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Resumen

Titulo: Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en pacientes con cancer de mama

En Colombia, el cAncer de mama es el tipo de cancer con mayor incidencia y prevalencia en la
mujer, ocupando el tercer puesto en mortalidad a nivel nacional. La vigilancia del tumor en
pacientes con cancer de mama por las células del sistema inmune -inmunovigilancia- es
importante para el control del desarrollo tumoral. Reportes en la literatura sugieren que el
esquema de quimioterapia neoadyuvante con Doxorrubicina y Ciclofosfamida induce un tipo
especial de muerte en las células tumorales conocida como muerte celular inmunogénica,
activando las poblaciones inmunes intratumorales y favoreciendo la inmunovigilancia de este

tumor, lo cual, probablemente contribuye a una mejor respuesta clinica al tratamiento antitumoral.

Estudios demuestran que el microambiente tumoral es un factor determinante en el pronostico
de los pacientes con cancer. Aunque en los tumores de cancer de mama se ha descrito la
importancia de analizar el infiltrado inmune para evaluar la presencia de poblaciones efectoras y
de poblaciones reguladoras, este tipo de analisis para proponer marcadores prondésticos de

evolucién y de respuesta al tratamiento han sido limitados.

En este trabajo estandarizamos una metodologia de inmunohistoquimica secuencial sobre
lamina Unica para la caracterizacion de poblaciones del sistema inmune innato y adaptativo
como: i) Leucocitos totales CD45+ ii) Macrofagos CD68+ 111). Linfocitos B CD20+ iv). Linfocitos T
totales CD3+ y v). Linfocitos T Citotéxicos CD8+, con relacion a las células tumorales evaluadas
con el marcador Pankeratinas. Se demostré que esta técnica representa una alternativa costo-
efectiva para mapear el microambiente tumoral, que permite monitorear la infiltraciéon de estas
poblaciones antes y después de la quimioterapia y que en este trabajo nos permitié evidenciar
un aumento significativo de la infiltracion de células CD45 positivas después del tratamiento

neoadyuvante.

Adicionalmente, utilizamos la herramienta CIBERSORTXx para medir 22 subpoblaciones inmunes,
con datos disponibles en el Genome European Archive por medio del analisis del transcriptoma
tumoral. Se encontraron cambios significativos en diferentes poblaciones: primero, un aumento
después de un ciclo de quimioterapia de las fracciones relativas de Linfocitos T CD8, Linfocitos

T CD4 quiescentes y de Linfocitos T reguladores, las cuales disminuyeron al terminar el esquema
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de neoadyuvancia. Segundo, las fracciones relativas de Linfocitos B de memoria, Macréfagos
M1, y Linfocitos T Foliculares disminuyeron después de un ciclo y al final del tratamiento. Por
altimo, las Células Dendriticas activadas, los Macréfagos M2 y los Mastocitos aumentaron

después de un ciclo, y al finalizar el tratamiento.

Por otra parte, se realizd una revisidn sistematica que nos permitié incluir 32 articulos para una
sintesis cualitativa de la evidencia y 9 articulos, para una sintesis cuantitativa por medio de meta-
analisis, en los cuales encontramos una disminucion significativa de la infiltracién de TILs (T
Infiltrating Lymphocytes) evaluados morfolégicamente en laminas de hematoxilina & eosina y del
marcador FoxP3 medido por inmunohistoquimica tradicional, lo que sugiere una disminucién de
las poblaciones de linfocitos T reguladores en respuesta a la NAC (neoadyuvant chemotherapy).
Las poblaciones de Linfocitos T totales CD3+, Linfocitos T colaboradores CD4+ vy Linfocitos T

citotoxicos CD8+ no cambiaron significativamente en respuesta al tratamiento.

Por dltimo, y con la intencion de evaluar el impacto de los marcadores evaluados en la pCR
(Pathological Clinical Response), se realizd un andlisis PCA (Principal Component Analysis) con
las variables correspondientes a la informacioén clinica de las pacientes y los puntajes de las
marcaciones de inmunohistoquimica de las cinco poblaciones inmunes evaluadas. En este
analisis las variables fueron procesadas de forma directa y posteriormente optimizadas filtrando
las variables de mayor peso. Sin embargo, ninguno de estos andlisis nos permitié establecer
correlaciones entre los marcadores evaluados y el prondstico clinico de las pacientes. Sin
embargo, realizando un analisis con dos variables seleccionadas: i) infiltrado de células CD45+
el cual aument6 significativamente pos-NAC; ii) infiltracion de células CD68+ que mostré una
tendencia al aumento, y las variables de tamafio y grado de reduccion tumoral, fue posible

evidenciar una segregacion diferencial de las muestras pre y pos-NAC.

