por NGS que pudieran ayudar en un futuro a

identificar con precision al subtipo IM.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el microambiente tumoral y las alteraciones genomicas reguladoras del
compartamiento tumoral del subtipo inmunomodulador (IM) en pacientes con cancer de

mama triple negativo

2.2 Objetivos especificos
2.2.1 Caracterizar el tipo de infiltrado linfocitario tumoral de las siguentes poblaciones

de linfocitos del subtipo IM en CMTN

e CD4
e CD8
e FOXP3

2.2.2 Determinar los niveles de expresion de los siguentes puntos de control

inmunologico del subtipo IM en CMTN

e PDI
e PDL-1
e (CTLAA4

2.2.3 Analizar los IncRNAs que se expresan diferencialmete en el subgrupo IM de
CMTN

2.2.4 Evaluar mutaciones puntuales asociadas al subtipo IM de CMTN

2.2.5 Caracterizar clinica y patolégicamente al subtipo IM de CMTN
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3. Materiales y métodos

3.1 Seleccion de muestras

El comité de revision institucional del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) de México
aprob¢ el siguente estudio. Para el estudio fueron incluidas muestras de tejido embebidas en
parafina fijadas con formalina (FFPE, por sus siglas en inglés) de 68 pacientes con CMTN
tratados en el Departamento de CM del mismo instituto, que se archivaron entre 2007 y
2010. Todas las muestras fueron confirmadas de diagnostico de CMTN. E1 CMTN se defini6
como RE-negativo, RP-negativo y HER-2 negativo por inmunohistoquimica, evaluado de
acuerdo con las guias de ASCO/CAP de 2018 utilizando un ensayo aprobado por la FDA. El
subtipo histologico y el grado se determinaron de acuerdo con la clasificacion de la
organizacion mundial de la salud (OMS) y el sistema de clasificacion histologico de
Nottingham, respectivamente. El consentimiento informado se obtuvo de todos los pacientes.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo de conformidad con la Declaracion de Helsinki.
Los pacientes fueron excluidos si la informacion clinico-patoldgica o el material/muestra no
estaban disponibles o estaban incompletos. Antes de la inclusion, los patdlogos de mama
revisaron los portaobjetos tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) de las muestras de
tumores para evaluar el porcentaje de células tumorales y 4reas necroticas. Fueron
descartadas las muestras que por inspeccion estaban presentes menos del 60% de células
tumorales 6 >40% de 4rea necrdtica, y en aquellas muestras seleccionadas para el estudios,
las regiones de interés se marcaron con un circulo en los portaobjetos tefiidos con H&E. De
esta manera, las areas correspondientes de las secciones de tejido de FFPE sin tefiir se macro
diseccionaron manualmente para el enriquecimiento del tumor (Se incluye un consorte para

la seleccion de muestras de pacientes para cada analisis en figura 1).

3.2 Recopilacion de datos clinico-patolégicos

Revisamos la base de datos del expediente elextronico Inc@net del INCan para identificar

pacientes con TNBC; Los datos de interés clinico se extrajeron de las historias clinicas
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electronicas para generar una base de datos. Se recopilaron datos demograficos como edad,
estadio, estado hormonal, tipo de mastectomia, fecha de diagnostico, fecha de recaida, sitios
de recurrencia y fecha de muerte (si corresponde). También se recogieron las caracteristicas
del tumor, que incluyen histologia, grado nuclear, pCR, antigeno carcinoembrionario (CEA),
Ki67 y CA15-3. También se registraron las variables de tratamiento, incluido el tratamiento
sistémico neo o adyuvante, la radioterapia y el tipo de quimioterapia. Los curos clinicos
clinicos, incluida la supervivencia global (SG), se definié como la fecha del diagndstico hasta
la muerte; La supervivencia libre de progresion (SLP) se definié como la fecha de tratamiento

hasta la primera evidencia de progresion del tumor o muerte por cualquier causa.

3.3 Extraccion de acidos nucleicos

El ARN y el ADN totales se aislaron de las muestras de tejido FFPE usando el kit AllPrep
ADN/ARN FFPE de Qiagen. Brevemente, las secciones de parafina se colocaron en tubos de
microcentrifuga estériles de 1.5 ml, se desparafinaron con xileno al 100% y se lavaron dos
veces con etanol al 100%. El tejido desparafinado se digirié con proteinasa K a 56 ° C durante
15 min y luego se incubd a 80 ° C durante otros 15 min para revertir parcialmente la
reticulacion de los dcidos nucleicos. Para la purificaciéon del ARN, las muestras se trataron
con DNasa y eluyeron en 30 ul de agua libre de RNasa, y para la purificacion del ADN, las
muestras se trataron con RNasa y se eluyeron en 30 ul de tampon ATE. La concentracion de
ADN/ARN total se determin6 espectrofotométricamente usando absorbancia total a 260 nM,
y la pureza se cuantificé usando la relacion A260/A280. En este estudio se incluyeron

muestras de ARN con relaciones A260/A280 de 1,9+0,2.

3.4 Procesamiento de microarrays y analisis de datos

Los perfiles transcripcionales se analizaron usando el Affymetrix GeneChip™ Human Gene
2.0 ST Array, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, ~ 200 ng de ARN total
se convirtieron en ADN complementario (c) y se marcaron con el kit SensationPlus ™ FFPE

Amplification and WT Labeling® (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.) Y se hibridaron
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en la matriz, que detecta tanto ARNm como IncRNA. Las matrices se lavaron, tifieron y

escanearon usando un GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix). Los datos crudos se
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Figura 1. Digrama de trabajo para en analsis de pacientes con CMTN

corrigieron del ruido de fondo, utilizando el promedio robusto de multiples matrices (73) y
se normalizaron con el método de normalizacion de cuantiles. La expresion diferencial se
determin¢ utilizando modelos estadisticos lineales con coeficientes arbitrarios, y se analizd
un contraste de interés utilizando la biblioteca de bioconductores limma (74). La correccion
de maultiples hipoétesis se aplico utilizando la tasa de descubrimiento falso (FDR, por sus
siglas en inglés) (75). Los genes se seleccionaron basandose en un valor absoluto para el
cambio de veces |[FC| > 2 y un valor de p <0,0002. Los datos sin procesar y normalizados
estan disponibles en el repositorio de genes de expresion omnibus (GEO) con el numero de

acceso GSE176128. Los datos de expresion génica se utilizaron para clasificar las muestras
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de acuerdo con el algoritmo de tipo TNBC y para analizar la expresion diferencial. El andlisis
de enriquecimiento del conjunto de genes se realizd utilizando MetaCore Clarivate™ (El

nimero de muestras de pacientes para este andlisis se especifica en la figura 1)

3.4.1 Clasificacion de los pacientes con TNBC en subtipos IM y no-IM

Se utilizo el algoritmo de  TNBCsubtype, disponible en la  web
(http://cbc.mc.vanderbilt.edu/tnbc/) para identificar los subtipos de CMTN a través de la
expresion de ARNm. Basado en centroides previamente identificados, el método establece
seis firmas diferentes para subtipos dentro de CMTN: dos de tipo basal (BL1 y BL2),
inmunomodulador (IM), mesenquimatoso (M), tipo mesenquimal de celulas madre (MSL) y
receptor de androgenos luminal ( LAR). Las 68 muestras se incluyeron en el algoritmo, el
cual clasific6 55 muestras en alguno de los subtipos antes mencionados; Se etiquetaron 11
muestras como no clasificadas. De este subconjunto de 55 muestras se agruparon en el
subtipo IM (n = 16) y el subtipo no-IM (n = 39) que se utilizaron subsecuentemente para los
andlisis de expresion diferencial en regiones codificantes y no codificantes transcriptomicos
como se muestra en la figura 1. Dentro del grupo no-IM, la clasificacion de la muestra incluy6

los subtipos BL1 y BL2 (n=20), M (n=12), MSL (n=1) y LAR (n = 6) [Figura 2].

