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Resumen  
 

Las pacientes con cáncer de mama triple negativo (CMTN) son tratadas con 

quimioterapia neoadyuvante debido a la ausencia de terapia dirigida. Sin embargo, 

el 30% de ellas no logran una respuesta patológica completa después del 

tratamiento y más del 90% de ellas fallecen debido a la aparición de metástasis. La 

respuesta diferencial en el tratamiento y el desarrollo de metástasis son atribuidas 

en parte a la heterogeneidad genética y la evolución tumoral de estos tumores. 

Actualmente, existe una dificultad persistente para el estudio de la evolución del 

CMTN debido a la dificultad para la obtención de muestras múltiples de seguimiento 

que permitan evaluar el perfil genómico y el efecto de la evolución tumoral. Por tal 

motivo, este trabajo tiene como objetivo central evaluar las alteraciones genéticas y 

la evolución tumoral de pacientes con CMTN agresivos que no respondieron a 

diferentes líneas de terapia. Se realizó la secuenciación masiva en paralelo de 

exomas, de 16 muestras totales de cuatro pacientes con falla terapéutica, que 

incluyen múltiples muestras de seguimiento, es decir, muestras tomadas en el 

momento del diagnóstico sin tratamiento previo, muestras después del tratamiento, 

así como metástasis a ganglios linfáticos y a la piel. Se identificó una notable 

heterogeneidad intrapaciente con una carga mutagénica tumoral variable. Se 

identificaron eventos mutacionales conductores tempranos en las pacientes con 

CMTN como la amplificación del gen MCL1. Las lesiones metastásicas tuvieron 

deleciones en RB1 y PTEN, así como las amplificaciones en TERT, AKT2 y CCNE1. 

Se identificaron 11 de 30 firmas mutagénicas descritas, de las cuales la firma 06 

(asociadas a defectos en la reparación del ADN por bases mal apareadas) y 12 (de 

etiología desconocida) fueron detectadas en cinco de seis muestras analizadas que 

corresponden a muestras de metástasis de piel y ganglios linfáticos. Por otro lado, 

el análisis filogenético mostró que las metástasis a ganglios linfáticos ocurren en un 

estadio temprano del desarrollo del CMTN en las pacientes analizadas. Finalmente, 

cada paciente tuvo de tres a ocho mutaciones que podrían ser blancos potenciales 

para el tratamiento dirigido. Este estudio demuestra la complejidad genómica y el 

desarrollo evolutivo del CMTN clínicamente agresivo, sugiere el desarrollo de 
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metástasis en etapas tempranas e identifica alteraciones genéticas específicas 

asociadas con una respuesta a terapias dirigidas potenciales. 
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Abstract 
 

In triple-negative breast cancer (TNBC), only 30% of patients treated with 

neoadjuvant chemotherapy achieve a pathological complete response after 

treatment and more than 90% die due to metastasis formation. The diverse clinical 

responses and metastatic developments are attributed to extensive intrapatient 

genetic heterogeneity and complex tumor evolution. For years, it has been 

challenging to study the evolution of TNBC due to the difficulty in obtention of follow-

up samples that allow evaluating the genomic profile and the tumor evolution. In this 

work, we aimed to evaluate genomic alterations and tumor evolution in TNBC 

patients with an aggressive disease. We sequenced the whole exome of 16 

malignant lesions from four patients who did not respond to diverse lines of therapy, 

and took several follow-up samples, including samples from tumors before and after 

treatment, as well as from the lymph nodes and skin metastases. We found 

substantial intrapatient genetic heterogeneity, with a variable tumor mutational 

composition. Early truncal events were MCL1 amplifications. Metastatic lesions had 

deletions in RB1 and PTEN, along with TERT, AKT2, and CCNE1 amplifications. 

Mutational signatures 06 and 12 were mainly detected in skin metastases and lymph 

nodes. According to the phylogenetic analysis, the lymph node metastases occurred 

at an early stage of TNBC development. Finally, each patient had three to eight 

candidate driving mutations for targeted treatments. This study delves into the 

genomic complexity and the phylogenetic and evolutionary development of 

aggressive TNBC, supporting early metastatic development, and identifies specific 

genetic alterations associated with a response to targeted therapies.  
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1. Introducción 

1.1  Cáncer 
 

El cáncer es un término genérico que se le da a un conjunto de enfermedades 

que se caracterizan por el crecimiento anormal de las células del cuerpo debido a 

la acumulación progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas en los genes 

conductores del cáncer, las cuales proporcionan ventajas de crecimiento selectivo 

a las células que las portan y consecuentemente su expansión clonal (Martincorena 

& Campbell, 2015; Vogelstein et al., 2013).  

El cáncer es un proceso de múltiples pasos que involucra cambios 

moleculares e histológicos a través del tiempo (figura 1). Uno de los modelos que 

ha servido para explicar el desarrollo tumoral, es el cáncer colorrectal (CCR). Estos 

tumores se originan a partir de una mutación inicial inactivante del gen APC, la cual 

permite la formación de focos de criptas aberrantes, las primeras lesiones 

precursoras para el desarrollo del CCR. El segundo alelo de APC se pierde por 

deleción del locus o sufre una mutación de pérdida de función, causando la 

inactivación bialélica del gen. Un segundo evento de mutación en KRAS es 

requerido para la formación de microadenomas, y en la etapa localmente avanzada, 

se genera una serie de mutaciones en PIK3CA y TGF-𝛽, así como la alteración en 

diferentes vías de señalización que promueven la invasión de estas células 

tumorales a la matriz extracelular y favoreciendo la formación de metástasis hacia 

órganos locales o distantes (Martincorena & Campbell, 2015; Vogelstein et al., 

2013). Por otra parte, el desarrollo de modelos que ejemplifiquen la evolución 

tumoral en los tumores de mama son complejos debido a la alta heterogeneidad 

intertumoral presente en estos pacientes. 
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Figura 1. Alteraciones genéticas y cambios histológicos en el desarrollo del cáncer colorrectal. Se 
presentan las alteraciones genéticas y las vías de señalización (parte superior) afectadas en el CCR, los 
cambios a nivel histológico (en medio), así como el tiempo necesario para la formación del tumor (parte inferior). 
Imagen tomada de Vogelstein et al., 2013. 

 
Por otra parte, el número y el tipo de alteraciones genéticas encontradas en 

una muestra tumoral es variable; depende del tejido afectado y los procesos 

mutagénicos que han operado en ella. Por ejemplo, el melanoma cutáneo y los 

tumores de pulmón contienen el número más alto de mutaciones puntuales e 

inserciones y deleciones (indels) debido a la exposición a los mutágenos luz 

ultravioleta y al cigarro, respectivamente; en comparación con los tumores 

pediátricos como el glioblastoma, el neuroblastoma o las leucemias que presentan 

el número más bajo de mutaciones puntuales e  indels (Martincorena & Campbell, 

2015; Vogelstein et al., 2013) (figura 2). Más del 95% de las mutaciones 

encontradas en los tumores son variaciones de un solo nucleótido (SNV, por sus 

siglas en inglés) y el resto son indels, así como variaciones en el número de copias 

(CNV, por sus siglas en inglés) (Martincorena & Campbell, 2015; Vogelstein et al., 

2013). Los estudios clásicos sugieren que los tumores se forman a partir de la 

adquisición de más de 6 mutaciones en diferentes genes conductores del cáncer 

(Armitage & Doll, 1954; Nordling, 1953), sin embargo, los modelos matemáticos y la 

secuenciación masiva han establecido que para la formación del CCR, de pulmón y 

tumores de mama sólo se necesitan tres mutaciones en diferentes genes 

conductores del cáncer (Anandakrishnan et al., 2019; Tomasetti et al., 2015).  

Figura 2.  Mutaciones somáticas y procesos mutagénicos en diferentes tipos de neoplasias. a) La imagen 
muestra el número de total mutaciones somáticas por genoma y exoma encontradas en diferentes tipos de 

Thus, both exogenous and endogenous muta-
tional processes contribute to different cancers
to various extents. Although in some tissues
the mutations and incidence of cancer are dom-
inated by exposure to external mutagens (8),
intrinsic factors—such as the number of cell di-
visions in a tissue—seemingly dominate other
cancer types (8, 11) (Fig. 1A).

Signatures of mutational processes
in cancer genomes

Different mutational processes leave idiosyn-
cratic patterns of mutations, termed “muta-
tional signatures.” These patterns allow us to

identify known and novel mutational processes
and quantify their action on a cancer genome
(8). Features that can characterize the action
of a given mutational process are: (i) the type
of mutations observed, (ii) local sequence con-
text, (iii) distribution across the genome, (iv)
evidence of repair, and (v) timing during cancer
evolution.
Often, a mutational process will cause only

one type of somatic mutation; for example, the
carcinogen aristolochic acid causes A>T base
substitutions almost exclusively (12). In contrast,
the loss of the homologous recombination genes
BRCA1 or BRCA2 in breast, ovarian, and pan-

creatic cancers is associated with a distinctive
pattern of base substitutions, medium-sized in-
dels, and larger chromosomal duplications and
deletions (13).
Mutations are often enriched in specific local

sequence contexts. For example, UV light induces
pyrimidine dimers, whose erroneous repair leads
to C>T mutations at CpC or TpC dinucleotides
(Fig. 1B). For mutations induced by enzymatic
damage, the local sequence context derives from
properties of the enzyme. One of the most wide-
spread mutational signatures in human can-
cers is due to off-target modification of DNA
by the APOBEC family of proteins (8, 13), which

1484 25 SEPTEMBER 2015 • VOL 349 ISSUE 6255 sciencemag.org SCIENCE

Fig. 1. Spectrum of somatic mutations in cancer genomes. (A) Mutation
burden in 20 tumor types and relative contribution of different mutational
processes. For each tumor type, samples were divided into deciles on the
basis of their mutation burden. (Top) The median mutation burden is shown

as a dot plot (substitutions and small indels); orange bars denote the median burden of all samples. AML, acute myeloid leukemia. (Bottom) The mean percentage
contribution of different mutation signatures is depicted by stacked bars. Data are from The Cancer Genome Atlas (TCGA) (http://cancergenome.nih.gov/)
(top) and L. B. Alexandrov [updated from (8)] (bottom) and are visualized as in (8, 9). (B) Context-dependent mutation spectrum of several mutational
signatures found in cancer genomes [COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) database (26)]. Heat maps show relative rates per trinucleotide.
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head and neck squamous cell carcinoma (HNSC) the minimum RMSD for the 4-hit model is
2.03 compared to 2.06 for the 5-hit model. To assess the effect of a mix of different number of
hits, we identified the optimal pairwise combination of hits from two to nine for each cancer
type. The combined probability for a mix of a% hi-hits and (100-a)% hj-hits was calculated as
Phihj = (a.Phi + (100 − a).Phj)/100. The RMSD between the actual and calculated distributions
were lower in all cases with the maximum RMSD being reduced from 2.1 to 1.7 (Table 1). For
THCA, for example, a mix of 40% 3-hit combinations and 60% 8-hit combinations fit the dis-
tribution with RMSD of 0.85 compared to the 5-hit combination with RMSD 1.69. For PRAD,
a mix of 30% 6-hit combinations and 70% 8-hit combinations fit the distribution with RMSD

Fig 4. Graphical summary of estimated number of hits by cancer type. Derived from the public domain image by M
Haggstrom (2014).
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tumores, y los procesos mutagénicos que han sido asociados a ellos. (b) El número de alteraciones requeridas 
para la formación de diferentes tipos de tumores. Imágenes tomadas de Martincorena & Campbell, 2015 y de 
Anandakrishnan et al., 2019. 

Las células tumorales presentan características o sellos distintivos que 
adquieren durante el desarrollo tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011). Estas 
características se describen a continuación. 

• Mantenimiento de la señalización proliferativa. El rasgo fundamental de las 

células tumorales es el mantenimiento de proliferación crónica que se genera 

mediante diferentes mecanismos que actúan simultáneamente. Por ejemplo, 

las células tumorales pueden producir y secretar ligandos de factores de 

crecimiento por sí mismas, generando señales autocrinas de proliferación. 

También, las células malignas envían señales a las células normales dentro 

del estroma asociado al tumor para estimular la secreción de factores de 

proliferación. Por otra parte, la señalización de receptores de membrana 

puede ser desregulada mediante la elevación de sus niveles de expresión en 

las células tumorales o a través de su activación constitutiva o de los 

componentes río debajo de la vía, mediante mutaciones en regiones 

hipermutables (hot spots). 

• Evasión de vías de regulación del crecimiento. Las células tumorales evaden 

los programas que regulan de manera negativa la proliferación celular. Varios 

de estos programas dependen de las acciones de los genes supresores de 

tumor como RB1 y TP53, los cuales funcionan como nodos de control central 

dentro de dos circuitos reguladores celulares complementarios que definen 

la activación de vías proliferativas o de programas moleculares de 

senescencia y apoptosis. 

• Resistencia a la muerte celular programada (apoptosis). Las células 

tumorales desarrollan una gran variedad de estrategias moleculares para 

evadir la apoptosis. Algunos de los mecanismos por los cuales evaden la 

apoptosis son: la pérdida de la función de TP53, lo que elimina el sensor de 

daños críticos del circuito que induce la apoptosis; la sobreexpresión de 

reguladores antiapoptóticos como Bcl-2 y Bcl-XL; la sobreexpresión de 

señales de sobrevivencia (por ejemplo, Igf1/2); o la baja expresión de 

factores proapoptóticos como Bax, Bim y Puma.  
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• Incremento en la capacidad replicativa. Las células normales tienen un 

número de limitado de ciclos de crecimiento y división celular, conocido como 

el límite de Hayflick (40-60 veces). En contraste, las células tumorales 

requieren un potencial replicativo ilimitado para generar tumores 

macroscópicos. El control del potencial replicativo ha sido asociado a dos 

diferentes barreras de la proliferación: (i) la senescencia, un estado no 

proliferativo pero viable, y (ii) la crisis, que promueve la muerte celular. Por 

otra parte, la sobreexpresión de los componentes de la telomerasa aumenta 

permite la proliferación celular y la resistencia a la apoptosis. 

• Angiogénesis. Los tumores requieren sustratos en la forma de nutrientes y 

oxígeno, así como la capacidad para eliminar desechos metabólicos y dióxido 

de carbono. La neovasculatura generada por la activación del proceso de 

angiogénesis, cubre estas necesidades. Los principales factores que 

estimulan la angiogénesis son los factores de crecimiento vascular endotelial, 

sobreexpresados durante la hipoxia y por las señales oncogénicas, y la 

trombospondina 1, un contrapeso clave durante el cambio angiogénico. 

• Invasión y metástasis. La invasión y metástasis son procesos de múltiples 

pasos, en los cuales ocurre una sucesión de cambios biológicos, iniciando 

con la invasión local, la intravasación de las células tumorales a los vasos 

sanguíneos y ganglios linfáticos, el tránsito y sobrevivencia de las células 

tumorales aisladas o en grupos a través del sistema linfático y sanguíneo, la 

extravasación, y finalmente la colonización de estas células tumorales a los 

sitios locales o distantes. 

Adicionalmente, se han propuesto dos características más de las células 

tumorales: (i) la desregulación energética, principalmente la del metabolismo de 

glucosa; y (ii) la evasión de la destrucción celular por el sistema inmune, el cual 

reconoce y elimina a las células tumorales. Todas estas características que 

presenta el cáncer se podrían englobar en dos categorías generales que 

contribuyen a la adquisición de todas las anteriores: i) la promoción del tumor 

mediada por la inflamación y la ii) inestabilidad genómica causante del aumento de 
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la tasa de mutaciones, alterando la función celular y contribuyendo a la progresión 

del tumor. En conjunto, estas características moleculares y celulares hacen que el 

desarrollo tumoral sea un proceso complejo, orquestado por diferentes alteraciones 

genéticas, epigenéticas, metabólicas, inmunológicas y cambios a nivel histológico 

que se reflejan en estos sellos distintivos del cáncer (figura 3). 

Figura 3. Características distintivas del cáncer. Las células tumorales presentan diferentes características 
que van adquiriendo a través del tiempo. Estas características permiten a las células tumorales crecer, 
reproducirse y desarrollar metástasis. Imagen tomada y modificada de Hanahan y Weinberg 2011. 
 

1.2  Epidemiología del cáncer de mama 
 

El cáncer de mama (CM) es la neoplasia con mayor frecuencia en la 

población mundial y mexicana. En el reporte epidemiológico realizado por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 2020, se reportaron 19,292,789 

nuevos casos y 9,958,133 muertes por cáncer a nivel mundial (Sung et al., 2021), 

figura 4. De acuerdo con el tipo de tumor, el CM fue la principal neoplasia maligna 

con la mayor tasa de incidencia y la quinta con la mayor tasa de mortalidad tanto en 

hombres como en mujeres. Esto significa que se detectaron 2,261,419 casos 

(11.7% de todos los casos de cáncer) y fallecieron 684,996 pacientes (6.9% de 

todos los casos de cáncer) a nivel global. En cuanto a la población mexicana, se 

detectaron 195,499 nuevos casos y 90,222 muertes por todos los tipos de cáncer, 

de los cuales el CM presentó la mayor tasa de incidencia y mortalidad. De acuerdo 
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a estos datos, se reportaron 29,929 nuevos casos (15.3% de todos los casos de 

cáncer) y 7,931 muertes (8.8% de todos los casos de cáncer). Estos datos 

epidemiológicos indican que los tumores de mama representan un problema de 

salud pública a nivel mundial y en nuestra población mexicana. 

  

Figura 4. Incidencia y mortalidad del cáncer a nivel mundial y en México para ambos sexos. a) Incidencia 
y b) mortalidad del cáncer a nivel mundial; c) incidencia y d) mortalidad del cáncer en México. Imágenes tomadas 
de la base de datos de GLOBOCAN (https://gco.iarc.fr/). 

1.3  Cáncer de mama 
 

El CM es una enfermedad heterogénea que comprende numerosas entidades 

clínicas que difieren a nivel histológico, biológico y clínico (Ng et al., 2015). 

Clínicamente, los tumores de mama se clasifican con base en la expresión de tres 

receptores farmacológicos mediante inmunohistoquímica y FISH: (i) receptores de 

estrógenos (RE), (ii) receptores de progesterona (RP), que son diagnósticas por 

inmunohistoquímica y (iii) el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 
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(HER2), (figura 5). En este sentido, los tumores de mama que expresan RE y RP 

son considerados tumores de mama positivo a receptores hormonales, por el 

contrario, los tumores que no expresan RE, RP y HER2 son denominados como 

cáncer de mama triple negativo (CMTN).  

Figura 5. Características clínicas y moleculares del cáncer de mama. La imagen muestra la clasificación y 
las características clínicas de los tumores de mama, los tratamientos asociados a cada subtipo y las mutaciones 
detectadas en cada uno de ellos. Imagen tomada y modificada de  (Harbeck et al., 2019) 

Las pacientes que expresan receptores hormonales presentan un bajo grado 

histológico (baja formación de microtúbulos; pleomorfismo nuclear pequeño, regular 

y uniforme en la mayoría de los casos, así como un bajo índice mitótico), tratadas 

con terapias endocrinas o inhibidores de la aromatasa y tienen el mejor pronóstico, 

ya que la sobrevida global de los pacientes es del 95% a los 5 años de su 

diagnóstico. Las pacientes que expresan HER2 pueden tener un alto o bajo grado 

histológico y el tratamiento más efectivo con terapia dirigida (trastuzumab) contra 

este receptor. Estas pacientes tienen una sobrevida global del 50% a los 5 años de 

su diagnóstico. Por el contrario, las pacientes con CMTN tienen el peor pronóstico 

de todos los subtipos clínicos, presentan un alto grado histológico, pueden ser 

tratadas con quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos que se combinan con 

otras quimioterapias convencionales. Las pacientes con CMTN tienen una 

sobrevida global del 30% a los 5 años de su diagnóstico (Bergin & Loi, 2019; 

Bianchini et al., 2016).  
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En términos de alteraciones genéticas, los tres subtipos de CM presentan 

mutaciones en TP53 y PIK3CA, con frecuencias alélicas mutantes variadas. Sin 

embargo, cada subtipo presenta mutaciones específicas en algunos genes. Por 

ejemplo, las pacientes con receptores hormonales frecuentemente desarrollan 

mutaciones en GATA3 y ESR1. Por el contrario, los tumores de mama triple 

negativo se asocian más a mutaciones en BRCA1/2 (Cancer Genome Atlas 

Network, 2012). 