Palabras clave: (Microambiente inmune tumoral - Cancer de mama — Inmunovigilancia —

Quimioterapia neoadyuvante).
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Abstract

Title: Tumor immune infiltrate characterization in breast cancer patients

Breast cancer is the third deadliest cancer in Colombia, having the highest incidence and
prevalence in women. Tumor surveillance in breast cancer patients by immune system cells -
immunosurveillance- it’s a key factor to control tumor growth. A growing body of evidence suggest
that a neoadjuvant chemotherapy scheme with Doxorubicin and Cyclophosphamide induces a
special type of tumor cell death known as immunogenic cell death, which activates intratumoral
immune populations and favours immunosurveillance of this tumor, probably contributing to a

better clinical response to antitumor treatment.

Studies show that the tumor microenvironment is a determining factor in the prognosis of cancer
patients. Although in breast cancer tumors the importance of analyzing the immune infiltrate to
evaluate the presence of effector and regulatory populations has been described, the discovery
and validation of prognostic biomarkers in response to treatment is still limited.

In this work we standardized a sequential immunohistochemistry methodology for the
characterization of innate and adaptive immune system populations such as: i) Total CD45+
leukocytes ii) CD68+ macrophages iii). CD20+ B cells iv). CD3+ total T cells and v).CD8+
cytotoxic T cells, in relation to tumor cells evaluated with the Pankeratin marker. Our results
showed that this technique represents a cost-effective alternative to map the tumor
microenvironment, which allowed us to evaluate the infiltration of these populations before and
after chemotherapy, finding a significant increase in the infiltration of CD45 positive cells after

neoadjuvant treatment.

Additionally, we used the CIBERSORTX tool to measure twenty-two immune subpopulations, with
data available in the genome European archive, by analyzing the tumor transcriptome. Significant
changes were found in different populations: first, an increase after one cycle of NAC of the
relative fractions of: CD8 T cells, quiescent CD4 T cells and regulatory T lymphocytes; decreasing
at the end of the treatment. Second, the relative fractions of memory B lymphocytes, M1
macrophages, and follicular T cells decreased after one cycle and at the end of treatment. Finally,
activated Dendritic Cells, M2 Macrophages, and Mast Cells increased after one cycle, and also

at the end of treatment.
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On the other hand, we performed a systematic review that allowed us to include 32 articles for a
gualitative synthesis of the evidence, and 9 articles, for a quantitative synthesis by meta-analysis,
in which we found a significant decrease in the infiltration of TILs, evaluated morphologically on
hematoxylin and eosin slides, as well as the reduction FoxP3+ cells, measured by traditional
immunohistochemistry, suggesting a decrease in the populations of regulatory T lymphocytes in
response to NAC. Total CD3+ T lymphocyte, CD4+ helper T lymphocyte and CD8+ cytotoxic T

lymphocyte populations did not change significantly in response to treatment.

Finally with the intention of correlate the evaluated markers and pCR (Pathological Clinical
Response), a PCA (Principal Component Analysis) analysis was performed with the variables
corresponding to the clinical information of the patients and the scores of the
immunohistochemical results of the five immune populations evaluated. In the first analysis, the
variables were processed directly, and in the second the variables were optimized by filtering the
ones with the greatest weight. However, none of these analyzes allowed us to establish
correlations between the markers evaluated and the clinical prognosis of the patients. Lastly,
analysis with two selected variables: i) CD45+ cell infiltrate which increased significantly post-
NAC; ii) infiltration of CD68+ cells that showed an increasing trend, was performed, among with
the variables of size and degree of tumor reduction, showing a differential segregation of the pre-

and post-NAC samples.