[Oer mee @m mw On m s
BL1 BL2 ImM LAR M MSL
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
IC09I69721 I IC031I01353 I IC10;5491 I ]E11‘01132 ‘ ]E0I8513G ‘ 15112643 I
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1C101955 | 1C0852752 i 1C101957 i 1C08.4720 i 100935101 I
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Figura 2. Distribucién de los subtipos de Vanderbilt (basado en la clasifiacion de Lehmann) en mujeres
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mexicanas con cancer de mama triple negativo (TNBC) (n = 68): basal-like 1 (BL1), basal-like 2 (BL2),
inmunomodulador (IM), receptor de androégenos luminal (LAR) , mesenquimales (M) y mesenquimales en
forma de tallo (MSL). Este software (no presentado) no pudo identificar otras 11 muestras con un nivel de

confianza significativo.

3.5 Inmunohistoquimica de secciones tumorales.

Para corroborar el diagndstico de CMTN por IHQ , utilizamos los siguientes anticuerpos: ER
(clona 1D5, Dako, Dinamarca, Carpinteria, CA, EE. UU.), PR (clona PgR636, Dako,
Dinamarca), HER2 (clona K5204, Dako, Dinamarca), y Ki67 (clona D5/16B4, Dako,
Dinamarca). El anélisis histopatologico de la infiltracion linfocitica strml e intT se realizé en
secciones tefiidas con hematoxilina y eosina (HE) de cara completa de acuerdo con Salgado
et al. (76). Los TIL intratumorales (intrT) se definen como linfocitos en contacto directo de
célula a célula con las células tumorales sin estroma intermedio. Por el contrario, los TILs
estromales (strml) estan dispersos o agrupados entre las células/grupos de carcinoma en el
estroma y no interactuan directamente con las células tumorales. La evaluacion no incluy6
areas de mama normal adyacente, carcinoma in situ, necrosis o fibrosis. Se cortaron
microarrays de tejido (TMA) de 5 mm en secciones de 2 um con el uso de un micrétomo
rotatorio (RM2125 RTS, Leica Biosystems, Alemania) y se colocaron en portaobjetos de
vidrio adhesivo TOMO IHC (Ventana, EE. UU.). Las secciones de FFPE (2 um) de las
muestras de CMTN se desparafinaron con xileno, se rehidrataron con una serie de etanol
graduado (100%, 95%, 70%) con agua destilada de acuerdo con los protocolos de THQ
estandar. La especificidad de la tincion se determin6 mediante IHQ en un conjunto de tejidos
tumorales en secciones enteras, procesadas utilizando los mismos métodos de fijacion y
procesamiento que las muestras de CMTN analizadas en el estudio (77). La concentracion
optima de cada anticuerpo se establecio mediante la realizacion de titulaciones en serie en
secciones de FFPE. Las condiciones de recuperacion de antigenos y los métodos de deteccion
también se optimizaron para cada anticuerpo para mejorar la sensibilidad y la relacion
sefial/ruido. Brevemente, la recuperacion de antigeno inducida por calor se realiz6 colocando
portaobjetos en tampdn Tris-EDTA (pH 9) o citrato (pH 6) durante 20 minutos a 98°C usando
un bafio de agua. Las secciones de tejido se enfriaron en el tampdon durante 20 minutos antes

del tratamiento con el reactivo de bloqueo de peroxidasa (Dako) durante 10 minutos. Luego,
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los portaobjetos se incubaron con Background Sniper (Biocare) durante 20 minutos y luego
con anti-CD4 (1:30, clona BC/IF6, Dako), anti-CD8 (1:50, clona SP16, Dako), anti-FOXP3
(1:100, clona 86D, Biocare), anti-PD-1 (1:200, clona NAT105, Abcam), anti-PD-L1 (1:20,
clon 28-8, Abcam), anti-CTLA-4 (1:20, clona F-8, Santa Cruz) anticuerpos monoclonales
primarios. Después de lavar en PBS, se utilizaron sistemas DAKO Envision (Dako) o MACH
1 Universal HRP Polymer (BioCare) y diaminobencidina (DAB; BioCare) para la
inmunodeteccion cromogénica, seguido de contratincién con hematoxilina. Se utilizaron
portaobjetos de control negativo sin anticuerpos primarios y controles positivos para cada
marcador para cada serie de inmunotincion. Brevemente, se revis6 cada seccion con un
aumento reducido. Los linfocitos positivos en el estroma tumoral se contaron en tres campos
de alta potencia (HPF; x40; Olympus BX53), que representan el espectro de tincion visto en
la descripcion general inicial de toda la seccidon y se muestra como el nimero promedio de
células teniidas por HPF. Un patologo de mama, que no conocia las caracteristicas y los
resultados de la paciente, evalu6 de forma independiente los analisis de TIL y IHC (EIl

nimero de muestras de pacientes para este analisis se especifica en la figura 1).

3.6 Secuenciacion de nueva generacion.

Se generaron bibliotecas genéticas para secuenciacion para cada muestra de ADN con el
panel de enriquecimiento basado en hotspots de la plataforma comercial Solid Tumor
Solution STS vl (Sophia Genetics, Saint Sulpice, Suiza). La secuenciacion se realizo
utilizando un un secuanciador Illumina MiniSeq (Illumina, Foster City, CA, EE. UU.). Se
llevaron a cabo corridas multiplex, que incluian 15 bibliotecas cada uno, utilizando kits de
alto rendimiento MiniSeq de 300 ciclos (Illumina). Los archivos fastq se analizaron para
determinar su calidad con FastQC, datos disponibles:

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ y se filtraron con trimmomatic

(78) antes de alinearlos con el genoma de referencia (GRCh38). Se evaluaron los exones de
codificacion dirigidos y las uniones de empalme de genes anotados RefSeq que codifican
proteinas conocidas para una profundidad promedio de cobertura, con una profundidad
minima de 30X requerida para su inclusion en el andlisis posterior. La realineacion local

alrededor de los sitios de insercion-delecion y las regiones con mala calidad de mapeo se
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realizo utilizando GATK HaplotypeCaller (79), realizando una recalibracion de la
puntuacion de calidad base. También se identificaron llamadas variantes utilizando GATK
Haplo-typeCaller. Las variantes se filtraron segun los patrones de herencia, el tipo de
variante, el panel de genes, el fenotipo y las frecuencias en la poblacion. El panel de la
plataforma SOPHiA DDM (Sophia Genetics, Lausanne, Suiza) evaliia exhaustivamente las
regiones objetivo en 42 genes asociados con el cancer [Tabla 1]. Los recursos incluidos son
HGMD, 1000 Genomes database, RefSeq Genes 109.20201120 v2, NCBI, Transcript
Interactions RefSeq Genes 109.20201120 v2, NCBI, gnomAD Exomes Variant Frequencies
2.0.1, Broad Institute of Harvard & MIT NHLBI GO Exome Sequencing Project, OMIM,
PubMed, ClinVar y GenVisR (80).

Tabla 1. Panel de genes asociados a cancer.