1.4  Clasificación molecular del cáncer de mama triple negativo 
 

La única opción de tratamiento para el CMTN es la quimioterapia 

neoadyuvante y con la finalidad de entender las bases moleculares de esta 

neoplasia y ampliar las opciones terapéuticas, varios grupos de investigadores 

clínicos y moleculares lo han clasificado en diferentes subgrupos basados en 

estudios genómicos y transcriptómicos (Curtis et al., 2012; Lehmann et al., 2011; 

Perou et al., 2000). En 2000, Perou y colaboradores realizaron una subclasificación 

basada en diferencias en la expresión genética intrínseca de los tumores de mama 

y que resultó en 5 subgrupos: (i) Luminal A, caracterizado por la expresión de RE+, 

HER2-, expresión de redes de señalización de RE y citoqueratinas de bajo peso 

molecular CK8/18; (ii) Luminal B, por RE+, HER2+/-, expresión de redes de 

señalización de RE y genes asociados a la proliferación celular; (iii) HER2, por 

HER2+, RE +/-, sobre-expresión o amplificación de HER2 y sobreexpresión de los 

genes en el cromosoma 17q.22.24; (iv) basal-like, frecuentemente triple negativo, 

presentan un alto grado molecular y expresión de marcadores mioepiteliales (EGRF, 

CK5/6, ck14), c-kit y FOXC1 y (v) Normal-like, caracterizado por RE-/+, HER2-, bajo 

grado histológico y expresión de genes mioepiteliales y adiposos, baja expresión de 

genes luminales, agrupados con fibroadenomas y muestras de mama normal  

(Perou et al., 2000). Las mutaciones encontradas en tumores de mama usando esta 

clasificación fueron variables y con frecuencias alélicas mutantes diferentes, con la 

excepción del normal-like. El Luminal A se caracterizó por mutaciones en PIK3CA 

(45%), GATA3 (14%), MAP3K1 (13%), TP53 (12%) y CDH1 (9%). Por su parte, el 

subtipo Luminal B presenta mutaciones en PIK3CA (29%), TP53 (29%) y GATA3 



 

   
 

12 

(15%). Los tumores HER2+ tienen mutaciones en TP53 (72%) y PIK3CA (39%). El 

subtipo Basal-like presenta alteraciones genéticas en TP53 (80%) y PIK3CA (9%), 

así como mutaciones en otros genes conductores con una frecuencia alélica 

mutante menor del 5% (Cancer Genome Atlas Network, 2012). 

Por otra parte, en el 2011 Lehmann y colaboradores clasificaron al CMTN en 

seis subtipos, con base en la expresión de genes evaluada por ensayos de 

microarreglos de expresión. Este estudio mostró 2 subtipos tipo basal, basal-like, 

(BL1 y BL2, por sus siglas en inglés), un subtipo inmunomodulador (IM, por sus 

siglas en inglés), un subtipo mesenquimal (M, por sus siglas en inglés), un subtipo 

mesenquimal stem-like (MSL, por sus siglas en inglés) y un subtipo luminal con 

expresión de receptores de andrógeno (LAR, por sus siglas en inglés) (Lehmann 

et al., 2011). Cada subtipo presentó características moleculares, clínicas y de 

respuesta terapéutica diferentes. El subtipo BL1 tuvo una elevada expresión de 

genes asociados al ciclo celular y respuesta al daño al DNA, mientras que el BL2 

mostró enriquecimiento de marcadores mioepiteliales y factores de crecimiento. El 

subtipo IM expresa genes que codifican para antígenos inmunes y citocinas. El 

subtipo M y MSL comparten una expresión elevada de genes asociados a la 

transición epitelio mesenquima y vías de factores de crecimiento, sin embargo, el 

subtipo MSL presenta una baja expresión de genes involucrados en la proliferación 

celular con respecto al subtipo M. El subtipo LAR se caracterizó por la expresión de 

genes luminales y por una alta dependencia a la señalización mediada por el 

receptor de andrógenos. Empleando esta clasificación, se probó la respuesta al 

tratamiento con quimioterapia agentes neoadyuvantes (NAC, por sus siglas en 

inglés) en pacientes con CMTN usando antraciclinas y ciclofosfamidas seguido por 

taxanos. La respuesta al tratamiento fue variable entre los subtipos, por ejemplo, los 

pacientes con el subtipo BL1 lograron la respuesta patológica completa (pCR, por 

sus siglas en inglés) más alta (en el 52% de los pacientes), mientras que el subtipo 

BL2 y LAR tuvieron la pCR más baja, 0 y 10%, respectivamente. Este estudio puso 

de manifiesto la notable heterogeneidad molecular del CMTN. 
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En el 2012, Curtis y colaboradores clasificaron al CM en 10 subtipos 

moleculares (IntClust) combinando datos genómicos y transcriptómicos (Curtis 

et al., 2012). El subtipo IntClust 1 se caracterizó por la amplificación en 17q23, 

presentó grado histológico alto y una inestabilidad genómica alta. IntClust 2 por 

amplificación en 11q13/14, sin características clínicas distintivas y una inestabilidad 

genética alta. IntClust 3 por falta de número de copias, grado histológico bajo y una 

inestabilidad genómica baja. El subtipo IntClust 4 no mostró alteraciones de CNV, 

tuvo grado histológico bajo y una inestabilidad genómica reducida. IntClust 5 mostró 

amplificaciones en HER2, diagnóstico a edad temprana, grado histológico alto y una 

inestabilidad genética intermedia. IntClust6 presentó amplificaciones en 8p12, sin 

características clínicas distintivas y una inestabilidad genómica alta. El subtipo 

IntClust 7 se caracterizó por la ganancia en 16p, pérdida en 16q y amplificación en 

8q, así como por pacientes diagnosticadas a una edad avanzada, tumores con 

grado histológico alto y con inestabilidad genómica intermedia. El subtipo IntClust8 

tuvo ganancia de 1q, perdida de 16q, diagnóstico a edad avanzada, grado 

histológico bajo y una inestabilidad genética intermedia. El subtipo IntClust9 mostró 

ganancia de 8q, amplificación de 20q, grado histológico alto y una inestabilidad 

genómica alta. El último subtipo, IntClust10, presentó perdida de 5q, ganancia de 

8q, 10p y 12p, diagnóstico a edad temprana, grado histológico alto, tumores grandes 

y una inestabilidad genómica intermedia. Dentro de esta clasificación, los tumores 

de mama triple negativo se agruparon en los subtipos InstClust4 e InstClust 10. 

Todas las clasificaciones representadas en estos estudios reflejan que el CM 

es muy heterogéneo y especialmente el CMTN es una entidad clínica y molecular 

compleja. Aunque para fines de establecimiento de pronóstico y de respuesta al 

tratamiento, el CMTN se ha clasificado con base en la nula expresión de tres 

receptores farmacológicos, a nivel molecular este subtipo es altamente 

heterogéneo, presentando, según el estudio de Lehmann (2011), hasta seis 

subtipos. 
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1.5  Heterogeneidad intratumoral e intertumoral en el cáncer de mama 
triple negativo 

 
Los tumores de mama triple negativos presentan una amplia heterogeneidad 

intratumoral e intertumoral. La heterogeneidad intratumoral (ITH, por sus siglas en 

inglés) consiste en que en dentro de diferentes regiones anatómicas de un tumor 

existen diferentes subclonas o poblaciones de células tumorales, que difieren tanto 

a nivel molecular como a nivel fenotípico. En la heterogeneidad intertumoral, estas 

diferencias se observan entre las distintas pacientes. 

Los tumores de mama triple negativo presentan una respuesta baja al 

tratamiento con la NAC, en parte debido su alta ITH. A nivel genómico, se ha 

observado que el CMTN presenta en promedio 1.6-5.5 mutaciones somáticas por 

mega base en la región codificante, alrededor de 60 mutaciones somáticas 

codificantes por cada caso (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Kandoth et al., 

2013; Rojas-Jiménez et al., 2020; Vaca-Paniagua et al., 2015). Sin embargo, la 

carga mutagénica en estos tumores no es uniforme, algunos de ellos pueden 

presentar una carga mutagénica alta de hasta 6.2 mutaciones somáticas por mega 

base en la región codificante (Kandoth et al., 2013; Rojas-Jiménez et al., 2020). 

En el 2012, el consorcio de la TCGA realizó la secuenciación de exomas de 

507 tumores de mama que incluyeron tumores positivos a RE, RP y HER2, así como 

tumores de mama triple negativo. Todos los subtipos de CM presentaron 

heterogeneidad intertumoral. En el caso del CMTN, las SNV más frecuentes fueron 

en TP53 (80%), PIK3CA (10% ) y una serie de mutaciones con una frecuencia de 

menos del 5% (Cancer Genome Atlas Network, 2012). En ese mismo año, Shah y 

colaboradores realizaron la secuenciación de genoma y exoma completo de 65 

pacientes con CMTN sin tratamiento previo y observaron la misma heterogeneidad 

intertumoral presente en el trabajo de la TCGA, siendo TP53 (62%) el gen más 

mutado, seguido de PIK3CA (10.2%), USH2A (9.2%), MYO3A (9.2%), PTEN y RB1 

(7.7%), además de otros genes con menor frecuencia (Shah et al., 2012). Este 

trabajo mostró que las mutaciones en TP53 son eventos tempranos en el CMTN. 
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Por otra parte, Wang y colaboradores en el 2014 realizaron la secuenciación 

de célula única en 3 pacientes RE+ y 1 paciente con CMTN. Las pacientes con RE+ 

mostraron homogeneidad en términos de SNV y CNV, sin embargo, en la paciente 

con CMTN encontraron ITH, ellos identificaron tres poblaciones que compartieron 

una serie de SNV y CNV, a su vez, cada una de ellas presentó diferentes SNV y 

CNV (Y. Wang et al., 2014). Estos estudios describen ampliamente la 

heterogeneidad presente en los tumores de mama triple negativo. 

1.6  Firmas mutagénicas presentes en el cáncer de mama triple negativo 
 
 Diferentes procesos mutagénicos operan durante el desarrollo de un tumor. 

Estos procesos mutagénicos pueden ocurrir por la exposición a mutágenos 

exógenos (por ejemplo, la luz ultravioleta y/o los compuestos genotóxicos del humo 

de tabaco) o por mecanismos endógenos (como mutaciones somáticas asociadas 

a la edad, el estrés oxidativo, entre otros). Estos procesos mutagénicos dejan 

huellas o patrones específicos en el genoma, los cuales son conocidos como firmas 

mutagénicas (Alexandrov et al., 2013). En el estudio realizado por Alexandrov y 

colaboradores en el 2013, describieron 30 firmas mutagénicas en un contexto de 96 

trinucleótidos, cada una de ellas asociadas a diferentes procesos mutagénicos. 

 Las firmas mutagénicas que se han encontrado en los tumores de mama 

incluyen: las firmas 1 y 5 (asociadas a la edad) presentes en el 75% de los tumores 

de mama; la firma 3 (asociada a defectos en la reparación del DNA por 

recombinación homóloga), presente en el 20% de los casos, sin embargo, se ha 

encontrado que en los pacientes con CMTN este porcentaje se eleva hasta un 75%; 

las firmas 2 y 13 (asociadas a la actividad de las enzimas APOBEC, por sus siglas 

en inglés apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic) se encuentran con 

frecuencias superiores al 75% de los casos; las firmas 6, 20 y 25 (asociadas a 

defectos en la reparación del DNA por bases mal apareadas); y las firmas 17, 18 y 

30 (de etiología molecular desconocida), las cuales están presentes en menos del 

10% de los casos (Nik-Zainal & Morganella, 2017). 
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Todas estas firmas identificadas en el CMTN pueden actuar de manera 

individual o conjunta durante las diferentes etapas del desarrollo tumoral. Las 

frecuencias pueden variar a medida que se detecten otras firmas mutagénicas, es 

decir, durante la detección del CM las firmas 1 y 5 son las que se presentan con 

mayor frecuencia, a medida que va progresando la enfermedad otros procesos 

mutagénicos son activados, los cuales modifican la frecuencia de las firmas 

anteriormente mencionadas, manteniéndolas a una baja frecuencia. 

1.7  Factores de riesgo para el cáncer de mama 
 

El CM es una enfermedad multifactorial y está asociada a diferentes factores 

causales, que pueden ser ambientales, genéticos y de comportamiento. Varios 

estudios epidemiológicos han demostrado que muchos factores pueden influir en el 

desarrollo de esta neoplasia como la edad, el estilo de vida y las mutaciones 

germinales, entre otras (Martincorena & Campbell, 2015). 

1.7.1 Edad 
 

La edad es un factor de riesgo para el desarrollo de cualquier tipo de cáncer. 

El riesgo de sufrir algún tipo de cáncer antes de los 40 años es aproximadamente 

del 2%, sin embargo, a los 80 años el riesgo puede aumentar hasta el 50% 

(Martincorena & Campbell, 2015). La incidencia de algunos tumores se eleva 

aproximadamente a la cuarta o hasta la sexta potencia en función de la edad. 

Teniendo en cuenta sólo la edad como factor de riesgo, los tumores de mama 

presentan un riesgo acumulado del 2% a los 40, 5% a los 60 y 15% a los 80 años 

de edad (Martincorena & Campbell, 2015). 

1.7.2 Historia familiar y predispoción genética 
 

Aproximadamente un cuarto de los tumores de mama está relacionados a la 

historia familiar. Las mujeres que tienen parientes cercanos con CM son más 

propensas a desarrollar esta neoplasia. En un estudio realizado en Reino Unido con 

una cohorte de más de 113,000 mujeres, se encontró que las mujeres con una 

pariente de primer grado con CM tienen 1.77 veces la probabilidad de desarrollar 
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CM (95% CI, 1.58-1.97, p < 0.0001) en comparación con aquellas que no tienen 

parientes con esta neoplasia. El riesgo puede aumentar 2.52 veces (95% CI, 1.83-

3.47, p < 0.0001) si la paciente tienen dos o más parientes cercanos con CM (Brewer 

et al., 2017).  

La historia familiar que predispone al desarrollo de CM es atribuida 

principalmente a mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM, CHEK2, 

BARD1, RAD51C, RAD51D, TP53, entre otros (Breast Cancer Association 

Consortium et al., 2021; C. Hu et al., 2021). Recientemente, se reevaluó el riesgo 

asociado en genes que predisponen al CM en dos estudios diferentes, uno realizado 

por el consorcio del CM (Breast Cancer Association Consortium et al., 2021) con 

una cohorte de 113,000 pacientes y otro por Hu y colaboradores en una cohorte de 

aproximadamente 65,000 pacientes (C. Hu et al., 2021) basado en paneles de 

genes. El consorcio de CM encontró 5 genes asociados con un riesgo significativo 

alto para el desarrollo de CM, BRCA1 con una razón de momios de 10.57 (8.02-

13.93), BRCA2 con 5.85 (4.85 -7.06), PALB2 con 5.02 (3.73-6.76), CHEK2 con 2.54 

(2.21-2.91) y ATM con 2.10 (1.71-2.57). Adicionalmente, se encontraron otros 7 

genes con evidencia moderada para el desarrollo del CM como BARD1 razón de 

momios de 2.09 (1.35 - 3.23), RAD51C de 1.93 (1.20 – 3.11), RAD51D de 1.8 (1.11-

2.94), PTEN de 2.25 (0.85 - 6.00), NF1 de 1.76 (0.96 - 3.21), TP53 de 3.06 (0.63 - 

14.91) y MSH6 de 1.96 (1.15 - 3.33).  

Los resultados obtenidos por Hu y colaboradores fueron similares a los del 

estudio realizado por el consorcio de CM, dos genes fueron asociados con un alto 

riesgo para CM, BRCA1 con una razón de momios de 7.62 (5.33-11.27) y BRCA2 

con 5.23 (4.09-6.77). Las variantes patogénicas en PALB2 y CHEK2 fueron 

asociadas con un riesgo moderado, con una razón de momios de 3.83 de (2.68-

5.63) y 2.47 (2.02-3.05), respectivamente. 

1.7.3 Factores de historia de vida 
 

Los factores de historia de vida como la menarca temprana, la menopausia 

tardía, el primer embarazo a una edad tardía y la nuliparidad incrementan el riesgo 
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de CM. Se ha estimado que por cada año de retraso en la menopausia se 

incrementa el riesgo de desarrollar CM en un 3%. Por el contrario, por cada año de 

retraso en la menarca o por cada nacimiento adicional se disminuye el riesgo de CM 

hasta un 5% y 10%, respectivamente (Dall & Britt, 2017). Los factores reproductivos 

están fuertemente asociados con el estado de los RE, con diferencias en las 

razones de momios entre CM con RE+ y RE- para la paridad (OR: 0.7 vs 0.9 para ≥ 

3 nacimientos vs nuliparidad) y la edad del primer nacimiento (OR: 1.6 vs. 1.2 a la 

edad ≥ 30 vs <25 años) (Rosato et al., 2014) 

1.7.4 Estilo de vida  
 

El estilo de vida puede predisponer a la formación de diferentes tipos de 

tumores malignos. El consumo de alcohol y grasas pueden incrementar el riesgo de 

desarrollar CM. El consumo de alcohol puede elevar los niveles de hormonas 

relacionadas al estrógeno en la sangre y desencadenar la vía de receptores de 

estrógeno. Un meta análisis basado en 53 estudios epidemiológicos indicó que la 

ingesta de 35-44 gramos de alcohol por día puede aumentar el riesgo de CM en un 

32%, con un incremento del 7.1 en el riesgo relativo por cada 10 gramos adicionales 

de alcohol por día (Hamajima et al., 2002). Por otra parte, muchos estudios sugieren 

que una mayor ingesta de ácidos grasos saturados antes del diagnóstico se ha 

asociado con un riesgo incrementado de desarrollar CM. La ingesta de ácidos 

grasos trans posdiagnóstico ha sido asociada a un incremento de 45% del riesgo 

de muerte para el CM (Makarem et al., 2013). Aunque la relación entre fumar y el 

riesgo de CM permanece controversial, se ha demostrado que el riesgo de CM es 

elevado en mujeres que fuman y beben (RR = 1.54, 95% CI 1.18-1.99 ) (Knight 

et al., 2017). Por otro lado, la obesidad puede ser un factor protector o de riesgo 

para el CM. En un estudio epidemiológico donde se incluyeron 58,146 mujeres con 

CM antes de la menopausia y 144,600 después de la menopausia se evalúo la 

proporción de riesgo atribuible a la población (PARP, por sus siglas en inglés), es 

decir, la proporción de casos de una enfermedad en una población que podrían no 

haber ocurrido en la ausencia de un factor de riesgo. El sobrepeso y la obesidad 

(grado I, II y III) tuvieron una PARP de 16.4% (95% CI, 14.4-18.4) en las pacientes 
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posmenopáusicas, en cuanto a las pacientes premenopáusicas, no se encontró 

ninguna asociación. Otro punto interesante fue la asociación de la densidad 

mamaria para el desarrollo del CM. Pacientes premenopáusicas con alta densidad 

mamaria tienen una PARP de 28.9% (95% CI, 25.3-32.5) y posmenopáusicas de 

14.4% (95%, 12.6-16.0), aunque hay ciertas diferencias en el grado de densidad 

que se presenta. Por ejemplo, en pacientes premenopáusicas con densidad 

heterogénea o extrema densidad tienen una razón de momios de 1.57 (95% CI, 

1.46-1.69)  y 1.81 (95% CI, 1.65-1.99), respectivamente, a diferencia de las 

pacientes posmenopáusicas con razón de momios de 1.40 (95% CI, 1.34-1.45)  para 

densidad mamaria heterogénea y 1.58 (95% CI, 1.46-1.71) para senos 

extremadamente densos (Engmann et al., 2017). 

