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Introduccion

INTRODUCCION

1. Epidemiologia del cAncer de mama.

El cancer constituye una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, con aproximadamente 14 millones de casos
nuevos en el mundo (Ultimos casos que se encuentran disponibles, todos
ellos estimados por los proyectos GLOBOCAN, EUCAN y OMS). Las
previsiones indican que probablemente el nimero de casos aumente en

las dos proximas décadas a 22 millones de nuevos casos anuales (1).

En 2015 la incidencia en Espafa fue de 247.771 (148.827 en varones y
98.944 en mujeres). Los tumores mas frecuentes en conjunto para
ambos sexos fueron el cancer colorrectal (41.441 casos), la prostata
(33.370 casos), el pulmoén (28.347 casos), la mama (27.747 casos) y la
vejiga (21.093 casos). Si diferenciamos por sexo: en varones
predominaron la prostata (33.370 casos), el colorrectal (24.764 casos),
el pulmén (22.430), la vejiga (17.439) y el estdbmago (5.150 casos). En
mujeres predomind el cancer de mama (27.747), seguido del colorrectal
(16.677), cuerpo uterino (6.160), pulmon (5.917) y vejiga (3.654) (2).

En lo relativo a la supervivencia, Espafa presenta datos similares al
resto de paises de nuestro entorno, siendo un 53% a los 5 afios. En
nuestro pais, la mortalidad por cancer para el afio 2014 fue de 106.039
fallecimientos (65.019 casos en varones y 41.020 en mujeres). Para la
poblacion general los tumores que méas defunciones produjeron fueron
el cancer de pulmdn (21.220 muertes) y el cancer colorrectal (15.449
muertes), seguidos a una gran distancia del cancer de pancreas (6.278
muertes), cancer de mama (6.213 muertes) y de prostata (5.855

muertes). Si diferenciamos por sexo, los canceres de mayor mortalidad

29



Identificacion de biomarcadores en CMTN

en hombres fueron el cancer de pulmén (17.173 fallecimientos), el
cancer de colon (6.951 muertes), prostata (5.855 muertes), vejiga (3.894
muertes), higado (3.389 muertes), estdbmago (3.328 muertes) y el
pancreas (3.193 fallecimientos). En las mujeres entre los canceres de
mayor mortalidad destacaron el cancer de mama (6.213 fallecimientos),
el de colon (4.827 muertes), pulmon (4.047 fallecimientos), pancreas
(3.085 muertes), estomago (2.194 muertes), utero (2.185 muertes) y
ovario (2.152 muertes) (3).

Si nos centramos en el cancer de mama, en 2012 se diagnosticaron a
nivel mundial 1.676.500 canceres de mama, siendo por tanto un 25% de
todos los c&nceres en mujeres. En Europa la proporcion fue ligeramente
mayor, llegando al 28,5%, mientras que en Espafia presentd una
situacion intermedia del nivel Europeo (4, 5). En Espafia la incidencia
estandarizada por la edad es de 85 casos cada 100000 mujeres (4). En
las Gltimas tres décadas, la incidencia por cancer de mama presenta una
tendencia ascendente con un incremento del 2-3% anual. Este aumento
se encuentra justificado por cambios producidos en los habitos de vida
como la nuliparidad, la edad tardia del embarazo y otros como el
envejecimiento de la poblaciéon, el estatus menopausico y los
antecedentes familiares (6, 7). Existen medidas preventivas y estrategias
de diagnoéstico precoz que son necesarias para disminuir la carga de
enfermedad. Sin embargo, estas estrategias difieren entre los paises y en
ocasiones dentro del mismo pais (8, 9). En este sentido es importante
identificar los grupos de mayor riesgo para tratar de adecuar las
estrategias de prevencion. Sin embargo, a pesar de todo el esfuerzo
realizado para el diagnéstico precoz y la mejora existente en los

tratamientos en la enfermedad localizada, en estadios avanzados
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continlia siendo una enfermedad incurable con una supervivencia global
del 25% a los 5 afios (10). La mortalidad por cancer de mama se estima
en un 18% de toda la mortalidad por cancer (11). En el afio 2012 el
cancer de mama fue la primera causa de mortalidad por cancer en

mujeres en Espafia con 6.213 fallecimientos (12).

2. Historia natural del cAncer de mama.

El cancer de mama es un importante problema social, sanitario y
econdmico, puesto que es el tumor maligno mas incidente y prevalente
en mujeres, tanto en Espafia como a nivel mundial. En las Gltimas
décadas se han desarrollado numerosos descubrimientos en la biologia
tumoral. EI cancer es un crecimiento celular incontrolado. Para que una
célula epitelial adquiera caracteristicas tumorales debe acumular
multitud de modificaciones que conducen a la célula a desarrollar un
fenotipo mas agresivo y en ocasiones inmortal (13). Muchas lineas de
investigacion revelan que la tumorogénesis en humanos es la
consecuencia de la ganancia de sucesivas alteraciones genéticas que
transforman la célula normal en tumoral (14). Se han descrito
alteraciones esenciales en la fisiologia celular que colectivamente
producen un crecimiento maligno (figura 1): autosuficiencia en las
sefales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibitorias, evasion
de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, induccion de la
angiogénesis, invasion de tejidos y metéstasis (14). Estos cambios
fisiologicos son nuevas capacidades distintivas que la célula adquiere

durante el desarrollo tumoral (15):
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Figura 1. Alteraciones adquiridas durante la evolucion de la célula
tumoral. A. Primeras seis capacidades distintivas descritas como alteraciones
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adquiridas por la célula normal para convertirse en tumoral. B. Capacidades
descritas una década mas tarde que también pueden ser adquiridas por la célula
tumoral. Imagenes tomadas de los articulos de Douglas Hanahan and Robert A.
Weinberg (14, 15).

- Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento: Las células epiteliales

normales precisan de sefiales mitogénicas para dividirse. Estas sefiales
se transmiten por receptores transmembrana a los que se unen diferentes
ligandos. Sin embargo, esta caracteristica se encuentra claramente
alterada en las células tumorales. Las células cancerosas son capaces de
producir sus propios factores que de una forma auto y paracrina
aumentan la proliferacién y reducen su dependencia del microambiente
tumoral (14, 16-19).

- Insensibilidad a las sefiales inhibitorias de la proliferacién: En los

tejidos normales existen muchas sefiales que mantienen la quiescencia
celular y se encargan de mantener la homeostasis de los tejidos. Las
células tumorales son capaces de evadir o inactivar estas sefiales para

continuar proliferando (14, 15, 20).

- Evasion de la apoptosis: La muerte celular programada o apoptosis

tiene una relevante funcion durante el desarrollo embrionario y sirve de
control natural para impedir la supervivencia de células dafiadas y el
desarrollo de enfermedades como el cancer (21). La apoptosis se activa
tanto de manera enddgena como exogena dependiente del sistema
inmune en respuesta al estrés fisiologico que las células experimentan
durante el tratamiento o durante la tumorogénesis. Sin embargo, se ha

observado que los tumores que progresan a alto grado o presentan
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resistencia a los tratamientos tienen atenuada la apoptosis (21). Existen
multiples alteraciones descritas en la via de la apoptosis que juegan un
papel importante en el desarrollo tumoral como es la pérdida de la

funcidn del gen supresor tumoral TP53 (22).

- Potencial ilimitado de proliferacion: Una de las caracteristicas mas

importantes del cancer es su capacidad para mantener activa la
proliferacion (14, 15). Las células tumorales presentan una capacidad
ilimitada de proliferacion que les otorga la facultad de ser inmortales y
les permite generar tumores macroscopicamente visibles (15). Esto
contrasta con la capacidad mitética de las células normales dado que
éstas Unicamente presentan un numero limitado de ciclos divisorios. En
la célula sana, la senescencia y la apoptosis celular son barreras
defensivas para evitar la acumulacion de errores y la division ilimitada
gue pudieran dar lugar al desarrollo de un tumor. Sin embargo, en las

células cancerosas este mecanismo se encuentra, alterado.

- Induccidn de la angiogénesis: Al igual que los tejidos normales, las

células tumorales precisan de oxigeno y nutrientes para sobrevivir. La
neovascularizacion asociada al tumor se genera por el proceso de
angiogénesis. Este proceso se encuentra casi siempre activado durante la

progresion tumoral (15, 23).

- Invasion de tejidos y metastasis: La movilidad de las células tumorales

contribuye a la aparicion de metastasis. Este proceso se realiza en varios
pasos: ruptura de la membrana basal, escape del tumor primario,
migracion a vasos sanguineos y linfaticos, intravasacion y extravasacion

y colonizacién de 6rganos distantes (figura 2). La capacidad de migrar
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hacia entornos favorables es un comportamiento celular fundamental y

evolutivamente conservado de organismos unicelulares a humanos (24).

Tumor
primario

Disociacion
\‘ Colonizacion

{ m
v/
. & )
Matiz
extracelular
%’ nvasion

& Extravasacion

Intrav: ion

Circulacion

Figura 2. Invasion de tejidos y metéstasis. La célula cancerosa sufre un
proceso por el que se disocia, invade el tejido Ilegando a los vasos se introduce
dentro de los vasos sanguineos, circula en ellos, se extravasa y coloniza un
nuevo tejido. Modificado de Albritton et al. (25)

En la dltima década se han descrito 4 nuevas caracteristicas intrinsecas
de los tumores: la inestabilidad gendmica y mutacion, la alteracion del
metabolismo energético celular, la inflamacion y la capacidad de la

célula tumoral de evitar la reaccion inmune del organismo (figura 1B).

- Inestabilidad genémica y mutacién: La evolucién progresiva de la

célula tumoral mediante la ganancia de nuevas alteraciones genéticas y
epigenéticas que le confieren ventajas frente al resto de células de su

entorno se debe a fenémenos de inestabilidad genémica que dan lugar a
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grandes reordenamientos de los genes y de sus secuencias reguladoras
asi como a mutaciones puntuales y cambios epigenéticos que alteran la
expresion de genes y la actividad bioldgica de las proteinas resultantes
(15, 26).

- La inflamacién: En los Gltimos afios se le ha comenzado a dar més
importancia al microambiente tumoral. Se ha visto que no todos los
tumores presentaban el mismo tipo de células a su alrededor ni en la
misma cantidad. Se ha visto que muchos tumores presentan infiltracion
por el sistema inmunitario, tanto de la inmunidad innata como de la
adquirida (27-29). Esta infiltracion inmunoldgica esta cobrando
importancia y se ha observado que puede tener un significado
prondstico en los tumores (30-32).

- Alteracion del metabolismo energético celular: La proliferacion celular

de forma cronica e incontrolada, como ocurre en la mayoria de tumores,
precisa un reajuste del metabolismo celular que permita el suministro de
energia a toda la actividad presente. En las condiciones normales, las
células utilizan la glucosa que pasara a piruvato a través de la via de la
glucolisis en el citosol y posteriormente pasara a didxido de carbono en
la mitocondria. Sin embargo, en la célula tumoral se produce la mayoria
de veces una situacion de anaerobia, por lo que la glucolisis es
favorecida y se envia poco piruvato a las mitocondrias que consumen
oxigeno, se produce "glucolisis anaerobia” y la limitacion en la
produccion de energia, por lo que la célula tumoral requiere de mayor

consumo de glucosa para mantener la produccion de energia (15, 33).
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- Evasién de la destruccién inmune: El sistema inmune se encarga de

reconocer y eliminar la gran mayoria de células tumorales (34, 35).
Segun esta teoria, los tumores solidos que se desarrollan, han logrado
camuflarse a la deteccion del sistema inmune, evitando asi ser
destruidos (15).

Todos estos procesos nos dan una idea de la complejidad que supone el
desarrollo tumoral y como se van afectando y adaptando los diversos
mecanismos celulares (figura 3). En los dltimos afios se ha visto que
esta complejidad puede ser aun mayor afectando al microambiente

tumoral como veremos mas adelante.

T

Circuito de motilidad / Circuito de
: Smads diferenciacién
E-cadherina PRb
/ TCFa E2F p21

Circuito de

2 3= Cambios en la
proliferacion Ras Myc i Hallmarks
expresion de del daneer
genes

. p53

Factores de -
superviencia

Circuitos de viabilidad

Figura 3. Vias de sefializacion celulares que se reprograman en las células
tumorales. Se trata de los mecanismos moleculares mas frecuentemente

alterados en las células tumorales. Adaptado de Hanahan and Weinberg (15).

El cancer de mama es un grupo de enfermedades biolGgicas
molecularmente muy heterogéneas que se originan en el tejido mamario.

El cancer de mama puede originarse en cualquier area de la mama.
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Existen diversos tipos de cancer de mama clasificados en funcion de su
agresividad (36, 37). Existen paralelismos notables entre el desarrollo
normal de la glandula mamaria y la progresion del cancer de mama a
nivel molecular (38, 39). El desarrollo de la glandula mamaria y de las
células madre de la mama esta regulado por varias vias de sefializacion
como el receptor de estrogenos, receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2) y la via de Wnt/B-catenina. Estas vias de
sefiales controlan la proliferacion de las células madre, la diferenciacion,
motilidad y muerte celular (36, 40-42). Ademas, los ultimos estudios
indican que los cambios epigenéticos y los &cidos ribonucleicos (ARN)
no codificantes pueden desempefiar un importante papel en el desarrollo
del cancer de mama, contribuyendo a la heterogeneidad, metastasis y
agresividad especialmente en el cancer de mama triple negativo
(CMTN) (36, 43).

3. Clasificacion del cancer de mama.

El cancer de mama es un grupo heterogéneo de enfermedades que tienen
diferentes caracteristicas moleculares con diferentes comportamientos
biolégicos, pronéstico y distinta respuesta a los tratamientos (44).
Historicamente el cancer de mama se ha clasificado en funcion de
criterios anatomo-patoldgicos donde se incluyen: el indice de
proliferacién (Ki67), el grado histoldgico, la expresion de los receptores
hormonales (receptores de estrégenos y progesterona) y la amplificacion
del gen HER2. En funcion de estos criterios se ha clasificado el cancer
de mama en luminal A, luminal B, HER2 positivo y triple negativo
(tabla 1) (45).
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Tabla 1. Subtipos de cdncer de mama en la préctica clinica habitual
(45).

Subtipo Ki67 RE RP  Her2
Luminal A Bajo (<14%) + +/- R
Luminal B Alto (>14%) + +/- -

Her2 Alto - - +
Triple negativo Alto - - -

RE: receptor de estrégenos, RP: receptores de progesterona, Ki67: indice de

proliferacion.

En la Gltima década se han identificado, mediante estudios de expresion
génica, diferentes subtipos de cancer de mama. Inicialmente Perou y
colaboradores identificaron cuatro subtipos intrinsecos de cancer de
mama (tipo basal (BL), HER2-enriquecido, luminal y normal) (46).
Estudios sucesivos estratificaron el subtipo luminal en A 'y B, vy
descubrieron que este sistema de clasificacion tenia significado
prondéstico (47). Desde entonces se ha identificado seis subtipos de
cancer de mama: Luminal A, Luminal B, HER2-enriquecido, BL, de
expresion baja en Claudina y de tipo normal (48). Estos subtipos
presentan una diferente incidencia, respuesta al tratamiento y
supervivencia, lo cual nos ayudara a seleccionar mejor a las pacientes
(49-54).

Diversos autores han demostrado que puede obtenerse una
aproximacion a los subtipos intrinsecos con el analisis patologico. Para
intentar clasificar los tumores que se corresponden con los subtipos
intrinsecos de Perou mediante inmunohistoquimica, se utiliza la

expresion de receptores hormonales, HER2, grado y en algunos casos
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citoqueratinas 5 y 6, Ki67 y factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
existiendo cierta confusién con los luminales B y la no subdivisién de
los de tipo BL (45, 47, 55, 56).

3.1. Luminal A.

El cancer de mama luminal A es el subtipo histologico mas comun,
representa aproximadamente el 40-50% de todos los subtipos de cancer
de mama (57). Este subtipo presenta una expresién génica similar al
epitelio mamario normal. Se caracteriza por presentar a nivel
inmunohistoquimico expresion del receptores de estrogenos y
progesterona, citoqueratinas 8/18, presenta un Ki67 bajo (y por tanto
una baja proliferacion celular) y bajo grado histolégico. Ademas, este
subtipo presenta expresion de genes transcritos por el receptor de
estrogeno como XBP1, GATA3y TFF3 (52, 57, 58).

El subtipo luminal A define un subtipo de pacientes candidatas a recibir
tratamiento hormonal con menor incidencias de recaidas y una mayor
supervivencia en la enfermedad metastasica. Multitud de estudios han
determinado que este subtipo de pacientes presenta mayor supervivencia
libre de progresion y supervivencia global (59, 60). Las pacientes
luminales A tienen un indice diferente de recidivas, el 70% de las
pacientes se encuentran vivas a los 10 afios y la tasa de recaidas se
encuentra alrededor del 28% a los 15 afios, siendo muy inferior al resto
de subtipos (61). El tratamiento de estas pacientes es principalmente el
tratamiento hormonal tanto en enfermedad precoz como avanzada y

presentan menor sensibilidad a los tratamientos citotdxicos.
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3.2. Luminal B.

El cancer de mama luminal B constituye aproximadamente el 10-20%
de todos los subtipos de cancer de mama. Presentan un grado
histolégico mayor y un Ki67 méas alto con mayor indice mitético. Por
tanto, son tumores mas agresivos y presentan un peor prondstico.
Aunque también presentan cierto grado de quimioresistencia, tiene
mayor respuesta al tratamiento de quimioterapia (QT) que el subtipo
luminal A. Sin embargo, los luminales B tienen menor sensibilidad que
los luminales A al tratamiento hormonal (62). En las pacientes
luminales B el porcentaje libre de enfermedad a los 10 afos es del 55%
y la tasa de recaidas se encuentra alrededor del 43% a los 15 afios (58).

3.3. HER2.

El subtipo HER2 positivo representa entre el 10-15% de todos los
subtipos de cancer de mama. Es uno de los subtipos menos frecuentes,
pero es altamente agresivo. La mayoria de los tumores HER2 presentan
amplificacién de este gen, lo que produce una sobreexpresiéon de la
proteina HER2 (50). Se caracterizan por tener un alto grado
proliferativo (Ki67 elevado), lo que les confiere una mejor respuesta al
tratamiento de quimioterapia, pero un prondstico peor que los subtipos
luminales A y B, asi como mucha mas agresividad. La supervivencia a
10 afios en este subtipo cae hasta el 51% (45). Sin embargo, en las
Gltimas décadas el prondstico de estas pacientes ha mejorado gracias a
la aparicion de nuevos tratamientos dirigidos como el trastuzumab,
lapatinib, pertuzumab y trastuzumab emtansine (T-DM1) tanto en

enfermedad localizada como en enfermedad metastasica (63-69).
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A nivel molecular los tumores HER2 enriquecidos se caracterizan por
una elevada expresion de HER2 y otros genes del amplicon 17g como
GRB7. También se caracteriza por un nivel de baja o intermedia
expresion de genes luminales como ESR1 y PGR, y baja expresion de
genes del subtipo basal como FOXC1 (70). Aunque la mayoria de los
tumores HER2 enriquecidos presentan el receptor hormonal negativo
por inmunohistoquimica, el 30% son tipicamente receptor hormonal

positivo (71).

3.4. Tipo normal.

Este subtipo supone un 5% de todos los canceres de mama. Se cree que
realmente no son un subtipo de cancer de mama sino que es una biopsia
contaminada por tejido mamario sano. Se han agrupado en la

clasificacion molecular junto con el tejido mamario sano (57).

3.5. Tipo basal.

El subtipo BL representa aproximadamente el 10-15% de todos los
subtipos de cancer de mama. Presentan un alto grado proliferativo (Ki67
muy elevado), alto indice mitético y abundante necrosis. Generalmente
se presentan en pacientes jovenes, con mayor frecuencia de afectacion
ganglionar, son hormonoresistentes y presentan muy mal prondstico
(72).

Expresan citoqueratinas 5, 6 y 17, laminina, vimentina, P-cadherina,
EGFR, CD44, FABP7 y multiples mutaciones en TP53. Existen varios
genes que definen este subtipo como la queratina 14 e 1D4, asi como
multitud de genes asociados a la proliferacion como FOXM1 (73). Este

subtipo también presenta alta inestabilidad cromosémica y mutaciones
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en BRCA. Ademas, se caracteriza por la ausencia de expresion de
HER2 y de los receptores hormonales (receptores de estrégenos y de
progesterona). Debido a la ausencia de expresion de ambos receptores
hormonales y de HER2 el tipo BL se trata en la préctica clinica como
equivalente al triple negativo. Desgraciadamente, no son sinbnimos sino
que existe una discordancia de aproximadamente el 30% entre ambos
grupos, dado que en la practica clinica habitual la clasificacion que se
realiza es por inmunohistoquimica y no por una plataforma genémica
(73, 74).

3.6. Expresion baja en claudina.

En 2007 se identificd un nuevo subtipo que representa entre el 12-14%
de todos los subtipos de cancer de mama (75). Comparte muchas
caracteristicas del subtipo BL en lo que se refiere a la expresion génica.
Se caracteriza por baja expresion de HER2, de genes luminales,
claudinas 3, 4, 7, cingulina y E-cadherina (76). Este subtipo tumoral
suele ser de alto grado histolégico y suele presentar una diferenciacion
de tipo medular o anaplasico. Tiene mal pronéstico dado que
sobreexpresa genes ligados con la transicién epitelio-mesénquima y con
la diferenciacién mesenquimal. Tiene una sensibilidad intermedia a la
guimioterapia, entre el subtipo basal y el luminal (76). Por tanto, dado
gue es negativo para receptores de estrégenos, progesterona y HER2,
podria considerarse triple negativo. Sin embargo, el subtipo de
expresion baja en claudina no concuerda al 100% con el triple negativo,
pudiendo presentar expresion positiva de receptores hormonales un 20%

de los tumores con expresion baja de claudina (77).
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4. Cancer de mama triple negativo.

El término CMTN es un término aceptado histéricamente para los
tumores con muy baja o ausencia de expresion de receptores
hormonales y HER2. Un 15% de las pacientes presentan un subtipo
triple negativo. Este fenotipo retine a un subgrupo de enfermedades con
un comportamiento bioldgico diferente y con una epidemiologia no

claramente precisada (78-80).

El desarrollo de terapias dirigidas contra dianas moleculares que se
encuentran en la célula tumoral ha cambiado la historia natural de
algunos subtipos de cancer de mama como los luminales o HER2. Sin
embargo, hasta la fecha no existen tratamientos dirigidos contra el
CMTN, siendo la quimioterapia el Gnico tratamiento aprobado en estas

pacientes.

Actualmente, el CMTN se define de forma estandar mediante técnicas
de inmunohistoquimica en las que los tumores presentan un alto grado
histolégico y de proliferacion, necrosis, una expresion <1% de
receptores hormonales (estrogenos y progesterona) y HER2 negativo o
muy moderadamente positivo (una cruz por inmunohistogquimica, si es
dos cruces entonces la FISH debe ser negativa, es decir HER2 no
amplificado) (81, 82). Muchos de los principios basicos de diagnostico
y manejo del CMTN son similares a otros subtipos, en general, muchos
aspectos como factores de riesgo, caracteristicas patoldgicas y
moleculares, historia natural y sensibilidad a la QT son Unicas y
especificas del CMTN.
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Se trata de un subtipo tumoral con un comportamiento mas agresivo que
el resto, de peor prondéstico y que habitualmente se presenta en mujeres
jovenes, generalmente menores de 40 afios (80). Algunos estudios han
demostrado que las mujeres menores de 40 afios presentan un riesgo dos
veces superior a las mujeres mayores de 50 afios (83). Como diferencias
en factores de riesgo respecto al resto de subtipos destaca la mutacion
de BRCA, principalmente de BRCA1, presente en un 20% de las
pacientes con CMTN, a diferencia del resto de canceres de mama cuya
incidencia es inferior al 6% (84). Por ello, las pacientes con CMTN
deben ser remitidas para su valoracion por la Unidad de Consejo
Genético. Se ha visto que las pacientes afro-americanas presentan mas
riesgo que el resto de la poblacidon de sufrir este tipo tumoral (85). Otros
factores hormonales como el estatus premenopausico, la edad temprana
en la menarquia, el uso de anticonceptivos orales, terapia hormonal
sustitutiva o la multiparidad pueden incrementar el riesgo, aunque en
ocasiones estas caracteristicas se encuentran entremezcladas en los
estudios (86-88).

El prondstico de estas pacientes es, generalmente, infausto aunque se
diagnostiquen en estadios localizados, sin mas opciones de tratamiento
mas alla de la quimioterapia. Este subtipo de cancer de mama presenta
peor prondstico respecto al resto de subtipos tumorales (89, 90). En un
estudio de 2012 con 12902 pacientes observaron que las pacientes con
CMTN presentaban una supervivencia especifica mucho peor, con un
cociente de riesgo (HR) de 2,99 y un intervalo de confianza del 95%
(1C95%) entre 2,59-3,45. Una peor supervivencia global HR: 2,72,
IC95%: 2,39-3,10 y un drastico incremento de la tasa de muerte en los
dos afios tras el diagndstico con un HR: 6,10, 1C95%: 4,81-7,74 (90).
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Sin embargo, el riesgo de recurrencia a largo plazo en estas pacientes es
menor que en el resto de subtipos neoplédsicos. En una serie
retrospectiva de 783 pacientes con CMTN estadios I, Il y Il que se
encontraban libres de recaida a los 5 afios, el intervalo libre de
recurrencia a los 10 y 15 afios fue del 91 y 83 respectivamente (91). En
otro estudio prospectivo de pacientes con estadios | a Ill la tasa de
recidivas para las pacientes con CMTN disminuy6 aproximadamente
hasta cero tras el 6 afio (92).

Es ampliamente aceptado que los malos resultados obtenidos con el
tratamiento se vinculan a la heterogeneidad del CMTN (93, 94). Esta
diversidad se debe no so6lo a los diferentes subtipos moleculares sino
también a la importante prevalencia de diversos subtipos
histopatoldgicos como el adenoide quistico (90-100%), medular (95%),
metaplasico (90%) y apocrino (40-60%) (95).

El tipo basal fue descubierto hace mas de una década con la primera
generacién de microarrays de expresion (46). Este subtipo se
correlaciona con la expresién de citoqueratinas 5/6, 14, y 17, P-
cadherina, TP53, y EGFR (96). Estos tumores se llaman habitualmente
CMTN debido a que la mayoria son negativos para receptores
hormonales y HER2. Este tipo tumoral presenta un perfil de expresion
génica similar a la membrana basal mioepitelial del tejido mamario
normal (46, 93). Sin embargo, el 75% de los CMTN son de subtipo BL,
comprendiendo el otro 25% el resto de subtipos. Este 25% de CMTN
gue no son BL, aunque no expresan receptores hormonales ni HER2 por
inmunohistoquimica, no presentan las caracteristicas de expresion
génica del subtipo basal (figura 4) (37, 93, 97).
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Cancer de mama triple

3 4 I-like
negativo y basal-like Batal ik, pero o

triple negativo
(otros 25%)

Array

75% de concordancia

Inmunohistoquimica

Figura 4. Concordancia del 75% entre el subtipo BL y el triple negativo.
Existe un 25% de los tumores triple negativos que por arrays de expresion de

genes no son BL y viceversa. Adaptado de Hubalek et al (93).

Con el desarrollo de la secuenciacion de alto rendimiento se intenta
caracterizar cada vez mejor los tipos de CMTN basandose en su perfil
mutacional somatico, tratando de encontrar posibles dianas terapéuticas.
La secuenciacion del exoma del ADN genomico de pacientes con
CMTN no seleccionados en el momento del diagnéstico ha mostrado
una amplia variabilidad en el genoma, con casos que muestran baja
clonalidad (menos mutaciones somaticas a frecuencias alélicas mas
altas) y otros que muestran evidencia clonal méas evolucionada
(maltiples mutaciones somaticas a frecuencias alélicas mas bajas) (98).
Aunque la relacion no es exacta, los CMTN de tipo BL presentan una

evolucion clonal mas extensa comparada con los CMTN no BL.