Keywords: (Tumor immune microenvironment — Breast Cancer — Immunosurveillance —

Neoadjuvant chemotherapy).
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Aumento de 200X de un corte de amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacion
secuencial de anticuerpos en diferente orden. a. Marcaciéon CD68. b. Demarcacion mas tincién
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Figura 18. Sobreposicién de marcadores. Aumento de 200X de cortes de amigdala
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Figura 21. Meta-andlisis TILs. Influencia de NAC en la densidad de TILs de tumores BC.
Forest plot para los resultados de la densidad de TILs antes y después de NAC. El forest plot
muestra la SMD (cuadrados) y el intervalo de confianza del 95 % de los estudios individuales.
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Figura 22. Meta-analisis linfocitos T CD3+ Influencia de NAC en la densidad de LT-CD3+ de
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NAC. El forest plot muestra la SMD (cuadrados) y el intervalo de confianza del 95 % de los
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Figura 23. Meta-analisis linfocitos T CD4+ Influencia de NAC en la densidad de LT-CD4+ de
tumores BC. Forest plot para los resultados de la densidad de LT-CD4+ antes y después de
NAC. El forest plot muestra la SMD (cuadrados) y el intervalo de confianza del 95 % de los
estudios individuales. El rombo en cada gréfico indica la estimacién general y el intervalo de
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Figura 24. Meta-analisis conteo de linfocitos T CD8+. Influencia de NAC en la densidad de
LT-CD8+ de tumores BC. Forest plot para los resultados de la densidad de LT-CD8+ antes y
después de NAC. El forest plot muestra la SMD (cuadrados) y el intervalo de confianza del 95
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Figura 26. Meta-analisis linfocitos FoxP3+. Influencia de NAC en la densidad de Foxp3 de
tumores BC. Forest plot para los resultados de la densidad de FoxP3 antes y después de NAC.
El forest plot muestra la SMD (cuadrados) y el intervalo de confianza del 95 % de los estudios
individuales. El rombo en cada grafico indica la estimacion general y el intervalo de confianza
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Figura 33. Sobreposicién de marcaciones. Aumento de 200X de una biopsia marcada con
los anticuerpos anti-CD45, anti-CD68 y anti-Pankeratinas. Sobreposicion de las tres
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Figura 34 Fracciones relativas a LB. Fracciones relativas evaluadas por CIBERSORTX para
las poblaciones de LB- Naive, LB-Memoria y Células plasmaticas. Los analisis pareados se
hicieron con la prueba Wilcoxon (a, b y ¢) y los analisis de grupo se hicieron con la prueba
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Figura 37. Fracciones relativas de NKs, Monocitos y DCs. Fracciones relativas evaluadas
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andlisis pareados (a, by ¢) se hicieron con la prueba Wilcoxon y los andlisis de grupo se
hicieron con la prueba Kruskal-Wallis (d, € ¥ T)..cceieieiiiiiii e 90



Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en pacientes con cancer de mama 17

Figura 38. Fracciones relativos de las subpoblacién de Me. Fracciones relativas evaluadas
por CIBERSORTX para las poblaciones de M¢y-M0/M1/M2. Los andlisis pareados (a, by ¢c) se
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DCs. Células dendriticas
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Esquema A/C Doxorrubicina y ciclofosfamida
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MDSC células mieloides supresoras

NAC quimioterapia neoadyuvante

NK células natural killer

OS sobrevida total

PR receptor de progestagenos

RIs receptores inhibitorios

TAMs macréfagos asociados al tumor

TILs linfocitos infiltrantes de tumor

TIME microambiente inmune tumoral

TINs neutrdfilos infiltrantes de tumos

TME microambiente tumoral

TNM T: tumor, N: ndédulos regionales, M: metastasis distantes
TPM transcritos por millén

Tregs linfocitos T reguladores



20 Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en pacientes con cancer de mama

1. Introduccion

Los ambientes tumorales son un grupo de elementos interconectados y organizados en distintos
niveles, cuya definicion y delimitacion suponen un reto conceptual y experimental [1], sin
embargo, en este trabajo se definid al infiltrado inmune del microambiente tumoral (TME) como
la presencia de leucocitos, asi como sus productos, marcadores de superficie y perfiles de
expresion génica dentro o alrededor del tumor. La presencia, ubicacion o grado de organizacion
funcional de las poblaciones inmunes infiltrantes puede variar [2]. Esta heterogeneidad sugiere
gue las diferentes poblaciones pueden tener distintos roles en el control del crecimiento tumoral.

El estudio de estas caracteristicas ha permitido la identificacion de marcadores prondstico de la
respuesta clinica de los pacientes al tratamiento, los cuales permiten diferentes aproximaciones
para clasificar las neoplasias [2]. Clasicamente, los tumores se han estadificado utilizando el
sistema TNM, pero en los ultimos afios, la validacion de modelos como el de Immunoscore ha
permitido evaluar de manera mas refinada el pronéstico de los pacientes con cancer colorrectal,
convirtiéndose en el sistema lider para establecer el desenlace clinico al evaluar la densidad de
la infiltracion de linfocitos T (LT) CD3+CD8+ dentro del tumor y en el margen invasivo de este [3,
4].