Genes

AKT1 (3), ALK (21-25), BRAF (11,15), CDK4 (2), CDKN2A (1*,2,3), CINNB1 (3), DDR2 (18), DICER1 (24,25), EGFR
(18-21), ERBB2 (8,17,20), ERBB4 (10,12), FBXW7 (8-12), FGFR1 (13,15), FGFR2 (7,12,14), FGFR3 (7,9,14,16), FOXL2
(1*), GNA11 (4,5), GNAQ (4,5), GNAS (8), H3F3A (2*), H3F3B (2*), HIST1H3B (1), HRAS (2-4), IDH1 (4), IDH2 (4),
KIT (8-11,13,17,18), KRAS (2-4), MAP2K1 (2,3), MET (2,14-20), MYOD1 (1), NRAS (2-4), PDGFRA (12,14,18),
PIK3CA (2%,3,6%,8,10,21), PTPN11 (3), RAC1 (3), RAF1 (7,10,12,13%,14%,15%), RET (11,13,15,16), ROS1 (38*,41%),
SF3B1 (15-17), SMAD4 (8-12), TERT (promoter*,1*,8*,9%13*), TP53 (full coding region)

Numero de exon en parentesis, *solo hotspots.

3.7 Analisis estadistico

Para las variables continuas se presentaron media, mediana y rango, y para las variables
categoricas se presentd la frecuencia. Para la aplicacion de la varianza de la distribucion se
aplico la prueba U de Mann-Whitney. También se aplico la prueba de Chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher para la evaluacion de la frecuencia. Se realizaron analisis univariados
y multivariados con SLP y la SG mediante el modelo de riesgo proporcional de Cox. También
se utiliz6 Kaplan-Meier para analizar los criterios de valoracién. Se encontré que los
resultados eran significativos si el valor de p era <0.05. Los andlisis se realizaron utilizando

los softwares SPSS V26 y R.
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4. Resultados
4.1 Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes con CMTN

En este estudio se incluyeron un total de 68 pacientes con CMTN con una mediana de edad
de 49.5 afios en el momento del diagndstico y una proporcion igual de muestras pre y
posmenopdusicas. La clasificacion clinica mas frecuente en el momento del diagnoéstico fue
el estadio 11 (83.8%; n=57) segun el Manual de estadificacion del American Joint Committee
on Cancer (AJCC) (octava edicion). Se informd al menos una caracteristica clinico-
patoldgica de alto riesgo para todos los pacientes en estadio clinico III. Se identificaron
tumores de alto grado en el 88% (n=60) de las muestras. La histologia ductal estuvo presente
en el 87% de los pacientes. Se observo infiltracion vascular en el 47% (n=32), y mas de la

mitad de la cohorte (55.9%; n=38) tenia un nivel alto (> 20%) de Ki67 (Tabla 2).

4.2 Manejo del tratamiento de pacientes con CMTN

Todos los pacientes con enfermedad localmente avanzada (83,8%; n=57) recibieron
quimioterapia neoadyuvante; de ellos, solo 14 (24,6%) tuvieron RpC y 43 (75,4%) se
sometieron a mastectomia radical modificada. El tratamiento neoadyuvante preferible fue un
régimen de quimioterapia basado en antraciclinas y taxanos; tenga en cuenta que 42 (61,8%)
pacientes recibieron platino como tercer agente. A los pacientes con estadio clinico IV se les
administr6 una quimioterapia basada en antraciclinas o taxanos. Es de recalcar que, no se
administr6 inmunoterapia, ni en el entorno localmente avanzado ni en el entorno metastasico,

principalmente debido a las barreras de acceso.

Tabla 2. Caracteristicas Clinicas y Patologicas Base de las Pacientes (n=68).

Variables % n/N

Edad (afios) mediana (min-max) 49.5 (30-80)
>40 85.3 (58/68)

<40 14.7 (10/68)

Estatus hormonal
Premenopausia 50 (34/68)
Postmenopausia 50 (34/68)
Etapa Clinica

111 83.8 (57/68)
v 16.2 (11/68)
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Mastectomia

Si 75.4 (43/57)
No 24.6 (14/57)
Histologia
Ductal 86.8 (59/68)
Lobular 7.4 (5/68)
Otra 5.9 (4/68)
Grado histologico
G3 88.2 (60/68)
G2 11.8 (8/68)
Infiltracion vascular
Si 47.1 (32/68)
No 52.9 (36/68)
Respuesta Patolégica Completa
Si 24.6 (14/57)
No 50.9 (29/57)
No evaluado 24.6 (14/57)
Tratamiento Sistematico
Neo/Adyuvancia 83.8 (57/68)
Paliativo 16.2 (11/68)
Radioterapia
No 25 (17/68)
Si 75 (51/68)
Ki67(%)
<14 1.5 (1/68)
14-20 2.9 (2/68)
>20 55.9 (38/68)
ND 39.7 (27/68)
ACE (ng/ml)
<3.38 79.4 (54/68)
>3.38 19.1 (13/68)
ND 1.5 (1/68)
CA 15-3 (U/ml)
<12.32 20.6 (14/68)
>12.32 77.9 (53/68)
NA 1.5 (1/68)
Tipo de Quimioterapia
A+T 22.0 (15/68)
A+T+Cis 61.8 (42/68)
AoT 16.2 (11/68)

Abreviaciones: ACE antigeno carcinoembrionario, CA 15-3 (Carbohydrate antigen, siglas en inlges) 15-3, A+T
Adriamicina + taxano, A+T+C Adriamicina + taxano + cisplatino.

De la cohorte de 57 pacientes con enfermedad en estadio clinico III, el 70,2% no respondi6
al tratamiento. Cuarenta pacientes tienen al menos una caracteristica patologica de alto riesgo
(ganglios linfaticos axilares positivos, grado histologico 3, indice Ki-67> 20% o invasion

linfovascular) en la que los patrones de recurrencia fueron los siguientes: 25 (43,9%) tenian
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afectacion del sistema nervioso central (SNC), 21 (36,8%) metastasis pulmonares, 12

(21,1%) metastasis o0seas y 11 (19,3%) desarrollaron metéstasis hepaticas (Tabla 3).

Tabla 3. Tipo del Sitio de Recurrencia de las Paceintes en Estadio Il (n=57).

Recurrencia %(n/N)
No 29.8 (17/57)
Si 70.2 (40/57)
Recurrencia a SNC 43.9 (25/57)

Metéstasis a otros sitios no SNC

Visceral 29.8 (17/57)

No Visceral 5.3 (3/57)
Ambos 14.0 (8/57)
Metastasis a Pulmén 36.8 (21/57)
Metastastais a Higado 19.3 (11/57)
Metastasis a Hueso 21.1 (12/57)

SNC: Sistema Nervioso Central.

4.3 Clasificacion de los pacientes con CMTN en subtipos IM y no IM

Segun los subtipos de Lehmann, de las 68 muestras de tumores, 55 se clasificaron entre los
subtipos IM y no-IM (Tabla 4). El subtipo IM fue el mas comin en nuestra cohorte de
paceintes con CMTN, encontrandose en 16/68 (23,5%) de las muestras examinadas, seguido
de los subtipos BLL1 y BL2 encontrados en el 20% de los casos. La Figura 2 muestra el
analisis completo por muestra basado en los subtipos de Lehmann. El diagrama de flujo de
trabajo en el material complementario describe mas detalles sobre el analisis completo de

muestras de tumores (Figura 1).
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Table 4 Subtipos moleculares segiin Lehmann y cols.

IM y no-IM Subtipo % (n/N)
M ™M 23.5 (16/68)
non-IM BL1 14.7 (10/68)
57.3 (39/68) BL2 14.7 (10/68)
LAR 8.8 (6/68)
M 17.6 (12/68)
MSL 1.5 (1/68)
UNS 19.1 (13/68)

Immunomodulador (IM), tipo basall/2 (BL1/2), mesenquimatoso (M), Tipo células madre mesenquimatoso
(MSL), Receptores de andrégeno luminal (LAR), No clasiificables (UNS).