Diversos estudios han refinado la subclasificaciéon del CMTN, como el
estudio realizado en la red de investigacion del atlas del genoma del
cancer (Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network), revelando
que la pérdida y ganancia de funciones mas frecuentes en CMTN afecta

a genes asociados a las vias de reparacion de dafio al ADN (incluyendo
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la pérdida de funcion de TP53, retinoblastoma 1 (RB1) y BRCAL) y la
via de sefializacion de la fosfatidilinsositol 3 quinasa (PI3K), que se
encuentra mutada en un 9% de los CMTN (37, 99). Los CMTN tienen
una alta tasa de mutaciones en TP53 (60-75%) (100, 101), sin embargo,
un 12% de los CMTN no presentan mutaciones somaticas en genes
promotores del cancer lo que nos indica que el CMTN es

mutacionalmente muy heterogéneo desde su comienzo (98).

Las mutaciones somaticas de TP53, PIK3CA y PTEN se han
identificado como alteraciones genéticas clonalmente dominantes en
una importante proporcion de tumores, pero su frecuencia clonal es
inconsistente entre los CMTN, sugiriendo variaciones en los eventos

que desarrollan la carcinogénesis (98).

4.1. Cancer de mama triple negativo asociado a mutacion de BRCA.
Los pacientes con mutaciébn de BRCAL desarrollan tumores con
caracteristicas similares al CMTN esporadico subtipo BL, incluyendo el
alto grado proliferativo, receptores hormonales negativos, HER2
negativos y alta frecuencia de mutaciones en TP53. Ambos subtipos se
agrupan en el mismo perfil de expresion génica (102). Las
caracteristicas del perfil de pacientes con mutaciéon en BRCA incluyen
el fenotipo basal (asociado al fenotipo BRCA1 pero no BRCA?2), este
incluye receptor de estrégenos negativo, amplificacion de c-MYC,
expresion de EGFR, mutacion de TP53, pérdida de RAD5I,
inestabilidad gendémica y sensibilidad a los agentes que afectan al ADN
(103).
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La respuesta al dafio del ADN es la reaccion celular a lesiones
citotoxicas exdgenas y enddgenas que pueden producir roturas de
cadenas simples de ADN vy roturas de doble cadena de ADN. Si el
proceso de reparacidn no se ejecuta correctamente, las lesiones del ADN
producen mutaciones y aberraciones cromosomicas que alteran el
comportamiento celular y conducen al céncer y a la progresion del
tumor independientemente del estado mutacional de BRCA. Se ha
observado en el subtipo BL de CMTN la pérdida frecuente de otros
genes implicados en la reparacion por recombinacion homologa
dependiente de BRCAL, por tanto, lo mas probable es que presente
caracteristicas similares a los que tienen BRCA1 mutado (93, 104).

En los dltimos afios, los datos existentes de los ensayos clinicos
sugieren que la presencia de mutaciones en linea germinal como
BRCAL y BRCAZ2 o alteraciones en esta via de reparacion puede tener

implicaciones clinicas importantes (105).

Varios estudios han demostrado que la deficiencia de recombinacion
homologa sensibiliza el tumor a agentes que dafian al ADN, como los
compuestos de platino, o a los inhibidores de PARP (poli-ADP-ribosa
polimerasa) (106-108). En el estudio TNT, pacientes con cancer de
mama metastasico o localmente avanzado triple negativo o con
mutaciones en linea germinal BRCA1 o BRCAZ2, fueron aleatorizadas a
ser tratadas con carboplatino o docetaxel. No se observo superioridad de
ningun tratamiento en pacientes con CMTN no seleccionadas. Sin
embargo, en las pacientes con mutaciones en linea germinal BRCA1 o
BRCAZ2 el carboplatino se asocié a una mayor respuesta (109). Mas

recientemente el estudio OlympiAD, que aleatorizaba pacientes con
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cancer de mama metastasico con mutaciénes en BRCAL o BRCA2 y
HER2 negativo, a recibir olaparib frente a la QT elegida por el
investigador, demostré6 que los pacientes que recibian olaparib se
beneficiaban de forma estadisticamente significativa (110). En base a
los resultados del estudio OlympiAD, este farmaco fue aprobado
recientemente por la Administracion de Drogas y Alimentos de los EE.
UU. (FDA) para el tratamiento de pacientes con cancer de mama
metastasico HER2 negativo y BRCA mutado resistentes al tratamiento
quimioterapéutico (110, 111). Resultados similares se han obtenido en
el estudio EMBRACA con talazoparib, otro inhibidor de PARP, para el
mismo tipo de poblacion (112).

5. Clasificacion molecular del cancer de mama triple negativo.

El primer intento realizado para diferenciar los subtipos de CMTN se
realizd6 con muestras de 14 bases de datos donde los investigadores
valoraron la relacion entre los subtipos intrinsecos de PAMS50 y subtipos
moleculares de CMTN. Las muestras de CMTN fueron clasificadas
mediante PAM50 como BL (80,6%), de tipo normal (14,6%), luminal B
(3,5%), luminal A (1,1%) y HER2 (0,2%) (46, 113, 114).

Tras la clasificacion de PAM50 se han realizado multiples esfuerzos
para la creacion de perfiles genémicos que han llevado al
reconocimiento de seis subtipos moleculares de CMTN (115). Estos
subtipos se han desarrollado analizando el perfil de expresion de genes
de 587 casos de CMTN. Los 6 subtipos descritos fueron: dos tipos de
BL, BL1 y BL2, un inmunomodulador (IM), un mesenquimal (M), un
mesenquimal de tipo troncal (MSL) y LAR (115), (tabla 2).
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Tabla 2. Distribucién de los subtipos de CMTN (37, 99, 115).

Subtipo Porcentaje Alteraciones

molecular
CMTN

Tipo basal 1 18% Dario en el ADN, ciclo celular
Tipo basal 2 13% TP63, EGFR, MET
Inmuno- 21% Sefializacién inmune
modulador
Mesenquimal 19% EMT, Wnt, TGFB, IGIFR,
Notch, proliferacion celular.
Mesenquimal de 8% EMT, Wnt, TGFB, MAPK,
tipo troncal RAC, PIK3CA, PDGF
Receptor de 11% Sefializacion AR, FOXAl vy
androgenos HER4
luminal
No clasificado 10% -

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico, EMT: Transicion
epitelio-mesénquima, TGFR: Factor de Crecimiento Transformante B, MAPK:
Proteina Quinasas Activadas por Mitogenos, PI3K: Fosfatidilinsositol 3
quinasa, PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas AR: Receptor de
andrdgenos, FOXA1: Forkhead Box Al o Factor nuclear 3-a del hepatocito
(HNF-3A).

Esta clasificacion se ha ido modificando en los ultimos afios debido a la
necesidad de identificar subtipos realmente relevantes para la clinica.
Utilizando un perfil de ARN y ADN se consiguié subclasificar los
subtipos de CMTN en 4 tipos molecularmente estables: LAR, M, de tipo
basal inmunosuprimido (BLIS) y de tipo basal inmunoacitvado (BLIA)
(116-118). Debido a la alta complejidad y a la variedad histoldgica de
las muestras, Lehmann y colaboradores refinaron su estudio mediante
microdiseccion y captura con laser, observando que los previamente

descritos como IM y MSL eran artefactos del infiltrado tumoral y de las
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células estromales asociadas al tumor, respectivamente. Por este motivo
modificaron su clasificacién inicial de 6 subtipos en solo 4: BL1. BL2,
My LAR (118) (tabla 3).

Tabla 3. Evolucidn de los subtipos de CMTN (93).

CMTN 6 subtipos CMTN 4 subtipos CMTN 4 subtipos

(Lehmamn) (115) (Lehmann) (118) (Burstein) (116)

Tipo basal 1 Tipo basal 1 Tipo basal inmuno
suprimido
Tipo basal 2 Tipo basal 2
Inmunomodulador Tipo basal inmuno
acitvado
Mesenquimal Mesenquimal Mesenquimal
Mesenquimal de tipo
troncal
Receptor de Receptor de Receptor de
androgenos luminal . . .
androgenos luminal androgenos
luminal

La alternativa clasificacion de Burstein y colaboradores fue propuesta
debido a que los subtipos BL1 y BL2 propuestos por Lehmann no eran
realmente diferenciables utilizando el agrupamiento jerarquico del
conjunto de datos publico de CMTN (105, 116, 118).
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5.1. Subtipos moleculares del cAncer de mama triple negativo.

- Tipo basal (BL1y BL2).

El subtipo BL1 representa el 18% de todos los CMTN y se encuentra
caracterizado por una elevada expresion de genes relacionados con el
ciclo celular y con las vias de reparacion del dafio del ADN (tabla 2).
Las vias de proliferacion en este subtipo estan acompafiadas de un
importante aumento de las vias de respuesta al dafio en el ADN como
son ATR y BRCA. La naturaleza proliferativa de BL1 se apoyo
adicionalmente por la observacion de una alta expresion de ARNm de
Ki67 y tincion nuclear de Ki67 mediante inmunohistoquimica (>70%)
(93, 115).

El subtipo BL2 representa el 13% de todos los CMTN Yy se caracteriza
por la exacerbada regulacion de las vias de sefializacion de factores de
crecimiento, (EGF, FCN, NGF, MET, Wnt/p-catenin, IGF1R), asi como
los genes involucrados en la glucolisis y gluconeogénesis. Asi pues, este
subtipo es el Gnico enriquecido en receptores de factores de crecimiento
(tabla 2) (115).

El subtipo BLIS, de la clasificacién Burstein, presenta una regulacion
negativa de las células B, células T, células T citoliticas y de la via de
las citoguinas. Por tanto, presenta un peor prondstico y una menor
expresion de moléculas que controlan la presentacion de antigeno, la
diferenciacion de la inmunidad celular y la comunicacion de la
inmunidad innata y adaptativa. Ademas, este cluster expresa multiples
factores de transcripcion de la familia SOX (115, 116). El subtipo BLIA
es mas parecido la subtipo IM (tabla 3) (93, 105, 115, 116).
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De todo esto se puede deducir que el subtipo BL1 de CMTN tiene una
mayor sensibilidad a las estrategias dirigidas a las vias de reparacién del
ADN, tales como la QT basada en platino y los inhibidores de PARP.
Por otro lado, el subtipo BL2 deberia responder mejor a pequefias
moléculas de inhibidores de las vias del crecimiento (105). Los tumores
BL1 tienen una tasa del 52% de respuesta patoldgica completa a la QT
neoadyuvante con antraciclinas y taxanos, mientras que la respuesta de
los tumores BL2 es practicamente nula. Esto nos indica que BL1 y BL2
son dos subtipos molecularmente diferentes por lo que no es de extrafar

que respondan de forma tan diferente al tratamiento (119, 120).

La mayoria de las lineas celulares con mutaciones conocidas en BRCAL
y BRCAZ2 tiene patrones de expresion génica que se correlacionan con
el subtipo BL, lo que concuerda con la idea actual de que los tumores

con mutaciones de BRCA presentan un fenotipo basal (121).

- Subtipo Inmunomodulador (IM).

Este subtipo tumoral muestra una expresion de genes involucrados en
las vias de sefializacién inmune (tabla 2), aunque realmente no esta claro
si esto representa un verdadero perfil de expresion génica de las células
tumorales o si es un reflejo de que el tumor tiene un importante
infiltrado inmune (105, 113). El subtipo IM, a pesar de su alto grado

histoldgico, se asocia con un pronostico favorable (93).

En la clasificacion desarrollada por Burstein, el subtipo BLIA muestra
un incremento de la regulacion inmune. El subtipo BLIA sobreexpresa
la proteina 4 asociada a los linfocitos T citotoxicos (CTLA-4,) que junto

con otros genes relacionados con la inmunidad tiene mejor prondstico
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(105, 116). Ademas, presenta importante expresion de los genes STAT
(116). Dada la importante similitud en perfiles de expresion genética de
IM y BLIA, es posible que exista una superposicion entre ambos
subtipos. Por tanto, ambos subtipos serian sensibles a tratamientos de
inmunoterapia (105). En un estudio fase Ib con pembrolizumab en
pacientes con CMTN avanzado se observé una tasa de respuesta global
del 18.5%. Este estudio seleccion6 a las pacientes en funcion de la
positividad del ligando 1 de muerte programada (PD-L1) y no en
funcion de los datos de expresion de genes (122). Hasta el momento no
existen datos si los subtipos IM o BLIA presentan mejor respuesta que
el resto de subtipos moleculares.

- Subtipos mesenquimal (M) y mesenquimal de tipo troncal (MSL).
Ambos subtipos presentan estimulacion de las vias implicadas en la
transicion epitelio-mesenquima (EMT) (105). El subtipo M presenta un
importante enriquecimiento de los componentes y vias asociadas a la
motilidad celular, interaccion con receptores extracelulares y vias de
diferenciacion celular. El subtipo MSL presenta un incremento en la
activacién de vias similares al subtipo M, sin embargo, el MSL es el
Unico que expresa genes asociados a células madre, a vias de algunos
factores de crecimiento (EGFR, PDGF), quinasas de sefializacion
(PIK3CA, ERK1/2), transportadores ABC y angiogénesis (tabla 2)
(105). Ademés, MSL presenta una expresion limitada de claudina 4, 5y
7, mas parecido al tipo de expresion baja de claudina descrito
previamente (123). Estos subtipos presentan alto grado de alteraciones
en la via de PISK/AKT/mTOR, y expresan genes normalmente
exclusivos de osteocitos (OGN) y adipocitos (ADIPOQ, PLIN1) (116,
124).
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Como en el resto de subtipos de CMTN, no existen técnicas
estandarizadas y facilmente reproducibles para el diagndstico, lo que
dificulta ain mas la seleccion de pacientes. ElI cancer de mama
metaplasico se puede diagnosticar de forma adecuada por el patélogo
(125) y entre un 10-30% de los CMTN clasificados como
mesenquimales por las plataformas génicas correspondian a tumores
metaplasicos (123, 126). Los CMTN metaplasicos se consideran
refractarios al tratamiento de QT y se ha visto que presentan expresion
de genes de EMT y de células madre, ademas de importantes
alteraciones en la via de PIK3CA/AKT/mTOR y angiogenesis (127,
128). Dadas las caracteristicas de los CMTN metaplasicos se podrian
considerar un subrogado de respuesta en los CMTN mesenquimales
(105). Un estudio fase | con doxorrubicina liposomian, bevacizumab e
inhibidores de mTOR (tensirolimus o everolimus) en pacientes con
tumores metaplasicos, mostrd una tasa de respuestas completas de 21%
y de respuestas completas duraderas del 8%. Es importante sefialar que
el 74% de las pacientes incluidas presentaban alteraciones en puntos
activadores de la via PIK3CA/AKT/mTOR vy la respuesta fue mayor de
forma significativa en las pacientes que presentaban estas alteraciones
(129).

La activacién de la via de MET se encuentra asociada con la EMT vy
progresion tumoral, pero hasta la actualidad no ha demostrado buenos
resultados en la practica clinica (130). Sin embargo, la via de NOTCH,
que se encuentra implicada en la supervivencia de las células madre,
podria presentar cierta sensibilidad a la inhibicion de esta via en el
subtipo MSL. Un estudio fase | con un inhibidor de NOTCH en

combinacion con docetaxel en pacientes no seleccionados con CMTN
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avanzado mostré entre un 16 y 44% de respuesta parcial y enfermedad

estable, respectivamente (131).

- Receptor de andrdgenos luminal.

Este subtipo tumoral constituye el 11% de los subtipos moleculares de
CMTN vy es el que presenta las mayores diferencias respecto al resto de
subtipos. Se trata de un subtipo receptor de estrogenos negativo pero
con un importante enriquecimiento en las vias reguladas
hormonalmente, incluyendo la sintesis de esteroides, metabolismo de la
porfirina y metabolistmo androgénico/estrogénico (93). Este subtipo
tiene activadas la sefializacion a través del receptor de andrégenos, de
prolactina, HER4, y del receptor de estrégenos, a pesar de que la tincion
inmunohistoquimica para el receptor de estrogenos a es negativa. El
perfil de expresion de genes muestra expresion de ESR1 (gen
codificante para el receptor de estrégenos o), y otros genes reguladores
de los estrogenos (GATA3, FOXA, XBP1, PGR). Este tipo de CMTN,
aunque es receptor de estrégenos negativo, ha demostrado activacion a
nivel molecular de este receptor. Esto puede ser debido a que el 1% de
las células de este tumor expresan niveles bajos de la proteina del
receptor de estrdgenos, definiéndolo como receptor de estrégenos
negativo en el andlisis inmunohistoquimico (93, 116). Otras
posibilidades son que sobreexpresen el receptor de estrégenos B o
coactivadores transcripcionales de los receptores de estrdgenos como
NCOA3. EI ARNm del receptor de andrégenos se encuentra muy
expresado en este subtipo con una clara diferencia respecto al resto de
subtipos de CMTN. Como consecuencia, este subtipo expresa multiples
genes de la via del receptor de estrégenos y de sus coactivadores. La

expresion de este receptor a nivel inmunohistoquimico es diez veces
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mas alto respecto al resto de subtipos y se ha intentado utilizar en
diversos ensayos clinicos (132-134). Todo ello parece indicar que el
CMTN tipo LAR se encuentra dirigido por el receptor de andrégenos.
Estos resultados explicarian por qué este tipo tumoral responde
pobremente al tratamiento de quimioterapia (120). Todas estas
observaciones sugieren que este subtipo podria responder al tratamiento
antiestrogenico tradicional o al tratamiento antiandrégenico (116). En
un estudio fase Il con bicalutamida en pacientes con CMTN
metastésicos, con receptor de andrégenos positivo, receptor de
estrogenos y progesterona negativo el beneficio clinico a las 24 semanas
(definido como porcentaje de pacientes con respuesta completa,
respuesta parcial o estabilidad de enfermedad a las 24 semanas) fue de
un 19% y la mediana de supervivencia libre de progresion (SLP) fue de
12 semanas (134). En otro estudio fase Il con enzalutamida, el analisis
interino en pacientes con caracteristicas similares al previo mostraba a
las 24 semanas un beneficio clinico de 29% y una SLP de 14 semanas
(132). Es importante remarcar que los pacientes que demostraron un
perfil génico LAR por plataforma génica presentaron mayor beneficio
clinico de la enzalutamida, sugiriendo que el perfil de expresion génica
deberia utilizarse para identificar este subtipo tumoral, hecho que

ayudaria a beneficiar mas a estas pacientes (132).
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6. Tratamiento sistémico del cancer de mama triple negativo con
enfermedad local o localmente avanzada.

Desde el inicio de la enfermedad, el cancer de mama se debe considerar
como una enfermedad sistémica (135). Se ha observado la presencia de
micrometastasis en las fases mas iniciales del tumor, lo que justifica la
utilizacion de tratamientos complementarios, como la quimioterapia y/o
radioterapia, para disminuir el riesgo de recidiva y muerte, tratando de
obtener una potencial curacion de la enfermedad (136). Para ello se
pueden utilizar dos estrategias de tratamiento: la QT adyuvante y QT

neoadyuvante.

6.1. Quimioterapia adyuvante en el cancer de mama triple negativo.
Este tipo de tratamiento se administra a las pacientes después de resecar
completamente el tumor con la cirugia y previo al tratamiento de
radioterapia. En 1995 se publicé el estudio de QT adyuvante con el
esquema de quimioterapia ciclofosfamida, metotrexate y 5-fluorouracilo
(CMF). Este tratamiento demostré ventajas en supervivencia global
(SG) en las mujeres tratadas con QT frente a las que no recibieron
tratamiento (RR=0,76, IC 95%: 0,60-0,97; p=0,03) (137).
Posteriormente, el estudio NSABP-B15 demostré la equivalencia entre
cuatro ciclos de antraciclinas y ciclofosfamida (AC) y seis ciclos de
CMF en pacientes con afectacion axilar (138). Posteriormente, tras el
auge de las antraciclinas aparecieron los taxanos. El estudio CALGB
9344 comparaba en pacientes con afectacion axilar cuatro ciclos de AC
frente cuatro ciclos de AC seguido de un total de cuatro ciclos de
paclitaxel. Este estudio mostré un aumento en SLP del 77 al 80% con la
adicion del paclitaxel, sin embargo no tuvo repercusion en SG (139).

Posteriormente, los estudios del Grupo Espafiol de Investigacion en
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Céancer de Mama (GEICAM) 9906 y 9805 confirmaron el beneficio de
los taxanos en SLP en pacientes con y sin afectacion axilar
respectivamente, pero sin afectacion en SG (140, 141). Por todo ello, se
considera el tratamiento estandar de QT adyuvante la administracion

concomitante o secuencial de antraciclinas y taxanos.

6.2. Quimioterapia neoadyuvante en el cancer de mama triple
negativo.

La QT neoadyuvante es el tratamiento sistémico que se suele
administrar a las pacientes previo al tratamiento quirargico del cancer de
mama. Los objetivos de este tratamiento consisten en tratar de convertir
tumores irresecables en resecables, incrementar la tasa de cirugias
conservadoras, la busqueda de factores predictivos y prondsticos,
aumentar la tasa de respuestas completas patoldgicas (RCp), obtener
informacion in vivo de la respuesta a los tratamientos e incrementar la
SLPy SG (142).

Histéricamente, el uso de la QT neoadyuvante se reservaba para
tumores localmente avanzados donde las técnicas locales como la
cirugia no eran capaces de controlar de forma local la enfermedad. Sin
embargo, el tratamiento del cancer de mama ha ido evolucionando y se
ha ido modificando las indicaciones de esta modalidad. En la actualidad
se utiliza para estadios clinicos Il o estadios IIA y 1IB seleccionados
(con tumores grandes) con el objetivo de incrementar la posibilidad de
cirugia conservadora en la mama (143-145). Y mas recientemente se ha
comenzado a indicar en CMTN y HER2 con un tamafio mayor o igual a

2 cm o con afectacidn axilar tratando de alcanzar una RCp (143).
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Aunque no se ha podido demostrar la superioridad de la QT
neoadyuvante frente a la QT adyuvante en términos de supervivencia, la
utilizacién de esta estrategia tiene importantes beneficios. Ha permitido
incrementar la tasa de cirugia conservadora, con un mejor resultado
estético para las pacientes; permite testar in vivo la respuesta a los
agentes de QT. Por ello, la QT neoadyuvante se ha convertido en el
escenario perfecto para la basqueda de factores prondsticos y
predictivos de respuesta a los tratamientos como es el caso de nuestro
estudio. Ademas, nos proporciona un significado pronéstico con la

respuesta a la QT neoadyuvante.

Los primeros estudios realizados fueron muy heterogéneos (pacientes
con diferentes tipos de cancer de mama, estadios, esquemas de
tratamiento, etc.) y no aleatorizados. Por tanto, es complicado realizar
comparaciones entre ellos y establecer conclusiones. Lo que si se
observoé en ellos es que las pacientes que se sometian a este tratamiento
presentaban una mayor tasa de cirugia conservadora sin disminucién de
la supervivencia. Y se evidenci6 que las pacientes que alcanzaban una
RCp presentaban una mayor supervivencia y por tanto, un mejor
pronéstico a largo plazo (146, 147). Esto impulsé el desarrollo de
nuevos estudios con disefios mas adecuados. Uno de ellos fue el estudio
NSABP B-18, estudio aleatorizado que incluyé 1523 pacientes a recibir
QT neoadyuvante o adyuvante. El objetivo primario del estudio fue
SLP, por lo que se considera un estudio negativo dado que no alcanzé
su objetivo primario. Sin embargo, se observé que la QT neoadyuvante
facilitaba mayor nimero de cirugias conservadoras y que las pacientes

menores de 50 afios se beneficiaban mas que las pacientes mayores de
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50 afos de este tratamiento (144). Similares resultados obtuvo el estudio
EORTC10902, sin beneficio en SLP (148).

Finalmente, tras el analisis de varios estudios se decidié modificar el
objetivo principal de estos ensayos clinicos pasando a considerar la RCp
su objetivo primario, considerando la RCp un marcador subrogado de
supervivencia y eficacia, como se explicard méas adelante (149). Sin
embargo, el problema surgié posteriormente con las distintas
definiciones de RCp que, también, dificultan la comparacion entre los
estudios.

En el CMTN la QT es el tratamiento mas importante, dado que no se
conocen dianas terapéuticas efectivas y probadas en la actualidad. Sin
embargo, la RCp a la QT neoadyuvante de este subtipo tumoral se
encuentra muy lejos de ser adecuada. Los estudios muestran que con el
tratamiento estandar (AC seguido de taxanos) las pacientes presentan
una tasa de RCp entorno al 28-36%, lo que nos indica que alrededor de
un 66-72% de las pacientes no alcanzara el principal objetivo de nuestro
tratamiento (150, 151). Para ello se han intentado desarrollar otras
estrategias de tratamiento. En la tabla 4 se resumen los principales

estudios de neoadyuvancia en CMTN (152).
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Tabla 4. Estudios de QT neoadyuvante en CMTN con la correlacion
de su tasa de RCp. Adaptada de Omarini et al. (152).

Antraciclina
/ taxanos
Liedtke etal.  Prospectivo 255 Taxanos + ypTO/is 28
(153) Antraciclinas ypNO
+ ciclof.+ 5-
FU
Von Analisis 742  Antraciclinas  ypTO/is 34
Minckwitz et combinado + Taxanos ypNO
al. (151)
Von Analisis 911  Antraciclinas  ypTO/is 35.8
Minckwitz et combinado + Taxanos ypNO
al. (150)
CBDA
Sikov et al. Fase Il 12 Paclitaxel+ ypTO/is 67
(154) carboplatino ypNO
Chenetal. Fase I 17 Paclitaxel+ ypTO0/is 33.3
(155) carboplatino ypNO
Roy et al. Fase Il 9 Docetaxel+ ypTO 44
(156) carboplatino ypNO
Chang et al. Fase Il 11 Docetaxel+ ypTO/is 55
(157) carboplatino ypNO
Campos Fase Il 35 Doxorrubicina  ypTO/is 50
GOmez et al. +ciclof.> ypNO
(158) Docetaxel+
carboplatino
Von Fase 1l 158 Paclitaxel+ ypTO 53.2
Minckwitz et doxorrubicina ypNO
al. Estudio liposomial +
GeparSixto bevacizumab
(159) + carboplatino
Nab-
paclitaxel
Untch et al. Fase Il 139 Nab- ypTO 48
(160) paclitaxel — ypNO
epirubicina +
ciclof.
Gianni et al. Fase Il 219 Nab- ypTO0/is 41.3
(161) paclitaxel + ypNO
antraciclina
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Gluz et al. Fase Il 61 Nab- ypTO/is 49.2
(162) paclitaxel + ypNO
carboplatino
Kuwayama Fase Il 54 Nab- ypTO/is 30
etal. (163) paclitaxel + ypNO
antraciclina +
ciclof.+ 5-FU
Eribulina
Kaklamani et Fase Il 30 Carboplatino+  ypTO/is 43
al. (164) eribulina ypNO

RCp: respuesta completa patolégica, Nab-paclitaxel: Nanoparticulas de
albimina unidas a paclitaxel, Ciclof.: ciclofosfamida, CBDA: carboplatino,

CMTN: cancer de mama triple negativo.

Segln las guias internacionales, el momento del tratamiento en el
CMTN (adyuvante frente a neoadyuvante) no tiene efecto sobre el
resultado a largo plazo en cuanto a supervivencia. Las estrategias
utilizadas en la adyuvancia pueden utilizarse en la neoadyuvancia (152,
165). No obstante, la QT neoadyuvante es la primera opcion en los
casos de CMTN operable, sobre todo en los casos localmente

avanzados.