En el cancer de mama también se ha evaluado la importancia de la infiltracion inmune como un
factor pronostico de la respuesta clinica a la quimioterapia neoadyuvante (NAC) [5, 6].
Puntualmente, en estos tumores se ha demostrado que en células no tumorales la expresion de
ciertos genes involucrados con proliferacién como la topoisomerasa lla, el CDC2 y el antigeno
proliferativo nuclear se correlacionan con una baja tasa de metastasis [7]. Adicionalmente, otros
trabajos evidenciaron que la expresiéon de genes de citoquinas como IL-12, IFNy, e IL-2 se
correlaciona con un prondstico favorable, mientras que la expresion de genes de citoquinas como

IL-4, IL-13 y el TGFB [8] 0 un mayor numero de Tregs son de mal pronéstico [9].

La quimioterapia tradicionalmente se ha descrito como un tratamiento inmunosupresor, sin
embargo, multiples estudios han demostrado que esta puede activar el sistema inmune al inducir
muerte celular inmunogénica (MCI) en las células tumorales, promoviendo la liberacion de
patrones moleculares asociados a dafios (DAMPs por sus siglas en inglés) [10-15]. Segun Sistigu

et al., la produccién de IFNs de tipo | por células tumorales inducida por antraciclinas aumenta la
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expresion del MHC-1 en estas células [16] y células del estroma [17], contribuyendo al
reconocimiento del tumor y a la activaciéon y maduracién de células presentadoras de antigeno
(APC por sus siglas en inglés), y en dltima instancia mejorando la respuesta de los LT a los
tumores. Este fendmeno ha sido descrito también después del tratamiento con los agentes
guimioterapéuticos como Doxorrubicina, Ciclofosfamida, Oxaliplatino o Gemcitabina [10, 12, 13,
18-20].

Previamente en el laboratorio de Inmunologia y Medicina Traslacional dos tesis doctorales con
diferentes enfoques evaluaron el cambio de poblaciones del sistema inmune en sangre periférica
en respuesta a la NAC por medio del inmunomonitoreo por citometria de flujo multicolor,
encontrando un aumento en la maduracién de células dendriticas y una disminucion en la
expresion de marcadores de agotamiento y de senescencia en LT [21, 22]. Continuando con la
linea de trabajo de estas tesis y del grupo de Inmunologia y Medicina Traslacional, el propésito
de esta tesis de maestria es evaluar el efecto de la NAC en las poblaciones inmunes infiltrantes
de tumores de cancer de mama por medio de la técnica de inmunohistoquimica secuencial sobre
lamina unica (ISSLU) para evaluar el infiltrado inmune in-situ [23, 24] y por medio de técnicas de

analisis del transcriptoma tumoral [25, 26].



22 Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en pacientes con cancer de mama

2. Planteamiento del problema y justificacion.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer de mama es el mas frecuente en la mujer,
para el 2020 en Colombia representaba el 25.7% de todos los tumores diagnosticados en las
mujeres y el 8% de la mortalidad total por cancer [27]. Su incidencia y prevalencia han aumentado
a pesar de campafias de prevencion y deteccién temprana, como la practica mensual del
autoexamen y la realizacion de la mamografia bianual en mujeres mayores de 50 afios. La
mayoria de los casos contindan diagnosticAndose en estadios tardios, lo cual ensombrece el
pronostico de este tumor. Su diagnostico en mujeres cada vez mas joévenes y sin factores de

riesgo asociados, hacen del cancer de mama un problema de salud publica en nuestro pais [28].

La inmunovigilancia de los tumores es de suma importancia para el control del cancer. Los
Linfocitos T CD8+ (LT-CD8+) y las células Natural Killer (NKs) son las encargadas de inducir la
muerte en las células tumorales, al igual que otros componentes inmunes, como los Macréfagos
(Mo)y células dendriticas (DCs), encargados de fagocitar y presentar antigenos, y los Linfocitos
T CD4+ (LT-CD4+), responsables de orquestar la respuesta inmune adaptativa, los cuales
también juegan un rol destacado en la prevencion del desarrollo del cancer [29]. Por otra parte,
estudios han demostrado que el sistema inmune también puede jugar un papel protumoral,
ayudando en la oncogenia y la progresion tumoral. La infiltracién de tumores por células como
los Linfocitos T Reguladores (Tregs) y las Células Mieloides Supresoras (MDSCs) promueven un
TME inmunosupresor propicio para disminuir la capacidad de los LT efectores de remover o
destruir las células tumorales, y que el tumor progrese [29, 30]. La deficiente inmunovigilancia de
algunos tumores también ha sido atribuida a la expresién de marcadores de agotamiento inmune,
como PD-1, PD-L1 y CTLA-4 en Linfocitos T, los cuales pueden perder la capacidad de secretar

citoquinas, activarse y adquirir funciones efectoras en respuesta al antigeno [31].