4.4 Subpoblaciones de TILs en el subtipo IM de CMTN

Se dispuso de 39 muestras para el andlisis de subpoblaciones de TILs: 13 muestras
pertenecian al subtipo IM y 26 al subtipo no-IM (Figura 3). Observamos una mayor
infiltracion intT de CD8-TILs (Th1) en el subtipo IM, 20% (95 % IC, 9.4-38.6) frente al 10%
(IC 95%, 7.16-15.45), en comparacion con el subtipo no-IM, p=0.058. No se observaron
diferencias significativas entre los subtipos IM y no-IM en la infiltracion s¢trm/ de CD8-TIL.
En CD4-TILs (Th2), ni la infiltracién intT ni strml no se asocidé con ningln subtipo. El
fenotipo de TILs méas predominante en las muestras de CMTN fue FOXP3-TILs (Treg). Cabe
destacar que Tregs se detecté con mayor frecuencia en el citoplasma y pocos casos en el

nucleo. Las células FOXP3-TILs mostraron diferencias estadisticas entre los subtipos IM y
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no-IM, en ambos, 15% intT (95% CI, 8.49-23.21; p=0.004) y 40% strml (95% CI, 26.80-

58.27; p=0.001) [Figura 3].
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Figura 3. Infiltracion tumoral de linfocitos en subtipo IM vs. subtipo no-IM. (A) Inmunohistoquimica de
subpoblaciones de linfocitos infiltrados [CD4+ (ctrl x40, intT x40, strml x4); CD8+ (ctrl x40, intT x4, strml
x20), and FOXP3+ (ctrl x4, intT x40, strml x40)] tanto intratumorales (intT) como estromales (strml) en
biopsias de CMTN. (B) Los diagramas de dispersion (en porcentaje) comparan la mediana y la distribucion de
datos entre subtipos IM y no IM, tanto intT como strml por subpoblacion de linfocitos (con barras de rango
intercuartilico y la mediana); Los resultados del analisis estadistico por contraste obtenido por la prueba U de

Mann-Whitney, solo se mostraron estadisticamente significativos.

4.5 Expresion de PD-1, PD-L1 y CTL-4 en el subtipo de IM de CMTN

Aunque los TILs PD-1+ se encontraron en el 97,4% de las muestras tumorales en el subtipo
IM, la expresion de PD-1+ no difirid significativamente en las células tumorales. Sin
embargo, observamos una tendencia hacia un mayor infiltrado int7 de TILs PD-1+, 10%
(95% CI, 4.07-16.54) en el subtipo IM versus 2% en el subtipo no-IM (95% CI, 2.13-7.10),
p=0,051 (Figura 4). Por el contrario, la infiltracioén strml de TIL PD-1+ no se asociaron con
el subtipo de IM. Por otro lado, la expresion de PD-L1+ se detect6 tanto en células tumorales
como en células de membrana de TILs, donde la expresion de PD-L1 fue significativamente
mayor en tumores IM (20% [IC 95%, 7,83-43,42]) que tumores no-IM (5% [IC del 95%,
2,57-11,98; p=0,004]). Finalmente, para TILs CTLA-4+, se evaluo la tincion intT'y strml, y
ambas fueron mayores en el subtipo IM (9%; IC del 95%, 5,89-19,8) y (30%; IC del 95%,
13,18-36,07), en comparacion con [3%, IC del 95%, (2,4-4,6); p<0,001] y [8%, IC del 95%,
(6,99-12,76); p=0,006], respectivamente.
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Figura 4. Expresion de los puntos de control inmunitarios en subtipos IM frente a no-IM: (A) Imagenes
inmunohistoquimicas de los puntos de control inmunitarios (ICp) intratumorales (intT) y estromales (strml)

[PD-L1 + (ctrl x40, intT x40, strml x40 ); PD-1 + (ctrl x40, intT x40, strml x40) y CTLA-4 + (ctrl x40, intT
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x40, strml x40)] en biopsias de CMTN. (B) Gréaficos de dispersion (porcentajes) que comparan la mediana y la
distribucion de datos entre subtipos IM y no-IM, tanto intT como strml por celdas positivas de ICp (con barras
de rango intercuartilico y la mediana); diferencias evaluadas mediante la prueba U de Mann-Whitney; Las

diferencias estadisticamente significativas se muestran en cada grafico.

4.6 Expresion diferencial de ARN codificantes y largos no codificantes entre los subtipos IM
y no-IM en CMTN

Llevamos a cabo un analisis de expresion génica diferencial en regiones codificantes y no
codificantes largas con el fin de caracterizar las diferencias entre las muestras clasificadas
como subtipos IM y no-IM. Los resultados de este analisis mostraron un total de 74 genes
con expresion diferencial (DEG) al comparar muestras IM versus no IM. En todos los casos,
la expresion diferencial resulté en una regulacion positiva significativa de estos genes en el
subtipo IM, con | FC | > 2 y un valor de p <0,0002 [Tabla 5]. Ademas, realizamos
agrupaciones jerarquicas no supervisadas (Figura 5a), Que identificaron varios patrones en
términos de DEG. Esto se ilustra en el mapa de calor que se muestra en la Figura Sa, en el
que las muestras IM (mostradas en magenta) se agrupan para mostrar un patrén que indica la
sobreexpresion de genes, en comparacion con las muestras no-IM (mostradas en verde
azulado). Para explorar la funcion de los genes, un anélisis de enriquecimiento de conjuntos
de genes de los genes expresados en el grupo de IM, identifico procesos bioldgicos asociados
con el sistema inmunoldgico relevantes para nuestra hipdtesis de trabajo. El analisis de vias
de sefializacion, muestra el enriquecimiento de la via de sefializacion de la B-catenina
(conocida por ser muy relevante en los canceres humanos) [Figura 5b] en el 16% de los

genes que identificamos como expresados diferencialmente.

Tabla 5. Analisis de expresion génica diferencial codificante y regiones largas no codificantes.

ID LOGFC AVEEXPR T P.VALUE ADJ.P.VAL B
FDCSP | 2.943361527 6.850946853 3.955305312 0.000208904 0.01170946 0.515853226
IGKC 2.24664711 7.356507915 3.954025916 0.000209787 0.01173637 0.511982038
IGHM | 2.231013275 6.286047314 3.847805474 0.000297036 0.01551561 0.193058658
IGKC 2.123936034 8.079436342 3.918282083 0.000235952 0.012891516 0.404112859
IGHA1 | 2.103705005 5.952013419 4.292874769 6.72 x10-° 0.005139488 1.56053933
IGKC 2.069324519 8.551306661 4.440568321 4.04x 10-° 0.003517919 2.031150831
IGHG1 | 2.013379674 7.688921093 4.268084854 7.31x 10-5 0.00546486 1.482316947
IGHV4-31 1.982978135 8.208467165 4.08699288 0.000134883 0.008346984 0.917983833
IGLV1-44 | 1.981639885 3.70740469 4.957223829 6.45x 10-¢ 0.00092192 3.732406847
IGHG1 1.96910446 9.086445794 4.905015932 7.79x 10-6 0.001037077 3.55701903
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Figura 5. Analisis de expresién génica (a) Mapa de calor resultante de un agrupamiento jerarquico no

supervisado, la barra superior del mapa de calor muestra en magenta las muestras IM y en verde claro las no

IM. El rojo indica sobreexpresion genética; las columnas son muestras y las filas son genes. (b) El analisis de

enriquecimiento con Metacore ClarivateTM destaco la ruta de sefalizacion de B-catenina; los puntos rojos

marcan los genes de nuestra lista.