7. Valoracion de la respuesta patoldgica a la quimioterapia
neoadyuvante.

La valoracién de la respuesta a la QT neoadyuvante ha sido muy
heterogénea entre los estudios, lo que ha dificultado la comparacién
entre ellos. El principal problema ha sido la definicion de RCp. Sin
embargo, el conseguir una adecuada definicion de RCp es realmente
importante, dado que se ha identificado como un marcador subrogado
de supervivencia y se esta utilizando en la mayoria de ensayos clinicos
con QT neoadyuvante (150, 153, 166-168).
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Existen multiples clasificaciones que se han desarrollado en los Gltimos
afios. Algunas de ellas (Chevalier, Sataloff y Miller & Payne) (169,
170) se caracterizan por la descripcién de varios grados de respuesta
en funcién de la respuesta al tratamiento y de la presencia de tumor
infiltrante viable tanto en la mama como en la axila. Ademas, la
definicion de RCp definitiva consiste en la ausencia de enfermedad
infiltrante en mama y axila, ésta Gltima definicién es la que se
considera habitualmente en la practica clinica habitual (166). La
presencia o ausencia de carcinoma intraductal no modifica el

pronostico de las pacientes (168).

No existe un consenso claro sobre la definicion de RCp, no
existiendo un acuerdo sobre si la necesidad de valorar la respuesta
ganglionar o si es necesario incluir la presencia de carcinoma no
infiltrante. Por ello, existen distintas clasificaciones lo que suma

mucha confusién al problema como son:

- Feldman (1986): Ausencia macroscépica del tumor a la inspeccion
macroscopica de la mastectomia y axila sin tener en cuenta los

hallazgos posteriores al microscopio (166).

- Schnitt (1992): No existe evidencia de carcinoma invasivo ni en la

mama ni en la axila (171).
- Chevallier (1993): Se comienza a graduar la respuesta (172):

- Grado 1: desaparicion macroscopica y microscopica del

tumor.
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- Grado 2: presencia de carcinoma in situ en la mama. No
evidencia de carcinoma invasivo ni en la mama ni en la axila.

- Grado 3: presencia de carcinoma invasivo con alteracion
estromal (fibrosis o esclerosis).

- Grado 4: presencia de carcinoma invasivo intacto.

- Sataloff (1995): Mantiene los grados pero diferencia entre la
respuesta en la mama y en la axila (173).

Localizacién en la mama:

A desaparicion casi total del tumor.

B: >50%.

C: <50%.

D: ausencia de efecto del tratamiento.

Localizacion de la axila:

A: evidencia de efecto terapéutico y ausencia de metastasis.

B: ausencia metastasis en los ganglios.

C: evidencia de efecto del tratamiento, pero con ganglios

metastasicos.-

D: enfermedad metastasica.

- Ogston (2003): Modificacion de de Miller and Payne (170):
- Grado 1: ausencia de cambios en células tumorales
individuales.
- Grado 2: pequefia disminucion en células tumorales (hasta
30% de reduccion).
- Grado 3: reduccién de células tumorales entre el 30-90%.
- Grado 4: marcado efecto del tratamiento con reduccion de

células tumorales (reduccién en un 90% de células malignas).
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- Grado 5: ausencia de células malignas en el tumor primario.
Solamente presencia de fibrosis. Puede existir carcinoma in

situ.

Han sido muchos los estudios que han confirmado el valor prondéstico de
la RCp. El grupo aleman realizé un meta-andlisis de 7 estudios de QT
neoadyuvante confirmando el valor pronostico de la RCp en neoplasias
de alto riesgo: carcinomas de alto grado, receptores hormonales
negativos, subtipo triple negativo y HER2; pero no en tumores
luminales A 'y HER2 con receptores hormonales positivos (figura 5).
Para la realizacion del estudio valoraron la respuesta tanto en la mama
como en la axila (150, 151). En 2014 se public6é un nuevo meta-analisis
de 12 ensayos clinicos aleatorizados que incluyd un total de 11955
pacientes. El estudio confirm6 los resultados del estudio previo y
volvia a poner en relevancia el valor prondstico de la RCP como
subrogado de SLP (ypTO ypNO: HR: 0,44, IC 95%: 0,39-0,51; ypTO/is
ypNO: HR: 0,48, IC 95%: 0,43-0,54) y SG (ypTO ypNO: HR: 0,36, IC
95% 0,30-0,44; ypTO/is ypNO: HR: 0,36, IC 95%: 0,31-0,42,
principalmente si se tenia en cuenta la respuesta en mama y axila
respecto a si se tomaba Unicamente en consideracion la mama (168). Por
tanto, el estudio indicaba que la definicion mas adecuada de RCp era la
ausencia de tumor infiltrante en la mama y en axila. Ademas, en este
meta-andlisis, al igual que en el aleméan, identificaron que determinados
subtipos histoldgicos como el CMTN se correlacionaban mejor entre
RCp y supervivencia (SLP: HR: 0,24, IC 95%: 0,18-0,33; SG: HR:
0,16, IC 95%: 0,11-0,25) y también en tumores HER2 positivos,
receptores hormonales negativos (SLP: HR: 0,15, IC 95% IC 95%:
0,09-0,27; SG: HR: 0,08, IC 95%: 0,03-0,22) (168).
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Figura 5. Respuesta completa patolégica y relacibon con la
supervivencia libre de progresion en funcion del subtipo histolégico de
cancer de mama. Imagen tomada de von Minckwitz et al. (151). SLP:

supervivencia libre de progresion, RCp: respuesta completa patolégica.

7.1. Respuesta patoldgica a la quimioterapia neoadyuvante en
funcién de los subtipos moleculares en el cancer de mama triple
negativo.

A pesar de los diferentes avances en el tratamiento del cancer de mama
y de las diferentes opciones que se han investigado, todavia no existen
tratamientos dirigidos adecuados para el CMTN en neoadyuvancia
(tabla 5). El tratamiento estadndar continGa siendo antraciclinas vy
ciclofosfamida con taxanos (165).
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Tabla 5. Estudios de QT neoadyuvante mas agente dirigido en
CMTN vy la correlacién con la tasa de RCp. Adaptada de Omarini et
al. (152).

Bevacizumab

Mrézek etal.  Fase Il Nab-paclitaxel+ ypTO 50
(174) chda+beva ypNO

Guarnerietal. Fasell Paclitaxel+cbda + ypTO/is 50
(175) beva ypNO

Nahlehetal. Fase Il Nab-paclitaxel+ ypTO/is 59
(176) beva— adriamicina ypNO

+ ciclof.
Sikov et al. Fase Il Paclitaxel— ypTO/is 59
a77) doxorubicina + (valora la

ciclof. + beva mama)

Earl et al. Fase  Bevatdocetaxel —»  ypTO/is 45
(178) 11 epirubicina+ciclof. ypNO

Kim et al. Fase Il Cbda+docetaxel +  ypTO/is 42
(179) beva ypNO

Gerber et al. Fase  Epirubicina+Ciclof. ypTO 39
(180) i —docetaxel + beva. ypNO

Inhibidores de PARP
Telli et al. Fase Il Gemcitabinatcbda  ypTO/is 36

(181) + niparib ypNO
Rugo et al. Fase Il Velparib+cbda — ypTO 51
(182) doxorubicina + ypNO
ciclof.

Inmunoterapia
Schmid et al. Fase Pembrolizumab+ ypTO/is 85
(183) IB nab-paclitaxel — ypNO
pembrolizumab +
doxorubicina+

Ciclof.xchda
Nandaetal. Fasell Paclitaxel+ ypTO/is 71
(184) pembrolizumab— ypNO

doxorubicin+ciclof
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RCp: respuesta completa patolégica, Nab-paclitaxel: nanoparticulas de
albiminas unidas a paclitaxel, chda: carboplatino, ciclof: ciclofosfamida, beva:

bevacizumab, CMTN: cancer de mama triple negativo.

Por ello, es importante entender las caracteristicas y el comportamiento
clinico del CMTN para tratar de desarrollar tratamientos mas efectivos.
La identificacion de dianas moleculares es esencial para el desarrollo de
nuevas estrategias. Con este objetivo, debemos fijarnos en los subtipos
moleculares descritos en funcién de su expresion génica. Cada una de
estas subclases muestra una distinta RCp a la QT neoadyuvante estandar
(figura 6) (119, 152).

BRCA (deficiencia/disfuncién)
A TiLs
P53 mutada

Probabilidad de respuesta con la QT esténdar

N
[ )
v
50(%)
e - - - IE E .
Via molecular GF, M. Sefializacion EMT, GF Inmune Em:::t Ciclo celular
mloeplt AR Angiogénesis Resp. dafio ADN
Tratamiento hibidoresde: | | Inhibid dePI3K| |Inhibid de: PI3K/ | Inhibidor || 1. FGFR, Platino
prometedor EGFR, mTOR,MET | [  BloqueoAR mTOR,EGFR, GF | checknoint| MET, mTOR Inhibidores de PARP

Figura 6. Probabilidad de respuesta con la QT estandar segun los subtipos
moleculares. Vias metabdlicas afectadas y tratamientos propuestos.
Adaptada de Omarini et al. (152). GF: Factores de crecimiento, M. miepitel:
marcadores mioepiteliales, AR: receptor de androgenos, EMT: Transicion

epitelio-mesenquima, I: inhibidor. Resp: respuesta.
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Varios estudios han analizado la respuesta de los subtipos moleculares a
la QT neoadyuvante. En 2013 se realiz6 un andlisis retrospectivo de 130
pacientes con CMTN clasificadas segun los subtipos de Lehmann. El
estudio mostraba por primera vez que los subtipos moleculares de
CMTN podrian servir como predictor independiente de la RCp tras la
QT neoadyuvante estandar (p=0,022). La RCp global fue del 28% y se
observaron diferencias claramente significativas. El subtipo BL1
alcanzo la tasa mas alta de RCp (52%), mientras que BL2, LAR y MSL
presentaron las mas bajas (0,10 y 23%, respectivamente) (120). Un
estudio mas reciente que valoré la respuesta en funcion de los subtipos
moleculares, clasificé el CMTN mediante PAM50 y los cuatro altimos
subtipos moleculares descritos (BL1, BL2, LAR, M): La clasificacion
mediante PAM50 en tumores basales y no basales no presento
diferencias en RCp. La subclasificacion en 4 tipos moleculares tampoco
dio diferencias significativas en RCp. La incidencia de RCp para los
subtipos moleculares mostrd tendencias similares a los estudios previos
con BL1 presentando la mayor respuesta y, BL2 y LAR una RCp mas
baja. Al comparar BL1 con el resto de subtipos, si se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en RCp (49 frente a 31%; p =
0,0441) (118).

Este estudio valor6 a su vez la SLP en la misma cohorte para determinar
si las diferencias de respuestas a la QT neoadyuvante segin cada
subtipo tenian impacto en la supervivencia. A pesar de tener mejor RCp
(34% frente 11%), los pacientes con CMTN presentaron
significativamente peor SLP que los no CMTN. Sin embargo, las
pacientes con CMTN que respondieron a la QT y alcanzaron RCp,

tenian mejor SLP respecto a las que no lo alcanzaron, con un 95% de
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supervivencia a los 7 afios frente a una mediana de supervivencia de 2,7
afios. Mientras que no existieron diferencias en SLP entre BL y no BL
(p=0,41; clasificados por PAM50), la clasificacion molecular tuvo casi
significancia (p=0.09). Los pacientes BL2 presentaron peor prondstico,
con una mediana de supervivencia de 2,4 afos frente a la de todos los
CMTN que fue mayor a 7 afios. Por el contrario, BL1 tiene la RCp méas
alta de todos los subtipos (49%) y se asoci6 con la mejor SLP (72% de
las pacientes libres de enfermedad a los 7 afios de seguimiento) (118).
El subtipo LAR podria considerarse una excepcion al resto, pese a que
presentd pobre RCp, presentd una SG mejor, probablemente por su
biologia més parecida al subtipo luminal que al CMTN (120).

A pesar de todos los avances realizados hasta el momento en este
subtipo tumoral, la quimioterapia con antraciclinas y taxanos sigue

siendo el tratamiento estandar de todos los subtipos de CMTN.

8. Biomarcadores.

En la actualidad no existen claros biomarcadores Utiles en la préactica
clinica habitual que sean predictivos de respuesta al tratamiento antes
de empezar la quimioterapia neoadyuvante. Por todo ello, la basqueda

de biomarcadores en este ambito es un campo de investigacion en auge.

En la préactica clinica habitual se utilizan algunos biomarcadores
clasicos como: el Ki67, los receptores de estrégenos, progesterona y
HER2. Estos biomarcadores clasicos nos ayudan a diferenciar los
subtipos tumorales de cancer de mama (luminal A, B, HER2 y triple
negativo) y orientan a los oncdlogos en el momento de seleccionar los

tratamientos. Sin embargo, estos marcadores no son suficientes para
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clasificar adecuadamente los distintos subtipos que subyacen dentro del
CMTN.

El anélisis de la expresion de genes en el cancer de mama, incluyendo
los niveles de metilacion del ADN y biomarcadores circulantes de
ADN, han sido ampliamente incorporados en maltiples estudios (185,
186). Menos conocidos son los factores epigenéticos como los micro-
ARNSs (miARNSs), el sistema inmunitario, células tumorales circulantes,
acidos nucleicos circulantes y metabolitos, entre otros integrantes del
microambiente tumoral y el papel que pueden presentar en el
pronostico, seleccién y tratamiento de las pacientes con cancer de mama
(187-189). Una mayor comprension de los factores pronosticos y
predictivos seria Util para planificar y desarrollar estudios més dirigidos
(190, 191).

8.1. Micro-ARNs en exosomas.

Actualmente se cree que el 98% del genoma humano se transcribe en
moléculas de ARN que pierden su capacidad codificante y se
denominan ARN no codificante (192). Los miARNs son pequefias
moléculas de ARN monocatenario no codificantes con una longitud
entre 21 y 25 nucledtidos. Estos se transcriben a partir de secuencias de
ADN cromosémico. Sin embargo, no son traducidas a proteinas. Tienen
la capacidad de regular la expresion transcripcional de otros genes
mediante la interferencia de uno o mas ARN mensajeros (ARNm) (193).
Se ha observado que cada miARN puede afectar a mas de 100
transcripciones diferentes y regular su expresion. Mas del 60% de los
genes codificadores de proteinas humanas estan regulados por miARNs

(194, 195). Por ello, su presencia, es muy importante como reguladores
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clave en muchos procesos biol6gicos como la diferenciacion celular y
desarrollo, proliferacién, adquisicion, diferenciacion y mantenimiento
de un fenotipo, asi como la apoptosis y el metabolismo (196). Con todo
ello, se ha observado que los miARN intervienen en mdltiples

enfermedades, entre ellas el cancer (197).

Los miARNSs intervienen en la tumorogénesis y progresion tumoral
puesto que controlan post-transcripcionalmente la expresion génica
(epigenética) y regulan la proliferacion celular, la diferenciacion,
invasion, migracion, angiogénesis y apoptosis (198). La alteracion de
determinados miARNs se ha asociado con la carcinogénesis, unos
acttan en forma de oncogenes y otros como supresores tumorales (199).
La primera evidencia de que un miARN podia estar implicado en cancer
fue descrito en la leucemia linfocitica crénica (200) y a partir de ahi se
han descrito en mdaltiples tumores (201). Los mMIARN mas

frecuentemente alterados en cancer se encuentran descritos en la tabla 6.
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Tabla 6. Los miARN mas frecuentemente alterados en cancer.
Adaptada de Acunzo et al. (201)

miARN Funcion Tumor

mir-21 Oncogén Céancer de mama, glio-
(202-204) blastoma, céancer de péancreas,

CCR, hepatocarcinoma.

mir-155 Oncogén Linfoma difuso de células

(205, 206) grandes B, cancer de pancreas,
LLC.

mir-17-92 Oncogeén Linfomas, céancer de pulmon,

(agrupacion) cancer gastrico, cancer de

(207-209) colon, leucemia aguda mega-

cariobléastica y promielocitica.

mir-146a Supresor tumoral ~ Tumores hematoldgicos
(210, 211)

mir-34a Supresor tumoral ~ Cancer de mama, tumores

(212-215) hepaticos, cancer de colon,
cancer de pancreas.

miR: micro-ARN, CCR: cancer colorectal, LLC: leucemia linfocitica cronica.

La expresion aberrante de miARNSs en el cancer es un hecho conocido;
sin embargo, se desconocen en gran medida los mecanismos
moleculares que llevan a su expresion andémala (197, 216). En los
altimos afos, se ha observado que existen diferentes perfiles de miARN
con diferencias significativas entre las células tumorales y las células

normales, sugiriendo que tienen un importante potencial como
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biomarcadores (201, 217). Ademas, dado que se encuentran de forma
estable en muchos fluidos corporales, pueden ser una herramienta de

deteccidn no invasiva (218).

En comparacion con los miARNs celulares que se degradan
rapidamente en el entorno extracelular, los miARN extracelulares tienen
una marcada estabilidad (202). Uno de los Ultimos mecanismos
descritos para esta estabilidad es la encapsulacion en vesiculas como
cuerpos apoptoticos, microvesiculas y exosomas (219-221).

Los exosomas son un grupo de vesiculas pequefias extracelulares con
una doble capa lipidica de origen endosémico. Estas vesiculas contienen
diferentes componentes intracelulares, como proteinas, ADN, lipidos,
MARN y ARN no codificante (218). Se encuentran en la sangre o en el
microambiente extracelular entre las células tumorales y las no
tumorales, dado que se liberan casi por todos los tipos de células en los
distintos fluidos biolégicos, protegiendo el contenido intravesicular de
su degradacion (197). Los exosomas juegan un importante papel, no
solo en la comunicacién celular a través del intercambio entre las
células donantes y receptoras (222), sino también en muchos procesos
celulares como la coagulacién, la presentacién de antigenos, el

metabolismo vy la facilitacion de la respuesta inmune (223).

Desde el descubrimiento de que los miARN en exosomas podrian
asociarse a procesos funcionales, se ha ido incrementando la evidencia
de su importancia en procesos fisiol6gicos, asi como en procesos
patoldgicos como el cancer. Las células tumorales, al igual que las

celulas normales, secretan exosomas que contienen las mismas
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alteraciones en ARN, ADN vy proteinas que en las células de origen
(224-226). Los miARN en exosomas derivados de tumor pueden inducir
varios procesos de transformacion maligna, como la angiogénesis, un
elemento esencial del tumor (227). Se cree que también tienen papel en
la proliferacion celular (228) y en la migracion, invasion y metastasis.
Por ejemplo, el miR-105 en exosomas derivados de la linea celular pre-
cancerosa MCF-10A y en la de cancer de mama MDA-MB-23, estimula
la metéastasis al pulmon y al cerebro (229). Ademas, se ha observado en
cancer de mama que el miR-122 promueve en el nicho premetastésico
las metastasis mediante la reprogramacién del metabolismo de la
glucosa. Por tanto, la inhibicion de este miARN disminuye la incidencia
de metéstasis al restaurar el metabolismo de la glucosa en 6rganos como

el cerebro y los pulmones (230).

La expresion anormal de miARNs en tejido de CMTN esta relacionado
con quimioresistencia y puede ser una forma en el que este subtipo
tumoral evada la QT y, como resultado, se produzca una recaida
temprana y una peor evolucién (231-233). Alterar la expresion de
determinados miARNSs puede ser una potencial estrategia terapéutica
para mejorar las respuestas al tratamiento y consecuentemente el

prondstico (197).

Debido a la presencia de exosomas en varios fluidos corporales y la
estabilidad de los miARN en exosomas, se estdn comenzando a
dilucidar una nueva clase de biomarcadores para un diagndstico

temprano y minimamente invasivo (227).
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8.2. Metabolomica.

La metabolomica, definida como un estudio sistematico del
metabolismo, es una nueva linea de investigacion emergente en los
Gltimos afios (15). La metabolémica ha demostrado ser una herramienta
importante para la identificacion de nuevos biomarcadores para el
tratamiento especifico, la evaluacion del tratamiento y la prediccion de
la supervivencia del cancer (234-236). Multiples estudios en cancer de
mama han identificado metabolitos en suero como potenciales
biomarcadores que pueden predecir la respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante. Las concentraciones de cuatro metabolitos, tres por
resonancia magnética (treonina, isoleucina y glutamina) y uno en
biopsia liquida (acido linoleico) fueron significativamente distintos al
comparar la respuesta a la quimioterapia (237). Ademas, se ha visto que
la disminucién de los niveles de arginina puede correlacionarse con el
incremento del numero de células Tregs con actividad arginasa
intrinseca, lo cual indica un peor prondstico. Y junto con la L-arginina,
las enzimas catabolizadoras de tript6fano (IDO) y enzimas que regulan
los niveles extracelulares de adenosina (como la ecto-nucleotidasa
CD39 y CD73) pueden contribuir significativamente a la inhibicién de

la respuesta inmune contra la célula tumoral (238, 239).

La actividad y expresion aberrante de la enzima tript6fano-2-3-
dioxigenasa (TDO) catabolizadora del tript6fano hepatico en las lineas
celulares de CMTN favorece el crecimiento independiente de ligando y
en un estadio tardio, la metéstasis a través de un mecanismo autocrino
(240). Ademas, parece claro que la quinurenina (subproducto del
catabolismo del tript6fano) presenta un efecto paracrino supresor en las

células inmunes (241). Muchos estudios se han focalizado en la enzima
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IDO, que se encarga del catabolismo del triptéfano en quinurenina
(figura 7).

Indolepiruvato (ﬂ TRIPTOFANO
CH_.CH.COOH
2
W\ N“l
IDH N

DO Acido Quinurénico
700 KATS
m " " FMD N "
N-Formil-L-Quinurenina————> Quinurenina

Acido Indolelactico Acido antranilico
lKMO

KYNU
3-Hidroxiquinunrenina—> Acido Xanturénico
| wwu

Acido 3-Hidroxantranilico

<—J, 3HAO
Acido Quinolinico
| arar
NAD+

Figura 7. Via metabdlica del tript6fano. IDO: Indolamina 2, 3-dioxigenasa,
TDO: triptéfano 2, 3-dioxigenasa, FMD: quinurenina formamidasa, KMO:
quinurenina hidroxilasa, KYNU: quinureninasa, 3HAO: 3-hidroxiantranilato-3,
4-dioxigenasa, QPRT: acido quinolinico fosforibosil transferasa, KATS:
quinurenina aminotransferasa, TTA: triptéfano aminotransferasa, IDH:

isocitrato deshidrogenasa.

Se ha observado que IDO se correlaciona con mal prondstico y un
incremento de la densidad de microvesiculas en el cancer de mama
(242, 243). Ademas, se ha observado que esta enzima tiene un papel en
la inmunoterapia del cancer y en la regulacion de la angiogénesis
tumoral (242).

La enzima IDO permite que los tumores evadan el sistema inmune

(242). Una variedad de tumores, incluido el céancer de mama,
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sobreexpresan IDO, tanto en células neoplasicas como en células
asociadas a tumores (por ejemplo, células dendriticas, células
estromales y células endoteliales). IDO puede suprimir las células T
efectoras al reducir el triptéfano disponible en el entorno y generar
catabolitos derivados del triptéfano. IDO también puede afectar la
tolerancia sistémica activando las células Tregs circulantes. La mayoria
de los estudios han demostrado que la elevada expresion de IDO en el
endotelio o en los tejidos tumorales se correlaciona con un prondstico
significativamente peor en los pacientes (244, 245). Por lo tanto, el
bloqueo o la ablacion de la via inmune inhibidora de IDO puede ser una
importante estrategia de inmunoterapia contra el cancer, y varios

inhibidores de IDO se encuentran actualmente en ensayos clinicos.

Estudios con cultivos celulares revelaron que la quinurenina aumenté la
muerte de células primarias T CD8 humanas y los medios
condicionados de células de CMTN independientes de ligando
suprimieron la funcion de células primarias T CD8 humanas de una
manera TDO-dependiente, sugiriendo un mecanismo de evasién
inmune, favorecido durante la metastasis (243). Se ha valorado en
maltiples tumores cambios en los niveles sanguineos de triptéfano y
guinurenina, observando que un nivel mas bajo de triptéfano en suero
indica peor prondstico, mostrando su potencial como biomarcador (246-
248).
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8.3. Proteomica.

Menos conocida es la expresion de proteinas libres que pudieran
liberarse como consecuencia de la interaccion entre células tumorales
entre si con su microambiente, regulando otros tejidos a distancia,
actuando como soporte en la sefializacién intercelular y como reaccion
al proceso tumoral (249). Las interacciones epitelio-estroma
desempefian un papel relevante en el desarrollo y mantenimiento de la
glandula mamaria. Sin embargo, durante la tumorogénesis, el estroma
aumenta el crecimiento y la progresion a carcinoma (250). El tipo de
celula predominante en el estroma es el fibroblasto, que sintetiza,
organiza y mantiene una red de glicoproteinas y proteoglicanos
conocidos como la matriz extracelular (MEC) (251, 252). Los
fibroblastos asociados al carcinoma muestran un fenotipo activado, con
un mayor potencial proliferativo y migratorio. Sin embargo, el papel
gue desempefian estas modificaciones del estroma para el desarrollo
tumoral y los mecanismos que subyacen no son del todo conocidos. En
relaciébn con la MEC se ha estudiado el papel de las proteinas
transmembrana sindecan que interactdan con una amplia variedad de
proteinas. Estas proteinas tienen un papel en el crecimiento celular, la
adhesién, la migracion y la morfogénesis. Sindecan-1 (SDC1) se
encuentra aberrantemente expresado por los fibroblastos y participa en
el crecimiento del carcinoma de mama (253). Aungue su papel no es

claramente conocido, interactGa con los componentes de MEC (251).

Recientemente se han evaluado 6 quinasas con valor prondstico
independiente. Las quinasas dividen a las pacientes con CMTN en dos
patrones: uno sin quinasas hiperactivas que se asocia con una tasa> 90%

libre de recaida, y el otro que muestra >1 quinasa hiperactiva y se asocia

81



Identificacion de biomarcadores en CMTN

con un riesgo de recaida hasta 9,5 veces mayor. Los regimenes
farmacolégicos disefiados basados en estas 6 quinasas muestran
actividad antitumoral prometedora en lineas celulares de CMTN y en

xenoinjertos derivados de pacientes (254).

La proteina S100A14 también se ha evaluado como un biomarcador en
CMTN, correlaciondndose la expresion de S100A14 con las variables
clinicas. Los resultados revelan un impacto en la supervivencia libre de
enfermedad y la supervivencia global: niveles altos de expresion de
S100A14 se correlacionaron con un peor pronostico, principalmente los
del subgrupo de tipo basal. El andlisis multivariante revelé que
S100A14 es un factor prondstico independiente y una nueva potencial
diana terapéutica en pacientes CMTN (255).

Por tanto, la expresién anormal de determinadas proteinas se esta
comenzando a relacionar con quimioresistencia, pudiendo ser una forma
de evadir la quimioterapia, lo que resulta en recaida temprana y en peor
evolucion (231). Por otra parte, alterar su expresion o su actividad
biolégica puede ser una potencial estrategia terapéutica para mejorar la

respuesta y el pronostico (254, 255).

8.4. Microambiente tumoral y sistema inmune.

Los tumores malignos evitan su destruccion por el sistema inmune,
favoreciendo fendmenos inflamatorios ligados a la progresion tumoral
(15). Se han descrito tres caracteristicas inmunol6gicas mediante las que

el cancer evade la accion del sistema inmune (27):

- Capacidad de evitar el reconocimiento inmunolégico.
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- Capacidad de prosperar en un ambiente de inflamacién crénica.

- Capacidad de suprimir la reaccién inmunoldgica.

Aunque la base del tratamiento en CMTN continda siendo la
guimioterapia, los importantes avances en la inmunoterapia del cancer
de los ultimos afios apuntan a prometedores farmacos que actlan sobre
puntos de control inmunoldgico (256). Sin embargo, existen distintos
mecanismos que pueden disminuir la eficacia de estos tratamientos;

algunos de ellos pueden sugerir nuevas dianas terapéuticas.

Una de las bases de la inmunologia tumoral y de la vigilancia
inmunolégica del céncer es que las células cancerosas expresan
antigenos que las diferencian de sus homélogos no transformados. Los
estudios moleculares muestran claramente que estos antigenos son a
menudo productos de genes mutados, genes normales expresados
aberrantemente, o genes que codifican proteinas virales. Existe una
correlacion estricta entre la inestabilidad genética y la evasiéon del
sistema inmune en el cancer de mama (257). La heterogeneidad de
mutaciones en el cancer de mama se asocia con nuevos genes Yy
antigenos. Se cree que la frecuencia de mutaciones somaticas o carga
mutacional estd relacionada con la inmunogenicidad del cancer de
mama. De hecho, se ha visto que los subtipos moleculares como el triple
negativo, HER2 positivo o el luminal B contienen una alta carga

mutacional y son bastante inmunogénicos (257).