1.8  El cáncer como proceso evolutivo  
 

En un estudio nominal publicado por Nowell en 1976, se postuló que el cáncer 

es un proceso evolutivo que se origina a partir de una célula ancestral única que 

adquiere una serie de mutaciones en los genes conductores, las cuales le 

proporcionan ventajas de crecimiento selectivo sobre las demás células dentro de 

su nicho, llevándola a una expansión clonal (Nowell, 1976) (figura 6). Nowell 

reconoció que las células tumorales son caracterizadas por una inestabilidad 

genética y que a lo largo del tiempo nuevas mutaciones son acumuladas en un 

proceso de múltiples pasos, generando subpoblaciones tumorales o subclonas. Sin 

embargo, debido a la selección natural, muchas subclonas son eliminadas y sólo 

una de ellas logra convertirse en la subclona dominante que dirige el desarrollo del 

tumor. El modelo propuesto por Nowell recapitula el concepto establecido de la 

evolución Darwiniana, donde se sugiere que los individuos reproductivos, en este 

caso las células tumorales, adquieren diferentes alteraciones genéticas seguidas de 

una selección natural de las variantes con la mayor eficacia biológica. Sin embargo, 

en la última década y con la llegada de tecnologías de alto rendimiento como la 

secuenciación masiva en paralelo, se ha demostrado que la evolución de las 

poblaciones tumorales es más compleja de lo que originalmente propuso Nowell.  
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Figura 6. Modelo de evolución darwiniana del cáncer. Las células tumorales se originan a partir de una 
mutación conductora del cáncer en una sola célula ancestral dentro de un tejido (ecosistema). Durante la 
evolución tumoral se generan diferentes subclonas (poblaciones tumorales que son representadas por los 
círculos de colores) que compiten por espacio y nutrientes, y que son seleccionadas de manera positiva o 
negativa por el microambiente tumoral y los tratamientos antineoplásicos. Aquellas subclonas que son 
favorecidas por las diferentes presiones de selección son las que dirigen el desarrollo del tumor en la etapa 
avanzada de la enfermedad y metástasis. Al momento del diagnóstico de un tumor, este se ha sometido a varias 
rondas de división y selección de subclonas. Imagen tomada de Greaves & Maley, 2012. 
 

1.8.1 Heterogeneidad intratumoral y evolución 
 
 El proceso de inestabilidad genómica resulta en una tasa elevada de 

aberraciones genómicas que van desde mutaciones puntuales hasta variaciones 

del número de copias y la duplicación o triplicación del genoma completo. Esta 

inestabilidad contribuye a la ITH que proporciona un conjunto de mutaciones, en la 

cual la selección natural actúa en un microambiente determinado (Burrell & 

Swanton, 2014). 

 Las mutaciones generadas por diferentes procesos endógenos y exógenos 

son asociadas a procesos específicos de inestabilidad genómica, que reflejan el tipo 
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de daño en el DNA que se ha producido. Por ejemplo, los tumores de pulmón de 

células no pequeñas de fumadores muestran una preponderancia de transversiones 

C>A y CNV en comparación con los no fumadores (Govindan et al., 2012), mientras 

que los tumores colorrectales con deficiencias en los mecanismos de reparación del 

DNA por bases mal apareadas exhiben un enriquecimiento de transiciones C>T, 

particularmente en los sitios CpG y un bajo nivel de alteraciones cromosómicas 

(McGranahan & Swanton, 2015). 

 En la mayoría de las muestras tumorales analizadas, se han detectado al 

menos dos tipos de procesos mutagénicos. La firma 1, identificada en 25 tipos 

tumores diferentes. Esta firma se caracteriza por transiciones C>T en los sitios CpG, 

lo cual es ocasionado por la desaminación hidrolítica espontánea de la 5-

metilcitosina, un cambio molecular asociado con la edad. Gran parte de estas 

mutaciones son adquiridas antes de la tumorigénesis. El segundo proceso 

mutagénico lo comprenden las firmas 2 y 13, asociadas a la actividad de las enzimas 

de la familia APOBEC, identificadas en 15 tumores diferentes y caracterizadas por 

mutaciones de C>T y C>G en los sitios TpC. La mutagénesis mediada por las 

enzimas APOBEC está asociada a la adquisición de mutaciones conductoras, 

enfatizando la importancia de este proceso mutagénico en la conformación de la 

evolución del genoma del cáncer (Alexandrov et al., 2013). Un ejemplo de la 

importancia de las firmas 2 y 13 es que en tumores de pulmón de células no 

pequeñas se ha descrito que las mutaciones tempranas son dominadas por el efecto 

del tabaco, induciendo transversiones C>A, mientras que la mutagénesis mediada 

por las enzimas APOBEC fue la fuerza mutagénica dominante en la etapa tardía en 

la evolución de este tumor, proporcionando un sustrato fértil para la adaptación del 

tumor a las presiones de selección del microambiente tumoral y las inducidas por 

los tratamientos citotóxicos o la radioterapia (de Bruin et al., 2014). 

 Por otra parte, la terapia actúa como una fuente exógena de inestabilidad 

genómica (McGranahan & Swanton, 2015). Por ejemplo, en el estudio realizado por 

Ding y colaboradores en el 2012, donde estudiaron la evolución clonal de leucemia 

mieloide aguda en tumores primarios y recurrentes, encontraron un incremento en 
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la tasa de transversiones después de la terapia citotóxica en las muestras de 

recurrencia (46%), comparada con las mutaciones antes del tratamiento (30.7%) 

(Ding et al., 2012). Los resultados de Ding y colaboradores fueron consistentes con 

un estudio realizado en un modelo de C. elegans con tratamiento de cisplatino. En 

este trabajo se observó un aumento de transversiones C>A, así como una elevada 

tasa de sustituciones de 2 nucleótidos, indels  y variantes estructurales (Meier et al., 

2014). Por otra parte, pacientes que han sido tratados con temozolomida presentan 

una tasa elevada de transiciones C>T en los sitios CpC y CpT (Johnson et al., 2014). 

En el 2014, Jonhnson y colaboradores realizaron una comparación del perfil 

genómico de gliomas en el diagnóstico y la recurrencia, esta última tratada con 

temozolomida. Ellos encontraron que 6 de 10 tumores recurrieron como 

glioblastoma, un tumor de alto grado con pronóstico pobre. Las 6 pacientes 

mostraron hipermutación, con una carga mutagénica aumentada de 7 a 540 veces 

más en comparación con el glioma primario. Además, muchas mutaciones fueron 

seleccionadas de manera positiva, principalmente en los genes RB1 y CDKN2A 

(Johnson et al., 2014). En este ejemplo, la terapia no actuó como una fuente 

exógena de mutaciones, sino como una barrera de selección, que estableció la 

trayectoria evolutiva de los tumores y su progresión a una fase más agresiva. Todos 

estos procesos exógenos y endógenos, ambientales, fisiológicos y terapéuticos 

contribuyen a la inestabilidad genómica en los tumores, generando un conjunto de 

mutaciones donde la selección actúa sobre la evolución tumoral. 

1.8.2 Microambiente tumoral y evolución  
 

Las poblaciones o subclonas tumorales crecen en un tejido complejo y 

dinámico, con múltiples componentes que pueden imponer restricciones en la 

evolución de un tumor. Tales restricciones surgen debido a las limitaciones de 

recursos, depredación mediada por el sistema inmune y condiciones adversas de 

crecimiento en la forma de hipoxia, acidosis y tratamientos para el cáncer, entre 

otros factores. Además, cada subclona compite con las otras por oxígeno, nutrientes 

o espacio (Marusyk & Polyak, 2010).  
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En un estudio realizado por Yuan y colaboradores, donde integraron datos 

de expresión de genes, CNV y análisis de células estromales (muestras fijadas en 

portaobjetos y teñidas con hematoxilina & eosina), encontraron que la distribución 

espacial de las células estromales se asocia a una sobrevida global baja en 

pacientes con CM RE- (Yuan et al., 2012). Similarmente, en tumores de ovario, el 

porcentaje de las células estromales ha sido asociado a una sobrevida global pobre 

y una sobrevivencia libre de enfermedad baja (Natrajan et al., 2016). En tumores de 

próstata, un índice que evalúa el nivel de la inestabilidad genómica junto con el de 

la hipoxia, mostró mayor precisión para establecer el pronóstico, más allá de los 

parámetros clínicos convencionales (Lalonde et al., 2014).  

Algunos componentes del microambiente del tejido promueven la 

cooperación subclonal y la progresión tumoral. En un estudio realizado por Marusky 

y colaboradores se usó un modelo de ratones con xenotransplantes para observar 

las interacciones subclonales en los tumores. Ellos observaron que las 

subpoblaciones tumorales promovieron la sobrevivencia y el crecimiento de las 

células tumorales a través de los cambios en el microambiente mediadas por la IL-

11 (Marusyk et al., 2014). Por otra parte, Cleary y colaboradores demostraron que 

la cooperación subclonal puede ser esencial para el mantenimiento del tumor en un 

modelo de CM (Cleary et al., 2014). Utilizaron ratones que contenían subclonas 

basales, luminales y una mezcla de ambos en una proporción 1:1. En los ratones 

monoclonales no se observó la formación del tumor, en cambio, los ratones 

biclonales fueron altamente tumorigénicos. 

El ecosistema del tejido canceroso puede alterarse radicalmente por la 

quimioterapia o radioterapia. Muchas células tumorales pueden ser destruidas, pero 

la remodelación del ecosistema del microambiente tumoral crea nuevas presiones 

de selección, fuentes y oportunidades que permiten que surjan nuevas subclonas a 

partir de células preexistentes con nuevas variantes genéticas que les permiten 

adaptarse a las presiones impuestas por el tratamiento. 
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1.8.3 Mecanismos evolutivos en el desarrollo tumoral 
 
 La mutación, la deriva génica, la migración y la selección son fuerzas 

evolutivas fundamentales que colectivamente definen la diversidad genética dentro 

de una población (Z. Hu et al., 2017; Lipinski et al., 2016). La evolución clonal, el 

proceso de acumulación de mutaciones y adaptación en las células somáticas, 

involucran cada una de estas fuerzas. 

Las mutaciones son la primera fuente de diversidad genética en las especies, 

así como en las poblaciones tumorales. El tipo de mutaciones identificadas en las 

poblaciones tumorales se compone de SNV, CNV y rearreglos genómicos 

complejos, los cuales establecen las características moleculares y clínicas a un 

tumor. Varios estudios genéticos han proporcionado un catálogo de alteraciones 

somáticas entre diferentes tipos de tumores y se ha observado que la tasa de 

mutación por división celular varía durante el curso de la progresión de la 

enfermedad (Lipinski et al., 2016). 

La deriva génica se refiere a los cambios en las frecuencias alélicas de una 

población debido a eventos aleatorios de muerte y nacimiento. En este contexto, 

cada célula nueva perteneciente a una subclona tumoral tiene una cierta 

probabilidad de morir como resultado de los factores aleatorios y ocasionalmente 

todas las células de una subclona pequeña o mayoritaria muere, incluso si esta 

clona específica porta mutaciones benéfica. La deriva génica tiene un mayor 

impacto en las poblaciones pequeñas, por ello existe una mayor probabilidad de 

erradicar una sola célula o una sola clona que aún no se ha expandido 

significativamente. El efecto de la deriva génica en la composición subclonal es más 

pronunciado después de un cuello de botella poblacional. Por ejemplo, cuando 

pocas células o células únicas colonizan un nuevo nicho metastásico, o después de 

una reducción masiva en el tamaño de la población a través de tratamientos 

citotóxicos o extirpación quirúrgica (Lipinski et al., 2016). 

La migración es otro elemento que altera la diversidad genética de una 

población. La migración celular tiene un papel dual en la generación de la diversidad 
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genética tumoral. Por un lado, la migración dentro del tumor relaja las restricciones 

espaciales, aumentando la eficacia de la selección dando lugar a una menor 

diversidad genética dentro de un tumor. Por otro lado, la migración fuera del tumor 

y en las metástasis aumenta la divergencia genética entre los tumores presentes en 

el mismo paciente (heterogeneidad intertumoral) (Lipinski et al., 2016). 

Una nueva mutación que incrementa la habilidad de las células para 

sobrevivir y reproducirse bajo las condiciones ambientales particulares del 

microambiente tumoral y que han escapado de la deriva génica podrían 

gradualmente incrementar su abundancia dentro de las poblaciones. En los tumores 

existen múltiples subclonas que portan diferentes mutaciones conductoras, 

mostrando distintos fenotipos y evolucionando de diversas formas. Las células 

tumorales pueden ser seleccionadas de manera positiva o de manera negativa. En 

esta última hay un decremento en la diversidad poblacional a través de una 

selección purificadora. Todas estas fuerzas evolutivas forman y moldean el genoma 

de las células tumorales (Z. Hu et al., 2017). 

1.8.4 Modelos de evolución 
 
 Antes de describir los modelos de evolución tumoral es necesario presentar 

algunos conceptos evolutivos importantes. Una clona se define como un grupo de 

células que comparte perfiles genéticos idénticos, mientras que las subclonas son 

un grupo de células que divergen en el linaje evolutivo y han adquirido mutaciones 

adicionales. Las mutaciones troncales son mutaciones ancestrales en el tronco del 

árbol filogenético y que son compartidas por todas las clonas, mientras que las 

mutaciones subclonales definen un linaje que ha divergido del tronco. Las 

mutaciones privadas son las mutaciones presentes en una sola muestra. Otro punto 

importante es el concepto de eficacia biológica que se refiere a la capacidad de una 

célula tumoral para sobrevivir y proliferar, de tal forma que pueda propagar su 

genotipo en el tumor. Las subclonas tumorales con eficacia biológica incrementada 

son las más prevalentes en la masa tumoral a lo largo del tiempo. Un barrido 

selectivo describe el proceso en el cual un genotipo emerge con una eficacia 
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biológica extremadamente alta, la cual le permite superar la concentración de las 

otras subclonas en un tumor (Z. Hu et al., 2017). 

 Hay cuatro modelos que describen la evolución tumoral, el modelo lineal, el 

ramificado, el neutral y el de evolución puntuada (figura 7). El modelo lineal postula 

que a partir de un ancestro común las mutaciones se adquieren linealmente en un 

proceso gradual que conduce a estados malignos del cáncer. En este modelo se 

describe que nuevas mutaciones conductoras proporcionan ventajas selectivas tan 

fuertes que las nuevas subclonas superan a las subclonas anteriores a través de un 

barrido selectivo que ocurre durante la evolución tumoral. El barrido selectivo ocurre 

después de que las mutaciones conductoras son adquiridas. El árbol filogenético 

resultante de la evolución tumoral muestra una clona dominante con intermediarios 

raros con bajas proporciones que persisten de los barridos selectivos anteriores. 

 En la evolución ramificada, las clonas divergen de un ancestro común y 

evolucionan de manera paralela en la masa tumoral, resultando en múltiples linajes 

subclonales. No hay barrido selectivo en la evolución ramificada, sino que múltiples 

subclonas se expanden simultáneamente debido a que presentan una eficacia 

biológica incrementada que les permite coexistir. En este modelo, la ITH fluctúa 

durante la progresión del tumor y se observan múltiples subclonas presentes en el 

momento del muestreo clínico. El árbol filogenético de la evolución ramificada 

presenta taxas intermedios, así como taxas que se han expandido clonalmente 

debido a la selección positiva de las mutaciones conductoras en los linajes 

subclonales. 

 La evolución neutral es un caso extremo de la evolución ramificada que 

plantea la hipótesis de que no hay selección o cambios en la eficacia biológica 

producto de las mutaciones durante la mayor parte de la vida de un tumor. Este 

modelo asume la acumulación de mutaciones aleatorias a lo largo del tiempo lo que 

conduce a la deriva génica y a una amplia ITH. En este modelo evolutivo es 

importante destacar que la ITH es un subproducto de la progresión del tumor y no 

tiene importancia funcional para impulsar el crecimiento tumoral. El árbol 

filogenético resultante de la evolución neutral consiste en muchos nodos 
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intermedios y una estructura altamente ramificada, sin ninguna evidencia de 

taxones únicos que se hayan expandido a causa de la selección natural. 

 Los modelos lineal, gradual y neutral comúnmente asumen que las 

mutaciones son adquiridas secuencialmente y gradualmente a lo largo del tiempo. 

Sin embargo, hay algunos tumores que presentan una gran cantidad de 

aberraciones genómicas que ocurren en un corto lapso en los estadios tempranos 

de la progresión tumoral. Este proceso es explicado mediante la evolución 

puntuada. Este tipo de evolución establece una ITH alta en los estadios iniciales de 

la iniciación de un tumor, después una o pocas clonas dominantes se expanden 

para formar una masa tumoral. El árbol filogenético resultante de la evolución 

puntuada es definido por la ausencia de clonas intermedias durante la evolución 

tumoral, resultando en un nodo de raíz largo y uno o pocas clonas dominantes. En 

este modelo, las células tumorales son más invasivas, metastáticas y resistentes al 

tratamiento. En contraste con el modelo de la evolución lineal y ramificada que son 

sustentados por mutaciones puntuales, la evolución puntuada se sustenta por 

aberraciones en el número de copias del DNA y reordenamientos cromosómicos. 

Figura 7. Modos de evolución del cáncer. a) Representación gráfica de los diferentes modelos de evolución 
usando gráficas de “fishplot”. b) Linajes clonales y árboles filogenéticos. Los colores representan las diferentes 
clonas que se generan durante el desarrollo del tumor. 
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1.8.5 Evolución en el cáncer de mama 
 

Diferentes estudios han tratado de elucidar la evolución tumoral del CM y se 

ha observado que estas neoplasias pueden presentar evolución lineal, ramificada y 

puntuada. La evolución neutral no se ha detectado en CM debido a que es una 

característica peculiar detectada en los tumores colorrectales. 

En el 2014, Wang y colaboradores realizaron la secuenciación de genomas y 

exomas de células únicas (single-cell) a cuatro pacientes con CM, tres de ellos 

positivos a receptores hormonales (RE-, RP-, HER2+) y una con CMTN. Las 

pacientes positivas a receptores hormonales mostraron una evolución lineal con 

SNV en PIK3CA, CASP3, FBN2 y PPP2R5E, y CNV similares en las células 

tumorales únicas, presentando una población monoclonal. Por su parte, las células 

únicas de los tumores de mama triple negativo mostraron una evolución ramificada 

con SNV en diferentes genes conductores del cáncer, así como varias deleciones 

cromosómicas y una amplificación focal en el cromosoma 19p13.2. Posteriormente, 

usaron un modelado matemático para determinar la tasa de mutaciones (𝑀!) y 

encontraron que el tumor de mama triple negativo tuvo una 𝑀!=8, lo cual sugiere 

que estos tumores de mama tienen 13.3 veces más mutaciones por ronda de 

división celular (tasa de mutación de una célula normal es de 0.6 por división celular) 

(Y. Wang et al., 2014). 