En cancer colorrectal, el consorcio Immunoscore, ha validado la infiltracion inmune como un
factor pronéstico del riesgo de recurrencia del tumor (pacientes con un mayor Immunoscore
tienen menor riesgo de recurrencia de la enfermedad) y ha propuesto la infiltracién inmune como
un factor adicional en el sistema de clasificaciéon TNM [3]. La aplicacion del Immunoscore a otros
tipos de tumores, especialmente al cancer de mama, no se ha logrado de manera satisfactoria,

a pesar de resultados muy bien sustentados que sugieren que la infiltracién por células CD3+



Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en pacientes con cancer de mama 23

CD8+ es un marcador sugestivo de desenlace clinico favorable en respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante [32, 33], y que la infiltracion por células T foliculares, productoras de CXCL13 es

marcador de buen prondstico en pacientes con cancer de mama [34].

El esquema de gquimioterapia con Antraciclinas/Ciclofosfamida (Esquema A/C), seguida de
Taxanos, es utilizado ampliamente en terapia heoadyuvante en pacientes con cancer de mama.
Si bien, se le ha atribuido a la quimioterapia un papel supresor de la respuesta inmune, estudios
en ratones sugieren que la Doxorrubicina induce MCI en el tumor, que facilita la liberacion de
sefales de peligro y la presentacion cruzada de antigenos tumorales por DCs necesaria para la
inmunidad antitumoral mediada por LT CD8+ [35] y que la Ciclofosfamida utilizada a bajas dosis
inhibe selectivamente Tregs y mejora la funcién de LT y NKs [36]. Teniendo esto en cuenta,
encontramos necesario evaluar en humanos los hallazgos de modelos murinos para determinar
si realmente el esquema con A/C esta estimulando la respuesta inmune en contra del tumor en

mujeres con cancer de mama.

Por lo anterior en este trabajo de maestria se propone la implementacién de la metodologia de
inmunomonitoreo in-situ utilizando la técnica de ISSLU para evaluar la presencia y distribucion
de leucocitos totales (CD45+) y algunas subpoblaciones como: como macréfagos (CD68+),
Linfocitos B (CD20+), linfocitos T (CD3+), linfocitos T citotdxicos (CD8+), en relacion a las células
tumorales evaluadas por el marcador Pankeratinas; antes y después de la NAC en un grupo de
pacientes con cancer de mama. Adicionalmente, evaluar la infiltracion de 22 subpoblaciones
inmunes por medio del estudio del transcriptoma tumoral después de un ciclo de NAC y al finalizar
el tratamiento. También se realizé una revision sistematica para hacer una sintesis de la
evidencia publicada hasta el momento por medio de tablas de tendencias y meta-analisis. Por
ultimo, se trat6 de determinar posibles correlaciones entre la presencia, localizacién, y
agrupacion de las poblaciones inmunes con la respuesta de las pacientes al tratamiento

antitumoral.
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3. Marco teodrico

3.1 Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, con diferentes subtipos moleculares, en la
Gltima edicion del Cancer Staging Manual del consorcio AJCC, en el capitulo de cancer de seno
se definen ademas de las variables anatomicas clasicas TNM (T: tumor, N: nédulos regionales,
M: metéstasis distantes), variables genéticas como la expresion de los receptores de
progesterona (PR), estrégenos (ER), del factor de crecimiento epidermal humano (HER2) y la
expresion de marcadores de proliferacion como Ki-67. En esta misma edicion, se define el cancer
de mama como un conjunto de enfermedades con caracteristicas moleculares diferentes
(evaluadas con inmunohistoquimica, protedmica, perfiles de expresioén y secuenciacion de nueva
generacién), que se originan en el tejido mamario epitelial, aunque tienen diferentes prondsticos,
diferentes sensibilidades a los tratamientos y diferentes patrones de recurrencia y diseminacion
[37]. Los tumores de seno también se pueden clasificar de acuerdo al sitio afectado en dos
clases: tumores de mama invasivos y tumores de mama no invasivos. Los no invasivos son
aquellos que no se han diseminado del sitio donde comenzaron, por ejemplo, los carcinomas
ductales o lobulares in-situ. Los tumores invasivos son aquellos que se diseminan por fuera del
lugar, y en los cuales las células tumorales pueden migrar no solo a otras partes de la mama,

sino también a otros tejidos del cuerpo como al pulmoén, los huesos, el higado o el cerebro [38].