Actualmente, se estdn investigando mdltiples tratamientos de
inmunoterapia en cancer de mama que van desde vacunas, anticuerpos

monoclonales para eliminar células tumorales o aproximaciones
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dirigidas a inhibir o destruir mediadores moleculares o celulares de la
inmunosupresion inducia por el tumor como las células Tregs, linfocito
T citotoxico asociado a CTLA-4 o proteina de muerte celular

programada 1 (PD-1).

Los tumores desarrollan multiples mecanismos de evasion inmune a
medida que progresan. Con una mayor comprension de la vigilancia
inmune del tumor, la inmunoterapia se ha convertido en una estrategia
de tratamiento prometedora para el cancer de mama, por tratarse de una
neoplasia inmunoldgicamente silenciosa. Las causas de que este tumor
sea menos inmunitario que otras neoplasias se deriva de mecanismos
que disminuyen el reconocimiento inmunoldgico y otros que promueven
una importante inmunosupresion (34). Son los mecanismos de evasion
inmune en los canceres de mama los que estan mal definidos. Por lo
tanto, una caracterizacién adicional es fundamental para el desarrollo de

mejores terapias.

El microambiente tumoral representa un punto clave en la regulacion
de la respuesta inmune en el cancer de mama. Las células tumorales
inducen un microambiente inmunosupresor que favorece el desarrollo
de mecanismos para evadir el sistema inmune como la expresion del
coestimulador del inhibidor del receptor inmune (por ejemplo, PD-1,
linfocito T citotoxico asociado a CTLA-4, gen de activacion de
linfocitos 3 (LAG-3) y la presencia de factores inmunosupresores (IDO,
interleucina 10 y TGF-B). EI microambiente tumoral también se ve
afectado por el infiltrado de células inmunosupresoras como los
macréfagos asociados a tumor (TAMS), las células supresoras de origen

mieloide (MDSCs) y las células Tregs. Los TAMs se han descrito en
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distinto tipo de tumores solidos, incluido el cancer de mama. Varios
estudios han mostrado una correlacion entre un peor prondstico del
cancer de mama y el nimero de TAMs (258). Después de llegar a los
tejidos, los macrofagos sufren una activacién dependiendo del
microambiente. Generalmente se dividen en macrofagos M1 y
macréfagos M2. Los M1 son los "clasicamente activados™ y juegan un
papel importante en la proteccion contra patdgenos intracelulares y las
celulas tumorales. Los M2 generalmente promueven el crecimiento
tumoral y la metéstasis (259). Las células Tregs y MDSCs también
parecen contribuir a la diseminacién tumoral y a la metastasis (34,
260).

Las células Tregs, se caracterizan por un fenotipo CD4+ CD25+ y
expresan el represor transcripcional FOXP3, necesario para su
desarrollo. Estas células juegan un papel importante en la limitacion de
la proliferacién y produccion de citoquinas por linfocitos T efectores.
Los niveles de células Tregs estan elevados en sangre periférica de
pacientes con cancer y contribuyen a eludir la accién del sistema
inmunitario mediante la supresion de células T especificas de antigeno

tumoral enddgeno (261).

La quimioterapia disminuye el infiltrado de FOXP3, mientras que los
niveles de CD3+ y CD8+ se mantienen invariables. Ademas, la
respuesta patoldgica completa a la quimioterapia neoadyuvante se
correlacionan con el descenso del nimero de células FOXP3+, mientras
gue permanecen invariables en las pacientes no respondedoras. En un
estudio preliminar se ha visto que el aumento de células Tregs en sangre

periférica se correlaciona con el potencial metastasico del tumor y por
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tanto, con un peor pronostico (262). Estos resultados sugieren que las
células Tregs son responsables de la inmunosupresion en cancer de
mama. Por lo tanto, el recuento de células Tregs circulantes puede ser

valioso para evaluar el pronostico de la enfermedad.

Los canceres de mama de alto riesgo (caracterizados por la ausencia de
los receptores de estrdgenos y progesterona, el alto grado tumoral y/o
afectacion ganglionar) se han relacionado tipicamente con la presencia
elevada de CD3+, CD8+ y FOXP3+ en los infiltrados de células T al
diagndstico (263). En algunos articulos se ha visto correlacion entre el
alto nimero de linfocitos T CD8+ y linfocitos B CD20+ como factor
independiente predictivo de supervivencia (264, 265). Por otra parte, el
alto nimero de linfocitos Tregs FOXP3+ se ha asociado con una baja
supervivencia libre de progresion (266). Por el contrario, recientemente
se comprob6 que el aumento de linfocitos T CD8+ (linfocitos T
citotoxicos) sobre células Tregs FOXP3+ se asociaba con una respuesta
completa patoldgica a la quimioterapia neoadyuvante en cancer de
mama (263) y con un aumento de la SLP y supervivencia global (SG)
(267).

Las células supresoras de origen mieloide (MDSC) juegan un papel
importante en la progresién tumoral. Se caracterizan por un fenotipo
Lin™° HLADR- CD11b+ CD33+. Se han descrito varios subtipos de
MDSCs, algunos articulos mencionan hasta 7 subtipos distintos. Sin
embargo, no se encuentran claramente definidos, salvo tres de ellos que
son las MDSCs monociticas (Mo-MDSC) con fenotipo HLADR-
CD11lb+ CD33+ CD14+, las MDSCs polimorfonucleares o
granulociticas (PMN-MDSCs) con fenotipo HLADR- CD11b+ CD33+
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CD15+ y las MDSCs tempranas (e-MDSCs) con fenotipo Lin-
(CD3/14/15/19/56)/HLADR- /CD33+ (268, 269).

Estas células alteran la respuesta inmunitaria frente al tumor, frenando
la accion de los linfocitos CD8+ efectores y la respuesta citotoxica
mediada por las células T citoliticas (30, 270). En condiciones
normales, las células hematopoyéticas de la médula Osea se
diferencian en macrofagos o granulocitos (271). En el contexto del
cancer, el microentorno tumoral libera mediadores (TNFa, IL1J, IL-6,
G-CSF, GM-CSF, PGE2, VEGF, SCF, FIt3) que estimulan la
diferenciacion de las células mieloides inmaduras a MDSCs y
quimiocinas (CXCL12, CXCL5, CCL2) que inducen la migracién de
las MDSCs al tumor (272, 273). Las MDSCs pueden ejercer su
actividad inmunosupresora mediante la produccion de gran cantidad
de arginasa 1 (ARG-1) y éxido nitrico, estimulando la produccién de
especies reactivas de oxigeno, liberando factores que estimulan la
conversion y expansion de Tregs (274). Ademas, las MDSCs inducen
angiogénesis, invasion, proliferacién y favorecen la aparicion de
metéstasis, preparando el nicho premetastasico mediante la alteracién

de la matriz extracelular, entre otros mecanismos (figura 8) (275-278).
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Tipos de MDSCs Funciones descritas
PMN-MDSC Neoangiogénesis

HLADR- CD11b+ CD33+ CDI15+
Metastasis
Proliferacion

Mo-MDSC (

HLADR- CD11b+ CD33+ CD14+ _ ir

Invasion

Formacion del nicho premetastasico
e-MDSC

in-(CD3/14/15/19/56) -ICD33+ ) .
Lin-(CD3/14/15/19/56)HL ADR-/CD33 Aumento del fenotipo de células madre

Figura 8. Tipos de MDSCs y funciones. PMN-MDSCs: MDSCs
polimorfonucleares, Mo-MDSCs: MDSCs monociticas, e-MDSCs: MDSCs

tempranas.

En este microambiente tumoral las MDSCs juegan un papel primordial
y la regulacion epigenética de estas células mediante miARNs puede
revelar alternativas terapéuticas mas eficaces. Esta regulacion
epigenética de las MDSCs puede contrarrestar el crecimiento tumoral
y la metastasis (279). Varios estudios recientes muestran que los
pacientes con presencia elevada de MDSCs en el tumor presentan peor
supervivencia y tiene relevancia prondstica en varios tipos de cancer
(280-282). Con el reclutamiento de estas células inmunosupresoras el

microambiente tumoral limita la efectividad de la respuesta inmune.

Mientras el potencial tedrico de la modulacién inmune en el
tratamiento del cancer de mama es un tema de maxima actualidad, los

mecanismos moleculares de esta modulacién son desconocidos. Por lo
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tanto, es necesario incrementar los conocimientos en este campo y
realizar correlaciones clinico-patoldgicas entre la progresién tumoral y
los fenotipos de MDSCs, Tregs y sus niveles en el tumor y sangre
periférica. Todo esto va a permitir mejorar nuestro conocimiento sobre
la compleja correlacidn entre el microambiente tumoral y las células
del cancer para mejorar nuestra aproximacion al tratamiento de las

pacientes con cancer de mama.

Hasta el momento, los marcadores predictivos en este subtipo no han
conseguido dar informacion segura sobre la evolucion del CMTN. En
los ultimos afios se ha abierto un amplio campo de investigacion sobre
biomarcadores en cancer. Estos perfiles ain no han sido validados y la
mayoria se refieren a tejido tumoral, no a biomarcadores circulantes. Sin
embargo, estos marcadores han sido detectados también en suero y son
prometedores marcadores circulantes con potencial valor prondstico y
predictivo (237, 283).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base al conocimiento actual de los canceres de mama triple negativos
(CMTN), nuestra hipétesis de trabajo es que existen biomarcadores
circulantes, todavia pobremente estudiados, que estan implicados, solos
0 en combinacion, en la patogenia de algunos de los subtipos de CMTN.
Estos biomarcadores otorgarian caracteristicas especificas que definirian
nuevos subtipos dentro de la heterogeneidad de estos tumores. Estudios
en tejido tumoral proporcionan informacion valiosa, pero no reflejan los
cambios inducidos por la evolucion de la enfermedad o los tratamientos
administrados. Por tanto, el conocimiento de los mismos proporcionaria
informacion relevante en diferentes momentos evolutivos, permitiendo

adecuar la terapia y mejorar el prondstico.

El objetivo fundamental de este proyecto es encontrar en el
diagnostico biomarcadores circulantes en sangre predictores de
respuesta. Una importante ventaja de estos biomarcadores circulantes es
su obtencion minimamente invasiva, ademds de identificar
tempranamente los pacientes que se beneficiardn de regimenes mas
especificos, incrementando la tasa de respuesta y disminuyendo la
toxicidad de tratamientos innecesarios. Finalmente, el estudio en
cultivos celulares de estos biomarcadores podra definir futuras dianas

terapéuticas.

Los objetivos especificos de este proyecto son:

1- Identificar biomarcadores circulantes en plasma (MiARNs en
exosomas, proteinas libres, células inmunes (células Tregs circulantes e

in situ, macrofagos asociados a tumor (TAMS) y otras células mieloides

93



Identificacion de biomarcadores en CMTN

(granulocitos, monocitos y metabolitos) en pacientes con CMTN, como

método que permita predecir el pronostico y la respuesta al tratamiento.

2- Correlacionar los perfiles de expresién de miARNs, células inmunes
y metabolitos en muestras prospectivas de plasma al diagndstico con la
infiltracion leucocitaria en el tumor (TILs) y con la clasificacion CMTN
de Lehmann (mediante arrays de expresion estudiados con el algoritmo
en http://cbc.mc.vanderbilt.edu/tnbc/). Valorar la correlacién existente
entre la inmunohistoquimica y el resultado obtenido mediante PAMS50.

3- Validar la expresion de genes con el pronostico en una cohorte in
silico ya recogida en bases de datos de R2 (http://r2.amc.nl).

4- Valorar las alteraciones de expresion génica que producen las
MDSCs sobre cultivo de CMTN.

5- Identificacion del sinergismo entre farmacos.
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3. MATERIAL Y METODOS

1. Disefio del estudio.

Estudio prospectivo, observacional no intervencionista, descriptivo y
analitico de marcadores prondsticos y predictivos de respuesta al

tratamiento neoadyuvante en pacientes con CMTN.

2. Poblacion de estudio.

Pacientes con CMTN, inicial o localmente avanzado, que no habian
recibido tratamiento sistémico y que eran candidatas a tratamiento
neoadyuvante con QT.

Para la inclusion en el estudio, las pacientes fueron clasificadas como
triple negativo mediante inmunohistoquimica (IHQ) cuando cumplian
los siguientes criterios:

- Receptores de estrégenos y progesterona negativo (<1% de nlcleos
positivos por IHQ).

- HER2 expresién negativa (mediante HercepTest o validado con IHQ;
tincién 0 - 1 cruz o falta de amplificacion de HER2 (por hibridacién in

situ fluorescente)

3. NUmero de sujetos.

Se estudiaron las muestras de biopsias de tejido tumoral y muestras
sanguineas (plasma y sangre) de 37 pacientes con CMTN candidatas a
QT neoadyuvante previo al inicio de la QT. El nimero total de pacientes

fue calculado por simulacién de Monte Carlo.

Las pacientes fueron incluidas desde la Unidad Funcional de Patologia

de Mama del Hospital Universitari i Politécnic La Fe entre los afios
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2016-2018. Inicialmente, se estim6é que el nimero de pacientes con
nuevo diagnostico de CM seria de 160/pacientes al afio, entre las cuales
el CMTN presenta una incidencia del 15%. Teniendo en cuenta que
alguna paciente no seria candidata a tratamiento neoadyuvante,
consideramos que en un afio y medio podriamos alcanzar la cifra

estimada de pacientes.

4. Criterios de seleccion.

La seleccion de pacientes que fueron incluidas en el estudio se realizo
de forma exhaustiva. Se valoraron individualmente las pacientes, se les
realiz6 anamnesis, exploracion fisica, revision de las muestras obtenidas
y depositadas en el biobanco y seguimiento clinico para poder recoger
aquellas variables que pudieran influenciar en los resultados analiticos

del estudio.

Criterios de inclusion:

1- Consentimiento informado firmado para inclusién de muestras
biolégicas en biobanco y en el cual se autorice a la extraccion de
muestras de sangre periférica para los posteriores analisis moleculares.
Y consentimiento informado especifico del estudio.

2- Pacientes mayores de 18 afos.

3- Estado funcional 0-1.

4- Diagnoéstico de CMTN, inicial o localmente avanzado (no
metastasico), documentado histolégicamente y con estudio de extension
completo.

5- Pacientes candidatas a QT neoadyuvante.

6- No haber iniciado ningin tratamiento sistémico de QT previo a la

extraccion analitica y de tejido.
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7- No haber sido intervenidas previo al inicio del tratamiento de QT.

8- Posibilidad de tomar muestras de sangre periférica (al menos 3 ml) y
de extraccion de tejido.

9- Pacientes con capacidad de adherirse a los requerimientos del estudio

y del seguimiento.

Criterios de exclusion:

1- Tratamiento quimioterapico previo o cirugia previa.

2- Pacientes con enfermedad metastasica.

3- Pacientes incapaces de comprender lo redactado en el consentimiento
informado o con circunstancias que imposibiliten una adhesion

adecuada al protocolo, a criterio del Investigador.

5. Evaluacion inicial y seguimiento de las pacientes.

Se realiz6 una evaluacion basal de las pacientes y una anamnesis donde
se recogieron las variables clinicas relevantes del estudio (tabla 7) y se
comprobd que las pacientes cumplian todos los criterios de inclusion y

exclusion del estudio.
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Tabla 7. Variables clinicas recogidas en el estudio.

Variables clinicas

Caracteristicas del
paciente

- Edad.

- Estado funcional (Eastern Cooperative
Group,Performance Status)

- Variables socio-demogréficas.

- Medicacion concomitante.

- Comorbilidad.

- Peso, altura, IMC y superficie corporal

Variables analiticas

- Analitica basal (alteraciones relevantes).

quimioterapia

Datos anatomia - Afectacion ganglionar, tamafio, grado.
patolégica - Indice proliferacion Ki-67
Protocolo - Esquema recibido

- Ne ciclos recibidos
- Retrasos y reducciones de dosis

Toxicidad La evaluacion de la toxicidad en general se
gradud siguiendo los criterios de National
Cancer Institute (NCI) Common Toxicity
Criteria (CTCAE), version 4.0.

Resultados - Tasa de respuesta patoldgica.

- Comparacién con el informe de la biopsia.
- Grado de infraestadificacion. Valoracion
del grado de respuesta (Sistema de Miller &
Payne)

Previo al inicio de la quimioterapia neoadyuvante se midid el tamafio

tumoral previo mediante técnicas de imagen (mamografia, ecografia y

en algunas pacientes resonancia mamaria).
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La indicacion de quimioterapia neoadyuvante se realizd siguiendo el
protocolo asistencial de la Unidad de Mama del Hospital La Fe. El
esquema de quimioterapia administrado se eligi6 a criterio del
investigador, de acuerdo con las caracteristicas de las pacientes, entre
dos opciones:

Opcidn uno: consta de 2 fases secuenciales:

- Fase 1: 4 ciclos de adriamicina (60mg/m?®) vy ciclosfamida
(600mg/m?) administrados cada 21 dias. La adriamicina podré
cambiarse por su forma liposomial si es necesario para evitar
cardiotoxicidad.

- Fase 2: 12 ciclos semanales de paclitaxel a dosis de 80mg/m?
0 en su defecto 4 ciclos de docetaxel 100mg/m? cada 21 dias.

- El orden de ambas fases podria invertirse a criterio del

investigador.

Opciodn dos: consta de 2 fases secuenciales:
- Fase 1: Igual que la fase 1 de la opcién primera.
- Fase 2: 12 ciclos semanales de paclitaxel a dosis de 80mg/m?

asociando carboplatino (area bajo la curva (AUC) 2).

El seguimiento de las pacientes se realizd segun el protocolo asistencial.
Al inicio de cada ciclo de tratamiento se valord la evolucién del tamafio
tumoral mediante exploracion fisica para descartar progresion durante el
mismo. Al finalizar la QT neoadyuvante se valoré cada paciente en
funcion de las exploraciones solicitadas inicialmente. Para valorar la
respuesta del tumor al tratamiento neoadyuvante, se solicité resonancia

magnética (RM) mamaria previo al inicio y RM mamaria y ecografia al
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final del tratamiento. Si Unicamente se solicitdé mamografia y ecografia

mamaria, nuevamente se solicité al final estas dos.

Tras finalizar la quimioterapia neoadyuvante, las pacientes se remitieron
a cirugia donde se les realizé la cirugia indicada en cada caso segun el
tamafio (mastectomia o tumorectomia) y afectacion axilar (biopsia del
ganglio centinela (técnica de OSNA) y/o linfadenectomia). Si la
paciente presentaba progresion tumoral durante el tratamiento, se
suspendid la quimioterapia neoadyuvante y se remitié a cirugia. Estas
Gltimas son a las que mas atencién hemos prestado dado que son las de

peor prondstico y las que hemos intentado detectar respecto al resto.

Tras la cirugia, las pacientes que precisaban radioterapia fueron
remitidas para administrar el tratamiento en funcién de las

caracteristicas de cada tumor.

Al finalizar todas las etapas de tratamiento, las pacientes pasaron a la
fase de seguimiento, que se realizd segun el protocolo asistencial de la
Unidad de Mama del centro. Inicialmente, las visitas fueron cada 3
meses con analitica, que posteriormente se espaciaron cada 6 meses y
finalmente anuales. La mamografia se realiz6 anualmente. Si existia
algin signo de sospecha de recidiva en ese momento, se solicitd la

prueba indicada segun la sospecha clinica.
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6. Método de obtencion de la muestra.

Es necesario conocer el momento de obtencion de la muestra (sangre y
tejido) por si fue previa o posterior al tratamiento neoadyuvante, dato
gue podria haber interferido en las determinaciones llevadas a cabo. De
todas las pacientes, el tejido obtenido fue de la biopsia por aguja gruesa
al diagnostico, realizada en el Servicio de Radiologia. Tras la extraccion
del tejido tumoral, segln el protocolo de nuestro centro, se coloco la
muestra en formol y se llevo al Servicio de Anatomia Patoldgica para su
inclusion en parafina, diagnéstico del tumor y estratificacion tumoral

por el Pat6logo especializado en cancer de mama.

Tras el diagndstico de CMTN, se realizaba extraccion de sangre total.
Concomitantemente a las biopsias, las muestras de sangre periférica se
recogieron en tubos de suero (4 ml) para analizar proteinas circulantes y
en tubos tratados con EDTA para recoger plasma (12 ml) para aislar
exosomas y analizar su contenido en miARN. Las consideraciones a

tener en cuenta en la toma de muestras fueron:

- Para el suero (tubos Vacutainer color rojo) se esperé 1 hora a
temperatura ambiente hasta que la sangre estuvo totalmente
coagulada y se centrifugd a 3000xg durante 20 min para separar el

suero del coagulo.

- Para el plasma (tubos Vacutainer color morado, llevan EDTA) se

centrifug6 a 3000xg durante 20 min para eliminar la celularidad.
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- Tras la extraccidn se anoto la fecha y hora de la toma de muestra,
parametros criticos para determinar la calidad de las muestras. La

muestra se envi6 con premura al Biobanco La Fe.

- El suero y el plasma se guardaron en alicuotas de 1 ml cada una y

se almacenaron a -80°C

Previo al procesado de plasma, se extrajeron 100 microlitros (uL) de la
muestra de sangre periférica para su tratamiento en fresco y realizacion
de citometria de flujo (ver la descripcion de la técnica en el apartado de

citometria).

Todas las muestras se extrajeron antes del inicio del tratamiento. Todas
las pacientes fueron informadas adecuadamente y firmaron, previo a la
extraccion de las muestras, el consentimiento informado del Biobanco

del Hospital La Fe que cumple con la normativa vigente.

7. Micro-ARN en exosomas.

Para la deteccidn en plasma de los miARN en exosomas se utiliz6 el
exoRNeasy Serum/Plasma kits (Qiagen), disefiados para una rapida
purificacion del ARN total de las vesiculas, incluyendo el ARNm y
ARN no codificante.

Estos kits utilizan una membrana que presenta una especial afinidad
para aislar los exosomas y otras vesiculas del plasma. Tras la
purificacion de los exosomas, una combinacién de fenol-guanidina
(QlAzol) permite eluir de las columnas y lisar las vesiculas que

contienen ARN. El QIAzol desnaturaliza las proteinas complejas y
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RNasas. Posteriormente, la adicion del cloroformo al lisado permite que
este se separe en una fase acuosa y una fase organica mediante
centrifugacién, quedando la mayoria de proteinas desnaturalizadas vy el
ADN cromosomico en la interfase. Las particiones de ARN se quedaron
en la parte acuosa superior. La parte acuosa se transfirié a un nuevo tubo
y se afiadié etanol para precipitar el ARN. La suspension con el ARN
precipitado se afiadi6 a la columna RNeasy MiniElute, donde al
centrifugar el ARN quedd retenido en la membrana de la columna. El
fenol y otros contaminantes se eluyeron tras la centrifugacién. Tras dos
lavados con etanol al 70% en agua, el ARN purificado se eluyé de la
columna con 15-30 ul de agua libre de RNasa.

7.1. Procedimiento de extraccion de miARN (figura 9):
Se utilizaron para todas las pacientes el plasma procesado y congelado
previamente en el Biobanco del Hospital La Fe. Se aislé 1 ml de plasma

de cada paciente para realizar el protocolo:

1. El tampon XBP incluido en el lote, se utilizé para unir el plasma
filtrado a la columna, permitiendo la unién de los exosomas. Por cada
volumen de tampo6n XBP se afiadié un volumen de plasma. Se mezclé

todo invirtiendo el tubo falcon 5 veces.
2. Se afiadio la mezcla (plasma/tampon XBP) en la columna exoEasy y

se centrifugd 1 minuto a 500xg. Se elimind el liquido que habia pasado

la membrana y se colocd la columna nuevamente en el mismo tubo.
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3. Se afiadieron 10 ml XWP y se centrifug6 durante 5 minutos a 5000xg
para lavar la columna y eliminar el tampon residual. Se elimino

nuevamente el fluido del fondo del tubo colector.

4. Se cambi6 la columna a un nuevo tubo colector.

5. Se afiadieron 700 pL de QIAzol a la membrana. Se centrifug6 durante
5 minutos a 5000xg para recoger el lisado y transferirlo a un eppendorf
de 2 ml.

6. Se agitd brevemente el lisado y se incub6 a temperatura ambiente
(15-25°C) durante 5 minutos. Este paso permitia la disociacion entre las

nucleoproteinas complejas.

7. Se afadi6 90 pL de cloroformo en el eppendorf que contenia el lisado

y agitd durante 15 segundos

8. Se incub6 a temperatura ambiente (15-25°C) durante 2-3 minutos.

9. Centrifug6 15 minutos a 12000xg a 4°C. Tras centrifugar la muestra
se separ6 en 3 fases: una superior, fase acuosa que contiene el ARN;
una mas delgada, una interfase blanca; y una inferior, una fase organica.

El volumen de la fase acuosa fue de aproximadamente 400 pL.
10. Se transfirié la fase superior acuosa en un nuevo eppendorf. Se

afiadieron 2 volimenes de etanol al 100% (por ejemplo 400 pL de fase

acuosa y 800 uL de etanol) y se mezclaron con la pipeta.
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11. Se pipetearon 700 pL de muestra, en la columna RNeasy MiniElute
y se centrifugd a >8000xg durante 15 segundos a temperatura ambiente

(15-25°C). Se eliming el precipitado.

12. Se repitio el paso anterior con la muestra sobrante.

13. Se afiadieron 700 pL del tampon RWT a la columna RNeasy
MiniElute. Se centrifugd 15 segundos a >8000xg. Se elimind el
precipitado.

14. Se afadieron 500 pL del tampén RPE a la columna RNeasy
MiniElute. Se centrifugaron 15 segundos a >8000xg. Se elimin6 el
precipitado.

15. Se afadieron 500 pL del tampén RPE a la columna RNeasy
MiniElute. Se centrifugaron 2 minutos a >8000xg. Se elimind el

precipitado y se cambi6 el eppendorf.

16. Se centrifugd a maxima velocidad durante 5 minutos para secar la
membrana. Se elimind el precipitado. Es importante secar la membrana
de la columna para evitar que el etanol residual pueda interferir en su

posterior solubilizacién.

17. Se cambi6 el eppendorf y se afiadieron 14 uL de agua libre de
RNasa directamente en el centro de la membrana. Se centrifugd 1
minuto a maxima velocidad para diluir el ARN, que resulté en 12 uL de
ARN eluido.
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18. Finalmente el eluido fue congelado a -80°C para su posterior

hibridacion.
Centrifugacion Filtrado
Sangre total Plasma Plasma filtrado Mix plasma/XBP
(unién de exosomas a la columna)

‘Tampc'm XWP.d Lisar vesiculas Afadir Cloroformo Recuperar la fase acuosa

(favar exosomas unidos) y diluir con QlAzol al eluido con QlAzol y afiadir etanol
Unidn del RNA total Lavarx3 RNA total incluyendo miRNA
Incluyendo miRNA Eluir

Figura 9. Procedimiento de extraccién de miARN.

8. Arrays de miARN

Las muestras de ARN se analizaron con miARN 3.0 para obtener el
perfil de expresion de miARN y otros ARN no codificantes. 50
nanogramos del total de ARN se afiadieron a la mezcla denominada
Flash Tag miARN (Genisphere). EI GeneChip® Scanner 3000 7G
System y los reactivos de Affymetrix se utilizaron para hibridar, lavar,
tefiir y escanear los arrays. La consola de expresion del software libre
de Affymetrix se utiliz6 como control de calidad y la sonda como
evaluacion de valores normalizados. Todo este proceso se llevé a cabo
en la Unidad de Genomica del Instituto de Investigacion Sanitaria La
Fe, tratando de mantener las normas de calidad de la Organizacion
Internacional de Normalizacion (ISO), para que los resultados fueran

completamente fiables.
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9. Citometria de flujo.