 En el 2015, Gao y colaboradores usaron secuenciación de genoma completo 

de células únicas de 12 pacientes con CMTN sin tratamiento previo que mostraron 

evidencia inicial de CNV. Durante el estudio, confirmaron que estas pacientes 

presentaron altos niveles de CNV y que presentaron 1-3 subclonas tumorales en las 

muestras analizadas. El análisis filogenético mostró un nodo de raíz largo con 

múltiples alteraciones de CNV, interpretadas como los eventos fundadores del 

desarrollo tumoral en estas pacientes. Los datos demostraron la presencia de una 

evolución puntuada dirigido por CNV, donde una gran cantidad de CNV son 

adquiridas en un estadio temprano en la evolución tumoral y que permanecen de 

forma altamente estable durante la expansión de la masa tumoral. A pesar de que 

ellos analizaron cientos de células únicas, no detectaron ningún perfil intermedio del 
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número de copias, la cual descartó el desarrollo de una evolución gradual (R. Gao 

et al., 2016) 

 En el 2017, Yates y colaboradores realizaron la secuenciación de genoma 

completo de 17 pacientes (40 muestras tumorales totales, de 2 a 4 muestras por 

paciente) con diferentes subtipos de tumores de mama. Este estudio comprendió 

tres escenarios clínicos: metástasis a ganglios linfáticos axilares sincrónicos, 

metástasis distantes y recurrencia local. Dieciséis de 17 muestras fueron 

clonalmente relacionadas, es decir compartieron entre 12 a 98% de todas las 

mutaciones detectadas. Además, las metástasis a ganglios linfáticos mostraron alta 

similaridad al tumor primario. Las mutaciones conductoras se concentraron en el 

tronco del árbol filogenético, a pesar de que se presentaron 1 o 2 genes conductores 

con mutaciones patogénicas adicionales en las clonas de metástasis o recurrencia 

(Yates et al., 2017). En este estudio no se estableció un modo de evolución debido 

a que la mayoría de los pacientes solo tuvieron dos muestras de tumor. 

En el 2018, Barry y colaboradores estudiaron a 11 pacientes con CM de 

diferentes subtipos sin tratamiento previo y con metástasis a ganglios linfáticos. 

Ellos identificaron dos principales rutas evolutivas: una divergencia temprana y una 

ausencia completa de divergencia. La divergencia temprana fue observada en 

cuatro de 11 pacientes, en la cual los ganglios linfáticos divergieron en los estadios 

iniciales del desarrollo del CM. En el resto de la cohorte se encontró una topología 

tipo palma, con ramas cortas y una ausencia de divergencia entre los ganglios 

linfáticos y los tumores de mama (Barry et al., 2018) 

Estos trabajos sobre la evolución del CMTN son los más representativos de 

la literatura. Los dos primeros estudios involucran el uso de células únicas con un 

corte transversal. A diferencia de las dos últimas publicaciones, las cuales usan 

tejidos tumorales y un corte longitudinal, donde los tumores de mama triple negativo 

son minoritarios. En el estudio del CM, los tumores primarios y las muestras de 

metástasis son los más frecuentes, sin embargo, regularmente no hay muestras de 

seguimiento que permitan recapitular los procesos biológicos y moleculares 

presentes en estas neoplasias. Por tal motivo, este trabajo de investigación se 
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centró en el estudio del CMTN en diferentes estadios de la enfermedad. Para 

aumentar el impacto de nuestro trabajo en la comprensión del CMTN, incluimos 

muestras de seguimiento, muestras de tumores antes y después del tratamiento, 

así como muestras de ganglios linfáticos y metástasis a piel. En este conjunto de 

muestras múltiples por paciente realizamos la identificación de las alteraciones 

genéticas conductoras, evaluamos la composición de las firmas mutagénicas y 

describimos la evolución tumoral del CMTN en un contexto filogenético. 

2. Justificación 
 

El CMTN es una enfermedad altamente heterogénea a nivel clínico y 

molecular, sin terapia dirigida y sólo el 30% de los pacientes logran una respuesta 

patológica completan con la quimioterapia neoadyuvante y más del 90% de los 

casos fallecen debido a la aparición de metástasis y la falla terapéutica a múltiples 

líneas de tratamiento.  

Actualmente, existe poca información acerca de la evolución tumoral del 

CMTN a lo largo de sus diferentes etapas de desarrollo, especialmente en los 

tumores clínicamente agresivos que no responden a la terapia. Por lo cual, es 

necesario entender como los distintos mecanismos evolutivos interactúan para 

remodelar el genoma tumoral durante el curso de la enfermedad, así como describir 

detalladamente a nivel molecular las etapas de la evolución del CMTN, desde el 

tumor primario hasta la formación de metástasis. 

Por tal motivo, este trabajo tiene como objetivo realizar una descripción 

integrativa de la evolución del CMTN clínicamente agresivo durante diferentes 

etapas de la quimioterapia y su impacto en las variables clínicas, a fin de identificar 

la composición y distribución de las alteraciones genéticas y firmas mutagénicas, y 

para definir potenciales blancos terapéuticos. 
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3. Preguntas de investigación 
 

1. ¿Qué cambios genómicos ocurren durante la evolución del CMTN?  

2. ¿Existen alteraciones genéticas o vías de señalización en estas pacientes con 

CMTN que pueden ser candidatas a terapia dirigida a lo largo de la historia evolutiva 

de la enfermedad?  

4. Hipótesis 
 

Debido a que el CMTN presenta una evolución ramificada, al analizar 

muestras múltiples de seguimiento de las mismas pacientes, existirán alteraciones 

genéticas o vías de señalización en común o privadas que puedan ser candidatas 

a terapia dirigida.  

5. Objetivos 
 

5.1  Objetivo general 
 

Analizar la evolución genómica del CMTN, desde la etapa del diagnóstico 

hasta el desarrollo de metástasis, para la identificación de alteraciones genéticas o 

vías de señalización candidatas a terapia dirigida. 

5.2 Objetivos particulares 
 

1. Identificar alteraciones genéticas antes y después del tratamiento en múltiples 

biopsias de seguimiento, para definir genes o vías de señalización candidatas a 

terapia dirigida.  

2. Evaluar firmas mutacionales antes y después del tratamiento para identificar que 

procesos mutagénicos actúan en el desarrollo del CMTN.  

3. Realizar reconstrucciones filogenéticas para evaluar la similitud genética entre 

las muestras de cada paciente y la divergencia que existe entre ellos. 
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6. Metodología 
 

6.1 Información de la muestra 
 

Se partió de un total de 97 pacientes que fueron diagnosticadas con CMTN y 

tratadas en el Instituto Nacional de Cancerología (INCan, México) entre abril de 

2007 y abril 2010. Los tumores de mama triple negativo fueron diagnosticados por 

inmunohistoquímica basados en el criterio de menos del 1% de expresión en los 

puntajes de tinción para los RE, RP y HER2.  Para nuestro estudio seleccionamos 

casos con una enfermedad clínicamente agresiva, definida como la ausencia de 

pCR a la NAC, muerte dentro de los tres años después del diagnóstico y con 

carcinoma ductal. Después del control de la calidad del DNA, solo 16 muestras 

provenientes de cuatro pacientes fueron amplificables y útiles para el análisis de 

secuenciación masiva de exomas, las cuales incluyeron tumores primarios sin 

tratamiento, tumores tratados, ganglios linfáticos y metástasis a piel, pareadas con 

sus respectivas muestras normales. Este estudio, contó con la aprobación del 

comité de ética y de investigación del INCan (protocol #016/013/IBI CEI/1021/16) y 

fue conducido bajo la declaración de Helsinki.  

6.2  Extracción de DNA  

Las muestras de DNA se obtuvieron a partir de tejidos embebidos en parafina, 

fijados en formaldehído (FFPE, por sus siglas en inglés) y extraídas a partir de cortes 

de 50 μm correspondiente a 50-200 mg de tejido. Las muestras fueron 

desparafinadas con baños de xilol y etanol, y digeridas toda la noche con proteinasa 

K. El entrecruzamiento entre el DNA y las demás biomoléculas fue revertido a través 

de una incubación de 90°C por una hora. La extracción del DNA fue realizada con 

el kit Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germany), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. El DNA fue cuantificado por fluorometría en un 

equipo Qubit (Invitrogen, Carlsbad, USA). La integridad y la pureza del DNA fueron 

verificadas por electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometría, 

respectivamente. 
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6.3  Preparación de bibliotecas genómicas 

La preparación de bibliotecas para la secuenciación de exoma completo 

(WES, por sus siglas en inglés) fue realizada con el kit de Illumina Nextera Rapid 

Capture Exome Kit v.1.2 (Illumina, San Diego, Ca, USA), el cual cubre 37 Mb de las 

bases codificantes para proteínas, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

La secuenciación masiva paired-end fue realizada en el equipo de Ilumina HiSeq 

2500 con 2 x 150 ciclos, con una profundidad de 19.08X para los exomas germinales 

y 19.39X para los exomas tumorales en la Red de Apoyo a la Investigación del 

Instituto Nacional de Nutrición Salvador Zubirán, Ciudad de México, México. 

6.4  Identificación de SNV e indels 

Las lecturas de secuenciación fueron alineadas al genoma de referencia 

hg19 usando bwa mem v.1.7.17 (H. Li & Durbin, 2009), Anexo1. El programa GATK 

v.4.1.8.1 fue usado para ordenar las lecturas alineadas, marcar duplicados y realizar 

el recalibramiento de las bases de acuerdo a criterios internacionales (Van der 

Auwera et al., 2013). Las SNV fueron detectadas con Mutect2 – incluido en el 

paquete de GATK v.4.1.8.1 - (Cibulskis et al., 2013) y anotadas con ANNOVAR (K. 

Wang et al., 2010) en la versión disponible en la web (https://wannovar.wglab.org/) 

para su interpretación biológica. Las variantes fueron filtradas bajo los siguientes 

criterios: (i) se seleccionaron aquellas variantes con fracción alélica <0.001 en las 

bases de datos de 1000 genomas, ExAC y ESP6500, (ii) SNPs comunes fueron 

excluidos, a menos que fueran reportados como variantes patogénicas en ClinVar, 

(iii) se eligieron aquellas variantes con al menos dos lecturas en la cadena sentido 

y antisentido en las muestras tumorales y (iv) se incluyeron aquellas variantes con 

fracción alélica ≥0.05. Se usó la base de datos ExAC para excluir variaciones 

naturales no patogénicas, considerando que este depósito incluye la secuenciación 

de datos de 5789 exomas de latinos. 

Los genes conductores fueron definidos usando dos listas de genes: Intogen 

v.2019 (https://www.intogen.org/) y la lista de Yates (Yates et al., 2017) (ver sección 

1.8.5 Evolución en el CM). Las mutaciones conductoras fueron definidas como 
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patogénicas si están clasificadas como patogénicas en ClinVar o si al menos dos 

de los algoritmos SIFT, PolyPhen2 o MutationTaster – información disponible en el 

anotado de ANNOVAR - las predicen como mutaciones deletéreas, o si son 

mutaciones conductoras identificadas en la base de datos de COSMIC (Tate et al., 

2019) y cBioportal (J. Gao et al., 2013). Todos los genes conductores fueron 

curados manualmente verificando su evidencia experimental en los archivos BAM 

en el programa IGV (Thorvaldsdóttir et al., 2013). 

6.5  Análisis de carga mutagénica tumoral 

La carga mutagénica tumoral (TMB, por sus siglas en inglés), fue definida 

como el número de mutaciones somáticas codificantes, incluyendo mutaciones 

codificantes de sustituciones de base e indels por cada megabase del genoma 

examinado. Para calcular la TMB por megabase, el número total de las mutaciones 

contadas fue dividida por el tamaño de la región codificante analizada. El tamaño 

del exoma utilizado para el análisis fue de 37 Mb. 

6.6  Identificación de la variación del número de copias 

Las CNV fueron identificadas con el software CNVkit v.0.9.9 (Talevich et al., 

2016) usando un panel de muestras normales con los parámetros por default. El 

análisis se concentró en los genes conductores del cáncer y enriquecidos en el CM 

descritos en las listas de Yates e Intogen, descritos previamente (ver sección 6.4 

Identificación de SNV e indels). Las variantes encontradas fueron filtradas por 

direccionalidad, considerando la biología de los genes afectados bajo el siguiente 

criterio: (i) CNV con número de copias (CN, por sus siglas en Inglés) = 2 fueron 

excluidas, (ii) oncogenes con CN<2 fueron excluidos y CN>2 fueron incluidos; y (iii) 

genes supresores de tumores con CN>2 fueron excluidos y CN<2 fueron incluidos. 

6.7  Análisis de las firmas mutagénicas 

Los patrones mutagénicos o firmas mutagénicas fueron evaluados en el 

contexto de 96 trinucleótidos usando el paquete deconstructSigs v.1.9.0 de R 

(Rosenthal et al., 2016). Para evaluar la distribución de las firmas mutagénicas en 
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las muestras, se realizó un análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado 

calculando distancias euclidianas. 

6.8 Análisis de vías de señalización 

El análisis de enriquecimiento de las vías de señalización fue realizado con 

la herramienta de anotación funcional DAVID v.6.8 (Dennis et al., 2003), usando los 

genes conductores de la base de datos de vías de señalización KEGG. Las vías de 

señalización no informativas fueron eliminadas, así como las enfermedades 

distintas a cáncer. 

6.9 Análisis global de alteraciones accionables  

Los tratamientos aprobados por la FDA para genes accionables en todos los 

tipos de cáncer fueron seleccionados usando la base de datos de OncoKB 

(Chakravarty et al., 2017). 

     6.10 Análisis filogenético 

Los árboles filogenéticos fueron construidos a partir de alteraciones 

específicas de SNV, indels y CNV, usando el principio de máxima parsimonia (Fitch, 

1971). Las variantes fueron codificadas con 0 y 1 para indicar la ausencia y 

presencia de las mutaciones, respectivamente, y procesadas en mesquite 

(http://www.mes-quiteproject.org/) para generar archivos nexus. Los árboles 

filogenéticos fueron analizados en PAUP v.4.0 (http://paup.phylosolutions.com/) 

usando un método heurístico y enraizado con las muestras normales. La 

confiabilidad de los árboles fue evaluada con el método de bootstrap (Efron et al., 

1996). Los árboles generados fueron guardados en formato Newick y visualizadas 

con el programa de FigTree v.1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).  
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7. Resultados 

7.1  Las pacientes con cáncer de mama triple negativo exhiben gran 
variedad de escenarios clínicos y genómicos 

Para este estudio, se revisó la base de datos de los expedientes de las 

pacientes diagnosticadas con CMTN en el INCan durante el periodo abril de 2007 a 

abril de 2010. Se seleccionaron 16 muestras de FFPE de cuatro pacientes con 

enfermedad agresiva y con DNA de alta calidad para realizar la secuenciación 

masiva de exoma completo. Cuatro escenarios clínicos fueron representados por 

las muestras: (i) tumor primario sin tratamiento, (ii) tumor tratado, (iii) ganglios 

linfáticos y (iv) metástasis a piel. Ninguna paciente presentó la pCR y todas 

fallecieron dentro de los tres primeros años a partir del diagnóstico (Figura 8a,b). 

La paciente TNBC11 fue una mujer diagnosticada a la edad de 53 años con 

un tumor de mama localmente avanzado. Se obtuvo una primera biopsia del tumor 

primario y tuvo una variante patogénica en TP53 y EP300, así como amplificaciones 

de MCL1 e IGF1R y una deleción de BAP1 (Figura 8 y 9; Anexo 2 y 3). 

Posteriormente, una segunda biopsia fue extraída del mismo tumor primario en el 

segundo mes del diagnóstico y la paciente fue tratada con quimioterapia. Esta 

segunda muestra tuvo diferentes alteraciones conductoras de las cuales solo 

compartió la amplificación IGF1R con la primera biopsia. En el noveno mes, se le 

realizó una mastectomía y se obtuvieron dos biopsias del ganglio linfático. Ambos 

nodos linfáticos presentaron una deleción en RB1 y una TMB baja. El ganglio 

linfático 1 mostró amplificaciones de NOTCH3, AKT2 y CCNE1, y el ganglio linfático 

2 tuvo una pérdida en el número de copias en CDKN1B. En el decimocuarto mes, 

después de 5 meses de radioterapia, una última mastectomía fue realizada y se 

obtuvo una muestra de recurrencia, la cual mostró una composición de genes 

conductores muy similar a la detectada en el tumor primario 1, incluyendo 

mutaciones en EP300 y TP53, así como amplificaciones de MCL1, CCND1, MDM4, 

IGF1R, MYC, AKT3, CDK6, JAK2 y KRAS. La muestra de recurrencia también 

compartió la deleción de BAP1 con el tumor primario 1. Globalmente, las lesiones 
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neoplásicas tuvieron un total de 57 mutaciones conductoras: 41 CNV, 15 SNV y 1 

indel. La paciente CMTN11 murió después del mes 16 a partir del diagnóstico. 

La paciente CMTN18 fue una mujer diagnosticada a la edad de 54 años con 

dos muestras disponibles, un tumor primario sin tratamiento y un tumor tratado. El 

tumor primario sin tratamiento fue obtenido en el primer mes del diagnóstico. 

Después de 16 meses de tratamiento con quimioterapia neoadyuvante y 

radioterapia, se realizó una cirugía para obtener el tumor tratado. Ambas muestras 

mostraron un patrón similar de alteraciones genéticas y una TMB > 7.5 

mutaciones/MB de la región codificantes. Nueve deleciones fueron compartidas, 

incluyendo RB1, ARID1A, BAP1, BRCA1, CDKN1B, PTEN, CDKN2A, CDKN2B y 

PBRM1. La paciente CMTN18 tuvo una carga total de 28 alteraciones conductoras 

19 CNV y 9 SNV, falleció en el mes 26 a partir del diagnóstico. 

 La paciente CMTN41 fue diagnosticada a la edad de 45 años y tuvo tres 

muestras: un tumor tratado, un ganglio linfático y metástasis a piel. El tumor primario 

sin tratamiento no estuvo disponible. Después de doce meses de tratamiento con la 

quimioterapia neoadyuvante, se realizó una mastectomía y se obtuvieron dos 

muestras: un tumor tratado y una metástasis a ganglio linfático. El tumor tratado 

mostró varias CNV en genes conductores, incluyendo amplificaciones de MCL1, 

TERT, CCND1, AKT1, MYC, EGFR y FGFR3; deleciones de CDK1B, CDKN2A y 

CDKN2B; una mutación puntual en PIK3CA; y una TMB de 5.43 mutaciones/ MB de 

la región codificante. Por el contrario, la metástasis a ganglio linfático tuvo 

solamente cuatro alteraciones patogénicas y una TMB de 2.75 mutaciones/ MB de 

la región codificante. En el veinteavo mes, se llevó a cabo una cirugía y una biopsia 

de metástasis a piel fue obtenida. La muestra de metástasis a piel mostró un patrón 

similar de alteraciones en genes conductores con el tumor tratado, incluyendo una 

mutación puntual en PIK3CA, las amplificaciones de CCND1, EGFR, FGFR3, y 

deleciones de CDK1B, CDKN2A y CDKN2B. Esta metástasis a piel también 

presentó la pérdida de PTEN. Las tres muestras compartieron SNV en JAK3, así 

como las amplificaciones en TERT y AKT1. La paciente CMTN41 tuvo un total de 

33 genes conductores 26 CNV y 7 SNV; falleció 26 meses después del diagnóstico. 
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Por otro lado, la paciente CMTN84 fue diagnosticada a los 60 años y tuvo 6 

muestras. El tumor primario sin tratamiento fue extraído en el diagnóstico y tuvo 

amplificaciones de MCL1 y NOTCH3, y la deleción de BRCA1. Después de 9 meses 

de quimioterapia y radioterapia se realizó una cirugía y se obtuvo una biopsia de 

ganglio linfático. Esta biopsia tuvo amplificación de TERT, deleción de BRCA1 y una 

mutación patogénica en TSC2. El tumor tratado y la metástasis a piel fueron 

obtenidos en el mes 16, y ambos mostraron la amplificación de MCL1, TERT y 

MDM4. Finalmente, una cirugía adicional fue realizada en el mes 24 y se obtuvieron 

dos ganglios linfáticos, codificados como ganglio linfático 2 y ganglio linfático 3. 