4.7 LncRNA asociados con el subtipo de IM de CMTN

El andlisis de expresion diferencial en las regiones no codificantes de IncRNAs entre

muestras IM y no-IM fue mds escaso en comparacion con las secuencias codificantes. A

partir de este analisis, identificamos 7 IncRNAs expresados diferencialmente [6 regulados al

alza (1) y 1 regulado a la baja ({)] basados en | FC | > 2 y un valor p <0.006 (LINC00173T,
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LINC008541, LINC00869T, LINC00426T, LINC008617, LINC01550T, LINC00312!)
(Tabla 6).

Tabla 6. Resumen estadistico de un modelo lineal para determinar la expresion diferencial de IncRNs
en muestras IM frente a muestras no-IM. Tasas de cambio (FCH).

Promedio de

ID FCH ., t-Test P.value adj.P.Val
expresion
LINC00861 1.64 4.800199 4.982293 5.82E-06 0.00182405
LINC00869 1.49 6.408327 3.61491 6.23E-04 0.083770344
LINC00426 1.38 4.920571 5.373881 1.38E-06 0.000647671
LINC01550 1.35 4.084667 5.5031 8.50E-07 0.000647671
LINC00854 1.32 6.853894 3.699587 4.76E-04 0.074699771
LINC00312 -1.29 3.827583 -2.835162 6.26E-03 0.317551682
LINC00173 1.26 4.548792 3.099832 2.97E-03 0.199410413

La Figura 6a muestra los resultados del enfoque de agrupamiento jerarquico no supervisado,
destacando los patrones de expresion agrupados por subtipo. El mapa de calor muestra un
patréon de expresion opuesto entre las muestras del subtipo mesenquimatoso y del subtipo

IM.

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) para evaluar
el efecto de esos 7 ARN largos no codificantes intergénicos que separan el subtipo IM del
resto de los subtipos. Figura 6b muestra el PCA utilizando todos los IncRNA anotados en el
microarray donde los primeros tres componentes principales solo pueden acumular el 31.7%
de la variabilidad total en los datos de todas las muestras. Por el contrario, la Figura 6c
muestra el PCA usando solo los siete ARNnc estadisticamente significativos; en este caso,
los tres primeros componentes principales explican el 77.43% de la variabilidad total.
Aunque la clasificacion no es perfecta, pudimos identificar aquellos que mejor separan a los
dos grupos. Las estadisticas resumidas después de ajustar el modelo lineal se presentan en la
Tabla 6. Los 7 IncRNA son estadisticamente significativos seguin el valor p, pero solo 5
siguen siendo significativos después del ajuste FDR para multiples hipotesis representadas

en el valor p ajustado.
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Figura 6. Expresion diferencial de IncRNA entre subtipos IM vs. no IM. (a) Mapa de calor de un
agrupamiento jerarquico no supervisado de IncRNA seleccionados basado en pliegues de cambio >1.2 y nivel
de significancia p-valor <0.006. La barra superior en magenta muestra muestras clasificadas como IM; la barra
verde azulado representa los clasificados como no IM. El rojo representa la regulacion al alza y la regulacion
azul a la baja. (b) Analisis de componentes principales (PCA) que muestra una grafica en 3D de muestras IM
(magenta) frente a muestras no IM (verde azulado) cuando se utilizan todos los ARNnc anotados. (c¢) El mismo
grafico cuando se utilizan so6lo los siete ARNnc mas significativos que clasifican mejor los subtipos IM y no

IM bajo analisis.

4.8 Comparacion de la frecuencia de mutacion entre subtipos IM y no IM

Identificamos alteraciones genéticas en 42 genes clinicamente relevantes asociados con
tumores solidos en 29 muestras de CMTN (11 IM y 18 no-IM) (Figura 5). Se identificaron
un total de 3216 sustituciones de bases adquiridas somaticamente; entre ellos, 2294 estaban
en sitios intronicos. Hubo 162 mutaciones missense, 13 nonsense, 3 en el sitio de empalme
esencial y 281 mutaciones silenciosas en las regiones codificantes de proteinas. Se
observaron un total de 176 mutaciones de la region intergénica en el 40% de los genes
incluidos en este panel de 42 genes. De los 9 indels identificados, 5 fueron deleciones de

Frame-shift, 4 en TP53 y 1 en SMADA4; se identificaron dos deleciones en marco, una en
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TP53 y la otra en KIT; ademads, se observaron 2 inserciones, ambas en TP53. El resumen de

mutaciones se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Comparacion de mutaciéon patogénica por tipo y frecuencia en subtipo IM(magenta) y subtipos
no-IM (verde azulado) segun la clasificaciéon de Lehmann para pacientes con TNBC. Las ultimas tres
muestras (gris claro) son muestras sin clasificar, que se secuenciaron por motivos de comparacion. La barra
superior muestra la tasa de mutacion por efecto de traslacion por muestra, y el grafico de la barra izquierda
muestra la tasa de mutacion y su efecto de traslacion por gen; Las variantes sindbnimos estan marcadas en rojo

y las no sinénimos en azul. El gen mutado superior es TP53, seguido de RET, RAC1 y PDGFRA.

Ademas, observamos una diferencia en términos de la tasa de mutacion entre los subtipos IM
(barra superior en magenta) y no IM (barra superior en verde azulado). Dentro de este ultimo,
habia tres muestras que no se pudieron clasificar con el algoritmo de Lehmann (columnas del

extremo derecho con la barra superior en gris claro). Las barras azul/roja en la parte superior
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del grafico principal muestran la tasa de mutacion por muestra, representada como
alteraciones sinonimas (rojo) y no sinoénimas (azul). En particular, el subgrupo no-IM se
caracteriza por un mayor numero de mutaciones y una mayor abundancia de variantes sin
sentido. En la parte inferior del grafico de barras de la izquierda, tenemos genes con mutacion
baja, donde vemos un patréon de mutacion escasa para las muestras de IM. Encontramos 5
genes libres de mutaciones (GNAS, CTNNBI, IDHI1, IDH2, MYOD1) y dos que podrian ser
biomarcadores potenciales para inmunoterapia en CMTN; CTNNBI1 (Catenina beta-1) e
IDH1. Para IDH, no se encontraron mutaciones para las muestras IM y el 50% de las muestras
no-IM tenian este gen mutado. Para el caso de IDH2, no se encontraron mutaciones en
muestras del grupo IM y un 28% en las muestras no-IM; todos menos uno eran intrénicos y

el otro era una mutacion sin sentido.

4.9 Variables clinicas y respuesta clinica observada en los subtipos IM y no-IM en CMTN

Las variables clinicas y patoldgicas asociadas con el subtipo de IM incluyeron invasion
vascular y baja probabilidad de metastasis a pulmon, higado y sistema nervioso central
(Tabla 7). Las curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia libre de recurrencia (SLR) en
pacientes en estadio III y para la supervivencia global (SG) se muestran en la Figura 8. Un
total de 51 (75%) pacientes murieron debido a la progresion de la enfermedad durante el
seguimiento. En ambos graficos, observamos cudn diferente es la tasa de supervivencia para
los pacientes del subtipo IM en comparaciéon con cada uno de los otros subtipos. Este

resultado sugiere que el subtipo IM tuvo el prondstico mas favorable.
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Figura 8. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de recurrencia en pacientes con enfermedad en
estadio III (izquierda) y supervivencia general (derecha) en todas las muestras clasificadas con diferentes

subtipos moleculares de CMTN. NA: No alcanzado; * p <0,05.