La citometria de flujo permite la caracterizacién e identificacion
multiparamétrica de células individuales en funcion de la expresion
antigenica, la viabilidad o el ciclo celular, asi como la deteccidn de
células marcadas con moléculas fluorescentes. Para identificar y
cuantificar las células inmunosupresoras (células Tregs y MDSCs) se
decidi6 realizar citometria de flujo. EI inmunofenotipo seleccionado se
encuentra descrito en la tabla 8.

Tabla 8. Inmunofenotipo de las células inmunosupresoras.

Tipo celular Inmunofenotipo |

Célula T reguladora CD3+ CD4+ CD25+alto
FOXP3nuclear+

Célula T reguladora (circulante) CD3+ CD4+ CD25+ alto

inactivada (natural) CD127+débil CD45RA+

Célula T reguladora (circulante) CD3+ CD4+ CD25+ alto

activada (inducible) CD127+débil CD45RA-

Células inmunosupresoras de Lin™° HLADR- CD11b+

origen mieloide (MDSCs) CD33+

Monociticas MDSCs HLADR- CD1lb+ CD33+
CD14+

Granulociticas MDSCs HLADR- CD11lb+ CD33+
CD15+

Tempranas o early MDSCs Lin-(CD3/14/15/19/56)/
HLADR- /CD33+

CD: grupo de diferenciacion, Lin: linaje, HLADR: antigenos leucocitarios

humanos, MDSCs: Células inmunosupresoras de origen mieloide.
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Se realizd una extraccion de sangre previa al inicio de quimioterapia. El
analisis se realiz con sangre fresca, recogida en tubos de hemograma

gue contenian EDTA. La sangre se procesd en menos de 4 horas.

9.1. Técnica de deteccion de células T reguladoras en sangre
periférica mediante citometria de flujo.

Previo al inicio del protocolo, se prepararon las soluciones de trabajo.
La solucion A (que se utiliz6 para fijar) constaba de 250 pL del tampén
A + 2250 pL de agua destilada (por muestra). La solucion C (que se
utiliz6 para permeabilizar la célula) constaba de 490 pL de la solucion
A (anteriormente preparada) + 10 pL del tampén B (por muestra).
También se necesitd afiadir al tampén fosfato salino (PBS) 0,2% de
albumina de suero bovino (BSA).

Tras la preparacion de las soluciones se inici6 el procesamiento de la
muestra. Se prepararon las células mononucleares de sangre periférica
diluyendo con PBS + 0,2% BSA hasta alcanzar una concentracion de
1-107 células/mL. Por ejemplo: 6,0 mil/mm? (en el hemograma, extraido
en el mismo momento que se realiza la extraccién a la paciente para la
citometria) = 6.000 células/mm® = 6.000.000 células/mL. Por ejemplo:
20.000.000 células/mL -> dilucién 2 > 100 pL células + 100 pL
PBS+BSA.

Para la caracterizacion de las células Tregs se utiliz6 una combinacion
de seis anticuerpos monoclonales (AcMos) conjugados con fluorocromo
(Becton Dickinson Biosciences, San José, CA). Se pipete6 en un tubo
de citometria el volumen adecuado de los AcMos de superficie segun se

enumera en la tabla 9; en este paso no se debe afiadi6 el AcMo

110



Materiales y métodos

FOXP3nuclear-PE pues requiere de fijacion y de permeabilizacion de
las células para abrir poros y permitir el acceso de los AcMos al nlcleo

en donde se expresa FOXP3.

Tabla 9. Anticuerpos monoclonales de las células Tregs (Becton

Dickinson).

FITC PE PerCPCy5.5 | PECy7 | APC | APCHY
CD4 | FOXP3nu CD3 CD127 | CD25 | CD45RA
20 pL 20 pL 5uL 5puL 20 pL 5puL

FOXP3nu: factor nuclear transcripcional FOXP3, CD: grupo de diferenciacion.

Se afiadieron 100 pL de la suspensidn de células por tubo, se agit6 en el
voértex y se incub6 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se
afiadieron 2 mL de PBS + 0,2% BSA, se centrifugd a 500xg durante 10

minutos y se elimin6 el sobrenadante por decantacion.

Para fijar las células, se resuspendio suavemente el botdn celular en el
volumen residual, se afiadié 2 mL de la solucion A, se agité en vortex y
se incub6 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se
centrifugd a 500xg durante 5 minutos y se elimind el sobrenadante
utilizando la pipeta automatica. Para lavar las células, se resuspendio el
botén celular en 2 mL de PBS + 0,2% BSA vy se centrifugd a 500xg
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante

por decantacion.

Para permeabilizar las células, se resuspendié suavemente el botdn
celular en el volumen residual, se afiadieron 500 pL de la solucion C, se

agitd en vortex y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente en
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oscuridad. Para lavar las células, se resuspendi6 el botén celular en 2
mL de PBS + 0,2% BSA y se centrifugd a 500xg durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante por decantacién. Se
resuspendi6 el botén celular en 2 mL de PBS + 0,2% BSA y se
centrifugd a 500xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se

elimino el sobrenadante por decantacion.

Para realizar el marcaje del factor nuclear transcripcional FOXP3
(FOXP3nu) se afiadieron 20 pL del AcMo FOXP3-PE (Becton
Dickinson Biosciences, San José, CA), se resuspendio el boton celular
suavemente y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Para lavar las células, se resuspendio el boton celular en 2
mL de PBS + 0,2% BSA y se centrifugé a 500xg durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se elimin6 el sobrenadante por decantacién y se
resuspendié en 500 pL de PBS + 0,2% BSA. Tras todo este proceso las
células se adquirieron inmediatamente en el citometro de flujo
FACSCanto-Il. En todas las pacientes se trat6 de adquirir entre 15.000 y
25.000 linfocitos CD4+ utilizando el BD FACSDiva software.

9.2. Técnica de deteccion de células inmunosupresoras de origen
mieloide en sangre periférica mediante citometria de flujo.

Para la caracterizacion de las MDSCs se utiliz6 una combinacion de
cinco AcMos conjugados con fluorocromo (Becton Dickinson
Biosciences, San José, CA). Estos AcMos se afiadieron segun el orden y

las cantidades de la tabla 10.
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Tabla 10. Anticuerpos monoclonales de las MDSCs (Becton

Dickinson Biosciences, San José, CA).

FITC PE  PerCPCy55 PECy7 APC  APCH?
CD33 CD1lb  HLADR - CD15 CD14
10uL  10pL 10 pL - 10 pL 5 L

CD: grupo de diferenciacion, HLADR: antigenos leucocitarios humanos.

Tras afiadir los AcMos por orden, se afiadieron 100 pL de la muestra de
sangre periférica, se agitd brevemente en vortex y se incub6 la muestra
durante 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afladieron 2 mL de solucion hemolizante
FACSLysing Solution (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA),
se agitd en vortex y se incubd la muestra durante 10 minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugé 5 minutos
a 500xg, se decantd y resuspendi6 el botén celular en 2 mL de PBS +
0,2% BSA, se centrifugd 5 minutos a 500xg, se retir6 el sobrenadante
con pipeta y se resuspendio el boton celular en 0,5 mL de PBS + 0,2%
BSA. Tras todo este proceso se adquirieron los tubos en el citdmetro de
flujo o se almacenaban a 4°C durante un tiempo maximo de 1 hora. Al
igual que con las células Tregs para la adquisicion de las MDSCs se
utilizé el citometro FACSCanto-1l. En todas las pacientes se tratd de
adquirir un minimo de 200.000 MDSCs utilizando el BD FACSDiva

software.
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9.3. Descripcion del equipo de citometria.

Se utilizo el citdmetro del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Se
trata de un Citometro de Flujo analizador BD FACSCantoTM-II
equipado con 3 fuentes de emision (3 laseres) con longitudes de onda de
405 nm, 488 nm y 635 nm. Esto hace que se puedan analizar
simultaneamente hasta 10 parametros en particulas y/o células

individuales.

El programa FACSDivaTM de adquisicion y anélisis de ficheros del
citbmetro BD FACSCantoTM-II opera con el sistema Windows.
Posibilita realizar la calibracion y la compensacion del equipo, tanto sin
conexion como con conexion a internet, para diferentes aplicaciones.
Asimismo, permite el analisis subsiguiente de los datos obtenidos

mediante citometria.

9.4. Andlisis citometria de flujo.

Las muestras adquiridas se analizaron con el programa Infinicyt™
(Cytognos, Salamanca, Espafia). El proceso de seleccion de las células
Tregs se realizd utilizando diversos AcMos, combinados de diferentes
formas segun se describe en la literatura (257, 284-286). Los distintos
procesos de seleccién de las células Tregs se detallan en las figuras 10-
13.

114



Debris mediante el
diagrama
1dedobletes

discriminador

Materiales y métodos

- Debris mediante
amanoy granularidad
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100000 150000 200000 250000

Debris (marrén) incluyendo
dobletes y células no viables
con FSC/SSC disminuido.

Figura 10. Proceso de preparacion del analisis de citometria. A.

Eliminacién de los dobletes mediante el diagrama discriminador de dobletes. B.

Eliminacién de los deshechos celulares celular mediante el ajuste por tamafio y

granularidad. C. Diagrama donde se muestra la totalidad de dobletes y células

no viables (deshechos celulares en marrén) que van a ser eliminados del

analisis.
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Figura 11. Proceso de seleccidn de las células Tregs segun la expresion de
CD127. A. Proceso general de seleccion de las células Tregs, se selecciona
inicialmente las células CD3 positivas, luego las CD4 positivas dentro de estas
las CD 25 positivo-alto, finalmente valoramos la expresion de CD127. B.
Después del marcaje anterior, seleccionamos las CD127 negativas (azul claro).
C. Las células Tregs previas se clasificaron como CD45RA negativas,
correspondientes a las células Tregs inactivadas (amarillo) y las CD45RA

positivas, correspondientes a las células Tregs inducibles (azul oscuro).

T T T
CD3:PerCP-Cy5-5-A

1 1w e 1 e s L A 13 1 s
CD25:APC-A CD127:PE-Cy7-A
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Poblacion Eventos | Total(%) | Parcial(%b6)
Eventos 361995 100 NA
Tregs CD3+ CD4+ CD25+alto

) 72 0,0,199 3,28
CD127+dim /- FoxP3+
Tregs Cd127+dim/-CD45RA+ 3 0,0008 4,17
Tregs Cd127+dim/-CD45RA- 69 0,0191 95,83

Figura 12. Proceso de seleccion de las células Tregs por expresion conjunta
de CD127 y FOXP3 nuclear. A. Proceso general de seleccion de las células
Tregs, se seleccionaron inicialmente las células CD3 positivas, luego las CD4
positivas y dentro de éstas las CD 25 positivo-alto. Finalmente se seleccionaron
las CD127 negativas (azul claro). B. Tras la seleccion previa, se seleccionaron
las células Tregs que eran FOXP3 positivas. C. Las células Tregs previas
fueron clasificas como CD45RA negativas, que corresponden a las células
Tregs inactivadas (amarillo) y las CD45RA positivas, que son las células Tregs

inducibles (azul oscuro).
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Figura 13. Proceso de seleccion de las células Tregs por expresién
Unicamente de FOXP3. A. Proceso general de seleccion de las células Tregs
por expresion Unicamente de FOXP3, se seleccionaron inicialmente las células
CD3 positivas, luego las CD4 positivas y dentro de éstas las CD 25 positivo-
alto, finalmente se seleccionaron las células Tregs que eran FOXP3 positivas

(azul oscuro).
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Ademas de las células Tregs, se tratd de identificar tres subtipos de
MDSCs: MDSCs-tempranas (e-MDSCs), MDSCs-monociticas (Mo-
MDSCs), y MDSCs-polimorfonucleares (PMN-MDSCs).  El
inmunofenotipo de las e-MDSCs es CD33"CD11b*HLA-DR™*"CD14"
CD15; Mo-MDSCs es CD33'CD11b"HLA-DR™"CD14"CD15,
mientras que el de las PMN-MDSCs es CD33"CD11b"HLA-DR™"
CD14'CD15". Esta seleccion de marcaje se refleja en la figura 14.

CD33:FITC-A

oy e ey~ ey =
-y

i R
CD11b:PE-A

g ~ g ———————————
- - - - - 1 e e .

HLADR:PerCP-Cy5-5-A CD14:APC-Cy7-A

Poblacion MDSCs (%)
e-MDSCs 0,03
Mo-MDSCs 0,64
PMN-MDSCs 44,41

Figura 14. Gréficas de citometria de flujo mostrando los diferentes

subtipos de células inmunosupresoras de origen mieloide (MDSCs) de
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sangre periférica y el porcentaje que representan sobre la celularidad
total. A. Distribucion de las MDSCs en FSC (tamafio) y SSC (granularidad). B
y C. Los marcadores comunes a todas las MDSCs son CD33+ CD11b+y HLA-
DR negativo o positivo bajo. D. MDSCs-tempranas (en color naranja), también
conocidas como early-MDSCs, son negativas para CD14 y CD15; las MDSCs-
monociticas (Mo- MDSCs) (en color morado) con CD14+ y CD15 negativas; y
las polimorfonucleares-MDSCs (PMN-MDSCs) (en color azul) son CD14
negativas y CD15+.

Una de las limitaciones que se encontraron durante la realizacion de esta
técnica fue la existencia de una bibliografia escasa, confusa, en
ocasiones contradictoria y, en muchos casos, con las técnicas de
realizacion mal descritas. En el momento del analisis y realizando una
revisién nuevamente de los articulos observamos que la fraccion de
PMN-MDSCs que habiamos aislado no podiamos diferenciarla
adecuadamente de la fraccion de neutrdfilos totales. Esto es debido a
que es necesario realizar un ficoll previo a la técnica de marcaje con los
anticuerpos. El ficoll permite crear una densidad de gradiente mediante
la centrifugacion para aislar células mononucleares provenientes de
sangre periférica. Esto permite quitar las polimorfonucleares y quedarse
con las mononucleadas que son polimorfonucleares pero por ser
MDSCs tienen una flotabilidad alterada. Por todo ello, nos vimos
obligados a retirar de nuestro analisis la fraccion de PMN-MDSCs que
inicialmente habiamos planificado analizar, siendo el andlisis definitivo

Unicamente de las fracciones de e-MDSCs y Mo-MDSCs (figura 15).
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1B

CD33FITC-A

CD1IS:APC-A
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5 Wy wa
CD14:APC-Cy7-A

Poblacion MDSCs (%)
e-MDSCs 0,3367
Mo-MDSCs 3,6052

Figura 15. Graficas de citometria de flujo mostrando los dos subtipos de
células inmunosupresoras de origen mieloide (MDSCs) de sangre
periférica. El porcentaje indicado es sobre la celularidad total.
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10. Metabolomica basada en espectometria de masas.

El estudio se realizé en la Unidad de metabolomica, Unidad Analitica
del Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe. Se utiliz6 Ila
cromatografia liquida de ultra rendimiento con ionizacién por
electrospray acoplada a espectrometria de masas en tandem
(UPLC-ESI-MS/MS) (287). Se utiliz6 un analisis comprensivo con alto
grado de confianza del perfil metabolémico de las muestras de plasma y
un andlisis cuantitativo del amplio espectro de metabolitos,

especialmente de la via del triptofano.

10.1. Preparacién de la muestra.

Para la cuantificacion de 29 metabolitos del triptéfano, o-tirosina, p-
tirosina, m-tirosina, fenilacetilglutamina y fenilalanina se utilizé la
UPLC-ESI-MS/MS (figura 16). Las muestras de plasma, previamente
almacenadas a -80 °C, se descongelaron en hielo. Una vez
descongeladas, 50 pL se introdujeron en eppendorfs y se les afiadié 150
puL de acetonitrilo (CHsCN) frio para producir la precipitacién de las
proteinas. Posteriormente, las muestras se agitaron durante 10 segundos
y luego se centrifugaron a 13000xg durante 10 minutos a 4°C. Tras este
proceso, se transfirieron 100 pL del sobrenadante a nuevos tubos y se
evaporé en el concentrador acoplado a vacio Thermo SPD121P
SpeedVac (Waltham, MA USA). Se reconstituyeron los residuos en 25
pL de solucién CH;CN:H,0 (2:98) (0.1% v/v acido formico HCOOH).

Después, un total de 20 pL de sobrenadante se volvié a centrifugar a
13000xg durante un total de 10 minutos a 4°C. Un total de 2 pL del
sobrenadante previo se transfirieron a una placa de 96 pocillos para el
analisis, se afiadieron 38 pL de la solucion CH3;CN:H,O (2:98) (0.1%
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v/v &cido formico (HCOOH)) y 40 uL de una solucién interna estandar.
Esta muestra se prepar6 para asegurarse que los metabolitos que
tipicamente presentan concentraciones mas altas, como el triptéfano, se
posicionan dentro del rango del método analitico. Se prepar6 una
segunda muestra mezclando 20 pL de los sobrenadantes previos y 40
uL de la solucién interna estandar. Esta ultima solucion incluia
hidroxitriptéfano-D4, 4-cloroquinurenina-13C2,15N, L-quinurenina-
indole-D5-3-acetamida, 6-hidroximelatonina-D4, PAGN-D5,
serotonina-D4, fenilalanina-D5, acido kynurenico-D5, fenilalanina-D5,
triptéfano-D5, triptamina-D4, 4&cido xanturénico-D4 (en una
concentracion de 1000 nM cada uno) en CH3;CN:H,0O (2:98)(0.1%v/v
HCOOH)(287).
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Figura 16. Metabolitos analizados y namero de
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10.2. Cromatografia liquida de ultra-rendimiento-ionizacién por
electrospray con espectrometria de masas en téndem
(UPLC-ESI-MS/MS).

Las muestras se analizaron utilizando la columna Acquity HSS T3 C18
(100 x 2.1 mm, 1.8 um). Las fases movibles fueron agua (0.1% v/v
HCOOH) (fase A) y (0.1% v/iv HCOOH) CH3CN (fase B). El gradiente
de la elucion fue el siguiente: la fase B se llevo a cabo al 2% de 0 a 0.5
minutos. Después, se increment6 la fase B de forma lineal hasta el 45%
durante los siguientes 5 minutos. Luego se incrementd hasta el 90% en
0.2 minutos seguido por una fase de retorno a las condiciones iniciales
entre 5.7 y 6 minutos, lo que se mantuvo durante 1.5 minutos més para
reequilibrar la columna. El volumen de inyeccion, la temperatura de la
columna y la tasa de flujo se establecieron a 3 pL, 55°C y 550
pL/minuto, respectivamente. La temperatura del inyector automatico se
establecio a 6°C durante el analisis de las muestras. La ionizacion con
electrospray se realiz6 con los siguientes parametros: cono 25 V, fuente
de temperatura 120°C, capilaridad 2.9 kV, temperatura de desolvatacion
395°C, cono de nitrégeno y la tasa de flujo del gas de desolvatacion fue
entre 150 y 800 L/h.

11. Analisis histolégico. Tinciones.

Previo al inicio del tratamiento de quimioterapia se realiz6 a cada
paciente la extraccion de una muestra de tejido mediante biopsia con
aguja gruesa. Estas muestras se fijaron con una solucion de formalina al

10% para posteriormente incluirlas en parafina.

Las tinciones seleccionadas para la realizacion del estudio fueron:

hematoxilina-eosina, receptores de estrogenos y progesterona, HER2 (si
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presentaba positividad 2 cruces se realizaba FISH), Ki67, FOXP3,
indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO1), CD4, CD8, CD163 y TILs. Para
lograr unos buenos resultados y comprobar que la técnica habia sido la
adecuada, se tuvo en cuenta que el tejido llegara en buenas condiciones,
adecuada fijacion y procesamiento de la muestra, la realizacién de
controles positivos y negativos de los AcMos antes de iniciar las

determinaciones inmunohistoquimicas.

11.1. Preparacion de los tejidos para estudio histolégico.

Una vez el tejido se encontraba perfectamente incluido en el blogue de
parafina, se realizaron cortes de 4 micras y se colocaron en porta-objetos
para realizar los estudios histoldgicos propuestos. Este proceso se
realizé con ayuda de los técnicos del Servicio de Anatomia Patoldgica.

11.1.A. Desparafinado.
Las muestras se calentaron a 60°C durante 1 hora en cubetas,

temperatura a la que la parafina se vuelve liquida.

11.1.B. Hidratacion.

Las muestras se introdujeron tres veces en Xilol durante 5 minutos (el
xileno va a permitir disolver los restos de parafina). Finalmente, las
muestras se hidrataron en orden decreciente de concentracion de
alcohol, desde 100% de alcohol hasta el tampén PBS, un total de 5

minutos en cada cubeta.
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11.2. Histopatologia.
Una vez se ha realizado el procedimiento anterior las muestras estaban

preparadas para iniciar el procedimiento de tincion.

11.2.A. Hematoxilina-eosina.

La tincion con hematoxilina-eosina se realiz6 de manera automética en
un sistema de agilent Dako Omnis. Para finalizar, el corte de tejido se
deshidrat6 en dos bafios con etanol al 96 % un total de 5 minutos y con
etanol 100% en dos cubetas un total de 5 minutos en cada una, y se pasé
por tres cubetas de xilol un total de 5 minutos en cada cubeta. La tincion
hematoxilina-eosina es esencial para realizar el estudio histologico
inicial, permitiendo evaluar el tipo de tumor, la diferenciacion del tumor

y la presencia de TILs.

11.2.B. Receptores de estrogenos, progesterona 'y HER2.

Estas técnicas se realizaron segun el protocolo estandar del Servicio de
Anatomia Patoldgica con objeto de evitar errores y de asegurar un
diagnoéstico adecuado a cada paciente. Tras la tincidn
inmunohistoquimica, la valoracién inicial fue realizada por el Patélogo
referente en cancer de mama del hospital. Posteriormente, se revisaron

los casos de CMTN que entraron en el proyecto.

11.2.C. Inmunohistoquimica.

La expresion de proteinas incluidas en el proyecto se realizd6 mediante
tinciones de inmunohistoquimica. Para lo cual, se utilizaron los
anticuerpos primarios especificos de las proteina en estudio: Ki67
(FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Ki67 Antigen, Clon MIB1,
referencia: IR626, DAKOQO), FOXP3 (AcMo de conejo, clon SP97,
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referencia:  MAD-000536QD, MASTER DIAGNOSTICA), CD4
(AcMo de raton, clon 4B12, referencia: IR649 ,DAKQ), CD8 (AcMo de
raton, clonC8/144B, referencia: GA623, DAKO), CD163 (AcMo de
raton, clon 10D6, referencia: PA 0090, LEICANOVOCASTRA), IDO1
(AcMo de conejo, clon: policlonal, referenciaz HAPA023149,
SIGMA).Estas tinciones se realizaron igualmente con la tincion
automatica que permite el sistema de agilent Dako Omnis. Se
introdujeron los portaobjetos y se tifi6 con la tincion especifica segun el
protocolo de DAKO.

11.3. Valoracion de los resultados histopatolgicos.
El diagnostico anatomo-patoldgico de CMTN se realiz6 por un patélogo
experto en cancer de mama. Todos los resultados fueron valorados por

dos pat6logos y por mi, segun los siguientes criterios:

- Grado de diferenciacion (%): Fue determinado con las muestras de

hematoxilina-eosina. Se realizd con la valoracion de los nucleos
celulares, nimero de mitosis y morfologia de las glandulas. Se dividen
en: Grado 1 (bien diferenciados), Grado 2 (moderadamente

diferenciados), Grado 3 (poco diferenciados).

- Grado de proliferacion celular (%): Fue determinado mediante el

namero de mitosis y la expresion de Ki67 en los nlcleos celulares. Este
pardmetro fue considerado como una variable continua y el resultado se

ha dado en porcentaje desde 1% hasta 90%.
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- Receptor de estrogenos (%): Se contabilizaron un total de 200 células

y se cuantifico el porcentaje de nicleos tefiidos. Se considerd negativo
aquellas pacientes con menos de un 1% de tincién nuclear positiva. El

resto de pacientes no entraron en el estudio.

- Receptores de progesterona (%): Se contabilizaron un total de 200

celulas y se cuantifico el porcentaje de ndcleos tefiidos. Se considerd
negativo aquellas pacientes con menos de un 1% de tincién nuclear

positiva. El resto de pacientes no entraron en el estudio.

- HER2: Las células marcadas por el anticuerpo HER2 presentaron un
patrén de tincion limitado a la membrana plasmatica. Se consideraron 4
grupos en funcién de la intensidad y de la extension: 0: sin positividad o
positividad < 10% de las células; 1+: tincion débil o apenas perceptible
en > 10% de las células; 2+: positividad débil a moderada de > 10% de
las células; 3+: positividad intensa completa o en la membrana de >
10% de las células. Unicamente las pacientes con HER2 3+ fueron
descartadas para el estudio. Los casos 0 y 1+ se consideraron como
negativos y se incluyeron si cumplian el resto de criterios del estudio.
Los casos 2+ fueron clasificados como equivocos para la expresion de
HER2 y se solicitd una técnica de FISH, para confirmar o descartar la
positividad. La técnica FISH permite ver la amplificacion del gen
HER2. Su resultado puede ser positivo (gen HER2 amplificado) o
negativo (gen HER2 no amplificado).
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- TILs: Se valoro el infiltrado linfocitario estromal. Se cuantificé como

una variable continua segun las recomendaciones del Grupo de Trabajo
Internacional de TILs (288).

- FOXP3 (%): Se valor6 el infiltrado linfocitario intratumoral. Se

cuantificé como una variable continua.

- IDO1: Se valoro el infiltrado linfocitario intratumoral. Se cuantifico
como una variable continua. Ademas, en IDO1 se utiliz6 el H-score
basado en el porcentaje de células neoplasicas tefiidas (Pi) y la
intensidad de la tincién (i), y se calculé de acuerdo con la férmula H-
score =) (i x Pi), dondei=0, 1, 2, 3 y Pi varia de 0-100%. Por tanto, el
rango de H-score es de 0-300%.

- CD4: Se utilizd para tefiir los linfocitos T cooperadores. Se valoré el
infiltrado linfocitario intratumoral. Se cuantific6 como una variable

continua.

- CD8: Se utiliz6 para tefiir los linfocitos T citotoxicos. Se valor6 el
infiltrado linfocitario intratumoral. Se cuantific6 como una variable

continua.
- CD163: Se utilizo para tefiir los macréfagos M2. Se valor6 el tanto el

nicho tumoral como en el estroma (como dos variables independientes).

Ambas se cuantificaron como variables continuas.
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12. Extraccion de ARN de parafina.

Tras la valoracion del tejido mediante un corte de hematoxilina-eosina,
el pat6logo marcd la regién conteniendo celularidad tumoral y de ella se
realizd un cilindro. Ese cilindro tumoral se sometié a la extraccién de
ARN de parafina.