Ambos ganglios linfáticos mostraron la deleción de RB1, así como la amplificación 

de MCL1, NOTCH3, AKT2 y CCNE1. Interesantemente, todas las lesiones, 

excluyendo la muestra de ganglio linfático 1, tuvieron una amplificación en MCL1. 

La paciente CMTN84 presentó 39 mutaciones conductoras: 28 CNV, 9 SNV y 2 

indes; falleció en el mes 30 después del diagnóstico. Todas las pacientes analizadas 

en este estudio fueron detectadas en un estadio avanzado y ninguna de ellas tuvo 

una respuesta patológica completa con la quimioterapia neoadyuvante, todas 

fallecieron antes de los tres años después de su diagnóstico. 
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Figura 8. Historia clínica de las pacientes con cáncer de mama triple negativo. a) La cohorte de CMTN con 
16 muestras de cuatro pacientes incluye tumores antes y después del tratamiento, ganglios linfáticos y 
metástasis a piel. b) La línea del tiempo describe las características clínicas de todas las pacientes analizadas 
y las muestras tomadas durante la progresión de la enfermedad. Las cajas de colores muestran los diferentes 
tratamientos recibidos por las pacientes (azul: seno; rojo: metástasis a ganglio linfático; verde: metástasis a 
piel). 

 

7.2  Las pacientes con cáncer de mama triple negativo muestran una 
amplia heterogeneidad genética  

Nuestro análisis de secuenciación identificó una amplia heterogeneidad 

genética interpaciente. Se identificaron un total de 2264 SNV en las 16 muestras 

analizadas, incluyendo 611 mutaciones sinónimas, 1539 mutaciones no sinónimas 

y 114 deleciones. La TMB fue amplia, con un intervalo de 0.4-8.9 mutaciones por 

Mb, con un promedio de 3.8 mutaciones/Mb de la región codificante (figura 9). Cada 

paciente mostró una TMB única. Por ejemplo, para la paciente CMTN11 la muestra 

de recurrencia tuvo la TMB con 4.72 mutaciones/Mb de la región codificante, 

mientras las pacientes CMTN18, CMTN41 y CMTN84 la TMB más alta fue 

identificada en las muestras de los tumores tratados con 8.86, 5.43 y 5.08 

mutaciones/Mb de la región codificante. Por otra parte, las muestras de ganglios 

linfáticos mostraron la TMB más baja menos de 1.5 mutaciones/Mb de la región 

codificante en dos de cuatro pacientes analizadas (CMTN11 y CMTN84), menos 

para la muestra de ganglios linfáticos 1 de la paciente CMTN que tuvo 3.67 

mutaciones / MB de la región codificante. 

En total, se identificaron 157 mutaciones en 67 genes conductores, de los 

cuales 114 fueron CNV (promedio de 6.5, intervalo de 2-15 por muestra) y 43 fueron 

SNV (promedio 2.5, intervalo de 0-7 por muestra). Las mutaciones más prevalentes 

en nuestra cohorte fueron las CNVs, incluyendo aquellas en MCL1 (50%), RB1 

(43.75 %), TERT (37.5%), ARID1A, BAP1, BRCA1, CCND1, CDKN1B y PTEN, 

todas ellas presentes en el 31.25% de las muestras analizadas.  
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La ontología de los genes reveló el enriquecimiento de 8 vías de señalización 

importantes: factores de transcripción (22.4%), remodeladores de la cromatina 

(20.9%), ciclo celular (19.4%), PIK3/mTOR (16.4%), RAS/MAPK (11.9%), JAK-

STAT (2.9%) y adhesión celular (1.5%). La mayoría de los genes conductores y vías 

de señalización fueron compartidas por la paciente CMTN18 (especialmente tumor 

primario sin tratamiento y tumor tratado) y la paciente CMT41 (tumor tratado y 

metástasis a piel). Por el contrario, las muestras más heterogéneas fueron para las 

pacientes CMTN11 y CMTN84, las cuales compartieron pocas mutaciones y vías 

de señalización (figura 9). Estos resultados demuestras que existe una amplia 

heterogeneidad intertumoral en los tumores de mama triple negativo. 

Figura 9. Composición alélica y alteraciones en el número de copias en genes conductores. Las muestras 
fueron segmentadas por pacientes y ordenadas de manera cronológica. La TMB es indicada en la parte superior 
de la gráfica con barras de color rosa. Las alteraciones en los genes conductores se clasificaron en dos 
categorías: SNV (en el panel más bajo) y CNV (en el panel medio). Las vías de señalización en las cuales están 
involucradas las mutaciones conductoras, así como el tipo de mutaciones se muestran en diferentes colores.   
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7.3  Procesos mutagénicos actúan en diferentes estadios del cáncer de 
mama triple negativo 

 Para identificar qué procesos mutagénicos actúan en el CMTN, se realizó el 

análisis de las firmas mutagénicas. Se identificaron 11 de 30 firmas mutagénicas 

previamente descritas por (Alexandrov et al., 2013), con una media de 3.5 firmas 

mutagénica por paciente (intervalo 1-5). Cinco de estas firmas han sido previamente 

identificas en CM, mientras las seis restantes es la primera vez que se describen en 

CM (figura 10). La firma mutagénica S01 (asociada a la edad) fue prevalente en 

todas las muestras y contribuyó a la tasa más alta de mutaciones. La firma 

mutagénica S03 (asociada a deficiencia en la recombinación homóloga) fue 

detectada en el 81%, la firma S06 (asociada a la deficiencia de bases mal 

apareadas) en el 44% y la firma S12 (etiología desconocida) en el 31% de las 

muestras. Otras firmas fueron   encontradas en menos del 20% de las muestras.  

 

Figura 10. Perfil de firmas mutagénicas en las pacientes con cáncer de mama triple negativo. Las 
muestras se ordenaron de acuerdo al agrupamiento jerárquico no supervisado, usando distancias euclidianas. 
La banda de COSMIC describe las firmas encontradas en la base de datos de COSMIC Sanger y la escala de 
colores de la derecha muestra la frecuencia relativa de las firmas en cada muestra. La tasa se expresa como la 
frecuencia relativa de las mutaciones asociadas con las firmas correspondientes. Las firmas mutagénicas 
previamente identificadas en las muestras de cáncer de mama en la base de datos de COSMIC se presentan 
en color rojo. Las pacientes están codificadas con colores. El tejido de origen de las muestras se muestra en la 
esquina inferior derecha y para cada paciente. 
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 Para identificar qué procesos mutagénicos se activan entre las muestras, se 

realizó un análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado, calculando 

distancias euclidianas para determinar la distribución de las firmas mutagénicas de 

todas las muestras.  Este análisis clasificó a las muestras en tres grupos: (i) 

muestras que comparten una firma mutagénica en común (3/16), (ii) muestras que 

comparten dos firmas mutagénicas en común y (iii) muestras que comparten tres o 

más firmas en común. Cada grupo tuvo características únicas. Por ejemplo, el grupo 

2 compartió dos firmas mutagénicas (S01 y S03, asociadas a la edad y defectos en 

la reparación del ADN por recombinación homóloga, respectivamente) en diferentes 

muestras de cada paciente. Por otra parte, el grupo 3 incluyó las firmas S01 y S03, 

pero a su vez encontramos que estos tumores adquirieron dos firmas adicionales, 

S06 (asociada a mecanismos de reparación del ADN por bases mal apareadas) y 

S12 (de etiología desconocida). Interesantemente, este grupo incluyó ganglios 

linfáticos y metástasis a piel de tres pacientes (CMTN11, CMTN41 y CMTN84). 

Estos hallazgos demuestran que hay algunas firmas mutagénicas importantes al 

inicio del cáncer y otras que se adquieren en etapas avanzadas de la enfermedad.  

7.4  El cáncer de mama triple negativo presenta divergencia temprana 

 Para determinar la historia evolutiva de los tumores de CMTN se realizó un 

análisis filogenético. Se clasificaron las SNVs, indels y CNVs en tres grupos: (i) 

troncales (mutaciones encontradas en todas las muestras provenientes del mismo 

paciente), (ii) compartidas (mutaciones encontradas en más de una muestra del 

mismo paciente, pero no en todas) y (iii) privadas (mutaciones encontradas en una 

sola muestra del mismo paciente) (figura 11a). La filogenia fue estimada con el 

principio de máxima parsimonia (Fitch, 1971) y el método de bootstrapping (Efron 

et al., 1996) para evaluar la confiabilidad del árbol filogenético. 
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Figura 11. Árboles filogenéticos de las pacientes con cáncer de mama triple negativo. a) Las gráficas de 
distribución describen las mutaciones troncales (color azul), compartidas (color rojo) y privadas (color amarillo), 
encontradas en cada tumor. El número de mutaciones se muestra en la parte inferior y el total de las mutaciones 
para cada muestra, a la derecha. b) Los árboles filogenéticos describen la relación de las muestras de cada 
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paciente. La longitud de las ramas es proporcional al número de las mutaciones detectadas. Las alteraciones 
en los genes conductores se presentan codificadas por tipo en distintos colores: SNVs, color negro; 
amplificaciones, rojo; y deleciones en azul. Las firmas mutagénicas se muestran para cada muestra. P: tumor 
primario sin tratamiento, TT: tumor tratado, R: recurrencia, GL: ganglio linfático y MP: metástasis a piel. *= valor 
de bootstrap >95% y ** = valor e bootstrap >65% y <95%. 

Cada paciente tuvo una combinación única de mutaciones troncales, 

compartidas y privadas. Las muestras de recurrencia y tumores tratados 

presentaron el número más alto de mutaciones privadas y las metástasis a ganglios 

linfáticos tuvieron el número más bajo de mutaciones privadas. Estos hallazgos 

muestran una heterogeneidad genética intrapaciente importante en todas las 

lesiones neoplásicas. Por ejemplo, la paciente CMTN11 tuvo cinco mutaciones 

troncales, 121 mutaciones compartidas y cada muestra tuvo un número diferente de 

mutaciones privadas, siendo la muestra de recurrencia la que tuvo el número más 

alto de mutaciones privadas. Por otra parte, la paciente CMTN18 acumuló 136 

mutaciones troncales,136 y 192 mutaciones privadas en el tumor primario sin 

tratamiento y en el tumor tratado, respectivamente. La paciente CMTN41 tuvo 38 

mutaciones troncales, 66 mutaciones compartidas y la muestra del tumor tratado 

fue la que tuvo el mayor número de mutaciones privadas con 109. La paciente 

CMTN84 tuvo 11 mutaciones troncales, 92 mutaciones compartidas y la muestra 

del tumor tratado fue la más mutada, mostrando 118 mutaciones. 

Con base en la estructura del árbol filogenético, tres pacientes (CMTN11, 

CMTN41 y CMTN84) tuvieron el mismo patrón evolutivo (figura 11b). El tumor 

primario sin tratamiento, el tumor tratado, la recurrencia y la metástasis a piel fueron 

agrupados en el mismo clado y tuvieron el ancestro común más reciente (MRCA, 

por sus siglas en inglés). La metástasis a piel y el tumor primario sin tratamiento de 

la paciente CMTN84 fueron agrupadas en el mismo clado debido a que estas dos 

muestras compartieron 76 mutaciones. Interesantemente, los ganglios linfáticos 

fueron agrupadas en otro clado, sugiriendo que tuvieron una divergencia temprana. 

Por otra parte, los ganglios linfáticos tuvieron una media de 4.6 conductores 

alterados, indicando posiblemente un cuello de botella evolutivo. Adicionalmente, se 

identificaron 136 mutaciones troncales en las dos muestras obtenidas de la paciente 

CMTN18. Una limitante del estudio fue que no se pudo evaluar el patrón evolutivo 
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en esta paciente debido a que al menos se requieren tres muestras para este 

análisis. Estos análisis permiten entender la evolución del CMTN para identificar 

modos de evolución, selección de las mutaciones conductoras en la etapa avanzada 

de la enfermedad, así como la agresividad de la misma.  

7.5 Implicaciones clínicas potenciales de las mutaciones detectadas en el 
cáncer de mama triple negativo 

 Para definir si los tumores de estas pacientes que no respondieron a ninguna 

terapia presentaban mutaciones específicas asociadas con la respuesta a 

tratamientos de medicina de precisión se realizó una búsqueda puntual en la base 

de datos de OncoKB empleando datos de fármacos aprobados por la Federal Drug 

Administration de Estados Unidos (FDA) (Chakravarty et al., 2017). La idea central 

de este análisis fue conocer si estas pacientes hubieran tenido opciones 

terapéuticas que mejoraran su pronóstico. Los tumores de todas las pacientes 

presentaron mutaciones específicas tratables con fármacos dirigidos. Se 

identificaron 17 blancos terapéuticos potenciales (3-8 blancos por pacientes) 

distribuidos en 7 vías de señalización. Las dos vías de señalización con el número 

más alto de blancos accionables fueron RAS/MAPK y PIK3/mTOR (figura 12). 

 Posteriormente, se agruparon las alteraciones accionables basadas en las 

mutaciones detectadas por tipo de tumor y se observaron siete grupos diferentes de 

tumores y su tratamiento asociado. Por ejemplo, las pacientes con CMTN que 

presentan mutaciones en PIK3CA (alpelisib, fulvestrant), AKT1 (AZD5363) y ESR1 

(AzD9496, fulvestrant), así como las amplificaciones en EGFR (afitinib, erlotinib, 

gefitinib), podrían ser tratadas con fármacos que son usados en otros subtipos de 

tumores de mama y cáncer de pulmón de células no pequeñas, respectivamente 

(figura 12). Esto abre una nueva ventana terapéutica en CMTN basada en los genes 

candidatos potenciales para la precisión en los tratamientos terapéuticos. 
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Figura 12. Alteraciones accionables en cáncer de mama triple negativo de acuerdo con la base de 
oncoKB. Se presentan los fármacos segmentados de acuerdo con el tipo de tumor para el cual cuentan con 
aprobación de uso por la FDA. Las vías de señalización se indican a la derecha y la identificación de las 
pacientes a la izquierda. BC: Bladder Cancer; BRCA: Breast Cancer; CRC: Colorectal Cancer; NSCLC: Non-
Small Cell Lung Cancer; OV: Ovarian Cancer; and ST: Solid Tumors.  
 

8. Discusión  

 El propósito de este estudio fue analizar de manera integrativa las 

características moleculares y la evolución de los tumores de pacientes con CMTN 

clínicamente agresivo. El CMTN muestra el peor pronóstico de todos los subtipos 

de CM, con aspectos moleculares que aún no han sido revelados en su totalidad. 

Para este estudio seleccionamos a cuatro pacientes con varias muestras de 

seguimiento de DNA de alta calidad. Para evaluar las alteraciones en la región 

codificante completa del genoma tumoral se empleó una estrategia de 

secuenciación de exoma completo. Con esta aproximación fue posible evaluar la 

heterogeneidad tumoral, el perfil de las firmas mutagénicas, las alteraciones en 
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genes conductores y la evolución tumoral en un total de 16 muestras con 

seguimiento clínico. Todas las pacientes fueron diagnosticadas en un estadio 

localmente avanzado y cada una presentó escenarios clínicos únicos. Estos 

escenarios concuerdan con la complejidad reconocida de esta neoplasia y la 

dificultad para el desarrollo de tratamientos específicos, dada la amplia 

heterogeneidad genética observada entre las pacientes (Bianchini et al., 2016). En 

nuestra cohorte, ninguna de estas pacientes logró una pCR con NAC y todas 

fallecieron dentro de los primeros tres años después del diagnóstico, después de 

múltiples líneas de tratamiento. Nuestros hallazgos son consistentes con reportes 

previos sobre la tasa de mortalidad en América Latina y a nivel mundial (X. Li et al., 

2017; Reynoso-Noverón et al., 2017).  

 A nivel molecular, descubrimos una gran heterogeneidad genética inter- e 

intrapaciente en términos de CNV y SNV, lo cual concuerda con estudios previos 

(Barry et al., 2018; Ciriello et al., 2013; Gerstung et al., 2020; Ullah et al., 2018; 

Yates et al., 2017). Las SNVs en TP53 y amplificaciones en MCL1 encontradas en 

tumores primarios sin tratamiento de dos pacientes (CMTN11 y CMTN84), sugieren 

que estos son eventos tempranos en la carcinogénesis del CMTN. TP53 es el gen 

más frecuentemente mutado en el CMTN y, en concordancia con nuestros 

hallazgos, se ha reportado como una alteración que ocurre en etapas tempranas 

del desarrollo del CMTN (Barry et al., 2018; Shah et al., 2012; Yates et al., 2017). 

En cambio, las amplificaciones en MCL1 han sido asociadas con resistencia a la 

NAC y están enriquecidas frecuentemente en estadios avanzados de la enfermedad 

(Balko et al., 2014), lo cual podría explicar por qué las pacientes CMTN11, CMTN41 

y CMTN84 no tuvieron pCR, aunque no se descartan otras causas como 

alteraciones no detectadas en este estudio.  

Las deleciones de RB1 fueron predominantemente encontradas en los 

ganglios linfáticos de dos pacientes (CMTN11 y CMTN84); las deleciones en PTEN 

en tres (CMTN18, CMTN41 y CMTN84) de cuatro pacientes, principalmente en 

muestras de metástasis a piel. Estos hallazgos son similares a los de Bertucci y 

colaboradores, quienes identificaron cinco genes, incluyendo RB1 y PTEN 
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enriquecidos en las metástasis de CMTN (Bertucci et al., 2019). Las amplificaciones 

de TERT fueron detectadas en tumores tratados, ganglios linfáticos y metástasis a 

piel de dos pacientes (CMTN41 y CMTN84), así como las amplificaciones de AKT2 

y CCNE1 en ganglios linfáticos de dos pacientes (CMTN11 y CMTN84). Estas CNVs 

han sido reportadas en otros estudios de tumores de mama en estadios avanzados 

y metástasis. Por ejemplo, Watkins y colaboradores encontraron que TERT y 

CCNE1 fueron cambios subclonales que aparecieron en estadios intermedios y 

avanzados durante la progresión de 22 tumores diferentes, incluyendo CM (Watkins 

et al., 2020). De manera global, los tumores de mama triple negativo presentaron 

una amplia heterogeneidad genética con varios genes involucrados en diferentes 

etapas de la carcinogénesis del CMTN (figura 13a). 

 Los pacientes con CMTN presentaron una TMB heterogénea, con un 

promedio de 3.8 mutaciones/megabase de la región codificante (intervalo 0.4-8.9). 