En el andlisis multivariado, el tipo de cirugia de mama y la radioterapia previa del SNC
aumentaron significativamente el riesgo de muerte y recurrencia. Curiosamente, después de
ajustar por factores significativos en el andlisis univariado, el subtipo de IM influy6
positivamente en la SLR y la SG en pacientes con CMTN, lo que representa un factor

protector. El modelo completo se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de los pacientes con CMTN entre los subtipos IM y

No-IM
M No-IM
Caracteristicas clinicas p-Valor
%(n/N) %6(n/N)
Estatus hormonal
Premenopausia 73.3(11/15) 45.2(19/42) -
Postmenopausia 26.7(4/15) 54.8(23/42) 0.057
Invasion Vascular
Si 66.7(10/1d5) 33.3 (14/42) -
No 33.3(5/15) 40.4(28/42) 0.026*
RpC
Si 45.5(5/11) 23.3(7/30) -
No 54.5(6/11) 76.6(23/30) 0.160
Recurrencia
Si 33.3 (5/15) 76.2(32/42) -
No 66.7 (10/15) 23.8 (10/42) 0.004*
Metastasis a Pulmén
Si 0(0/15) 50 (21/42) -
No 100 (15/15) 50 (21/42) <0.001*
Metastasis a Higado
Si 0 (0/15) 26.2 (11/42) -
No 100 (15/15) 73.8 (31/42) 0.023*
Metastasis a Hueso
Si 6.7 (1/15) 26.2 (11/42) -
No 93.3 (14/15) 73.8 (31/42) 0.106

Metéstasis a SNC



Yes 20 (3/15) 47.6 (20/42) -

No 80 (12/15) 52.4 (22/52) 0.022*

Analisis bivariado por Chi-cuadrado/Prueba exacta de Fisher para la asociacion entre la variable dependiente
(subtipos moleculares) y las variables independientes (variables clinicas y patoldgicas). RpC: respuesta

patoldgica completa, SNC: sistema nervioso central, EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico;

p<0,05.
Tabla 8. Analisis univariado y multivariado con SLR y SG en pacientes con CMTN.
SLR SG
Variable Analisis Univariado Analisis Multivariado Analisis Univariado Analisis Multivariado
HR (IC 95%) p-value HRIC95%)  p-value HR (IC 95%) p-value HR (IC95%) p-value
Estadio
11T Referencia
1\ i i 2.4 (1.2-4.7) 0.014* i
Mastectomia
Realizada Referencia Referencia Referencia Referencia
No Realizada 2.7(1.3-5.5) 0.007* 3.6(1.6-7.7) 0.001* 2.3(1.3-4.1) 0.004* 1.9(1.1-3.5) 0.037*
Recurrencia
No Referencia Referencia
Si 36.8(4.9-276.4) <0.001* ) 36.8(4.9-276.4) <0.001* -
RT a SNC
No Referencia Referencia Referencia Referencia
Si 3.73(1.9-7.3) <0.001* 2.6(1.3-5.5) 0.007* 3.5(1.9-6.3) <0.001* 2.4(1.3-4.5) 0.008*
Metastasis
Ninguna Referencia Referencia
Visceral 3.2(1.5-6.8) 0.004* 2.6 (1.4-5.1) 0.004*
No Visceral 3.7(1.03-13.5) 0.045* i 1.9 (0.5-6.5) 0.328 )
Ambas 3.3(1.2-9) 0.019* 2.9(1.2-7.1) 0.017*
Subtipos Moleculares
No-IM Referencia Referencia Referencia Referencia
™M 0.3(0.1-0.8) 0.011* 0.3(0.1-0.9) 0.031* 0.3(0.1-0.7) 0.007* 0.4(0.2-0.9) 0.038*
Metastasis a Hueso
No Referencia Referencia
Si 2.01(0.96-4.24) 0.065 i 1.6 (0.9-3) 0.124 )
Metastasis a Pulmén
No Referencia Referencia
Si 1.91(1-3.7) 0.054 i 2.2 (1.2-3.8) 0.007* )
Metastasis a Higado
No Referencia Referencia
Si 1.8(0.84-3.83) 0.13 i 2.3(1.3-4.1) 0.006* )
Metastasis a SNC
No Referencia Referencia
Si 4.74(2.3-9.8)  <0.001* i 4.5(2.3-8.5) <0.001* )

Supervivencia libre de recurrencia (SLR), Supervivencia global (SG), Hazard Ratio (HR), Radioterapia (RT),

Sistema Nervioso Central (SNC), Inmunomoduador (IM); * p < 0,05.
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5. Discusion

Aunque la inmunoterapia es actualmente una opcion de tratamiento para los pacientes con
CMTN en paises desarrollados, los datos recientes demuestran que el beneficio parece
limitado para los pacientes con PDL-1+ en el contexto de enfermedad avanzada y mas
recientemente en el escenario neoadyuvante (65,81,82). Sin embargo, dada la heterogeneidad
de los tumores de CMTN (20,21), existe una necesidad de definir con precision el
subconjunto de pacientes que podran ser beneficiados con inmunoterapia. La identificacion
de biomarcadores, especialmente con utilidad predictiva, puede ayudar a disefiar futuros
ensayos clinicos. Aunque se han desarrollado varios clasificadores moleculares para
delimitar la heterogeneidad de TNBC, ninguno se ha incorporado a la préctica clinica.
Ademas, se ha sugerido seleccionar terapias de acuerdo con cada subtipo de CMTN
(20,21,83). Desde entonces el subtipo IM se ha propuesto como un candidato potencial para
inmunoterapia (22,84,85); es por ello que en este estudio nos centramos en el subtipo IM. En

el cual, el 23.5% de nuestra cohorte de pacientes se clasifico dentro del subtipo IM.

Recientemente, Leisha y cols. informaron de un sub-analisis en el estudio IMPASSION 130
de acuerdo con tres subgrupos inmunitarios distintos: inflamado, excluido inmunitario y
desierto. El fenotipo inmune inflamado se ha correlacionado con una mayor tasa de
positividad de PD-L1+ en comparacién con los fenotipos inmunes excluidos y desierto.
Resultado que es similar a nuestros hallazgos. Los autores también informaron que hubo un
beneficio en la supervivencia con la inmunoterapia (HR 0,63, IC del 95 %: 0,49-0,81), que
no se observd en los fenotipos inmunes excluidos y desérticos (86) lo cual es alentador y

motiva a un mas los estudios de los subtipos inmunes de CMTN.

En este trabajo analizamos una cohorte de 68 pacientes con CMTN: 55 tuvieron una
clasificacion de Lehmann, 13 no pudieron ser categorizados por dicho algoritmo, por lo que
permanecieron sin clasificar. Los clasificados se agruparon segun su inmunomodulacién, IM
(n=16) y no-IM (n=39). Presentamos un analisis multidmico complementado con un analisis
clinico que contrasta el comportamiento de los pacientes IM frente a los que no lo son,
explorando genes codificadores de proteinas, ARN largos no codificantes intergénicos, TILs,

tasas de mutacion de ADN, patrones clinicos, histopatologicos y de supervivencia.
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El anélisis de la expresion génica de genes codificantes identifico una lista de 74 genes de
expresion diferencial, todos regulados al alza en el subtipo IM cuando fueron contrastados
con muestras no-IM. El andlisis de enriquecimiento del conjunto de genes revelo la via de la
B-catenina con el 20 % de los genes de nuestra lista. Ya habiendo sido asociada con cancer,
la sefializacion de Wnt/B-catenina interrumpe la inmunidad tumoral en la mayoria de los
nddulos linfaticos, incluidas las células T y el ciclo de las células tumorales, lo que facilita el
desarrollo del cancer y previene la infiltracion espontanea de células T en la mayoria de los
canceres humanos (87,88). Tanto la via candnica como la no canénica de Wnt/B-catenina son
esenciales para el desarrollo de la glandula mamaria (89) y para el crecimiento y la
diseminacion del cancer de mama (90). Un estudio reciente mostré que el inhibidor de -
catenina mejoro la infiltracion de células T sin influir en su proliferacion. Mientras tanto, su
sobreexpresion suprimio la expresion de las quimiocinas CXCR3 reclutadoras de células T
CXCL9/10/11 cambiando el microambiente tumoral a un fenotipo inflamado de células T
que potencia la eficacia de otras estrategias inmunoterapéuticas (91). Esto sugiere que la
sefializacion de Wnt/B-catenina podria mejorar potencialmente los resultados clinicos de los
pacientes con cancer al superar la resistencia primaria, adaptativa y adquirida a la
inmunoterapia (92). Por lo tanto, proponemos que la via Wnt/B-catenina se evaltie en futuros

estudios que exploren el efecto del tratamiento en combinacidon con inmunoterapia.