Se utilizo el kit RNeasy DSP de tejidos fijados en formalina e incluidos
en parafina (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) (QIAGEN). Este
kit estd disefiado para la purificacion de ARN total a partir de FFPE.
Debido a las condiciones de fijacion del formaldehido los &cidos
nucleicos de los tejidos incluidos en FFPE se fragmentan y se modifican
quimicamente. Por ello, los acidos nucleicos de las muestras de FFPE
suelen tener un peso molecular inferior a las muestras en fresco. La
modificacion del formaldehido no puede detectarse en controles de
calidad habituales como el anlisis de laboratorio en un chip o la
electroforesis en gel. Sin embargo, el kit RNeasy DSP FFPE se ha
adecuado para invertir las modificaciones mediante formaldehido

asumiendo una degradacién parcial del ARN

12.1. Purificacion de ARN a partir de cortes de tejido FFPE (figura
17).

Se remarc6 con punzon la region de la parafina conteniendo tejido
tumoral y se cortd a unas 5-20 um de espesor. Se colocaron los cortes en
tubos eppendorf. Luego se afiadieron 160 uL de solucion de
desparafinado, se agito en un vortex durante 10 segundos y se
centrifugd brevemente (la muestra se deposito en el fondo).
Seguidamente, se incub6 a 56°C durante 3 minutos y luego se esperd

unos 5 minutos a temperatura ambiente para que se enfriaran. Se
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afiadieron 150 pL de tampon PKD y se mezcl6 en vortex durante 3
segundos. Se centrifugd 1 minuto a 11000xg y se afiadié 10 pL de
proteinasa K a la fase transparente (la que se encuentra mas baja) y se
mezclé mediante pipeteo (no mezclar fases separadas). Se incub6 a
56°C un total de 15 minutos a 1100 rpm y luego a 80°C unos 15 minutos
a 1100 rpm (el paso del calentamiento a 80°C es realmente fundamental
para la inversion de los entrecruzamientos de formaldehido y para un
rendimiento adecuado de extraccion del ARN sin excesiva
fragmentacion. Se centrifug6 y transfirié 145 L de la fase incolora a un
tubo eppendorf. Se incub6 sobre hielo durante 3 minutos.
Posteriormente, se centrifugd durante 15 minutos a 16000xg. Se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo y se afiadio el tampon de
ADNasa (el equivalente a un décimo del volumen total de la muestra) y
10 pL de solucion matriz de ADNasa I, se mezcld y centrifugd. Se
incubd a 37 °C durante 15 minutos, se afiadié 350 puL de tampén RLT
conteniendo 0,1% de B-mercaptoetanol por cada 100 pL de muestra, se
agitod en el vértex durante 3 segundos y se centrifugé brevemente. Se
afiadio 250 pL de etanol absoluto por cada 100 pL de muestra, Se
mezclé bien mediante pipeteo, se transfirié 700 pL de la muestra a la
columna RNeasy MinElute colocada en un eppendorf y se centrifugd
durante 15 segundos a >8.000xg. Se elimin0 el eppendorf con el fluido
residual, se colocd la columna en un nuevo eppendorf y se repitio la
centrifugacion con el resto de muestra. Se afiadieron 500 pL de tampon
RPE a la columna para lavar el ARN retenido en la membrana y se
centrifugd 15 segundos a >8.000xg. Se elimin6 el eppendorf con el
fluido residual y se colocé la columna en uno nuevo. Se repitié el
lavado, se elimin6 el eppendorf con el fluido residual y se colocé la

columna en uno nuevo. Se abri6 la tapa de la columna y se centrifugé a

133



Identificacion de biomarcadores en CMTN

méaxima velocidad durante 5 minutos (para secar la membrana y
eliminar cualquier traza de etanol que impediria la posterior
solubilizacion del ARN), igual que anteriormente se retiré el eppendorf
con el fluido. Se coloco la columna en un nuevo tubo, se afiadié 15-30
ML de agua sin ARNasas en el centro de la membrana y se centrifugo
durante 1 minuto a méxima velocidad. El volumen eluido se almacené a
-80°C durante unas dos semanas. Finalmente, se remitieron las muestras
al laboratorio de Gendémica para realizar la hibridacion de arrays de
ARN.

Cortes de Tejido FFPE Retirar la parafina Lisado con digestion mediante proteinasa
K seguido de tratamiento de calor

Sobrenadante Afiadir ADNasal Afiadir tampon RBC Unael ARN totalala
y etanol columna
Lavado Elucion ARN eluido

Figura 17. Procedimiento de purificacién de ARN de tejido FFPE.

13. Hibridacion de arrays de ARN de parafina.

El ARN total aislado de parafina se utiliz6 para hibridar el kit de
Clariom S Pico Assay human (Affymetrix). Esta hibridacion, al igual
que la de los miARN, se llevo a cabo en la Unidad de Gendmica del
Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe, tratando de mantener las
normas de calidad de la Organizacion Internacional de Normalizacién
(1S0O), para que los resultados fueran completamente fiables. A partir de

la expresion de genes determinada se evaluaron los subtipos de CMTN
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de Lehmann de las pacientes de nuestra  serie
(http://cbc.mc.vanderbilt.edu/tnbe/) (114, 115).

Ademas, a partir de los resultados de estos arrays de expresion, se
utilizaron 50 genes para la clasificacion PAM50 (ACTR3B, ANLN,
BAG1, BCL2, BIRC5, BLVRA, CCNB1, CCNE1, CDC20, CDCE6,
CDCAl, CDH3, CENPF, CEP55, CXXC5, EGFR, HER2, ESR1,
EXOL, FGFR4, FOXA1, FOXC1, GPR160, GRB7, KIF2C, KNTC2,
KRT14, KRT17, KRT5, MAPT, MDM2, MELK, MIA, MKI167, MLPH,
MMP11, MYBL2, MYC, NAT1, ORC6L, PGR, PHGDH, PTTG1],
RRM2, SFRP1, SLC39A6, TMEM45B, TYMS, UBE2C, UBE2T). Se
perfilé la expresion génica de las pacientes y se aplico el algoritmo
PAMS50 como se describe en Parker et al (2009) (62). Se utiliz6 el
algoritmo genefu de R / Bioconductor

(http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/genefu.html)

(289) para calcular el subtipo mas probable basado en el perfil de

expresion de estos 50 genes.

14. ProteOmica.

Se utiliz6 150 pL de plasma previamente congelado en el biobanco y se
remitié a la plataforma de Ray tebu-Bio. Posteriormente, se hibridaron
los arrays de anticuerpos serie G RayBio, se visualizé la sefial, se midio
la intensidad y se import6 para su analisis en el programa de analisis de

arrays de anticuerpos RayBio (figura 18).
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Membrana del array

Procedimiento experimental ¥

|

Visualizacion de sefial

Medida de la intensidad de sefial v
20 19 3 1
l‘ 4 18 6 3
Importacion de datos a la herramientade 2 6 2 4
analisis de arrays de anticuerpos RayBio "l’ ‘
Alineacion de datos en el mapa de : -.__j N
array RayBio / -

v =1 O E

Obtencionde resultado

Figura 18. Procedimiento de obtencién de datos de protedomica. Se
describen los pasos del proceso de realizacion de arrays, visualizacion de la
sefial y posterior lectura de los datos de protedmica.

Este programa se encuentra especificamente disefiado para analizar este
tipo de arrays de anticuerpos serie G, que se encuentra basado en
tecnologia Excel. Esta herramienta permite localizar la intensidad de
sefial del anticuerpo en el mapa de arrays (figura 19), realiza una media
de la intensidad de sefiales, un listado de las proteinas identificadas.
Ofrece 4 formas diferentes de normalizar los resultados de las muestras
y obtiene una comparativa de los niveles de proteinas entre las

diferentes muestras.
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Figura 19. Intensidad de sefial del anticuerpo en el mapa de arrays.

15. Cultivo celular.
Se trabajé con dos lineas celulares de CMTN, las lineas MDA-MB-453
y MDA-MB-231 con las cuales se realizo los experimentos de cultivo
celular. Las lineas son comerciales de American Type Culture
Collection (ATCC).

- Linea MDA-MB-231: células de adenocarcinoma de mama
metastasico derivadas de derrame pleural de mujer de raza caucasiana
de 51 afios. Morfologia epitelial adherente. Estas células presentan un
importante ritmo de crecimiento y répida propagacion, son células
mutantes con gran actividad metabdlica y capacidad de adaptacion. Las
células presentaban morfologia redondeada, con gran adherencia a las
células vecinas y con pocos desmosomas, con una alta relacion nucleo-
citoplasma. Constituian el paradigma de una célula altamente tumoral y

con gran potencial metabdlico. Estas células no sobreexpresan

137



Identificacion de biomarcadores en CMTN

receptores de estrégenos ni progesterona y que pueden crecer sin éstos.
Esta linea celular tiene una alta actividad transcripcional tanto para
diversos factores de crecimiento como para sus receptores, lo que
apunta a que el crecimiento rapido y auténomo que presentan se debe

principalmente a mecanismos auto y paracrinos (290, 291).

- Linea MDA-MB-453: células de adenocarcinoma de mama
metastasico derivadas de derrame pleural de mujer caucasica de 48 afios
en 1976. Crecen sueltas en forma de monocapas parecidas al epitelio. Se
trata de una linea celular con ausencia de expresion del receptor de
estrogenos, pero positividad para la expresion del receptor de
andrégenos. Presenta expresion elevada del factor de crecimiento
fibroblastico (291).

15.1. Medios de cultivo.

Para las lineas celulares 453 y 231 se utilizé el medio Leibovitz's. El
medio fue suplementado con 10% FBS y 1% antibidticos
(penicilina/estreptomicina). EI medio, el suero y los antibi6ticos fueron

adquiridos de la compafiia GIBCO.

15.2. Mantenimiento de células.

Todas las lineas celulares se mantuvieron en sus medios de cultivo
correspondientes y se almacenaron en un incubador con atmosfera a
37°C. La manipulacion de los cultivos y la preparacion de las soluciones
se llevaron a cabo en campanas de flujo laminar en condiciones de

esterilidad.
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15.3. Inactivacion del Suero Bovino Fetal.
Se inactivaron las toxinas presentes en el suero bovino fetal incubando
el suero a 56°C durante 30 minutos. Una vez inactivado se alicuoted y se

mantuvo en congelador a -20°C hasta su uso.

15.4. Tratamiento con Tripsina-EDTA.

Ambas lineas celulares (453 y 231) se crecieron en monocapa adheridas
al frasco de cultivo, en subconfluencia antes de realizar los pases
celulares con tripsina-EDTA. La tripsina es una enzima proteolitica que
interfiere con las proteinas de superficie que mantienen la células
adheridas entre si y con la superficie del frasco donde crecen. El
protocolo consiste en lavar las células con PBS (para eliminar los
inhibidores de la tripsina presentes en el suero del medio de cultivo) y
cubrirlas con una capa de tripsina-EDTA entre 2 y 3 minutos a 37°C. En
cuanto se levantan las células, se neutraliza la tripsina afiadiendo medio

de cultivo y se centrifuga para recoger el botén celular.

16. Co-cultivo con linea de cancer de mama triple negativo y células
inmunosupresoras mieloides primarias.

Se realizaron varias extracciones de sangre periférica a pacientes con
CMTN metastasico. Una vez extraida la sangre se purificaron las células
mononucleares mediante centrifugacion en gradiente de ficoll, técnica
que nos permite separar las células de mayor flotabilidad del resto de

células sanguineas (granulocitos, eritrocitos...).

16.1. Realizacion de ficoll.
Se utiliz6 sangre en fresco y la técnica se realiz6 a temperatura

ambiente. En un tubo de centrifuga se afiadi6 el mismo volumen de
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sangre y PBS estéril. Se mezclé la sangre con los tampones invirtiendo

el tubo varias veces. Para aislar las células mononucleares se afiadio al

tubo de centrifuga donde estaba la mezcla de ficoll, cuidadosamente se
cre6 una capa de sangre diluida encima de la solucién de ficoll. En este
paso fue clave no mezclar la capa de sangre con la de ficoll (figura 20
A). Posteriormente se centrifugd a 400xg durante 30 minutos a 20°C (se
quité el freno de la centrifuga para evitar que las capas se mezclaran
durante la fase de frenado). Se retird la capa superior que contenia el
plasma y las plaquetas con una pipeta estéril, dejando la capa de células
mononucleares sin tocar la zona de la interfase conteniendo las células
mononucleares (figura 20 B y C). Se transfirio la capa de células

mononucleares a un tubo estéril de centrifuga con una pipeta estéril.

A B C
Sangre Plasma Capa superior retirada
Células mononucleares Células mononucleares
Ficoll Ficoll
Ficoll Granulocitos Granulocitos
Eritrocitos Eritrocitos

Figura 20. A. Sangre en fresco sobre ficoll. B. Capas tras realizar la
separacion, donde se observa la capa intermedia de células mononucleares.

C. Capas tras retirar el plasma.

Tras el aislamiento de las células mononucleares se procedi6 al lavado
de las células aisladas. Se estimé el volumen de las células
mononucleares transferidas y se afiadieron al menos 3 volumenes de
PBS. Se mezcl6 todo con pipeta y se centrifugd a 400xg durante 15

minutos a 20°C. Se retird el sobrenadante y se resuspendio las células
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mononucleares en 6 ml de solucion salina, se centrifugd a 400xg

durante 10 minutos a 20°C y se retir6 el sobrenadante.

16.2. Realizacion de tincién de células inmunosupresoras de origen
mieloide.
Tras el aislamiento y preparacion de las células mononucleares se
procedié a tefiirlas como se explica en el apartado de citometria
MDSCs.

16.3. Separacion de las células células inmunosupresoras de origen
mieloide mediante sorter.

Tras la caracterizacion por citometria se aislaron las células MDSCs en
tres poblaciones (PMN-MDSCs, e-MDSCs, Mo-MDSCs) mediante
sorter (FACSAria-l1lIl de Becton Dickinson, San José, CA, USA
equipado con cuatro laseres y con posibilidad de trabajar con 14
parametros, 12 de ellos de fluorescencia, y de separar hasta 4
poblaciones celulares distintas). Cada una de estas poblaciones fue

introducida mediante el sorter en un tubo estéril con medio de cultivo.

16.4. Co-Cultivo linea cancer de mama triple negativo y células
inmunosupresoras de origen mieloide.

Esas células fueron co-cultivas en canastillos de tamafio de poro
pequeno, de 1 pum dispuestos justo encima de las lineas celulares de
CMTN (MDA-MB-231 y MDA-MB-453) durante 5 dias a diferentes

concentraciones.

Dada las diferencias en velocidad de crecimiento de ambas lineas se

sembraron diferente niimero de células en cada una. Para la linea MDA-
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MB-453, que presenta una tasa menor de crecimiento, se sembraron
inicialmente 120000 células y para la MDA-MB-231 se sembraron
60000 células. Las células se sembraron y se dejaron crecer sin co-
cultivarlas durante 3 dias para facilitar su aclimatacion. Tras realizar el
co-cultivo se dejaron crecer durante 5 dias adicionales. Seguidamente se
procedio a la extraccion de ARN de la linea celular y se procedio a la
amplificacion y posterior hibridacion de los arrays. Se utilizé el kit de
Clariom S pico (affimetrix) y se siguid el protocolo estandar de la

marca.

17. Cultivo celular con farmacos.

Se trabajé con las dos lineas celulares de CMTN, la linea MDA-MB-
453 y MDA-MB -231, descritas previamente, a las que se les afiadi6 dos
tipos de tratamientos a diferentes concentraciones:

- Enzalutamida: se trata de un inhibidor de la sefializacion del receptor
de andrdgenos que bloquea varios pasos en la via de sefializacion de
este receptor. Por un lado inhibe la translocacion nuclear de los
receptores activados y por otro inhibe la unién del receptor activado al
ADN.
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Enzalutamida:
1. Inhibe la unién de

andrégenosaAR.

2. Inhibe la traslocacidn
nuclearde AR.

3.Inhibe launiéonde AR al ADN

Figura 21. Mecanismos de accion de la enzalutamida. AR: receptor de
androgenos. T: Testosterona.

- Montelukast: es un antagonista del receptor de leucotrienos,
disminuyendo los efectos del asma como: broncoconstriccidn, secrecion
mucosa, permeabilidad vascular y acumulacién de eosindfilos. Ademas
es un inhibidor de ABCC11, un miembro de los transportadores
multidroga que especulamos que podria colaborar con la resistencia a la

enzalutamida.

18. Analisis estadistico.

Los datos se resumieron mediante la media (desviacién tipica) y la
mediana (primer y tercer cuartil) en el caso de variables continuas y
mediante frecuencias relativas y absolutas en el caso de variables
categoricas. La asociacion de las diferentes variables con la respuesta al
tratamiento se contrasté mediante modelos de regresion ordinal. Los
datos de miRNA se analizaron mediante regresion logistica con

penalizacion elastic net (292). Los p-valores inferiores a 0.05 se
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consideraron estadisticamente significativos. Todos los anélisis ser
realizaron mediante el programa R (version 3.5.0) y los paquetes de R
glmnet (version 2.0-16), BootValidation (versién 0.1.5) y ordinal
(version 2018.4-19). Todo el andlisis se llevé a cabo con ayuda de la

Unidad de Bioestadistica del Instituto de Investigacidn Sanitaria La Fe.

19. Analisis funcional de miARN.

Se realiz6 junto con la Unidad de Gendmica del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe. Se utilizaron los miARN mas
significativos para obtener un listado de supuestos genes diana,
estimando una puntuacién en cada uno como se describe en Garcia-
Garcia F et al (293) y aplicando en el conjunto de genes un andlisis
enriquecido (gene set enrichment analysis (GSEA)) (294) basado en la
puntuacion previamente calculada y el niimero de genes que participa en
cada proceso bioldgico, funciones moleculares y componentes celulares
afectados de acuerdo a la Ontologia de Genes (Gene Ontology (GO),

http://www.geneontology.org/) (295-298)

20. Pagina web.

Se disefid una plataforma digital que permite obtener los resultados de
metaboldmica de forma rapida y sencilla. Con ayuda de un informatico
se disefid un tipo de plataforma digital utilizando tecnologia web,
basandose en un Lenguaje de Formato de Documentos para Hipertexto
version 5 (HyperText Markup Language (HTMLJ5)), Hojas de Estilo en
Cascada version 3 (Cascading Style Sheets (CSS3)) y programacién en
Preprocesador de Hipertexto (Hypertext Preprocessor (PHP)) que
permite obtener resultados desde cualquier ordenador conectado a

internet mediante una pagina web.
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21. Aspectos éticos.

Para la inclusion en el estudio y la obtencion de muestras de sangre y
tejido se informé a cada paciente sobre la finalidad del estudio, riesgos y
beneficios del mismo. Las pacientes firmaron un consentimiento
informado (modelo oficial del Hospital Universitari i Politecnic La Fe
para la inclusion de muestras biolégicas en el biobanco) antes de su
inclusion para los posteriores anlisis moleculares. Ademas, se adjuntd
un consentimiento especifico del estudio. Se explicé a las pacientes el
caracter voluntario del estudio y sobre el rechazar su participacion o
retirar su consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se
altere la relacion con su médico ni produzca perjuicio alguno en su
tratamiento. Los datos recogidos para el estudio estan identificados
mediante un codigo y s6lo el médico del estudio y colaboradores pueden
relacionar dichos datos con el de los pacientes y con las historias

clinicas.

En la realizacion del estudio se ha respetado los principios
fundamentales establecidos en la Declaracion de Helsinki (299). El
estudio se ha presentado en el Comité Etico de Investigacion Clinica
(CEIC) del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe/Hospital
Universitario y Politécnico La Fe y fue aprobado previo al inicio del

estudio.
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4. RESULTADOS

1. Caracteristicas de las pacientes.

Entre noviembre de 2016 y noviembre de 2017, se analizd el estado
inmunohistoquimico en 200 pacientes con céncer de mama
diagnosticadas en la Unidad Funcional de Patologia Mamaria del
Hospital Universitari i Politécnic La Fe (Valencia). Treinta y nueve
pacientes (39/200; 19.5%) fueron diagnosticadas de cancer de mama
triple negativo por inmunohistoquimica y 36 de ellas cumplieron los
criterios de inclusion del estudio (figura 22).

39 pacientes
(CcMTN)

¥

1 paciente (no extraccién sanguinea)

2 pacientes fueron diagnosticadas de

metdstasis en el estudio de extension

'

36 pacientes elegibles

[CMTN)

Figura 22. Algoritmo de seleccidn de pacientes.

La mediana de edad de las pacientes fue de 47,2 afios (rango 27-75
afios). Las caracteristicas clinicas y patologicas de las 36 pacientes
elegibles se resumen en la tabla 1. Todas las pacientes recibieron el
mismo esquema de QT (cuatro ciclos de antraciclinas y ciclofosfamida
seguidos por paclitaxel con o sin carboplatino (7/27), con las dosis

descritas en el apartado de material y métodos). La QT no fue
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completada por cuatro de las pacientes (11%), tres de ellas debido a

progresion del tumor y una de ellas debido a neurotoxicidad. La cirugia

local se realizd en todas las pacientes (100%) vy la radioterapia se aplicé

en 28 de ellas (82,4%). Las caracteristicas patolégicas del tumor se

resumen en la tabla 1. La mediana del seguimiento fue de 13,5 meses

(rango, 3-50 meses). En el momento del andlisis, 5 pacientes (14%)

habian recaido y 3 pacientes (8.3%) habian muerto.

Tabla 11. Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes.

Variables N (%)

Pacientes incluidas 36 (100)
Sexo
- Hombre 0 (0)
- Mujer 36 (100)
Edad (afios)
Mediana (rango) 47.2 (27-75)
Fumador
- Si 7(19,4)
- No 29 (80,5)
Diabetes Mellitus
- Si 2 (5,5)
- No 34 (94,4)
Hipertension arterial
- Si 5(13,8)
- No 31 (86,11)
Dislipemia
- Si 3(8,3)
- No 33 (91,7)
Tamafio previo a la QTNA (T)
-CcT1 9 (25)
-cT2 22 (61,1)
-CcT3 1(2,7)
-CcT4 4(11,1)
Afectacion ganglionar previo a al QTNA (N)
- cNO 18 (50)
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-cN1 9 (25)

- cN2 7(19,4)
- cN3 2 (5,5)
Linfadenectomia

- Si 22 (61,1)
- No 14 (38,8)
Respuesta en la mama segun Miller y Payne

-Grado 1 7 (19,4)
- Grado 2 6 (16,6)
- Grado 3 7 (19,4)
- Grado 4 3(8,3)

- Grado 5 13 (36,1)
Respuesta en la axila segun Miller y Payne

- Respuesta A 15 (41,6)
- Respuesta B 2 (5,5)

- Respuesta C 8(22,2)
- Respuesta D 11 (30,5)
Tamafio tras la QTNA (T)

-pTO 13 (36,1)
-pT1 8(22,2)
-pT2 12 (33,3)
-pT3 2 (5,5)
-pT4 1(2,7)
Afectacion ganglionar tras la QTNA (N)

- pNO 25 (69,4)
- pN1 6 (16,6)
- pN2 3(8,3)

- pN3 2 (5,5)

Resp: respuesta, N: nimero de pacientes, QTNA: quimioterapia neoadyuvante,

T: tamafio, N: ganglios; p: patoldgico, c: clinico

2. Valoracion de la respuesta.

Todas las pacientes del estudio fueron intervenidas entre 4 y 6 semanas

tras la QT neoadyuvante. La valoracion de la respuesta se realizd segun

la clasificacion de Miller & Payne (170). Con la intencion de clarificar y

simplificar el anlisis estadistico y los resultados se tuvo en cuenta de

151



Identificacion de biomarcadores en CMTN

forma conjunta la respuesta en mama y en axila. La peor respuesta de
ambos fue seleccionada como la repuesta global del paciente. Los
grupos fueron clasificados en respuesta 1, 2, 3, 4 y 5 (siendo 1 la peor
respuesta y 5 respuesta completa tanto en mama como en axila). Las
caracteristicas clinico-patologicas y la distribucion de los grupos se
encuentran descritas en la tabla 12. La figura 23 muestra la variacion del
indice de proliferacion antes y después de la QT segun el grado de
respuesta observado, revelando que la respuesta 5 siempre coincidi6 con
una importante disminucion del indice proliferativo mientras que en la
respuesta hubo poca variacion. La tabla 12 revela que los grupos se
encuentran bien balanceados y representados, salvo el grupo 4 que es el
menos representado de todos ellos, probablemente dado lo estricto que
se fue en la seleccion de la respuesta.

Tabla 12. Caracteristicas clinico-patolégicas y la distribucién de los

grupos en funcion de la respuesta global.

Variables Resp. Resp. Resp. Resp. Resp.
1 2 3 4 5

N 7 6 10 2 11

Edad (media) 43,7 59,01 498 41,2 51,4

Fumadora

- Si 2 0 3 0 2

- No 5 6 7 2 9

Diabetes Mellitus

- Si 0 0 0 0 2

- No 7 6 10 2 9

HTA

- Si 0 2 1 0 2

- No 7 4 9 2 9

Dislipemia

- Si 0 1 1 0 2

- No 7 5 9 2 9

152



Resultados

Estatus
menopausico

- Premenopéusico 4 1 3 1 5
- Perimenopausico 2 2
- Postmenopausico
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Afectacion
ganglionar tras la
QTNA (N)

- pNO

- pN1

- pN2

- pN3
Seguimiento

- Viva sin enf.
- Viva con enf.
- Exitus por enf
- Pérdida

de seguimiento
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Resp: respuesta, N: nimero de pacientes, QTNA: quimioterapia neoadyuvante,
HTA: hipertension arterial, T: tamafio, N: ganglios; p: patoldgico, c: clinico,
enf: enfermedad.
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—— 1
—-— 2
- 3
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25-

Momento

Figura 23. Variaciones de la expresién de Ki67 antes y después de QT

seglin la categoria de respuesta. Pre: previo a la QT, Post: posterior a la QT.
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3. Comparacion del perfil de expresion de micro-ARN en exosomas
en funcion de la respuesta.

Los exosomas son vesiculas que pueden transportar informacién entre
las células, incluidas las tumorales. Estas vesiculas pueden contener
miARN que pueden alterar el microambiente tumoral favoreciendo su
crecimiento y desarrollo. Para identificar biomarcadores que se
correlacionen con escasa respuesta a la QT neoadyuvante se realiz6 un
cribado de alto rendimiento de miARN en exosomas extraidos de
plasma de las pacientes previo al inicio de la QT neoadyuvante. En un
primer momento se seleccionaron grupos extremos. Se analizaron 7
pacientes con respuesta 1 (ausencia de respuesta a la QT neoadyuvante)
y otras 7 pacientes con respuesta 5 (respuesta completa en mama y axila
a la QT neoadyuvante). Esto se hizo tratando de encontrar las maximas
diferencias entre ambos grupos. Para la deteccion de los miARN en
exosomas se utilizo el exoRNeasy Serum/Plasma kits (Qiagen) que esta
disefiado para una rapida purificacion del ARN total de las vesiculas.
Estos kits utilizan una membrana que presenta una especial afinidad
para aislar los exosomas. Para obtener el perfil de expresion de miARN
y otros ARN no codificantes las muestras de ARN aisladas se analizaron

con los arrays comerciales miARN 3.0.

Se utilizd elastic net como modelo de regresion logistica con
penalizacién para la seleccion de las variables mas importantes que
predijeran la respuesta al tratamiento. Este modelo reduce a cero los
coeficientes de las variables no relacionadas con la respuesta. Las
variables seleccionadas por el modelo de elastic net se representaron en
un mapa de calor (figura 24), que representa los valores z-score de las

variables seleccionadas para cada paciente. Cuando se comparé los
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miARN en exosomas entre los pacientes con respuesta 1 (no respuesta)
y respuesta 5 (respuesta completa) se encontraron 7 miARN que

mostraron una expresién diferencial (figura 24).

hsa-mir-3613
; 15
i hsa-mir-5008 1
i
L hsa-mir-4283-1 s
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hsa-mir-185 -05
-1
hsa-mir-1302-5
-15

hsa-miR-4715-3p

hsa-mir-3144

19 53113 6 1 1711 9 322016 30 7

GRUPO

NO RESPUESTA
RESPUESTA COMPLETA

Figura 24. Perfil de expresion de miARN en exosomas de pacientes con
cancer de mama local o localmente avanzado en funcién del grado de

respuestalo5.

Las pacientes que no presentaron respuesta tenian pobre expresion de
mir-185, mir-4283, mir-5008 y mir-3613 respecto a las que presentaron
respuesta patolégicamente completa. Por el contrario, la mayor
expresion de mir-1302, mir-4715 y mir-3144 se detect6 en las pacientes

sin respuesta (figura 25).
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Multiples estudios han mostrado que los miARN en exosomas se liberan
de las células tumorales a la circulacion y pueden ser excelentes

biomarcadores en estadios tempranos (300).