Estos resultados son comparables con estudios previos (Kandoth et al., 2013; 

Rojas-Jiménez et al., 2020). Los tumores tratados y la recurrencia en nuestra 

cohorte tuvieron la TMB más alta en comparación con el tumor primario sin 

tratamiento, ganglios linfáticos y metástasis a piel. Estas diferencias en la TMB entre 

los diferentes sitios tumorales pueden ser el resultado del desarrollo tumoral y del 

efecto mutagénico de la quimioterapia. De hecho, ha sido demostrado que la NAC 

altera el perfil genético de los tumores y promueve la progresión de la enfermedad 

incrementando la TMB en pacientes que no responden al tratamiento (Pich et al., 

2019; Szikriszt et al., 2016). Por el contrario, los ganglios linfáticos muestran la TMB 

más baja, la cual puede deberse a un efecto de cuello de botella evolutivo durante 

la diseminación de las células tumorales debido a las restricciones del 

microambiente tumoral, un número reducido de células invasoras (una baja 

diversidad genética), o a una celularidad tumoral reducida en estas muestras.  

 El análisis de las firmas mutagénicas reveló la presencia de la firma S01 en 

el 100% de las muestras; S03 en el 83%; S06 y S12 en menos del 50%; y otras 

firmas mutagénicas en menos del 20%. Un análisis de agrupamiento jerárquico no 

supervisado usando distancias euclidianas identificó tres grupos de muestras de 
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acuerdo con sus firmas mutagénicas en común. El grupo dos compartió dos firmas 

mutagénicas, S01 y S03, ambas detectadas en varias muestras tumorales. En 

cambio, el grupo tres mostró más firmas mutagénicas en común, las cuales 

incluyeron S01, S03, S06 y S12. Las lesiones metastásicas de los ganglios linfáticos 

y a piel fueron los sellos distintivos del grupo tres. En general, el análisis de las 

firmas mutagénicas reveló que las lesiones avanzadas tratadas con fármacos 

antitumorales son influenciadas por un ambiente mutagénico más complejo que las 

lesiones primarias sin tratar. Cinco de las 11 firmas mutagénicas identificadas en 

nuestra cohorte han sido asociadas con el CM, incluyendo S01, S03, S06, S20 y 

S26 (Nik-Zainal & Morganella, 2017), mientras que las seis restantes no han sido 

detectadas en CM. En efecto, la firma S01 y S03 fueron detectadas en casi todas 

las muestras, mientras que las firmas S06 y S13 fueron encontradas en los ganglios 

linfáticos y metástasis a piel (figura 13b). La firma mutagénica S01 se presenta en 

todos los tipos de tumores malignos humanos debido a su asociación con la 

desaminación hidrolítica espontánea de la 5-metilcitosina acumulada a través del 

tiempo, por la edad. La firma S03 ha sido identificada en el 20% de todos los 

subtipos moleculares de CM; sin embargo, en el CMTN esta firma constituye más 

del 70% de todos los casos (Lefebvre et al., 2016; Nik-Zainal & Morganella, 2017). 

Las firmas mutagénicas S06, S20 y S26, asociadas al déficit en mecanismos de 

reparación de bases mal apareadas, fueron detectadas en nuestro estudio y son 

prevalentes en CM (Lefebvre et al., 2016; Nik-Zainal & Morganella, 2017). Otros 

estudios como el Gerstung y colaboradores han reportado que las firmas asociadas 

a deficiencias en los mecanismos de reparación de bases mal apareadas fueron 

desarrolladas en los estadios avanzados de 38 diferentes tipos de cáncer, 

incluyendo el CM (Gerstung et al., 2020), y se asociaron con tumores de mama de 

alto grado (Cheng et al., 2020). Por el contrario, no hay evidencia sobre la 

prevalencia de la firma S12 en CM. Esta firma ha sido detectada en el 

hepatocarcinoma celular, el subtipo más común de cáncer de hígado. Por otra parte, 

se ha reportado que los pacientes con diferentes tipos de neoplasia que no logran 

la pCR después del tratamiento con la NAC basada en sales de platino presentan 

algunas firmas asociadas con la exposición a las sales de platino (Pich et al., 2019), 
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firmas S04, S24 y S29,  las cuales no fueron observadas en nuestra cohorte. Sin 

embargo, no descartamos la prevalencia de las firmas asociadas con la resistencia 

a la NAC basada en sales de platino, las cuales podrían ser evidenciadas 

experimentalmente mediante secuenciación de genoma completo. 

Las células del CM se diseminan a otros tejidos a través de vías linfáticas y 

hematológicas (Chitty et al., 2018). Entendiendo los patrones evolutivos se podría 

mejorar la comprensión de la progresión de los tumores y la invasión a otros tejidos. 

En este estudio, se observó un patrón evolutivo definido en tres de cuatro pacientes 

analizados. El tumor primario sin tratamiento, el tumor tratado, la recurrencia y la 

metástasis a piel se agruparon en el mismo clado, indicando que comparten el 

MRCA. Durante muchos años se ha hipotetizado que los ganglios linfáticos axilares 

constituyen un reservorio de células malignas que les permite diseminarse después 

del tratamiento a órganos distantes (Halsted, 1894; Patey & Dyson, 1948). Sin 

embargo, nuestro estudio mostró que la metástasis a piel proviene directamente del 

tumor primario sin tratamiento, a pesar del estadio de los ganglios linfáticos. 

Adicionalmente, los ganglios linfáticos formaron un clado independiente con pocas 

mutaciones compartidas entre el tumor primario sin tratamiento y otras lesiones, 

sugiriendo que la diseminación podría ocurrir de manera temprana en estos tejidos. 

Este mismo patrón de invasión en etapas tempranas ha sido reportado en otros 

estudios (Barry et al., 2018; Ullah et al., 2018; Venet et al., 2020). Asimismo, 

distintos estudios moleculares y clínicos del CMTN y del CM han mostrado la 

diseminación a ganglios linfáticos a partir de tumores pequeños en etapa T1 (<2 cm) 

y la ocurrencia de diseminación metastásica en los estadios tempranos del 

crecimiento tumoral (Chen et al., 2013; Z. Hu et al., 2020; X.-X. Wang et al., 2016). 

Por otra parte, los ganglios linfáticos tuvieron pocos genes conductores alterados, 

sugiriendo un cuello de botella evolutivo. Este cuello de botella podría ser causado 

por la diseminación de un pequeño número de células invasivas en los ganglios 

linfáticos, lo cual podría resultar en una pérdida de la diversidad genética. La 

heterogeneidad subclonal reducida en los ganglios linfáticos después de la NAC ha 

sido reportada en pacientes con CM, cáncer colorrectal y de pulmón (Z. Hu et al., 

2020). Tomando en cuenta lo anterior, nuestros hallazgos soportan el modelo de 
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metástasis temprana e implican una rápida progresión metastásica de lesiones 

tempranas en estas pacientes con neoplasias agresivas (Hunter et al., 2018). 

El único tratamiento sistémico aprobado para las pacientes con CMTN es la 

quimioterapia neoadyuvante. En las pacientes analizadas encontramos alta 

cantidad de alteraciones genéticas en 67 genes conductores (2-15 SNV y 0-7 CNV) 

distribuidas de manera heterogénea en las diferentes lesiones tumorales de cada 

paciente. Esta amplia diversidad genética de alteraciones que aumentan la eficacia 

biológica es uno de los principales retos de la terapia contra el CMTN (Bianchini 

et al., 2016). Dado el alto grado de heterogeneidad genética del CMTN, es posible 

usar los perfiles moleculares para identificar genes candidato para la terapia dirigida. 

Nuestros análisis identificaron 17 alteraciones potencialmente tratables agrupadas 

en siete vías de señalización primarias, siendo las más importantes en RAS/MAPK 

(EGFR, FGFR2, FGFR3, NRAS, KRAS y RET) y PIK3/mTOR (PIK3CA, AKT1, 

PTEN, TSC2 y PDGFRA), las cuales son consistentes con estudios previos de 

nuestro grupo de trabajo y otros (Rojas-Jiménez et al., 2020; Sanchez-Vega et al., 

2018; Yates et al., 2017). Se identificaron siete grupos de tumores con tratamientos 

disponibles contra las mutaciones específicas detectadas en las muestras que 

analizamos. Aunque es necesario que el reposicionamiento de fármacos para su 

uso en pacientes con CMTN sea confirmado mediante ensayos clínicos 

aleatorizados, algunos de estos tratamientos son también usados en otros subtipos 

de CM. En efecto, nuestro análisis identificó alteraciones genéticas potencialmente 

importantes que podrían ser usadas en el tratamiento del CMTN. Es necesario que 

ensayos clínicos demuestren la utilidad de estos fármacos en el CMTN, Figura 12. 
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Figura 13. Resumen de las conclusiones claves de nuestro estudio. a) Evolución tumoral de CMTN 
observado en nuestra cohorte. Se identificó una divergencia temprana a ganglios linfáticos y tardía a metástasis 
a piel. Los genes conductores con SNV (color negro), las amplificaciones (color rojo) y deleciones (color azul) 
están representadas en los diferentes estadios durante la carcinogénesis del CMTN. b) Árbol filogenético de las 
principales firmas mutagénicas adquiridas en cada muestra. Las firmas mutagénicas troncales se indican en 
color azul, las compartidas en amarillo y las privadas en rojo. 
 

Nuestro estudio proporciona un análisis detallado de cuatro pacientes con 

CMTN. Los tumores fueron caracterizados molecularmente y la amplia 

heterogeneidad genética que mostraron podría impactar en la falta de respuesta al 

tratamiento y la evolución de esta enfermedad. Sin embargo, las limitaciones de 

este estudio incluyen: la imposibilidad de correlacionar características clínicas con 

las moleculares debido a la limitación del tamaño muestral; y debido a que los casos 

no son homogéneos en términos de tiempo de progresión y tratamiento, es decir, 

cada paciente presentó características clínicas únicas y diferentes estadios de la 

enfermedad, por lo cual los tratamientos fueron heterogéneos. Otra limitación de 

este estudio es que el diseño no permite una evaluación del papel de la etnicidad 
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en la evolución de la enfermedad. Adicionalmente, es posible que el uso de 

muestras FFPE y una potencial baja celularidad en ganglios linfáticos hayan 

disminuido la sensibilidad de detección de mutaciones en estos tejidos. La 

relevancia a nivel clínico de los análisis de exoma completo en pacientes que no 

tuvieron pCR radica en la capacidad de detección de la prevalencia y composición 

de las alteraciones en genes conductores que pueden ser usados como blancos 

potenciales tratables de manera específica. Sin embargo, la ausencia de un grupo 

de pacientes con pCR limitó la comparación de la evolución de los tumores con 

aquellos que respondieron al tratamiento.  

 A pesar de estas limitaciones, nuestros datos soportan hallazgos previos de 

otros estudios y evidencian una notable heterogeneidad genética intrapaciente, así 

como la estructura de la arquitectura molecular y la evolución genómica de estas 

neoplasias agresivas. El análisis longitudinal realizado permitió establecer las 

relaciones filogenéticas entre las neoplasias de las pacientes y la identificación de 

una divergencia temprana hacia los ganglios linfáticos. Las firmas mutagénicas S06 

y S12 fueron encontradas exclusivamente en ganglios linfáticos y metástasis a piel, 

lo cual sugiere que las células metastásicas se adaptan a las presiones selectivas 

de estos nuevos nichos ecológicos mediante la acumulación de nuevas alteraciones 

producidas por procesos mutagénicos distintos a los presentes en el tumor primario. 

Finalmente, fueron identificadas mutaciones específicas tratables y que son 

efectivas en otras neoplasias, lo cual podría servir para la realización de ensayos 

clínicos en pacientes con CMTN que no responden a la terapia neoadyuvante. De 

acuerdo con nuestro conocimiento, este es el primer estudio que integra las 

alteraciones genómicas con procesos evolutivos en una cohorte de CMTN en 

América Latina, la cual es una región notablemente subrepresentada en los estudios 

genómicos. Colectivamente, estos hallazgos muestran que existe una amplia 

heterogeneidad genética intrapaciente, distribuida en todas las lesiones malignas, 

hecho que podría jugar un papel determinante en la falla terapéutica, evolución 

adaptativa y el comportamiento clínico agresivo del CMTN. 
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9. Conclusiones 

Este estudio proporciona una visión detallada de la complejidad genómica y 

heterogeneidad intrapaciente, así como el desarrollo evolutivo del CMTN. Mediante 

el análisis de bases de datos describimos las características genómicas que han 

sido asociadas con el tratamiento dirigido en otras neoplasias y que podrían ser 

evaluadas en el CMTN mediante ensayos clínicos. Integramos de forma longitudinal 

las alteraciones genéticas con técnicas evolutivas para entender la evolución y la 

variabilidad genética, así como la descripción de cada estadio de la progresión de 

la enfermedad en los pacientes con CMTN. Estos hallazgos contribuyen a elucidar 

el fenómeno global de la evolución del CMTN y proporcionan datos genómicos que 

podrían dirigir estudios futuros para definir alteraciones específicas tratables para 

estas pacientes, permitiendo así una terapia más personalizada. 
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11. Anexos 

Anexo 1. Flujo de trabajo bioinformático 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Lista para filtrado de 
genes conductores (GC) 

Filogenia 

Firmas mutagénicas 

Detección de variantes 

Preprocesamiento de datos 

Filtrado 

Anotación 

Alineamiento 

Archivo fastq 

Software: bwa mem v.1.7.17 
Genoma de referencia hg19 

Software: GATK 4.1.8.1 
a) Ordenamiento de bases 
b) Marcaje de duplicados 

c) Recalibramiento de bases 

Software: Mutect2 
Detección de SNV 

Software: CNVKit v.0.9.9 
Detección de CNV

wANNOVAR 
(https://wannovar.wglab.org/) 

- Excluimos variantes con frecuencia alélica  
> 0.001 en 1000G, ExAC y ESP6500 
- Incluimos variantes con frecuencia alélica  
> 0.05 
- Incluimos variantes con al menos 3 lecturas 
(2 y 1 en la lectura sentido o anti-sentido, 
respectivamente, o viceversa) 
 

Lista de Yates (2017) – 151 GC 
Lista de Intogen (2018) – 184 GC 

 

Software: R 
Paquete: deconstructSigs v.19.0 

Software: PAUP v.4.0 
Método: máxima parsimonia 
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Anexo 2. Mutaciones conductoras de un solo nucleótido 
 

Paciente Muestra Mutación Gen Proteína Referencia 
CMTN11 Tumor primario 1 chrX:g.39923020C>A BCOR p.G1230C NM_001123385 
CMTN11 Tumor primario 1 chr22:g.41573560C>T EP300 p.Q1949X NM_001429 
CMTN11 Tumor primario 1 chr17:g.56436149G>A RNF43 p.R330X NM_017763 
CMTN11 Tumor primario 1 chr17:g.7577534C>A TP53 p.R249S NM_000546 
CMTN11 Tumor primario 2 chr6:g.157469779C>A ARID1B p.A845E NM_017519 
CMTN11 Tumor primario 2 chr19:g.11024679G>A CARM1 p.E266K NM_199141 
CMTN11 Tumor primario 2 chrX:g.70354253C>T MED12 p.T1555M NM_005120 
CMTN11 Tumor primario 2 chr5:g.14290880C>T TRIO p.T199I NM_007118 
CMTN11 Tumor primario 2 chr2:g.43451775C>A ZFP36L2 p.A390S NM_006887 
CMTN11 Recurrencia chr22:g.41573560C>T EP300 p.Q1949X NM_001429 
CMTN11 Recurrencia chr4:g.153271243G>A FBXW7 p.R179C NM_033632 
CMTN11 Recurrencia chrX:g.44929157C>T KDM6A p.Q753X NM_021140 
CMTN11 Recurrencia chr2:g.48030640C>- MSH6 p.T1085fs NM_000179 
CMTN11 Recurrencia chr1:g.115256533C>T NRAS p.G60R NM_002524 
CMTN11 Recurrencia chr13:g.48954341G>C RB1 p.A488P NM_000321 
CMTN11 Recurrencia chr17:g.7577534C>A TP53 p.R249S NM_000546 
CMTN18 Tumor primario chr3:g.142231221G>A ATR p.T1578I NM_001184 
CMTN18 Tumor primario chr7:g.2962867T>C CARD11 p.T681A NM_032415 
CMTN18 Tumor primario chr19:g.33793107C>T CEBPA p.A72T NM_004364 
CMTN18 Tumor primario chr16:g.15815380C>T MYH11 p.E1493K NM_002474 
CMTN18 Tumor primario chr17:g.74732517C>A SRSF2 p.R131L NM_001195427 
CMTN18 Tumor primario chr5:g.14508370C>T TRIO p.L3045F NM_007118 
CMTN18 Tumor tratado chr17:g.15938219C>T NCOR1 p.S2332N NM_006311 
CMTN18 Tumor tratado chr17:g.74732517C>A SRSF2 p.R131L NM_001195427 
CMTN18 Tumor tratado chr5:g.14508370C>T TRIO p.L3045F NM_007118 
CMTN41 Tumor tratado chr19:g.17952511G>C JAK3 p.R308G NM_000215 
CMTN41 Tumor tratado chr3:g.178952085A>G PIK3CA p.H1047R NM_006218 
CMTN41 Tumor tratado chr10:g.43622131C>T RET p.R1050X NM_020975 
CMTN41 Ganglio linfático chr19:g.17952511G>C JAK3 p.R308G NM_000215 
CMTN41 Ganglio linfático chr1:g.82409181G>A LPHN2 p.R309H NM_001297704 
CMTN41 Metástasis a piel chr19:g.17952511G>C JAK3 p.R308G NM_000215 
CMTN41 Metástasis a piel chr3:g.178952085A>G PIK3CA p.H1047R NM_006218 
CMTN84 Tumor primario  chr22:g.41572929C>G EP300 p.C1738W NM_001429 
CMTN84 Ganglio linfático 1 chr1:g.155340754G>A ASH1L p.S2118F NM_018489 
CMTN84 Ganglio linfático 1 chr1:g.39788600C>T MACF1 p.R1391C NM_012090 
CMTN84 Ganglio linfático 1 chr22:g.36714284C>T MYH9 p.D399N NM_002473 
CMTN84 Ganglio linfático 1 chr16:g.2131748G>A TSC2 p.V1255M NM_000548 
CMTN84 Tumor tratado chr16:g.3843560G>- CREBBP p.P348fs NM_004380 
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CMTN84 Tumor tratado chr8:g.134251332C>T NDRG1 p.R325Q NM_001135242 
CMTN84 Tumor tratado chr19:g.11106911G>A SMARCA4 p.R539H NM_001128844 
CMTN84 Metástasis a piel chr16:g.3843560G>- CREBBP p.P348fs NM_004380 
CMTN84 Metástasis a piel chr22:g.41572929C>G EP300 p.C1738W NM_001429 
CMTN84 Ganglio linfático 1 chr6:g.157528726G>A ARID1B p.V2138M NM_017519 
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Anexo 3. Mutaciones conductoras en variaciones del número de copias 
 