La evidencia acumulada indica que los IncRNA son biomarcadores alentadores involucrados
en la regulacion de la expresion génica y la biologia del cancer (93). Como IncKLHDC7B,
que participé como modulador transcripcional de sefiales proapoptdticas y evitd la migracion
celular y la invasividad (94). De acuerdo con la clasificacion de Lehmann, exploramos estas
moléculas no codificantes de proteinas a través de un analisis de expresion diferencial entre
el subtipo IM y los subtipos no-IM. El analisis identificd siete lincRNA asociados con el
subtipo CMTN-IM; este subtipo mostrd un mejor pronodstico en comparacion con los subtipos
no-IM. Nuestro estudio demostr6 un patron de expresion opuesto de la expresion de IncRNA
entre el subtipo IM y el tipo mesenquimatoso, ambos implicados en la regulacion inmune.
En este sentido, las células MSL promueven la inflamacién cuando el sistema inmunitario
no estd completamente activado o limitan la inflamacion si el sistema inmunitario esta
abrumado mientras lucha contra el cancer (95). De esos siete lincRNA, LINCO1550 y

LINCO00426 se identificaron como reguladores de la oncogénesis en tumores que no son de
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CM (96,97) y solo tres (LINC00173, LINC00861, LINC00312) se identificaron en CM (98—
100). Sin embargo, encontramos evidencia de asociacién en cuatro con respecto a la
regulacion inmune tumoral: LINC00426, LINCO00173, LINCO00861 y LINCO00312.
LINCO00426 se ha asociado con un aumento en los TIL CD8+ y la infiltraciéon de macréfagos
M2 (101). Dos mas, LINC00173 (102) y LINCO00861, regulan las vias de sefializacion
inmunitaria y los puntos de control inmunitarios, especificamente PD-1 y CTLA-4 (103);y
como discutimos mas adelante, CTLA-4 se encontr6 con alta expresion en el subtipo IM. La
sobreexpresion de LINC00312 ha sido reportada como un inductor de agresividad en tumores
(104) y se encontrd que estaba regulada a la baja en el subtipo IM en nuestro estudio, por lo
que podriamos asociar esta regulacion a la baja con un buen prondstico. Ademas, LINC00312
estd asociado con la via Wnt-B-catenina (105), que se enriquecid en el subtipo IM del andlisis
de genes codificantes, y LINC00173 también se ha informado como un regulador de la
expresion de B-catenina (106). Ademas, LINC00861 (107) y LINCO00312 (108) estan
asociados con la via PI3K/AKT, que a su vez estd asociada con la respuesta inmune (46).
También encontramos dos nuevos lincRNA regulados al alza en el subtipo CMTN-IM
LINC00854 y LINC00869, con poca o ninguna asociacién con la enfermedad o funcion
molecular. Por lo tanto, en conjunto, se sugiere estan implicados en la respuesta inmune
tumoral, sin embargo, se requieren mas estudios para aclarar su participacion en dichas vias

de senalizacion.

Por otro lado, las tasas de mutacion entre los subtipos IM y no-IM también mostraron
diferencias sustanciales. Destacamos dos genes debido a su relevancia para la respuesta del
sistema inmunitario y porque no se encontraron mutaciones en las muestras IM. Presentamos
CTNNBI (catenina B-1), un componente clave rip abajo de la via de sefializacién canonica
de Wnt (109-113); también se encontr6 relevante para explicar los resultados del andlisis
transcriptomico y discutir la regulacion del microambiente inmune del tumor. Otras vias son
las relacionadas con IDHI, la conversion anormal de 2-oxoglutarato a 2-hidroxiglutarato en
el sistema inmunitario innato. Aunque este tipo de mutaciones puede hacer que una proteina
sea mas efectiva o defectuosa; fue notable que los subtipos no-IM mostraron un peor
prondstico comparado con el subtipo IM considerando solo genes relevantes en cancer. Sin
embargo se necesitan mas estudios para aclarar la participacion de estos genes en el medio

inmunolégico.
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Con el objetivo principal de mejorar los avances en inmunoterapia para CMTN, en diversos
estudios se han exploraron los TILs y se han sido asociados con un mejor prondstico y valor
predictivo (40-43,59-64); sin embargo, todavia no esta claro qué tipos de células
inmunitarias contribuyen a obtener dichos resultados. En este sentido, nuestro estudio mostro
una mayor cantidad de células FOXP3-TILs infiltradas tanto en in¢t7 como en strml en el
subtipo IM. No obstante, tanto la infiltracion de FOXP3-TILs como de CD8-TILs se han
considerado dianas de inmunoterapia en tumores solidos (114). Dada la alta infiltracion de
células FOXP3-TILs (Tregs) en el subtipo IM, al mismo tiempo, mostramos una tendencia
hacia una infiltracion alta de células CD8-TILs (Thl). Ademas, las células T reguladoras
(Tregs) (115) se han asociado con un alto grado histologico, asi como con una SG y sobrevida
libre de enfermedad disminuidas en CMTN (116) principalmente a través de la participacion
del factor de crecimiento transformante (TGF-B) (117-119) producido por células tumorales
y Tregs, lo que mejora la proliferacion de Tregs y genera inmunosupresion en pacientes con

CM que no responden a la inmunoterapia (120).

Sin embargo, el aumento del niimero de Tregs intT se ha asociado con el estado de los
ganglios linfaticos y un mejor pronoéstico (121). Ergo, a través de este estudio, demostramos
que las células FOXP3-TILs (Tregs) son un buen factor de pronostico a través del anélisis de
SLR y SG en el subtipo IM. Aunque tal prondstico no se ha asociado con otros
biomarcadores, su pronéstico favorable se confirm6 en estudios previos (122). De esta
manera, las Tregs trabajan mejorando el pronéstico tumoral asociado con las células Th17
(123) a través del TGF-B, lo que provoca la diferenciacion al fenotipo Th17 de las células
CD4 (Th2) (en presencia de IL-6) (124) y Tregs (125). Entonces, las células Th17 pueden
adquirir caracteristicas similares a las de Thl (células ex-Th17 o células Thl no clasicas)
después de la activaciéon, mejorando la inmunidad antitumoral mediante sefales
proinflamatorias (126). El hecho de que las células Th17 promuevan o inhiban el desarrollo
del cancer depende del tumor (127). Por lo tanto, sugerimos la participacion de la respuesta
Th17 en el subtipo IM debido a la baja infiltracion de la respuesta Thl clasica, que se
esperaba que condujera tal comportamiento en nuestro estudio. Un estudio metagendomico
reciente encontrd que Th17 altos se asociaron con un buen prondstico en CMTN (128). De
esta manera, las células Th17 pueden causar la regresion tumoral de manera mas eficiente

que las células Th1 a través de una mejor memoria efectora (129—-132) y sinergizar con las
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células T CD8+ (133,134), lo que explica la tendencia de infiltracion de las células T CD8+
en el subtipo IM en este estudio. Por otro lado, la ciclofosfamida reduce las Tregs y aumenta
las respuestas Th1 y Th2 (135,136). Aqui el 50% de la poblacién recibi6 el farmaco, y no se
observo respuesta Thl ni Th2, estableciendo la participacion de otros linajes de células
inmunitarias como el eje Tregs/Thl17 regulado por TGF-f como se ha documentado
previamente (137-139), reforzando que otras subpoblaciones de células T mas alla las
respuestas Th1, Th2 y Tregs pueden controlar el comportamiento tumoral, en este estudio en

especifico, del subtipo IM.