Posteriormente se realizd un analisis de expresion diferencial
incluyendo el resto de pacientes con respuestas intermedias. Se
identificaron un total de 40 miARN con una p<0.01 (anexo 1, tabla 1),
incluyendo los identificados en el analisis anterior de grupos extremos,
que eran capaces de segregar la respuesta segun sus niveles de
expresion. Con todos ellos se inici6 un analisis de interacciones de
ARNm codificante con los miARN que habian demostrado ser méas
significativos. Se realiz6 un anélisis funcional obteniendo los procesos
bioldgicos, funciones moleculares y componentes celulares afectados
segin Gene Ontology (http://www.geneontology.org/) (297). Tras
realizar la seleccién inicial y posteriormente eliminar los procesos
redundantes, se utilizaron los miARN seleccionados para valorar tanto
los procesos funcionales implicados (tabla 13) como los genes

involucrados en esta via (figura 26).
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Tabla 13. Micro-ARN seleccionados y procesos a los que afectan.

miARN Proceso involucrado

hsa-miR-3613-3p Regulacion positiva del proceso efector
hsa-miR-3613-5p inmune.

hsa-miR-4715-3p

hsa-miR-185-5p

hsa-miR-185-3p

hsa-miR-5008-5p

hsa-miR-3613-3p Produccion de citoquinas de la superfamilia

hsa-miR-3613-5p del factor de necrosis tumoral.
hsa-miR-4715-3p

hsa-miR-185-5p

hsa-miR-185-3p

hsa-miR-5008-5p

hsa-miR-1302 Activaciéon de las células mieloides

hsa-miR-3613-3p involucradas en la respuesta inmune.
hsa-miR-3613-5p

hsa-miR-4715-3p

hsa-miR-185-3p

hsa-miR-185-5p

hsa-miR-5008-3p

hsa-miR-5008-5p

hsa-miR-3613-3p Presentacion y procesamiento de antigenos.
hsa-miR-4715-3p

hsa-miR-185-3p

hsa-miR-185-5p

hsa-miR-5008-3p
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De este estudio funcional de miARN se observé que las cuatro vias se
encontraban relacionadas con la activacién inmune, inmunosupresion o
respuesta inmune (figura 26). Estos resultados sugieren que defectos en

el sistema inmune pueden estar implicados en la patogénesis del CMTN.

4. Metabolomica.

En base a los hallazgos obtenidos con los miARN expresados
diferencialmente en exosomas de respuestas 1 y 5 y que predecian una
regulacion de 4 vias relacionadas con la inmunidad, decidimos iniciar
un estudio metabolémico dirigido a la via del triptofano y de sus
catabolitos incluyendo la quinurenina. Esta via se ha estudiado en
cancer y se ha observado que la quinurenina tiene efectos paracrinos
supresores en las células inmunitarias (241). En nuestro estudio se tratd
de identificar metabolitos que fueran capaces de discriminar entre los
grupos de respuesta (entre pacientes que respondian al tratamiento y

aquellas que no lo hacian).

Para ello, se realiz6 un anélisis metabolomico UPLC-ESI-MS/MS
dirigido a la via del tripté6fano en plasmas de pacientes al diagnostico.
Para el analisis se seleccionaron 20 metabolitos que presentaban una
concentracion superior al limite de cuantificacion (concentracion > 4
nM).

Mediante el algoritmo elastic net aplicado a una regresion ordinal se
seleccionaron 5 metabolitos cuyos niveles predecian la respuesta a la
QT neoadyuvante (figura 27). A partir de estos 5 metabolitos y teniendo
en cuenta las rutas bioquimicas involucradas , se elabord una regresion

ordinal modelizando, no solo las relaciones de cada uno de estos
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compuestos con la respuesta, sino también las posibles interacciones
entre ellos. Mediante este modelo estableciamos una asociacion entre
las variables acido indolelactico, acido xanturénico, antranilico,
quinurenina y cloroquinurenina con el grado de respuesta al tratamiento.
Ademas, se encontrd evidencia de que los efectos de acido indolelactico
y cloroquinurenina no son aditivos, ya que existe una interaccion entre
ambos compuestos (figura 27A). Del mismo modo, también se encontrd
una interaccion entre &cido indoleléactico y acido xanturénico (figura
27B). Estos resultados de metabolémica nos permitieron desarrollar un
algoritmo que permite predecir el grado de respuesta al tratamiento de
las pacientes en base a los niveles en plasma de estos 5 metabolitos
(figura 27).
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Figura 27. Distribucién de probabilidad de respuesta a la QT
neoadyuvante en funcion del nivel de 5 metabolitos en plasma. Las
predicciones del modelo de regresion ordinal bayesiano se generan para
diferentes valores de los predictores. Para facilitar su interpretacién, se ha
representado la prediccion para los percentiles 10, 25, 50, 75 y 90 de cada
variable. Las cinco probabilidades estadn representadas en estrellas de cinco
puntas, siendo el largo de cada punta proporcional a la probabilidad de cada
respuesta. La respuesta mas plausible para cada prediccién determina la sombra
de color de la estrella de acuerdo con la leyenda que se muestra a la derecha de
la imagen. En A y B se encuentran representadas las interacciones de la
cloroquinurenina frente al &cido indolelactico y del &cido xanturenico frente al
4cido indoleléctico, respectivamente. En C y D estan representadas el acido

antranilico y la 3-OH-quinurenina, respectivamente.

La capacidad predictiva del modelo fue evaluada mediante su curva
ROC, siendo su valor aparente de 0.88. A su vez, se realizd una
validacion interna del modelo mediante 1000 iteraciones bootstrap
obteniendo un AUC validado de 0.81.

Para facilitar el uso del modelo se desarrollé una calculadora online
donde Unicamente es necesario afadir los valores de los cinco
metabolitos, con ello la aplicacion facilita la probabilidad de cada
respuesta. La calculadora se encuentra en la siguiente direccion web:

http://ific.uv.es/~dacaldia/index.php.

Estos resultados sugieren que la degradacion del triptéfano a través de
via de la quinurenina versus la produccion de &cido indolelactico es
relevante para predecir la respuesta a la QT neoadyuvante. Puesto que

las enzimas de IDO son esenciales en el primer paso limitante de la
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degradacion del triptofano a través de la via de la quinurenina, una
posibilidad es que IDO1 se encuentre sobreexpresado en los tumores
menos respondedores al tratamiento y, por ello, cause un flujo
desequilibarado del triptéfano hacia los derivados de la quinurenina
(cloroquinurenina o 4&cido xanturénico) versus hacia el &cido

indolelactico.

5. Tinciones sobre tejido.

Durante el proceso de diagndstico, previo al inicio del tratamiento, se
extrajo de las pacientes biopsia de tejido sobre la que se realizo el
diagndstico histopatoldgico habitual (hematoxilina-eosina, receptores de
estrogenos y progesterona, HER2 y Ki67). Si el pat6logo confirmaba el
diagndstico de CMTN, se procedia a la inclusion de la paciente en el
estudio y a la realizacion de varios cortes que posteriormente se tifieron
inmunohistoquimicamente para los antigenos de interés en este estudio.
Dado los resultados estudiados en los miARN y en los metabolitos, se
propuso valorar no sélo los TILs sino también su composicion (CD4,
CD8, CD163, FOXP3, IDO1).

5.1. Tincion de TILs.

Se valoro el infiltrado linfocitario estromal, como se muestra en la
figura 28. Se cuantific6 como una variable continua segun las
recomendaciones del Grupo de Trabajo Internacional de TILs (288). La
cuantificacion de los TILs se realizé en todas las pacientes. La mediana
de expresion de TILs fue del 5% (rango entre 1-90%). La distribucion
fue la siguiente: 15 pacientes (41,6%) presentaban TILs del 1%, 7
pacientes (19,4%) fueron valorados como TILs de 5%, 6 pacientes
(16,6%) los TILs fueron entre 10-20%, 3 pacientes (8,3%) entre 40-
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50%, 2 pacientes (5,5%) un 60%, 2 pacientes (5,5%) un 80% y 1
paciente (2,7%) un 90% de TILs.

Figura 28. Infiltrado linfocitario estromal. A. Paciente con infiltrado

linfocitario estromal del 80%. B. Paciente con infiltrado linfocitario estromal
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del 1%. Las imagenes se encuentran a 10x, mientras que el aumento de los

cuadros mas pequefios se encuentran a 40x.

Se contrastd la asociacion de los TILs con la respuesta de las pacientes a
la QT neoadyuvante mediante una regresion ordinal, todo ello ajustado
por nimero de ganglios afectos y tamafio tumoral. Encontrando un
efecto positivo (mayor grado de respuesta tumoral a mayor TILS)
aunque no estadisticamente significativo (OR = 1.34, IC 95% [0.87,
2.08]), como se muestra en la figura 29. Es muy posible que con un

tamafio muestral mayor hubiésemos obtenido un efecto estadisticamente

significativo.
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Figura 29. Relacion del infiltrado linfocitario con la respuesta a la QT
neoadyuvante. El grafico nos muestra como a mayor infiltrado linfocitario las
pacientes presentan mayor respuesta al tratamiento. La zona marcada en gris es

el intervalo de confianza del 95%.
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5.2. Tinciones de CD4 y CD8.

La cuantificacion de CD4 y CD8 se realiz6 en todas las pacientes. Se
valoré el infiltrado linfocitario intratumoral y se cuantificé como una
variable continua (figura 30). La mediana de expresion de CD4 fue del
1% (rango entre 0-50%). La distribucién fue la siguiente: < 1% en 26
pacientes (72,2%), 5-10% en 6 pacientes (16,6%), 15-30% en 3
pacientes (8,3%) y 50% en 1 paciente (2,7%).

Figura 30. Tincion de CD4 con infiltracion sobre el 50%. La imagen grande
tiene una magnificacién de 10x, mientras que el aumento de la imagen inclusa
es de 40x.

La mediana de expresion de CD8 fue del 5% (rango entre 0-70%). La

distribucion fue la siguiente: < 1% en 6 pacientes (16,6%), < 5% en 7
pacientes (19,4%), 10-25% en 13 pacientes (36,1%), entre 30-40% en 7
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pacientes (19,4%), y entre 55-70% en 3 pacientes (8,3%). Un ejemplo

de ello se encuentra en la figura 31.

Figura 31. Tincion de CD8 con infiltracion sobre el 60%. La imagen grande

tiene una magnificacion de 10x, mientras que la imagen inclusa se encuentra a
40x.

Se contrasté la asociacion de CD4 y CD8 con la respuesta de las
pacientes a la QT neoadyuvante mediante una regresion ordinal, todo
ello ajustado por nimero de ganglios afectos y tamafio tumoral. No se
encontrd asociacion estadisticamente significativa entre CD4 (OR =
1.06, IC 95% [0.9, 1.17]) ni CD8 (OR = 1.03, IC 95% [0.9, 1.08]) con el
grado de respuesta tumoral. Sin embargo, al contrastar la proporcion
CD4/CD8 con la respuesta tumoral se observo (OR = 0.2, IC 95% [0.04,
1.3]) un efecto negativo (mayor grado de respuesta tumoral a menor
proporcién CD4/CD8) aunque no estadisticamente significativo (figura
32). Es posible que con un tamafio muestral mayor hubiésemos obtenido
un efecto estadisticamente significativo.
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Figura 32. Grado de respuesta a la QT neoadyuvante en funcion de la ratio
CD4/CD8. Se observa que a mas proporcion CD4/CD8 las pacientes presentan

peor respuesta al tratamiento. La zona gris nos indica el intervalo de confianza
del 95%.

5.3. Tincion de CD163.

Se realiz6 la tincion de CD163 para caracterizar la infiltracion de los
macréfagos M2, tanto en el nicho tumoral como en su entorno (figura
33). Ambas se cuantificaron como variables continuas. La
cuantificacion de CD163 se realiz6 en todas las pacientes.
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Figura 33. Tinciones de CD163. A. Tincion en nicho tumoral (90%). B.
Tincion en estroma (50%). Las iméagenes grandes se encuentran a 10x, mientras

que la magnificacién de las imagenes pequefias inclusas son de 40x.
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La mediana de expresién de CD163 en nicho fue del 1% (rango entre 0-
90%), mientras que en el estroma fue del 30% (rango entre 1-80%). La
distribucion en de CD163 tanto en el nicho tumoral como en el estroma

se encuentra en la tabla 14.

Tabla 14. Distribucion de CD163 tanto en el nicho tumoral como en

estroma.

Infiltrado  0-5% 10-20%  30-40% 50-60%  80-90%

(%)

CD163 18p 8p 4p 4p 2p
nicho (50%)  (22,2%) (11,1%) (11,1%) (5,5%)

CD163 4p 6p 12p 9p 5p
estroma (11,1%) (16,6%) (33,3%) (25%) (13,8%)

p: pacientes.

Se contrasto la asociacion de CD163 estromal y CD163 en nicho con la
respuesta de las pacientes a la QT neoadyuvante mediante una regresion
ordinal, todo ello ajustado por nimero de ganglios afectos y tamafio
tumoral. No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre
CD163 estromal (OR = 1,91, IC 95% [0,88, 4,51]) ni CD163 en nicho
(OR=1,1, 1C 95% [0,73, 1,67]) con el grado de respuesta tumoral.

Sin embargo, se observo que la expresion de FOXP3 se asociaba con el

aumento de expresion de CD163 en el nicho tumoral (OR= 181,879; IC
95%: 4,6-7251,5; p<0,006) .
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5.4. Tincion de IDO1y FOXP3.

Se realizd la tincion de IDO1 y FOXP3 para valorar si el grado de
inmunosupresion debida a la degradacion del triptéfano y a los
linfocitos Tregs en el tumor se correlacionaba con la respuesta de las
pacientes. La tincion de IDO1 se realizd en todas las pacientes. Sin
embargo, la tincion de FOXP3 se realiz6 en 35 de las 36 pacientes por
falta de tejido en una de ellas. Se valord el infiltrado linfocitario

intratumoral. Ambas se cuantificaron como variables continuas.

La mediana de expresion de FOXP3 fue del 1% (rango entre 0-40%). La
distribucion fue la siguiente: < 1% en 16 pacientes (45,7%), < 5% en 4
pacientes (11,4%), 10-25% en 13 pacientes (37,1%), entre 30-40% en 2
pacientes (5,7%). Un ejemplo de ello se encuentra en la figura 34.
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Figura 34. Tincion de FOXP3 (30%). La imagen grande tiene una
magnificacion de 10x, mientras que la imagen mas pequefia inclusa se

encuentra a 40x.
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Al evaluar la asociacién de FOXP3 con la respuesta de las pacientes a la
QT neoadyuvante, se encontr0 una asociacion estadisticamente
significativa entre FOXP3 y la respuesta tumoral. Los resultados nos
revelaron que a mejor respuesta mayor infiltrado por células expresando
FOXP3 nuclear (OR =1,9, IC 95% [1,1-3,6]).

La mediana de expresion de IDO1 (medida en porcentaje) fue del 1%
(rango entre 0-90%). La distribucion fue la siguiente: < 1% en 14
pacientes (38,9%), < 5% en 6 pacientes (16,6%), 10% en 2 pacientes
(5,5%), entre 30-40% en 6 pacientes (16,6%), entre 50-60% en 5
pacientes (13,9%) y entre 80-90% en 3 pacientes (8,3%). La
distribucién de H-score de IDOL1 fue la siguiente: < 1% en 14 pacientes
(38,9%), < 5% en 6 pacientes (16,6%), 10% en 2 pacientes (5,5%), 40-
60% en 6 pacientes (16,6%), entre 80-90% en 3 pacientes (8,3%), entre
150-200% en 5 pacientes (13,9%).

Las tinciones mostraron importantes diferencias, observandose que las
pacientes con ausencia de respuesta presentaban fuerte expresién de
IDO1 (medida con H-score), mientras que los que presentaban respuesta

completa no expresaban IDO1 (figura 35).

Se contrastd la asociacion de IDO1 con la respuesta de las pacientes a
la QT neoadyuvante mediante regresion ordinal ajustada por nimero de
ganglios afectos y tamafio tumoral. Se encontr6 un efecto negativo
(mayor grado de respuesta tumoral a menor expresion de IDO1 y
viceversa) aunque no estadisticamente significativo (OR = 0,99, IC 95%

[0,98-1,00], p=0.08), como se muestra en la figura 35. En base a la
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tendencia, es posible que con un tamafio muestral mayor se hubiera

obtenido un efecto significativo.

-

Respuesta a la QT neoadyuvante

‘oo 50 100 150 200
Expresion IDO1 (H-Score)
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Figura 35. Relacion de IDO1 con la respuesta. A. Grado de respuesta a la QT
neoadyuvante (respuesta en mama y axila) en funcién de H-score de IDO1. B.
Ausencia de expresion de IDO1 en pacientes con respuesta completa. C.
Expresion aumentada de IDO1 en paciente con ausencia de respuesta. Las
imagenes se encuentran a 10x, mientras que la magnificacion de las imagenes

inclusas se encuentran a 40x.

176



Resultados

No se observd asociacién entre el aumento de H-score IDO1 y mayor
afectacién ganglionar (OR=1,08, IC 95% [0,93-1,25], p=0.31), aunque
cabe destacar que los pacientes que no expresaban IDO1 en el tumor no

presentaban ganglios afectos (figura 36).
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Figura 36. Relacion de H-score IDO1 con afectacion ganglionar. A mas
porcentaje de IDO1 mayor afectacion ganglionar. La zona gris indica el

intervalo de confianza del 95%.

La mayoria de las pacientes que no presentaba respuesta a la QT
neoadyuvante presentaban una elevada expresion de H-score 1DO1,
mientras que los tumores que presentaban un grado 5 de respuesta
tenian muy poca o ninguna expresion. Se observé que el aumento en la
expresion de IDO1 medido por H-score se correlacionaba de forma
significativa con menores niveles de triptéfano circulante en plasma
(OR=0,34, IC 95% [0,13- 0,8], p=0.02), sugiriendo que el descenso del

nivel de triptofano circulante puede ser debido, al menos en parte, por el
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incremento de la expresion de IDO1 en las células tumorales (figura
37).

Expresién IDO1 (H-score)
& 3
1 1

[
[

-1 0 i
Niveles de triptofano estandarizados

Figura 37. Relacion entre el nivel de triptéfano circulante en plasma al
diagnoéstico y la expresion de IDO1 en tumor valorada mediante H-score.
Modelo de regresion ordinal (OR=0,34, IC 95% [0,13-0,8], p=0,02). A mas
expresion de la enzima IDO1 (catalizadora del triptéfano), menos expresién de

triptdfano y viceversa.
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6. Citometria.

Con objeto de comprender mejor la biologia inmune que envuelve a esta
enfermedad se determinaron células inmunosupresoras (células Tregs y
MDSCs) mediante citometria de flujo. Esta técnica permite la
identificacion multiparamétrica de células individuales en funcion de la
expresion de antigenos especificos marcados con moléculas

fluorescentes.

Dadas las diferencias en la bibliografia de marcar las células Tregs, se
decidid utilizar diversas aproximaciones, tratando de valorar si con
alguna de las combinaciones de AcMo se conseguia una mejor
caracterizacion de estas células y, por tanto, un mejor modelo
predictivo. Sin embargo, pese a los diferentes analisis realizados, no se
encontrd relacion entre estas células y la respuesta a la QT

neoadyuvante.

A diferencia de las Tregs, la subpoblacién de e-MDSCs se correlaciona
con la respuesta a la QT neoadyuvante de forma estadisticamente
significativa (OR=0,16, 1C95% [0,02- 0,78], p=0,01). Las pacientes que
presentaban un mayor nimero de e-MDSCs presentaban peor respuesta
al tratamiento y viceversa (figura 38), en las figuras 39-42 se pueden
observar dos ejemplos de buena y mala respuesta. A su vez,
encontramos correlacion estadisticamente significativa entre el aumento
de células e-MDSCs en sangre y la expresion de IDO1 (valorado
mediante H-score) en las células tumorales (regresion lineal p=0,04). A
mayor expresiéon de IDO1 mayor nimero de e-MDSCs (figura 43),
sugiriendo que un aumento en los metabolitos de la via de la

quinurenina mediante la sobreexpresion de IDO1 podrian promover las
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e-MDSCs. Todo ello confirmando el ambiente inmunosupresor de este

tipo tumoral.
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Figura 38. Correlacion entre el nivel de e-MDSCs en sangre y la
probabilidad de respuesta de las pacientes a la QT neoadyuvante
(OR=0,16, 1C95% [0,02- 0,78], p=0,01). Log es el logaritmo natural de la
relacién entre las e-MDSCs y el contaje total de leucocitos. En el grafico
podemos observar que en ausencia 0 con niveles bajos de e-MDSCs la
respuesta mas probable es la respuesta 5 (morada). Sin embargo, conforme
aumenta el nivel de las e-MDSCs, disminuye la probabilidad de respuesta 5y 4
y aumenta la probabilidad de las otras respuestas.
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Paciente con mala respuesta a la QT neoadyuvante.
Muestra previa al tratamiento.
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Figura 39. Paciente con mala respuesta a la QT neoadyuvante. Anélisis de

MDSCs previo al inicio de la QT neoadyuvante.
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Paciente con mala respuesta. Muestra tras el tratamiento.
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Figura 40. Paciente con mala respuesta a la QT neoadyuvante. Analisis de
MDSCs al finalizar la QT neoadyuvante. En naranja se observan las e-
MDSCs aumentadas y en morado las Mo-MDSCs aumentadas y como

practicamente no se modifican con el tratamiento.
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Paciente con buena respuesta. Muestra previa al inicio.
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Figura 41. Paciente con buena respuesta a la QT neoadyuvante. Analisis de
MDSCs previo al inicio de la QT neoadyuvante. En naranja se observan las
e-MDSCs y en morado las Mo-MDSCs, ambas en niveles mas bajos que la

paciente de mal prondstico.

183



ldentificacion de biomarcadores en CMTN

Paciente con buena respuesta. Muestra al finalizar el tratamiento.
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Figura 42. Paciente con buena respuesta a la QT neoadyuvante. Analisis de
MDSCs al finalizar la QT neoadyuvante. En naranja se observan las e-
MDSCs que no se han modificado tras la QT y en morado las Mo-MDSCs, que

han aumentado tras la QT.
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Figura 43. Correlacion significativa entre el aumento del niUmero de e-
MDSCs en sangre y la expresion de IDO1 en las células tumorales
(regresion lineal p=0,04). Se observa que a mayor nimero de e-MDSCs mayor
expresion de IDO1. Log es el logaritmo natural de la relacion entre las e-
MDSCs y el contaje total de leucocitos. La expresién de IDO1 corresponde a la

evaluacion de la inmunohistoquimica mediante H-score.

Estos resultados sugieren que los niveles de e-MDSCs al diagndstico
tiene impacto en la respuesta a la QT neoadyuvante y pueden utilizarse
como marcadores predictivos para la identificacion de pacientes que no
van a beneficiarse de la QT neoadyuvante. Por ello, estos pacientes
deberian ser tratados con QT diferente o al menos, someterse a cirugia

previa a la QT para evitar que su tumor siga creciendo.
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7. Expresion de genes.

Tras la valoracion del tejido mediante un corte de hematoxilina-eosina,
se realizaron tres cilindros sobre la zona tumoral seleccionada
cuidadosamente por el patélogo. Esos cilindros tumorales se sometieron
a la extraccién de ARN de parafina. EI ARN total aislado de parafina se

utilizo para hibridar los arrays de Clariom S Pico (Affymetrix).

Para la identificacion de las variables mas importantes que predigan la
respuesta al tratamiento se utilizO un modelo de regresion ordinal
penalizado por elastic net. Las variables seleccionadas por el modelo de
elastic net se representaron en un mapa de calor (figura 44), que
contiene los valores z-scores de las variables identificadas para cada
paciente. La comparacion de la expresion de genes con la respuesta de
las pacientes identificé 6 genes con expresion diferencial (figura 44).
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Figura 44. Mapa de calor de expresion de genes. El anlisis de la expresion

diferencial de genes mediante regresién logistica con penalizacién elastic net
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identifica un perfil de expresion que se asocia a la respuesta a la QT

neoadyuvante.

Tras la valoracién de los 6 genes que diferenciaban la respuesta de las
pacientes a la QT neoadyuvante, se centrd nuestra atencion sobre el gen
KDMBG6A que se encontraba sobreexpresado en las pacientes de mejor
respuesta e infraexpresado en las pacientes pobremente respondedoras.
KDMBG6A es una desmetilasa que actua preferencialmente sobre la lisina
27 metilada de la histona 3. Se realizo la validacion in silico de nuestros
hallazgos con la cohorte de Bergh gque contiene 159 tumores de mama
(figura 45).
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Figura 45. Validacion in silico de la expresién de KDM6A. Datos obtenidos
del estudio de Bergh en R2: microarray analysis and visualization platform
(http://r2.amc.nl). Anélisis de la expresion de KDM6A en 159 tumores de
mama. A. Curvas de Kaplan-Meier mostrando que la sobreexpresion de
KDMBG6A se asocia a mejor supervivencia libre de progresion (p=0.0036) y B. a

mejor supervivencia global (p<0.001).
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7.1. Andlisis de las muestras por PAM 50.

De los arrays de expresion se extrajo la informacién de 50 genes
relevantes para PAM50. Se perfil6 la expresion génica de las pacientes
y se aplico el algoritmo PAMS50, como se describe en materiales y
métodos, para calcular el subtipo molecular mas probable basado en el
perfil de expresion de estos 50 genes. La correlacion con la plataforma
fue del 52% vy la distribucion por subtipos fue la que se muestra en la
figura 46.

B Basal (63,5%)

B Tipo Normal (15,1%)
B Luminal B (3,4%)

[ Luminal A (7%)
HHer2(11%)

Figura 46. Distribucién de subtipos intrinsecos segiin PAM50.

7.2. Analisis de los subtipos de Lehmann.
A partir de la expresion de genes determinada se evaluaron los subtipos
de CMTN de Lehmann de las pacientes de nuestra serie como se

describe en materiales y métodos.
Este analisis se realizd6 solo en 29 de las 36 pacientes, por falta de

muestra en el resto de las mismas. Al realizar el analisis, 8 de ellas no

fueron clasificadas como CMTN sino como receptor de estrogenos
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positivo. No obstante, el resultado de estas 8 pacientes diferia si se
realizaba por PAMS0, ya que tres de ellas eran nuevamente clasificadas

como basales y dos de ellas como HER2 positivas (Tabla 15).

Tabla 15. Correspondencia de las 8 pacientes clasificadas como
luminales en los subtipos de Lehmann con la clasificacion de
PAMS50.

Paciente Lehmann PAMS50
P1027 RE positivo HER2
P1026 RE positivo Basal
P1067 RE positivo Luminal A
P989 RE positivo Luminal A
P1063 RE positivo Luminal A
P1020 RE positivo Basal
P1062 RE positivo HER2
P1011 RE positivo Basal

El resultado completo del anlisis de los subtipos de Lehmann, de las 21
pacientes restantes, realizado puede encontrase en la péagina
http://cbc.mc.vanderbilt.edu/tnbc/display.php?id=b9549ed9-6001-4a14-
b4bd-263509df14ce (tabla 16).
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Tabla 16. Tipos de CMTN segin Lehmann.

Muestra Subtipo Correlacion p-valor
pl061 IM 0.153 <0.001
p982 BL1 0.247 <0.001
p1094 MSL 0.195 0.001
p1035 IM 0.622 <0.001
X1033 MSL 0.478 <0.001
p1095 IM 0.372 <0.001
p1017 UNS NA NA
p985 IM 0.439 <0.001
p1096 M 0.464 <0.001
p986 IM 0.428 <0.001
p1013 M 0.217 <0.001
p98a BL1 0.335 <0.001
p991 LAR 0.57 <0.001
p1031 IM 0.272 0.001
p1028 BL1 0.148 0.027
p1030 IM 0.259 <0.001
pl014 UNS NA NA
p983 UNS NA NA
p1032 IM 0.244 <0.001
p1034 M 0.502 <0.001
p1018 M 0.492 <0.001

Los subtipos definidos fueron BL1 (3 pacientes), IM (8 pacientes), LAR
(1 paciente), M (4 pacientes), MSL (2 pacientes) como se muestra en la

figura 47.
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[]BL1 [ IM @ LAR [ M EMSL
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Figura 47. Distribucion de las pacientes analizadas seglin los subtipos de

Lehmann.