Paciente Muestra Gen Tipo CN 
CMTN11 Tumor primario 1 AKT3 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 BAP1 Deleción 1 
CMTN11 Tumor primario 1 CCND1 Amplificación 9 
CMTN11 Tumor primario 1 CDK6 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 IGF1R Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 JAK2 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 KRAS Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 MCL1 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 MDM4 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 MYC Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 NSD1 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 PIK3CA Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 REL Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 1 STK11 Deleción 1 
CMTN11 Tumor primario 1 TERC Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 2 ARID1A Deleción 1 
CMTN11 Tumor primario 2 ESR1 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 2 FGFR2 Amplificación 4 
CMTN11 Tumor primario 2 IGF1R Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 2 JUN Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 2 MDM2 Amplificación 3 
CMTN11 Tumor primario 2 PDGFRA Amplificación 3 
CMTN11 Ganglio linfático 1 AKT2 Amplificación 3 
CMTN11 Ganglio linfático 1 CCND1 Amplificación 7 
CMTN11 Ganglio linfático 1 CCNE1 Amplificación 3 
CMTN11 Ganglio linfático 1 NOTCH3 Amplificación 3 
CMTN11 Ganglio linfático 1 RB1 Deleción 1 
CMTN11 Ganglio linfático 2 CDKN1B Deleción 1 
CMTN11 Ganglio linfático 2 RB1 Deleción 1 
CMTN11 Recurrencia AKT3 Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia BAP1 Deleción 1 
CMTN11 Recurrencia CCND1 Amplificación 9 
CMTN11 Recurrencia CDK6 Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia FGFR2 Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia IGF1R Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia JAK2 Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia JUN Amplificación 3 
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CMTN11 Recurrencia KRAS Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia MCL1 Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia MDM4 Amplificación 3 
CMTN11 Recurrencia MYC Amplificación 3 
CMTN18 Tumor primario  ARID1A Deleción 0 
CMTN18 Tumor primario  BAP1 Deleción 1 
CMTN18 Tumor primario  BRCA1 Deleción 1 
CMTN18 Tumor primario  CDKN1B Deleción 0 
CMTN18 Tumor primario  CDKN2A Deleción 1 
CMTN18 Tumor primario  CDKN2B Deleción 1 
CMTN18 Tumor primario  PBRM1 Deleción 1 
CMTN18 Tumor primario  PTEN Deleción 0 
CMTN18 Tumor primario  RB1 Deleción 0 
CMTN18 Tumor tratado ARID1A Deleción 0 
CMTN18 Tumor tratado BAP1 Deleción 1 
CMTN18 Tumor tratado BRCA1 Deleción 1 
CMTN18 Tumor tratado CDKN1B Deleción 0 
CMTN18 Tumor tratado CDKN2A Deleción 1 
CMTN18 Tumor tratado CDKN2B Deleción 1 
CMTN18 Tumor tratado PBRM1 Deleción 1 
CMTN18 Tumor tratado PTEN Deleción 0 
CMTN18 Tumor tratado RB1 Deleción 1 
CMTN18 Tumor tratado STK11 Deleción 1 
CMTN41 Tumor tratado AKT1 Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado ARID1A Deleción 1 
CMTN41 Tumor tratado CCND1 Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado CDKN1B Deleción 1 
CMTN41 Tumor tratado CDKN2A Deleción 0 
CMTN41 Tumor tratado CDKN2B Deleción 0 
CMTN41 Tumor tratado EGFR Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado FGFR3 Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado MCL1 Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado MYC Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado NFE2L2 Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado NSD1 Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado TERC Amplificación 3 
CMTN41 Tumor tratado TERT Amplificación 5 
CMTN41 Ganglio linfático AKT1 Amplificación 3 
CMTN41 Ganglio linfático TERT Amplificación 3 
CMTN41 Metástasis a piel AKT1 Amplificación 3 
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CMTN41 Metástasis a piel CCND1 Amplificación 3 
CMTN41 Metástasis a piel CDKN1B Deleción 1 
CMTN41 Metástasis a piel CDKN2A Deleción 1 
CMTN41 Metástasis a piel CDKN2B Deleción 1 
CMTN41 Metástasis a piel EGFR Amplificación 3 
CMTN41 Metástasis a piel FGFR3 Amplificación 3 
CMTN41 Metástasis a piel NSD1 Amplificación 3 
CMTN41 Metástasis a piel PTEN Deleción 1 
CMTN41 Metástasis a piel TERT Amplificación 5 
CMTN84 Tumor primario  BRCA1 Deleción 1 
CMTN84 Tumor primario  MCL1 Amplificación 3 
CMTN84 Tumor primario  NOTCH3 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 1 BRCA1 Deleción 1 
CMTN84 Ganglio linfático 1 TERT Amplificación 3 
CMTN84 Tumor tratado BAP1 Deleción 1 
CMTN84 Tumor tratado BRCA1 Deleción 1 
CMTN84 Tumor tratado MCL1 Amplificación 3 
CMTN84 Tumor tratado MDM4 Amplificación 3 
CMTN84 Tumor tratado PBRM1 Deleción 1 
CMTN84 Tumor tratado RB1 Deleción 1 
CMTN84 Tumor tratado TERT Amplificación 3 
CMTN84 Metástasis a piel ARID1A Deleción 1 
CMTN84 Metástasis a piel MCL1 Amplificación 3 
CMTN84 Metástasis a piel MDM4 Amplificación 3 
CMTN84 Metástasis a piel PTEN Deleción 1 
CMTN84 Metástasis a piel TERT Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 2 AKT2 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 2 CCNE1 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 2 MCL1 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 2 NOTCH3 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 2 RB1 Deleción 1 
CMTN84 Ganglio linfático 3 AKT2 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 3 CCNE1 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 3 MCL1 Amplificación 4 
CMTN84 Ganglio linfático 3 NOTCH3 Amplificación 3 
CMTN84 Ganglio linfático 3 PTEN Deleción 1 
CMTN84 Ganglio linfático 3 RB1 Deleción 1 
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Simple Summary: Triple-negative breast cancer (TNBC) is a clinically, phenotypically, and molecu-
larly heterogeneous disease. This heterogeneity is a factor that negatively impacts therapy response.
To analyze evolutionary patterns and the genomic alterations in patients with clinically aggressive
disease who did not respond to treatment, we performed whole-exome sequencing in multiple
longitudinal samples from diagnosis to distant metastasis. We found an extensive intrapatient and
interpatient genetic heterogeneity, mutational signature composition at different stages, and, inter-
estingly, an early lymph node metastasis formation during the evolution of aggressive TNBC. This
study provides detailed insights into the genomic complexity, and the phylogenetic and evolutionary
development of TNBC, as well as identifying specific mutations associated with targeted treatments
in TNBC.

Abstract: In triple-negative breast cancer (TNBC), only 30% of patients treated with neoadjuvant
chemotherapy achieve a pathological complete response after treatment and more than 90% die due
to metastasis formation. The diverse clinical responses and metastatic developments are attributed
to extensive intrapatient genetic heterogeneity and tumor evolution acting on this neoplasm. In
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this work, we aimed to evaluate genomic alterations and tumor evolution in TNBC patients with
aggressive disease. We sequenced the whole exome of 16 lesions from four patients who did not
respond to therapy, and took several follow-up samples, including samples from tumors before
and after treatment, as well as from the lymph nodes and skin metastases. We found substantial
intrapatient genetic heterogeneity, with a variable tumor mutational composition. Early truncal events
were MCL1 amplifications. Metastatic lesions had deletions in RB1 and PTEN, along with TERT, AKT2,
and CCNE1 amplifications. Mutational signatures 06 and 12 were mainly detected in skin metastases
and lymph nodes. According to phylogenetic analysis, the lymph node metastases occurred at an
early stage of TNBC development. Finally, each patient had three to eight candidate driving mutations
for targeted treatments. This study delves into the genomic complexity and the phylogenetic and
evolutionary development of aggressive TNBC, supporting early metastatic development, and
identifies specific genetic alterations associated with a response to targeted therapies.

Keywords: triple-negative breast cancer; tumor evolution; metastasis; lymph nodes; early divergence;
targeted therapies

1. Introduction

Triple-negative breast cancer (TNBC) is defined by a lack of expression of estrogen
receptors (ER), progesterone receptors (PR), and an amplification or overexpression of
human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2), and accounts for 10–15% of breast
cancer cases [1,2]. TNBC is treated with chemotherapy based on anthracyclines, taxanes,
and platinum salts [3]. Despite optimal management of TNBC treatment, only 30% of
patients achieve a pathological complete response (pCR) with neoadjuvant chemotherapy
(NAC) [3]. This differential response with NAC has been attributed, at least in part, to
intratumoral heterogeneity and continuous tumor evolution, which facilitate the growth of
treatment-resistant subclones and their subsequent spread through metastatic events [4,5].

Breast cancer (BC) associated mortality is a consequence of the metastatic spread of a
primary tumor to different organs and accounts for 90% of all deaths from breast cancer [6].
BC has different clinical scenarios and metastatic spread patterns. Lymph nodes are the
most common sites of metastases in BC, and they are associated with a bad prognosis and
recurrence [7,8]. Skin metastases, on the other hand, occur in up to 20% of all cases and
these are also associated with a poor prognosis [9,10]. Several studies have demonstrated
that primary tumors share many mutations with their metastases, but at the same time
each metastatic lesion has clear differences in the number and type of affected genes as a
result of tumor evolution and selective treatment pressures [5,11–13].

Usually, primary tumors and metastases are the most available samples [5,11,12,14].
However, studying evolution in TNBC has been challenging due to the difficulty of ob-
taining samples at all stages of the disease. In this context, we performed whole-exome
sequencing (WES) on 16 samples from four patients with clinically aggressive disease
who did not respond to several lines of treatment in order to analyze the evolutionary
patterns of the cancerous cells, and to describe their genomic allelic composition and muta-
tional patterns. Our analysis included a set of follow-up samples, such as tumor samples
(before and after treatment), as well as samples from lymph nodes, skin metastases, and
normal tissue. Our data show an extensive intra- and interpatient genetic heterogeneity.
Additionally, these data indicate an early divergence to lymph nodes during TNBC carcino-
genesis. Finally, we identified potential candidate genes that could be suitable for targeting
with therapeutic precision agents which may contribute to preventing treatment failure in
the future.
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2. Materials and Methods
2.1. Sample Information

A total of 97 patients were diagnosed with TNBC and treated at the National Cancer
Institute (INCAN) of Mexico between April 2007 and April 2010. TNBCs were diagnosed
by immunohistochemistry (IHC) based on the criteria of less than one percent expression
of the staining score for the ER, PR, and HER2 receptors. We selected cases with clinically
aggressive disease, defined as the absence of pCR to NAC, a lack of response to any
treatment, death within three years of diagnosis, and with ductal carcinoma (Table S1).
After DNA quality control, only 16 samples from four patients were amplifiable and
suitable for WES analysis, including primary treatment-naïve tumors, treated tumors,
lymph nodes, and skin metastases, all of which were paired with their respective normal
samples. For this study, the protocol was approved by the Research and Ethics Committees
(protocol #016/013/IBI CEI/1021/16) and conducted by the Declaration of Helsinki.

2.2. Sample Preparation and DNA Extraction

Samples were obtained from formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) tissues and
extracted from three 50 µm slices corresponding to about 50–200 mg of tissue. Samples
were dewaxed with xylol and ethanol baths and digested overnight with proteinase K.
Crosslinking formation by formaldehyde was reversed through a 90 ◦C incubation for
1 h. DNA extraction was done with the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), following the manufacturer’s instructions. DNA concentration was quantified
by Qubit (Invitrogen, Carlsbad, USA). DNA integrity and purity were verified by agarose
gel electrophoresis and spectrophotometry, respectively, to evaluate DNA quality.

2.3. Library Preparation

The library preparation was done on the Illumina Nextera Rapid Capture Exome
Kit v.1.2 (Illumina, San Diego, CA, USA), which covers 37 Mb of protein-coding bases,
following the manufacturer’s instructions. Pair-end sequencing was performed on an
Illumina HiSeq 2500 for 2 × 150 cycles, at the Red de Apoyo a la Investigación of the National
Institute of Nutrition Salvador Zubirán, Mexico City, Mexico.

2.4. SNV e Indels Identification

Sequencing reads were aligned to the human genome reference hg19 with BWA-
MEM [15]. GATK tools were used to sort reads, mark duplicates, and for base recalibra-
tion [16]. Single nucleotide variations (SNV) were called with Mutect2 [17] and annotated
with ANNOVAR [18]. Variants were filtered as follows: (i) variants with an allelic fre-
quency of less than 0.001 in 1000 genomes, ExAC and ESP6500 databases, were included;
(ii) common SNP were excluded, unless they were reported as pathogenic in ClinVar;
(iii) variants with at least two reads in both DNA chains in the tumor samples were kept;
and (iv) variants with an allelic fraction of ≥0.05 were also kept. We used ExAC to exclude
non-pathogenic natural variation, considering that this repository includes the sequencing
data of 5789 exomes of Latin and admixed Americans.

Driver genes were identified using two well-curated gene lists: Intogen v.2019
(https://www.intogen.org/) and the list from Yates [5]. Then, driver mutations were
defined as pathogenic if they were previously described in ClinVar as pathogenic, if at
least two out of three algorithms—SIFT, PolyPhen2 or MutationTaster—predicted them as
deleterious, and if they were known hotspot mutations in COSMIC [19] and cBioportal [20]
(Table S2). All driver variants were manually curated by inspection of the BAM files using
the IGV software [21].

2.5. Tumor Mutational Burden Analysis

Tumor mutational burden (TMB) was defined as the number of somatic, coding, and
indel mutations, and base substitutions per megabase of the examined genome. To calculate
the TMB per megabase, the total number of counted mutations was divided by the size

https://www.intogen.org/
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of the coding region of the targeted territory. An estimated exome size of 37 Mb was
considered for the analyses.

2.6. CNV Identification

Copy number variation (CNV) was identified with CNVkit [22], using a panel of nor-
mal samples with default parameters. We defined the driver genes according to the Intogen
and Yates lists previously described. The found variants were filtered by directionality,
considering the biology of the affected gene as follows: (i) CNV with CN = 2 were excluded;
(ii) oncogenes with copy number (CN) < 2 were excluded and CN > 2 were kept; (iii) tumor
suppressor genes with CN > 2 were excluded and CN < 2 were kept.

2.7. Mutational Signature Analysis

Mutation patterns were evaluated in the context of 96 trinucleotides using the R
package deconstrictSigs [23]. To evaluate the distribution of the samples with mutational
signatures, an unsupervised hierarchical clustering analysis was performed by calculating
Euclidean distances.

2.8. Pathway Enrichment Analysis

Pathway and network enrichment analysis was defined with the David Functional
Annotation Tool 6.8 [24], using driver genes in the KEGG pathway database. Uninformative
pathways were eliminated, such as general cancer and non-cancer diseases.

2.9. Global Actionable Alterations

Treatments approved by the FDA for actionable genes in all types of cancer were
selected using the OncoKB database [25].

2.10. Evolutionary Tree Construction

Phylogenetic trees were constructed with SNV, indels, and CNV, using maximum par-
simony principles [26]. Variants were coded with 0 and 1 to indicate the absence and pres-
ence of mutations, respectively, and processed in mesquite (http://www.mesquiteproject.
org/) to generate nexus files. The phylogenetic trees were analyzed in PAUP (http:
//paup.phylosolutions.com/) using a heuristic method and rooted with normal samples.
The reliability of trees was evaluated with the Bootstrap Method [27]. The trees generated
were saved in Newick format and visualized with the FigTree software
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3. Results
3.1. Patients with TNBC Exhibit a Variety of Clinical Scenarios

For this study, we reviewed the database of patients diagnosed with TNBC and treated
at the INCAN during April 2007 and April 2010. We chose 16 FFPE samples from four
patients with aggressive disease and high-quality DNA to perform WES. Four clinical
settings were represented by the samples: (i) primary treatment-naïve tumor, (ii) treated
tumor, (iii) lymph nodes, and (iv) skin metastasis. All patients were diagnosed at advanced
stage and received NAC treatment. None of them achieved a pCR and all died within three
years of their diagnosis (Figure 1a,b; Table S1).

http://www.mesquiteproject.org/
http://www.mesquiteproject.org/
http://paup.phylosolutions.com/
http://paup.phylosolutions.com/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Figure 1. Clinical history of TNBC patients. (a) The cohort of TNBC with 16 samples from four patients includes tumors
obtained before and after treatments, lymph node- and skin metastasis. (b) The timeline depicts the clinical characteristics of
all patients analyzed and samples taken during the progression of the disease. Colored boxes show the different treatments
received by patients (blue: breast; red: lymph node metastases; green: skin metastases).

Patient TNBC11 was a woman diagnosed at age 53 with a locally advanced TNBC.
A first biopsy of the primary tumor was obtained and had pathogenic variants in TP53
and EP300, as well as amplifications in MCL1 and IGF1R (Figures 1 and 2). Then, a
second biopsy was taken from the same primary tumor at month two, and the patient
started chemotherapy treatment. This second sample had different driving alterations
and only shared the IGF1R amplification with the previous sample. At the ninth month, a
mastectomy was performed, and two lymph node biopsies were obtained. Both lymph
nodes showed RB1 deletions and low TMB. Lymph node 1 showed NOTCH3, AKT2, and
CCNE1 amplifications, and lymph node 2 had a CNV loss in CDKN1B. At month 14,
after five months of radiotherapy, a last mastectomy was performed and a recurrence
sample was obtained, which showed a composition of the altered driver genes very similar
to those detected in the primary tumour 1, including the EP300 and TP53 mutations,
and amplifications in MCL1, CCND1, MDM4, IGF1R, MYC, AKT3, CDK6, JAK2, KRAS.
The recurrence also shared a BAP1 deletion with the primary tumor 1. Globally, all the
neoplastic lesions had 57 driver alterations. Patient TNBC11 died after the 16th month
of diagnosis.
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Figure 2. Allelic composition and CNV alterations in driver genes. The samples were segmented and color-coded by patient
and sorted chronologically. TMB is indicated on the top panel with pink bars. Driver genes are classified into two categories:
SNV (lower panel) and CNV (upper panel). Mutation signaling pathways in which driver genes are involved, as well as
mutation types, are denoted by distinct colors.

Patient TNBC18 was a woman diagnosed at age 54 with two available samples, a
primary treatment-naïve tumor and a treated tumor. The primary treatment-naïve tumor
was obtained in the first month of diagnosis. After 16 months of treatment with chemo- and
radiotherapy, surgery was performed to obtain the treated tumor. Both samples showed a
very similar pattern of alterations and a high TMB. Nine deletions were shared, including
RB1, ARID1A, BAP1, BRCA1, CDKN1B, PTEN, CDKN2A, CDKN2B, and PBRM1. Patient
TNBC18 had a total load of 28 driver alterations and died in the 26th month of diagnosis.

Patient TNBC41 was diagnosed at age 45 and had three samples taken from a treated
tumor, a lymph node and a skin metastasis. The primary treatment-naïve tumor was not
available. After 12 months of treatment with chemotherapy, a mastectomy was performed,
and two samples were obtained: a treated tumor and a lymph node metastasis. The treated
tumor showed several CNVs in driver genes, including amplifications in MCL1, TERT,
CCND1, AKT1, MYC, EGFR, and FGFR3; deletions in CDK1B, CDKN2A and CDKN2B; a
PIK3CA hotspot mutation; and a high TMB. In contrast, the lymph node metastasis had
only four pathogenic alterations and a lower TMB. In the 20th month, further surgery
was carried out, and a skin metastasis biopsy was obtained. The skin metastasis sample
showed a very similar pattern of alterations in driver genes as compared with the treated
tumor, including the PIK3CA hotspot mutation, the amplifications in CCND1, EGFR, and
FGFR3, and the deletions in CDK1B, CDKN2A, and CDKN2B. This skin metastasis also
had a private PTEN deletion. The three samples shared SNV in JAK3 as well as TERT, and
AKT1 amplifications. Patient TNBC41 had a total number of 33 driver genes affected and
died in the 26th month after diagnosis.
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Patient TNBC84 was diagnosed at age 60 and had six samples taken. The primary
treatment-naïve tumor was extracted in the diagnosis and had MCL1 and NOTCH3 ampli-
fications, and a BRCA1 deletion. After nine months of chemo- and radiotherapy, surgery
was performed, and a lymph node biopsy was obtained. This had a TERT amplification, a
BRCA1 CNV loss, and a TSC2 pathogenic mutation. A treated tumor and a skin metastasis
sample were obtained in the 16th month, and both showed MCL1, TERT, and MDM4
amplifications. Finally, additional surgery was performed in the 24th month, and samples
were obtained from two lymph nodes: lymph nodes 2 and 3. Both lymph nodes showed
RB1 deletions, as well as MCL1, NOTCH3, AKT2, and CCNE1 amplifications. Interestingly,
all the lesions excluding lymph node 1 had MCL1 amplifications. Patient TNBC84 harbored
39 driving alterations and died in the 30th month after diagnosis.