Por otro lado, para ofrecer ICI para CMTN, se evalu6 inicialmente la expresion de ICp (140).
Encontramos una alta expresion de PD-L1 y CTLA-4 en células T intT y strml del subtipo
IM y una tendencia hacia una alta expresion de PD-1 en la infiltracion intT, lo que demuestra
el potencial de IM como candidato para inmunoterapia (20,83). Aunque la importancia
clinica de la ICp todavia se esta revisando en el TNBC, la expresion de PD-1 (141-143) se
ha relacionado con la expresion de PD-L1 (144). No obstante, las expresiones de PD-1y PD-
L1 se han considerado como biomarcadores predictores de la respuesta a la inmunoterapia

en el CMTN (145).

Dada la alta expresion de ICp en el subtipo IM, la expresion de strm/ PD-L1 en células
inmunes y la tincion positiva para CTLA-4 se asociaron con una menor mortalidad (145).
Asimismo, en nuestro estudio, el subtipo IM tuvo una SG mas prolongada. Ademas, los
niveles de tincién de ICps en CMTN no estan bien establecidos y varian entre los estudios.
Se informé que la positividad de PD-L1 estaba entre el 19% y el 64% (46,47,146). Aqui,
observamos 20% de muestras tumorales positivas para PD-L1, 30% de intT CTLA-4 y 9%
de expresion de strml CTLA-4 en el subtipo IM. De acuerdo con nuestros resultados, se

encontraron altos niveles de expresion de ARNm de ICp en el subtipo IM (54).

Se han asociado acontecimientos adversos particulares con la inmunoterapia (147); a veces,
sin un beneficio clinico claro, especialmente con ipilimumab (Anti-CTLA-4), donde las
toxicidades se han correlacionado con la respuesta antitumoral (148,149). Sin embargo, las
células Th17 y la IL-17 podrian desempefiar un papel esencial en la eficacia y toxicidad de
las ICI (150,151). Ese es el punto de tener en cuenta las células Th17 para estudios

posteriores. En este documento, observamos una alta positividad de la tincion CTLA-4 en
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pacientes con IM, lo que nos lleva a proponerlo como un tratamiento potencial para pacientes
con CMTN-IM. Estudios posteriores son necesarios para esclarecer dicha participacion en

cancer.

5.1 Limitaciones del estudio

Este estudio esta limitado por el tamano de la muestra, la naturaleza retrospectiva, unicéntrica
y los datos de una cohorte de pacientes no tratados con inmunoterapia. El tamafio de la
muestra también impide realizar un analisis de subconjunto de la asociacion de los niveles
de TILs y las puntuaciones de la firma inmunitaria con las caracteristicas clinicas y
mutaciones puntuales. Ademads, el uso de TMA puede incorporar algiin sesgo; sin embargo,
intentamos evitarlo tomando muestras de tres regiones representativas de cada tumor.
Finalmente, se necesita la validacion de estos resultados no solo a nivel retrospectivo a través
de aumentar la cohorte, sino también prospectivo para corroborar los hallazgos aqui
presentados y agilizar su traslacion a la clinica con el objetivo de proporcionar mas opciones

terapéuticas a las pacientes con perfiles moleculares aqui descritos.

6. Conclusiones

1. Se incluyeron un total de 68 pacientes con CMTN con una mediana de edad de 49.5
afios en el momento del diagnostico.

2. De los 68 pacientes incluidos en este estudio 14 (24,6%) tuvieron RpC y 43 (75,4%)
se fueron sometidos a mastectomia radical modificada.

3. 55 se clasificaron entre los subtipos IM y no-IM. El subtipo IM fue el mas comun en
nuestra cohorte de pacientes, encontrandose en 16/68 (23,5%) de las muestras
examinadas, seguido de los subtipos BL1 y BL2 encontrados en el 20% de los casos.

4. Observamos una mayor infiltracion int7T de CDS-TILs (Thl) en el subtipo IM, 20%
(95 % IC, 9.4-38.6) frente al 10% (IC 95%, 7.16-15.45), en comparacioén con el
subtipo no-IM, p=0.058.

5. Las células FOXP3-TILs mostraron diferencias estadisticas entre los subtipos IM y
no-IM, en ambos, 15% intT (95% CI, 8.49-23.21; p=0.004) y 40% strml (95% CI,
26.80-58.27; p=0.001).
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6.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Mostramos una tendencia hacia un mayor infiltrado intT de TILs PD-1+, 10% (95%
CI, 4.07-16.54) en el subtipo IM versus 2% en el subtipo no-IM (95% CI, 2.13-7.10),
p=0,051.

PD-L1 fue significativamente mayor en tumores IM (20% [IC 95%, 7,83-43,42]) que
tumores no-IM (5% [IC del 95%, 2,57-11,98; p=0,004]).

Para TILs CTLA-4+, se evaluo la tincion intT'y strml, y ambas fueron mayores en el

subtipo IM (9%; IC del 95%, 5,89-19,8) y (30%; IC del 95%, 13,18-36,07), en
comparacion con [3%, IC del 95%, (2,4-4,6); p<0,001] y [8%, IC del 95%, (6,99-
12,76); p=0,006], respectivamente.

Se encontraron 74 genes con expresion diferencial (DEG) al comparar muestras IM
versus no IM

El andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes de los genes expresados en el
grupo de IM, identifico procesos bioldgicos asociados con el sistema inmunologico
El andlisis de vias de senalizacion, muestra el enriquecimiento de la via de

senalizaciéon de la B-catenina en el 16% de los genes que identificamos como
expresados diferencialmente.

7 IncRNAs fueron encontrados expresados diferencialmente [6 regulados al alza (-)
y 1 regulado a la baja ()] basados en [FC| > 2 y un valor p <0.006 (LINC00173-,
LINC00854-, LINC00869-, LINC00426-, LINC00861-, LINC01550-, LINC00312 )
(Tabla 6).

Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) para
evaluar el efecto de los 7 ARN largos no codificantes intergénicos, los cuales separan
el subtipo IM del resto de los subtipos.

Encontramos 5 genes libres de mutaciones (GNAS, CTNNBI, IDHI1, IDH2,

MYOD1) y dos que podrian ser biomarcadores potenciales para inmunoterapia en
CMTN; CTNNBI (Catenina beta-1) e IDH1. Para IDH, no se encontraron mutaciones
para las muestras IM y el 50% de las muestras no-IM tenian este gen mutado. Para el
caso de IDH2, no se encontraron mutaciones en muestras del grupo IM y un 28% en
las muestras no-IM; todos menos uno eran intrénicos y el otro era una mutacion sin
sentido.

Las variables clinicas y patoldgicas asociadas con el subtipo de IM incluyeron
invasion vascular y baja probabilidad de metéstasis a pulmon, higado y sistema
nervioso central.
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16. El subtipo IM tuvo el prondstico mas favorable en la construccion de las graficas de
supervivencia global y supervivencia libre de progresion.

17. Después de ajustar por factores significativos en el andlisis univariado, el subtipo de
IM influyé positivamente en la SLR y la SG en pacientes con CMTN, lo que
representa un factor protector.
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