8. Proteomica.

Se utiliz6 el plasma previamente congelado en el biobanco y se remiti6
a la plataforma de Ray tebu-Bio. Posteriormente, se hibridaron los
arrays de anticuerpos serie G RayBio, se cuantifico la sefial y se
importd para su andlisis en el programa de andlisis de arrays de

anticuerpos RayBio.

La seleccion de las variables mas importantes que predecian la respuesta
se realizo por el algoritmo probabilistico de random forest (301). Los p
valores de las variables seleccionadas se estimaron por Janitza et al.,
basado en la modificacion de la versién de permutacion (302). Los

resultados del analisis realizado por random forest fueron representados
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en un mapa de calor con los valores de z-score de las variables
seleccionadas para cada paciente (figura 48).
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Figura 48. Protedmica. Mapa de calor de las pacientes con respuesta 1
frente a las pacientes con respuesta 5.

9. Cultivos con farmacos.

Tras los altimos articulos publicados y los dltimos intentos en subdividir
esta enfermedad, la comunidad cientifica se ha dado cuenta de que
posiblemente dentro del cancer de mama triple negativo existe una
entidad que cada vez més parece separarse de los otros subgrupos, el
cancer de mama triple negativo receptor de andrdgenos positivo. Tras
este descubrimiento se pensé que si se bloqueaba el receptor de

andrdgenos probablemente se podria controlar mejor estos pacientes que
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no responden adecuadamente a la quimioterapia, quizas porgue tienen
un perfil mas hormonosensible, como ocurre con las pacientes luminales
A. Los resultados de los estudios fases | revelaron respuestas, pero
quizas en menor porcentaje del esperado. Por ello, se tratd de desarrollar
una linea de trabajo en esa direccién. Realizamos varios estudios in
silico con varias cohortes de pacientes de cancer de mama y observamos
que la expresion del receptor de androgenos se correlacionaba
significativamente con la expresion del transportador multidroga
ABCC11 (MRP8), lo que podria estar influyendo en disminuir la
concentracion de los inhibidores del receptor de andrégeno sacandolos
fuera de la célula (figura 49).
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Cancer de mama - Sotiriou- 120 - MAS5.0 - ul33p2
120 muestras, transform 2log, PresCalls>=1
Sourcegene=AR(226192_at)

HUGO R P-v Pres

AR TF,development, drugtarget,sign transd,
transcription regulator Act

1.000 0.0e+0 106

FOXA]1 TF, development, diff. transcription regulator

Act 0.712 5.0e-16 78

[ABCC11 membrane 0.712 6.7¢-1q 34
P - —

TEAP2B TF,development, transcription 0.706 9. 4e-16 85

regulator Act

SPDEF TF,development, transcription 0.704 1.0e.15 12

regulator Act

CYP4Z2P membrane 0.672 1.2e-13 43

2 dev i

E.RBBh developmaent, drugtarget, kinase,membrane, 0.660 53e.13 120

sign transd

GPDIL 0.633 12e-12 120

REEP6 membrane 0.647 23e-12 40

SIDT1 membrane 0.637 83e-12 115

GALNTI10 membrane 0.622 42e-11 119

TMEM45B membrane 0.622 3.9e-11 35

CRAT drugtarget 0.621 44e-11 117

FAM214A 0.618 6.0e-11 120

TFF3 0.614 9.2e-11 72

FHOD1 0.610 1.2e-10 86

CREB3LA4 TF, transcription regulator Act 0.609 14610 120

A ) L

HOXB2 TF,development, transcription 0.606 1.8¢-10 95

regulator Act

RHOB apoptosis,cell cycle,

development, diff membrane,sign transd 0.600 3.2e-10 120

Figura 49. Correlacion entre el receptor de andrégenos y ABCC11. Estudio
in silico en el que utilizo la cohorte Sotiriou de 120 pacientes de cancer de
mama para correlacionar la expresion del receptor de andrégenos (AR) con
otros genes, siendo ABCC11 el segundo mejor correlacionado (R=0,71; P=

6,7x10). Plataforma genémica de anélisis y visualizacién (http://r2.amc.nl).
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Probeset Distribution u133p2 (n=37781)
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Figura 50. Correlacion entre el transportador multidroga ABCC11 y AR
(receptor de andrdgenos) en diversas cohortes de tumores y de lineas
celulares. Cada punto representa la expresién media de ABCC11 y AR en una
cohorte de tumores o de lineas celulares recogida en la plataforma genémica de
andlisis y visualizacion (http://r2.amc.nl). Aunque la correlacion global es baja
(correlacién de Pearson o Rank, R= 0,31; P= 2,7x10°), se aprecia una
correlacion lineal entre AR y ABCC11 de manera que a mayor expresion de
AR mayor expresion de ABCC11.
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Esta correlacién se ha hecho extensible a otros tumores y lineas

celulares de cancer distintas a las de cancer de mama (figura 50 y tabla

16).

Tabla 16. Correlacion entre ABCC11 y AR. Se representan las

cohortes con las correlaciones mas robustas del estudio de la figura 50.

Muchos de los estudios que presentan mejor correlacion corresponden a

cohortes de tumores de mama.

Datos ul33p2 R

Mixed pancreatic (PDA) - Sadanandam - 47 0.811
Tumor Breast (mutation status) - Meijers- 0.726
Heijboer - 155 '
Exp Various PTEN - - 12 0.673
Tumor Breast - Bos - 204 0.662
Tumor Ovarium - Tothill - 10 0.653
Tumor Breast - Black - 107 0.648
Tumor Breast (Relapse) - Smid - 210 0.647
Cellline Breast - Hoeflich - 51 0.626
Tumor Breast - Yu - 683 0.625
Xenograft Tumor Breast - Shaw - 44 0.619
Tumor Lymphoma (PCNSL/PMLBCL) -

: 0.610
Shipp - 26
Tumor Breast (MDC) - Bertucci - 266 0.602
'1|'gcr)nor Breast (Anthracycline) - Sotiriou - 059
;’;Jmor Medulloblastoma public - Delattre - 0.575
Tumor Lung Metastases - Massague - 29 0.574
Mixed colorectal cancer microdissected - 0.566
Galamb - 18 '
Tumor Breast (mutation status) - Meijers- 0.563
Heijboer - 155 '
Tumor Breast (Chemotherapy) - Quiles - 61 0.561
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Tumor Breast - Iglehart - 123 0.501
Mixed pancreatic (PDA) - Sadanandam - 47 0.811
Tumor Breast (mutation status) - Meijers- 0.726
Heijboer - 155 '

Exp Various PTEN - - 12 0.673
Tumor Breast - Bos - 204 0.662
Tumor Ovarium - Tothill - 10 0.653
Tumor Breast - Black - 107 0.648
Tumor Breast (Relapse) - Smid - 210 0.647
Cellline Breast - Hoeflich - 51 0.626
Tumor Breast - Yu - 683 0.625
Xenograft Tumor Breast - Shaw - 44 0.619

R: coeficiente r

El anélisis del promotor de ABCC11 a partir de su secuencia obtenida
de la dltima  version del genoma  humano  (hg38,

https://genome.ucsc.edu/) nos reveld un potencial sitio consenso de

unién del receptor de andrdgenos a -339 del inicio de la transcripcion
(AGcgannnTGTTC;(303)). Debido a todos estos hallazgos se decidi6
buscar inhibidores de ABCC11. Montelukast, un inhibidor del receptor
de leucotrienos 4 ampliamente usado en procesos asmaticos, ha
mostrado también ser un inhibidor del transportador multidroga MRP2,
miembro de la familia de ABCC11 (304). Por este motivo decidimos
analizar si Montelukast pudiera tener un sinergismo con antiandrégenos
como la enzalutamida en células que sobreexpresan el receptor de

andrdgenos.

Se crecieron en placa de 96 pocillos dos lineas celulares de CMTN, la
linea MDA-MB-453 y 231, la primera de ellas con sobreexpresion del

receptor de andrégenos. Se les afiadid dos tipos de tratamientos:
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enzalutamida (a concentraciones de 0, 5, 10 y 15 uM) y montelukast (a
concentraciones de 0, 10 y 30 uM). Se combinaron como se muestran en
las figuras 51 y 52 observando un sinergismo entre ambos tratamientos
principalmente en la linea celular con el receptor de andrégenos

sobreexpresado (enzalutamida 5 pM motelukast 10 uM, figura 52B).
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Figura 51. Linea MDA-MB231 combinacion de montelukast con

enzalutamida.
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Figura 52. Linea MDA-MB-453 combinacion de montelukast con

enzalutamida.
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Control 3 uM Enzalutamide 3 uM Enzalutamide
+ 30 uM Montelukast

Figura 53. Fotos de los cultivos celulares. A. Células de la linea MDA-
MB453 sin farmacos (control). B. Células de la linea MDA-MB453 con

enzalutamida (3 pM) en la que vemos que algunas células mueren. C. Células
de la linea MDA-MBA453 con enzalutamida (3 pM) + montelukast (30 pM)

observamos aumento de muerte celular.
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5. DISCUSION

ElI CMTN es una enfermedad muy heterogénea que parece englobar en
su definicion diferentes subtipos con unas caracteristicas bioldgicas, de
respuesta al tratamiento y prondsticas distintas. Aungue en la préctica
clinica habitual se continda utilizando la inmunohistoquimica y no los
subtipos moleculares, probablemente esta situaciéon cambiara en un
futuro préximo. Por ello, como criterio de inclusion en nuestro estudio
se decidio utilizar la inmunohistoquimica como criterio diagnostico,
dado que se trata de la técnica estandar utilizada en la mayoria de
centros. EI CMTN, como hemos visto en nuestra serie, afecta
generalmente a pacientes jovenes, es agresivo, con escasa respuesta al
tratamiento y de mal prondstico. Motivo por el cual existe una
inminente necesidad de desarrollar nuevas terapias para este subtipo

tumoral.

Durante muchos afios, se pensé que el cancer de mama tenia una
naturaleza menos inmunogénica en comparacion con otras neoplasias
como el melanoma o el cancer de pulmén. Sin embargo, a medida que
se avanza en el conocimiento sobre el papel del microambiente tumoral
en la aparicion del tumor, su progresion y respuesta al tratamiento existe
cada vez mas evidencia de que el CMTN es mas inmunogénico que
otros subtipos de cancer de mama (305). Basados en los pobres
resultados de la QT en este subtipo tumoral y en los esperanzadores
resultados de la inmunoterapia, se ha comenzado a explorar el papel de
la inmunoterapia en el CMTN (306). A su vez, algunos estudios han
demostrado que la alteracion de la regulacién inmune se encuentra
implicada en la patogénesis del cancer de mama, principalmente en el
CMTN (307).
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En el proyecto se ha llevado a cabo un estudio generalizado del proceso
biolégico que sufre la paciente con CMTN. Se ha realizado un estudio
de biomarcadores en biopsias liquidas derivadas de sangre y biopsias de
tumor al diagndstico como una estrategia integrada para valorar el
impacto de la respuesta a la QT neoadyuvante. Nuestros resultados
muestran una asociacion significativa entre distintos perfiles
inmnosupresores que predicen la respuesta a la QT neoadyuvante.
Destacar la homogeneidad de la serie, puesto que se trata de pacientes
con CMTN pero que ademas han sido tratadas en un mismo centro y de
forma similar en todos los casos, manteniendo la homogeneidad en los

tratamientos y el seguimiento.

Mudltiples estudios han mostrado que los miARN en exosomas se liberan
de las células tumorales a la circulacion y pueden ser excelentes
biomarcadores en estadios tempranos de la enfermedad neoplasica
(298). Los exosomas en el CMTN son moléculas que comunican el
tumor con las células de su alrededor, células distantes y tejidos,
confiriéndoles rasgos fenotipicos para la progresion tumoral y preparan
el nicho para ser colonizado (308). Por todo ello, los exosomas
contienen biomarcadores que pueden explicar la biologia tumoral y la
respuesta o la ausencia de la misma a la QT. Este conocimiento ha
llevado a realizar nuevos estudios ex vivo donde se introducirian
miARN, siARN o QT en exosomas, por su potencial uso como agentes

terapéuticos y como vehiculo de vacunas en CMTN (309).

El andlisis funcional de los miARN encontrados en nuestro estudio
revel6 que los procesos que se encontraban involucrados estaban

relacionados con la inmunidad:
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- Regulacién positiva del proceso efector inmune.

- Produccién de citoquinas de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral.

- Activacion de las células mieloides involucradas en la
respuesta inmune.

- Presentacion y procesamiento de antigenos.

Nuestro estudio reveld que los exosomas circulantes de las pacientes
que presentaban pobre respuesta al tratamiento contenian miARNs
reguladores de vias celulares de la maduracion y la supresion inmune.
Estos resultados sugieren que entre los diferentes subtipos de CMTN,
las pacientes pobremente respondedoras representan un subgrupo con
un perfil de inmunosupresion mas comprometido. Una posibilidad es
que la condicion sea innata a la genética de las pacientes o,
alternativamente, que pueda resultar de la evolucién e interaccion entre
las células tumorales, el microambiente y las células inmunes. Otra
posibilidad es que no sea Unicamente una condicién, sino que ambas

estén implicadas.

Con objeto de identificar las condiciones que determinan la activacion o
la supresiéon inmune, valoramos los niveles circulantes del triptéfano y
de sus catabolitos, incluyendo la quinurenina. Estos interfieren con la
activacion/viabilidad de las células T y la proliferacion de las células
inmunosupresoras (243). Ademas, la quinurenina tiene efectos
paracrinos inmunosupresores en las células inmunes y efectos directos
en las células T CD8+ reduciendo su viabilidad. Nuestro analisis
metabolémico en plasma de sangre extraida al diagnostico de la

enfermedad, muestra una prediccion robusta de respuesta a la QT
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neoadyuvante basada en los niveles circulantes de 5 catabolitos del
triptofano: cloroquinurenina, acido indoleléctico, éacido xanturénico,
acido antranilico y 3-hidroxiquinureina. El catabolismo del tript6fano
deriva en dos vias, la via de la quinurenina y la del acido indolelactico.
Nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion de IDO1, enzima
que modifica el equilibrio hacia la via de la quinurenina, se correlaciona
con una peor respuesta al tratamiento y una peor supervivencia.
Nuestros resultados concuerdan con el papel inmunosupresor de IDO1y
sugieren que la identificacion temprana de su expresion en biopsias al
diagndstico o la de catabolitos del triptéfano en plasma de sangre
pueden ayudar a la identificacion temprana de las pacientes poco
respondedoras a la QT.

Estos resultados no sélo confirman que el CMTN es un tumor
inmunogénico, sino que se encuentra envuelto en un microambiente
inmunosupresor que le confiere un peor prondstico. Este microambiente
tumoral juega un papel central en la carcinogénesis, progresion tumoral,
metastasis y respuesta al tratamiento (305). EI CMTN presenta mas
proporcion de alteracion inflamatoria peritumoral induciendo
macro6fagos, células dendriticas activadas, células B, células T activadas
gue los canceres de mama que no son triple negativos (310). En los
Gltimos afios el estudio del microambiente tumoral se ha incrementado y
los TILs han ganado protagonismo, sobre todo en el cAncer de mama. Se
cree que los TILs migran desde la sangre al microambiente tumoral y
que se encuentran en niveles mas elevados en el CMTN comparado con
los canceres de mama no triple negativos (305, 306). Elevados niveles
de TILs se han asociado con mejor supervivencia global, disminucion

de un 30% del riesgo de recidiva, un 22% del riesgo de recidiva a
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distancia y un 34% del riesgo de muerte en el CMTN
independientemente de la localizacion de los TILs (intratumorales o
estromales) (311, 312). Los CMTN con elevados niveles de TILs
presentan mejor respuesta a la QT neoadyuvante y una diferencia
significativa en supervivencia global, comparando CMTN con TILs
elevados y TILs bajos tratados con antraciclinas, la diferencia fue de
89% y de 68%, respectivamente (313). En nuestra serie se observa una
correlacion positiva entre el grado de respuesta tumoral a la QT
neoadyuvante y el porcentaje de TILs. Sin embargo, no alcanza la
significacion estadistica probablemente debido al reducido tamafio
muestral. La mayoria de los estudios comentados previamente se
realizaron entre 1000 y 2000 pacientes. Es importante destacar que
también existen estudios que no muestran esa correlacion positiva. Una
de las explicaciones plausibles para esta aparente contradiccion es que
inicialmente se pudiera producir una evolucion temporal de los TILs en
la que se produzca un ataque al tumor para posteriormente fatigarse y
extinguirse (305, 314). Otra teoria seria la distinta y compleja
composicién celular de los TILs que envuelven al tumor. De entre los
distintos tipos de TILs identificados se encuentran las células Tregs
(FOXP3 positivas), las células T CD8 positivas y las CD4 positivas,
conocidas como mediadores clave en procesos contrapuestos como la
vigilancia inmune y la tolerancia (315). Las células T CD8 positivas son
mediadores de la inmunidad antitumorales y pueden lisar las células
tumorales directamente. Varios estudios con largas cohortes de
pacientes han correlacionado un beneficio en la supervivencia con el
incremente de estas células T. La células T CD4 positivas también
presentan un rol antitumoral que se encuentra implicado por su funcion

de célula de memoria (315). En nuestras pacientes no se encontrd
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asociacion estadisticamente significativa con la respuesta. Sin embargo,
cuando se exploré el ratio CD4/CD8 se observé una tendencia a
presentar mejor respuesta cuando el ratio es menor. La influencia del
ratio CD4/CD8 en la supervivencia de las pacientes o respuesta tumoral
no es clara. En estos momentos existen estudios controvertidos y
contradictorios y la mayoria constan de series pequefias y heterogéneas
de pacientes dificiles de interpretar. Por el momento, se necesitan mas
estudios en este sentido para tratar de esclarecer su posible papel
pronostico (316).

Por el contrario, las células Tregs se conocen por tener un importante
papel inmunosupresor en el escape de las células neoplésicas a la
respuesta de las células T antitumorales. Estas células son también
linfocitos T y constituyen el 5-10% de las células CD4 positivas. Las
células Tregs regulan la respuesta inmune suprimiendo la produccién de
citoquinas y la proliferacion de las células T (317). Nuestro estudio
mostr6 que las pacientes que presentaban un mayor infiltrado
intratumoral por células Tregs (medido mediante la expresion de
FOXP3) presentaban mejor respuesta que las pacientes cuyo infiltrado
era mas bajo. Esta controversia no es nueva, hay estudios que indican
gue un infiltrado mas elevado por células Tregs puede predecir un
aumento de supervivencia (318, 319). La mayor infiltracion por Tregs
presenta una expresion de genes distinta, caracterizada por genes
relacionados con la inflamacion y la respuesta inmune, ademas, se ha
observado que frecuentemente contienen elevadas densidades de células
T CD8 positivas y células B CD20 positivas (318). Por el contrario,
otros estudios han encontrado que un infiltrado elevado por células

Tregs se relaciona con peor supervivencia en cancer de mama (320,
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321). En un meta-andlisis reciente se ha observado que la mera
presencia de células Tregs en el tumor no es suficiente evidencia para
predecir su efecto en la evolucién de la enfermedad. Por tanto, el
namero de células podria verse afectado por el estatus del receptor
HERZ2, los receptores de estrogenos y progesterona y el infiltrado por
células Treg podria tener un prondstico diferente en los tumores con
receptor hormonal positivo y negativo, indicando una posible
interaccion del receptor hormonal con la regulacion inmune (305, 322).
También se ha observado el aumento de células T CD8 positivas y de
citoquinas pro-inflamatorias en tumores con niveles mayores de células
Treg respecto a los tumores con niveles mas bajos. Este resultado
sugiere que la inmunidad antitumoral puede encontrase activa en los
CMTN a pesar de la presencia de células Tregs. En un analisis de 31
genes en pacientes con CMTN y niveles elevados de células Treg, se
encontraron 9 genes relacionados con la respuesta inflamatoria, el
trafico celular, la respuesta inmune celular y la supresién tumoral en el
cancer de mama (323). Este resultado refuerza la idea de que el
microambiente particular del CMTN puede atenuar las funciones
inmunosupresoras de las células Treg. También seria posible que las
células Treg mantengan su funcion inmunosupresora, pero que no sea
suficiente para suprimir la actividad antitumoral de las células T (305).
En conjunto, todos estos resultados resaltan la necesidad de realizar una
aproximacion integrada y comprensiva del fenotipo y perfil de las
células Treg en los tumores para entender si la existencia de esta
poblacion es beneficiosa, deletérea o adquirira diferentes roles

dependiendo del contexto tumoral.
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Tratando de caracterizar mejor el infiltrado tumoral se traté de valorar
mediante CD163 los macrofagos M2. Los macréfagos asociados a
tumor pueden actuar como una espada de doble filo, pueden suprimir las
células tumorales y también producir citoquinas que promuevan la
progresion tumoral (258, 324). Los macrdfagos tienen plasticidad y
pueden cambiar su fenotipo dependiendo del microambiente. Los
macréfagos M1 se caracterizan por la alta expresién de factores
proinflamatorios y actividad tumoricida. Los macréfagos M2 son
inmunosupresores, producen elevados niveles de citoquinas
antiinflamatorias y presentan actividad promotora del crecimiento,
proliferacion y metéstasis (324, 325). Sin embargo, aunque el papel de
los M2 esta siendo cada vez mas aparente en el microambiente tumoral
su efecto se encuentra pobremente definido y en nuestro estudio no ha
mostrado correlacion con la respuesta a la QT neoadyuvante.

Como se ha comentado previamente, nuestros resultados mostraron
notables diferencias en la expresion de IDO1 en las células epiteliales
del tumor, correlacionandose los que presentaban mayor nivel de
expresion de la enzima con menores niveles de triptéfano circulante y
con una tendencia a presentar peor respuesta a la QT neoadyuvante.
Pero ademas, se observo una correlacion significativa entre la expresion

de IDOL1 y el incremento en el porcentaje de e-MDSCs circulantes.

El estudio de la identificacion de genes que se expresan en el tumor de
manera diferencial segin la respuesta a la QT neoadyuvante nos ha
revelado 6 genes que pudieran estar directa o indirectamente implicados
en el proceso de resistencia a la QT (figura 44). La mayoria de estos 6

genes son factores de transcripcion y reguladores de la transcripcion
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(KDM6A, PRAMEF18, SOX1 y TCF12). El resto de genes estan
implicados en el transporte intercelular (CCDC142 y TVP23C). Este
estudio se ha hecho con muestras de biopsias del tumor al diagnostico.
Dado que el perfil de expresion de estos genes puede predecir la
respuesta a la quimioterapia, la implementacion de este perfil de
expresion podria aplicarse a la practica clinica, conjuntamente con los
modelos metabolémicos, miARNs y e-MDSCs circulantes en sangre
descritos en esta tesis doctoral., Todos estos modelos predicen de
manera temprana cual va a ser la respuesta a la QT. Resulta
particularmente interesante el gen de la lisina desmetilasa KDMB6A, el
cual estd muy pobremente expresado en los tumores de peor respuesta
(respuestas 1 y 2, figura 44). KDM6A ha sido implicado en la
desmetilacion de histonas, principalmente en la lisina 27 de la histona
H3 (H3K27), resultando en la desrepresion de la expresion génica (326).
En este sentido, cabe esperar que estos tumores de peor respuesta
presenten un mayor grado de metilacion de histonas y su consecuente
represion de genes diana tales como supresores tumorales. La poca
expresion de KDMB6A en los tumores pobre respondedores seria el
equivalente a la sobreexpresion de las enzimas H3K27 metilantes como
EZH1 y EZH2, sobreexpresados en canceres de pulmén, leucemias,
carcinomas de préstata y hepatocarcinomas (327). Por tanto, una
posibilidad de tratamiento alternativo en estos pacientes de CMTN de
peor respuesta seria el tratamiento con inhibidores de EZH2 como
tazemetostat o el inhibidor mas reciente SHR2554, ambos estudiados
actualmente en diversos ensayos clinicos aunque ninguno incluye a
CMTN. Adicionalmente, los resultados aportados en esta tesis doctoral
revelan que la regulacion del sistema inmune puede estar jugando un

papel muy importante en la inmunosupresion de los CMTN pobres
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respondedores a la QT neoadyuvante. Es por ello que una terapia
inmune podria también constituir una terapia alternativa en estas
pacientes pobres respondedoras para ser evaluada en futuros ensayos
clinicos. Finalmente, la identificacion temprana de estas pacientes
pobres respondedoras permitiria estudiar otra estrategia basada en la
cirugia previa a la QT, evitando de esta manera el crecimiento
innecesario del tumor durante todo el periodo que abarca la QT
neoadyuvante.
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6. CONCLUSIONES
1. El perfil de expresion de miARNSs en exosomas circulantes en sangre
al diagnostico identifica a pacientes que no responderdn a la QT

neoadyuvante en CMTN.

2. Los miARN en exosomas circulantes que se expresan
diferencialmente en pacientes de pobre respuesta a la QT neoadyuvante

regulan genes involucrados en vias inmunosupresoras.

3. El andlisis de la expresion diferencial de genes mediante regresion
logistica con penalizacion elastic net identifica un perfil de expresion

que se asocia a la respuesta a la QT neoadyuvante.

4. Los niveles circulantes de cinco metabolitos de la via del triptéfano
relacionados con la inmunosupresion predicen la respuesta a la QT

neoadyuvante en CMTN.

5. La expresion de IDO1 en las células tumorales se correlaciona

inversamente con los niveles circulantes de tript6fano.
6. La expresién de IDO1 en las células tumorales se correlaciona
directamente con los niveles circulantes de células mieloides

inmunosupresoras tempranas (e-MDSCs).

7. Los niveles circulantes de células mieloides inmunosupresoras

tempranas (e-MDSCs) predicen la respuesta a la QT neoadyuvante..
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8. El inhibidor de leucotrienos montelukast tiene un efecto
antiproliferativo y apoptdtico sinérgico con el antiandrogénico

enzalutamida en células de CMTN receptor de andrégenos positivas.
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7. ANEXO 1.
Tabla 1. miARN con una p<0.01

ID
hsa-miR-550a-3p
hsa-miR-4282
hsa-miR-6504-3p
hsa-miR-4672
hsa-miR-376a-5p
hsa-miR-5192
hsa-miR-6511a-3p
hsa-miR-4715-3p
hsa-miR-4722-5p
hsa-mir-3192
hsa-mir-3672
hsa-mir-449c
hsa-miR-4677-5p
hsa-mir-1243
hsa-miR-3915
hsa-mir-5192
hsa-miR-634
hsa-miR-4483
hsa-mir-205
hsa-mir-185
hsa-mir-3188
hsa-miR-4697-5p
hsa-mir-1253
hsa-miR-6831-5p
hsa-miR-3936
hsa-mir-1182
hsa-mir-4417
hsa-mir-105-1
hsa-mir-105-2
hsa-mir-3186
hsa-mir-181b-1
hsa-mir-3119-1
hsa-mir-6827
hsa-mir-489
hsa-miR-1306-3p
hsa-miR-597-3p
hsa-mir-548at
hsa-miR-548au-5p
hsa-miR-548ae

t

-4,31770179
3,97989966
3,7502047
-3,67720141
-3,42919241
3,41759513
3,37444273
-3,36494085
-3,35665616
-3,34369009
-3,31442929
3,28604117
-3,23957117
3,23262119
-3,19038638
-3,17364904
3,1578348
3,13413044
-3,12262346
3,11367291
3,01857956
3,01665334
2,98776561
2,98519807
2,98194173
2,97804808
2,94114914
2,93155851
2,93155851
-2,92740704
-2,92697195
-2,90058529
2,86458387
2,84887388
2,82749612
2,81695211
2,78683304
2,7619941
2,74048551

P.Value
0,00013882
0,00036327
0,00069096
0,00084567
0,00166407
0,00171691
0,00192807
0,00197781
0,00202218
0,00209354
0,00226358
0,00244115
0,00276092
0,00281205
0,00314281
0,00328388
0,00342271
0,00364131
0,00375216
0,00384059
0,00491073
0,00493508
0,00531424
0,00534924
0,00539394
0,00544786
0,00598468
0,00613216
0,00613216
0,00619705
0,00620389
0,00663218
0,00726152
0,00755335
0,00796818
0,00818055
0,00881675

0,0093759
0,00988665

Anexo |
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