3.2. Patients with TNBC Display an Extensive Genetic Heterogeneity

Our sequencing analysis identified an extensive genetic interpatient heterogeneity.
We found a total of 2264 SNVs in the 16 samples, including 611 synonymous, 1539 non-
synonymous mutations, and 114 indels. TMB was broad, ranging from 0.4–8.9 mutations
per megabase, with an overall mean of 3.8 (Figure 2). Each patient’s sample showed a
unique TMB. For instance, for patient TNBC11 the recurrence sample had the highest TMB,
while for patients TNBC18, TNBC41, and TNBC84 the highest TMB was found in samples
coming from a treated tumor. On the other hand, lymph nodes showed the lowest TMB in
three out of four patients analyzed (TNBC11, TNBC41, and TNBC84).

We identified 157 mutations in 67 driver genes, from which 114 were CNV (me-
dian 6.5, range 2–15 for each sample) and 43 were SNV (median 2.5, range 0–7 for each
sample). The full list of driving mutations is presented in Tables S2 and S3. The most
prevalent alterations in our cohort were CNVs, MCL1 (50%), RB1 (43.75 %), TERT (37.5%),
ARID1A, BAP1, BRCA1, CCND1, CDKN1B, and PTEN (31.25%) being the most frequently
affected genes.

The gene ontology analysis revealed enrichment in eight important signaling path-
ways: transcription factors (22.4%), chromatin (20.9%), cell cycle (19.4%), PIK3/mTOR
(16.4%), RAS/MAPK (11.9%), JAK-STAT (2.9%), and cell adhesion (1.5%). Most of the
driver genes and signaling pathways were shared by patients TNBC18 (primary treatment-
naïve tumor and treated tumor) and TNBC41 (treated tumor and skin metastases). In
contrast, the most heterogenous samples were TNBC11 and TNBC84, which shared only a
few signaling pathways (Figure 2).

3.3. Mutational Processes Act on Different Stages of TNBC

To identify the mutational processes acting on TNBC, a mutational signature analysis
using deconstrictSigs in the R language was performed. Eleven of the 30 mutational
signatures previously described by Alexandrov [28] were detected with a median of
3.5 per sample (range 1–5). Five of these signatures have been previously identified in BC,
while the remaining six are identified for the first time in BC patients (Figure 3). Signature
S01 (age-related) was prevalent in all samples and contributed the highest mutational rate.
Signature S03 (homologous recombination deficiency) was detected in 81% of the samples,
S06 (DNA mismatch repair deficiency) was detected in 44%, and S12 (unknown etiology)
in 31%. Other signatures were found in fewer than 20% of the samples.
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Figure 3. Mutational signature profile in TNBC patients. The samples are ordered according to the
hierarchical grouping by mutational signature composition described above. The band of COSMIC
breast describes the signatures found in the database of COSMIC Sanger, and the color palette
shows the frequency of signatures in each sample. Rate is expressed as the relative frequency of the
mutations associated with the corresponding signature. Mutational signatures previously identified
in breast cancer samples in the COSMIC database are shown in red boxes. Patients are color-coded as
in Figure 2. The tissue origin of the sample is indicated.

To identify potential common mutational processes active between all samples, we
performed an unsupervised hierarchical clustering analysis, calculating Euclidean distances
to determine the sample distribution of mutational signatures. This analysis classified
the samples into three groups: (i) samples sharing a single mutational signature (3/16),
(ii) those sharing two (8/16), and (iii) those sharing three or more (5/16) mutational
signatures. Each group had unique characteristics. For instance, group two shared two
mutational signatures (S01 and S03), albeit in different types of samples for each patient.
On the other hand, group three includes signatures S01 and S03, but also acquired two
additional signatures, S06 and S12. Interestingly, this group included lymph node and skin
metastasis samples from three patients (TNBC11, TNBC41, TNBC84).

3.4. Early Divergence in TNBC

To determine the evolutionary history of the TNBC tumors, a phylogenetic analy-
sis was performed. We classified SNV, indels, and CNV into three groups: (i) truncal
(mutations found in all samples coming from the same patient), (ii) shared (mutations
discovered in more than one sample of the same patients but not in all of them), and
(iii) private (mutations found only in one sample of the same patient) (Figure 4a). A maxi-
mum parsimony algorithm [26] and the nonparametric bootstrapping methods [27] were
used to estimate tumor phylogenies.
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Figure 4. Phylogenetic trees of TNBC patients. (a) Heatmap depicts truncal (blue), shared (red), and private (yel-
low) mutations found in each sample. The number of mutations is shown at the bottom, and the total mutations for
each sample are placed on the right. (b) Phylogenetic trees depict the relationship of samples from each patient. The
length of the branches is proportional to the number of detected mutations. Driver genes such as SNV (black), am-
plifications (red), and deletions (blue), as well as mutational signatures found, are shown for each sample in this co-
hort. P: primary treatment-naïve tumor; TT: treated tumor; R: recurrence; LN: lymph node; and SM: skin metastasis.
* = bootstrap value >95%, and ** = bootstrap value >65% and <95%.
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Each patient had a unique combination of truncal, shared, and private mutations,
but we could observe that recurrence and treated tumors exhibited the highest number
of private mutations, and lymph nodes had the fewest private mutations. These findings
show a large genetic intrapatient heterogeneity distributed in all the neoplastic lesions.
For example, TNBC11 had five truncal mutations, 121 shared, and each sample had a
different number of private mutations, with the recurrence sample containing the most
private mutations. Patient TNBC18, on the other hand, had 136 truncal mutations, with
136 and 192 private mutations in the primary treatment-naïve tumor and treated tumor,
respectively. TNBC41 had 38 truncal mutations, 66 shared, and the treated tumor was the
sample that had the most private mutations (109). TNBC84 contained 11 truncal mutations,
92 shared, and the treated tumor was the most mutated, showing 118 mutations.

Based on the phylogenetic tree, three patients (TNBC11, TNBC41, and TNBC84) had
the same evolutionary patterns (Figure 4b). Primary treatment-naïve tumor, treated tumor,
recurrence, and skin metastasis samples were all identified in the same clade and shared
the most recent common ancestor (MRCA). Skin metastasis and primary treatment-naïve
tumor from TNBC84 were clustered in the same clade since these two samples shared
numerous mutations. Interestingly, lymph nodes were clustered together suggesting an
early divergence event in TNBC patients. On the other hand, lymph nodes had fewer
driver genes, possibly indicating an evolutionary bottleneck. Notably, we could identify
136 truncal mutations in the two samples obtained from TNBC18. Unfortunately, we
could not evaluate the evolutionary patterns of this patient due to the low number of
samples available.

3.5. Potential Clinical Implications of Mutations Detected in TNBC

A specific search in the precision oncology knowledge base OncoKB [25] was per-
formed to identify specific mutations associated with treatment response. Of note, TNBC
is almost exclusively treated with chemotherapy [3]. Interestingly, we could identify
17 targets (3–8 targets per patient), distributed in seven signaling pathways. RAS/MAPK
and PIK3/mTOR were the two signaling pathways with the highest number of actionable
targets (Figure 5).

When we clustered actionable alterations based on detected mutations by tumor
type, we observed seven distinct groups of tumors and their associated treatments. For
instance, TNBC patients bearing mutations in PIK3CA, AKT1, and ESR1, as well as EGFR
amplifications, may be treated with different drugs to those that are used to treat other
subtypes of breast cancer (BRCA) and Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLS), respectively.
This helps to open new therapeutic windows in TNBC based on the potential candidate
genes suitable for therapeutic precision agents.
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Figure 5. Actionable alterations in TNBC according to the oncoKB database. The figure depicts the
actionable alterations found in our study and the corresponding FDA-approved drug. The drugs
were segmented according to tumor type. Signaling pathways are indicated on the right and the
patient identification on the left. BC: Bladder Cancer; BRCA: Breast Cancer; CRC: Colorectal Cancer;
NSCLC: Non-Small Cell Lung Cancer; OV: Ovarian Cancer; and ST: Solid Tumors.

4. Discussion

The purpose of this study was to characterize the molecular features and evolution
of tumors in patients with clinically aggressive TNBC. TNBC shows the worst prognosis
of all breast cancers, with still unrevealed molecular aspects. We chose four patients from
whom several follow-up samples were taken. We used a WES approach to characterize
tumor heterogeneity, mutational signature profiles, driver genes, and tumor evolution in
a total of 16 samples. Each patient was diagnosed at an advanced stage and presented a
unique clinical scenario. These scenarios are in line with the complexity of this neoplasm
and the difficulty for the development of specific treatments, given the wide genetic
heterogeneity observed among patients [3]. In our cohort none of the patients achieved a
complete response with NAC and all of them died within three years. Our findings are
consistent with and similar to previously reported mortality rates in Latin America and
worldwide [29–31].

In addition, we discovered an extensive inter- and intrapatient genetic heterogeneity
in terms of CNV and SNV, in line with previous studies [5,13,32–34]. SNV in TP53, found
in the primary treatment-naïve tumor in TNBC11, and MCL1 amplifications in the primary
treatment-naïve tumors in TNBC11 and TNBC84, suggest that these alterations are early
events in TNBC carcinogenesis. TP53 is the most frequently encountered SNV in TNBC
and is considered to occur early in TNBC carcinogenesis [5,32]. Conversely, MCL1 am-
plifications have been associated with resistance to neoadjuvant chemotherapy and are
frequently enriched in late-stage patients [35], which may explain why TNBC11, TNBC41,
and TNBC84 patients did not achieve a PCR, although other alterations not detected in this
study cannot be ruled out.

Deletions in RB1 were predominantly found in the lymph nodes of two patients
(TNBC11 and TNBC84) and deletions in PTEN were found in three (TNBC18, TNBC41
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and TNBC84) of four patients, primarily in skin metastasis. These findings are similar to
those of Bertucci et al., who identified five genes, including RB1 and PTEN, enriched in
metastatic TNBC [36], in addition to ARID1A alterations that were found to be enriched in
metastatic TNBC lesions [14]. TERT amplifications were detected in treated tumors, lymph
nodes, and skin metastasis of two patients (TNBC41 and TNBC84), as well as AKT2 and
CCNE1 amplifications in lymph nodes of two patients (TNBC11 and TNBC84). These CNVs
have been reported in other studies of advanced and metastatic breast cancer. For example,
Watkins et al. found that TERT and CCNE1 were subclonal and appeared at intermediate
and late stages during the progression of 22 tumors, including breast cancers [37]. Overall,
TNBC exhibited an extensive genetic heterogeneity, with numerous genes involved in
various stages of TNBC carcinogenesis (Figure 6a).

 

4 

 
 
6 

Figure 6. Summary of the key conclusions from our study. (a) Tumor evolution of TNBC seen in our
cohort. We identified an early and late divergence to lymph nodes and skin metastasis, respectively.
Driver genes with SNV (black), amplifications (red), and deletions (blue) are shown at each stage
of TNBC carcinogenesis. (b) Phylogenetic tree of mutational signatures shows the main signatures
acquired in each sample. Truncal mutational signatures are indicated in blue, shared signatures in
yellow, and private signatures in red.

TNBC patients showed a heterogenous TMB, with an average of 3.8 mutations
(range 0.4–8.9). These results are comparable to other studies [31,38]. The treated tumors
and recurrences in our cohort had the highest TMB in comparison to primary treatment-
naïve tumor, lymph node, and skin metastasis samples. These TMB differences among
tumor sites may be a result of tumor development per se, or the effect of neoadjuvant
chemotherapy. In fact, it has been demonstrated that neoadjuvant chemotherapy alters the
genetic landscape of tumors and promotes disease progression by increasing TMB in non-
responder patients [39,40]. By contrast, lymph nodes show the lowest TMB, which may be
an effect of an evolutionary bottleneck during cancer cell spread due to the tissue specific
environmental constrains, a reduced number of invading cells (low genetic diversity), or
reduced cellularity in these samples.
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The analysis of mutational signatures revealed the presence of signature S01 in 100%
of samples, S03 in 83%, S06 and S12 in less than 50%, and other signatures in less than 20%
of samples. Unsupervised hierarchical clustering analysis based on Euclidean distances
identified three groups of samples according to their common mutational signatures. Group
two shared two signatures, S01 and S03, each of them detected in various tumor samples.
Conversely, group three was the one showing more shared signatures, namely, S01, S03,
S06, and S12. Metastatic lesions from lymph nodes and skin were the hallmarks in group
three. In general, the mutational signature analysis revealed that advanced lesions are
influenced by a more complex mutational environment. Five out of the 11 mutational
signatures identified in our cohort had been associated with breast cancer, including S01,
S03, S06, S20, and S26 [41], while the remaining six had not been detected in breast cancer
until now. We discovered that certain signatures are active at various stages of the disease.
Indeed, S01 and S03 were found in almost all samples, whereas S06 and S12 were found in
lymph node and skin metastasis samples (Figure 6b). Mutational signature S01 is frequent
in all type of tumors due to its association with spontaneous 5-methyl cytosine deamination
accumulated with age. S03 has been found in at least 20% of all molecular types of breast
cancer; however, in TNBC this signature constitutes more than 70% of the cases [41,42]. The
mutational signatures S06, S20, and S26, associated with mismatch repair deficiency, were
detected in our study, and are also prevalent in breast cancer [41,42]. Other studies, like
the one from Gerstung et al., also reported that signatures associated with DNA mismatch
repair deficiency were developed in the late stages of 38 different types of cancer, including
breast cancer [34], and were associated with high-grade breast tumors [43]. Although
there is no for evidence for the S12 signature in breast cancer, this signature has been
detected in liver cancer, accounting for a small proportion of the total number of mutations
(approximately 20%) found in this neoplasm. On the other hand, patients not achieving
pCR after platinum-based NAC have been reported to exhibit some signatures associated
with platinum exposure [39], including S04, S24, and S29, but these signatures were not
observed in our cohort. Nevertheless, we do not rule out the prevalence of signatures
associated with resistance to platinum-based NAC, which could be evidenced by whole
genome sequencing.

Breast cancer cells spread to other tissues through hematogenous and lymphatic
routes [44]. Understanding evolutionary patterns is fundamental to improving the compre-
hension of the progression of tumors and metastatic invasion to other tissues. In this study,
we observed a defined evolutionary pattern in three out of four patients analyzed. The
primary treatment-naïve tumor, treated tumors, recurrences, and skin metastases formed
clusters in the same clade, indicating that they shared an MRCA. It has been hypothesized
for many years that axillary lymph nodes constitute a reservoir for further dissemination to
distant organs [45,46]. However, our study showed that skin metastasis was seeded directly
from the primary treatment-naïve tumor, regardless of lymph node stage. In addition,
lymph nodes formed an independent clade with a few mutations shared between the pri-
mary treatment-naïve tumor and other lesions, suggesting that spreading may occur early
in these tissues. This same pattern has been reported in other molecular studies [13,32,47].
Clinical and molecular analyses in TNBC and breast cancer have also shown dissemination
to lymph nodes from small T1 tumors (<2 cm), and the occurrence of metastatic spread
in the early stages of tumor growth [48–50]. On the other hand, lymph nodes had fewer
altered driver genes, indicating an evolutionary bottleneck. This bottleneck may be caused
by the seeding of a small number of invasive cells into lymph nodes, which may result in
a loss of genetic diversity. Reduced clonal heterogeneity in metastatic lymph nodes after
NAC has been reported in breast, colorectal, and lung cancer patients [49]. Taken together,
these findings support the early metastasis model and imply a rapid metastatic progression
from early lesions in those patients with aggressive disease [51].

The only current systemic treatment approved for TNBC patients is chemotherapy.
Given the high degree of genetic heterogeneity in TNBC, it is possible to use this molecular
trait to identify candidates for targeted therapy. We detected 17 potential actionable alter-
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ations clustered in seven altered signaling pathways, which are consistent with previous
findings [5,31,52]. We identified seven groups of tumors and their associated treatments
based on the type of mutations detected; these treatments are also used in other subtypes
of breast cancer and other tumor types. Indeed, our analysis identified potential valuable
genetic alterations that could be used in the treatment of TNBC.

Our study provides a detailed analysis of four patients with TNBC. The cancers
were characterized molecularly and the wide genetic heterogeneity they showed may
be impacting on the clinical treatment and the evolution of this disease. However, the
limitations of this study include: the impossibility to correlate clinical and molecular
features due to sample size limitations; and the fact that the cases were not homogenous
in terms of time of progression and treatment, as each patient exhibited unique clinical
characteristics and different stages of the disease, and so the treatments were heterogeneous.
Another limitation of this study is that its design does not allow an evaluation of the role of
ethnicity in the evolution of the disease. In addition, the use of FFPE samples and a potential
low tumor cellularity in lymph node samples may have hampered the identification of
the totality of mutations in these tissues. The clinical relevance of using WES in non-pCR
patients longitudinally may allow an evaluation of the prevalence and composition of
genetic driver alterations that can be used as potential actionable targets, and which evolve
as resistance mechanisms. However, the lack of a pCR group limited the comparison of the
evolution of tumors with better prognoses.

Despite these limitations, our data further supports previous findings from other
studies and evidences the notorious intrapatient genetic heterogeneity associated with all
tumor lesions, as well as elucidating the molecular architecture and the genomic evolution
of these aggressive neoplasms. The performed longitudinal analysis enabled the establish-
ment of phylogenetic relationships between patients’ neoplasms and the identification of
an early divergency in lymph nodes. The mutational signatures S06 and S12 were found to
be exclusive to lymph nodes and skin metastasis, and, finally, actionable alterations were
identified for TNBC treatment. To our very best knowledge, this is the first study that
integrates genomic alterations with evolutionary processes in a TNBC cohort from Latin
America, which is, in turn, an underrepresented ethnicity in most genomic studies. Taken
together, these findings suggest that the extensive intrapatient genetic heterogeneity found
in all malignant lesions may play a determinant role in the therapeutic failure, evolutionary
adaptability, and aggressive clinical behavior of TNBC.

5. Conclusions

This study provided detailed insights into the genomic complexity and intrapatient
heterogeneity, as well as the phylogenetic and evolutionary development of TNBC. It also
identified genomic features that have been associated with beneficial targeted treatments.
We integrated the comprehensive genomic alterations with evolutionary techniques to
understand the evolution and the genetic variability, as well as the description of each
stage of the disease progression in the TNBC patients longitudinally. These findings
contribute to the elucidation of the global phenomenon of tumor evolution in TNBC and
provide genomic data that may aid future studies in defining actionable alterations for
these patients, thereby enabling a more personalized therapy.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/cancers13205091/s1, Table S1: Clinical characteristics; Table S2: Driver SNV; Table S3:
Driver CNV.
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