3.2 Inmunovigilancia y teoria de las 3 “E”

El rol que desempeiia el sistema inmune en combatir los tumores ha sido ampliamente discutido,
los primeros en proponer la idea de la inmunovigilancia fueron Burnet y Thomas en 1957, donde
hablan de mecanismos de control en el desarrollo y la evolucion del cancer, mencionando que
estos mecanismos varian entre células, pero pueden clasificarse en tres: i) el control hormonal
del crecimiento y la actividad celular, ii) las interacciones entre superficies celulares como
presiones mecanicas, Y iii) el control Inmunolégico asociado a la expresion de “marcadores
propios” en el cuerpo [39]. Hasta ese momento, no habia evidencia clara para confirmar la
inmunovigilancia de los tumores, pero hoy en dia, el papel de las poblaciones inmunoldgicas en
el control de los tumores es claro, y se ha demostrado que el sistema inmune no solo puede

prevenir el crecimiento tumoral, sino también moldearlo y promoverlo, proceso al que se le ha
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llamado inmunoedicién del cancer detallado en la teoria de las 3 “E”-Eliminacién, Equilibrio y
Escape”- (Figura 1). El concepto de inmunoedicion fue propuesto y confirmado por Schreiber y
colaboradores en multiples trabajos, tomaron como modelo el sarcoma inducido por
metilcolantreno y demostraron que tumores derivados en ratones inmunocomprometidos (RAG-
27") son mas inmunogénicos que los tumores derivados en ratones inmunocompetentes, pues no

han sido editados por LT ni por NKs [40].
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Figura 1. Proceso de Inmunoediciéon y Teoria de las 3 “E”. Las células transformadas son reconocidas y
eliminadas por el sistema inmune, pero quedan en estado latente aquellas que no expresaban estas moléculas,
evitando ser reconocidas y eliminadas por el sistema inmune. Finalmente, estas células latentes escapan de la
presién inmune y proliferan, generando un microambiente inmunosupresor. Tomada y modificada de Schreiber, et
al., (2011). Imagen realizada con el software libre Biorender.

Fase | Eliminacion: El principio central de la inmunoedicion es que el reconocimiento de
antigenos tumorales por LT, entre otras poblaciones inmunes, conlleva a la eliminacion de las
células transformadas (Figura 1). Como evidencia de que el sistema inmune puede evitar el
crecimiento tumoral, se ha demostrado que ratones inmunodeficientes desarrollan mas tumores

gue ratones inmunocompetentes. En la fase de eliminacion, el primer paso es la generacién de
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sefiales de alarma que inducen la activacién de la respuesta inmune innata y adaptativa, como
las moléculas de peligro tipo calreticulina o HMGB-1 (Figura 1), ambas proteinas intracelulares
gue en momentos de estrés se expresan en la membrana o se secretan al medio extracelular,
activando células presentadoras de antigeno del sistema inmune innato, como DCs y Mg, que
se encargan de activar células efectoras como LT-CD8+ y NKs [41]. Los protagonistas de la
eliminacion de las células transformadas terminan siendo los LT-CD8+ que reconocen antigenos
tumorales presentados en el complejo mayor de histocompatibilidad tipo | y las células NK que
reconocen la pérdida de este en la superficie celular (teoria de la pérdida de lo propio); estos
tipos celulares secretan moléculas efectoras como los Interferones (IFN) tipo | (IFNa/B) v tipo Il
(IFNy), necesarios para la activacion de la respuesta inmune antitumoral, y median la muerte de
células tumorales por medio de moléculas citotoxicas como la perforina, TRAIL, y los receptores
Fas/FasL [42].

Fase Il Equilibrio: la teoria de las 3 “E” afirma que después de la eliminacion de la mayoria de las
células tumorales, sobreviven algunas en estado latente, las células que expresaban moléculas
de peligro y antigenos tumorales fueron eliminadas y quedan células que ya no las expresan, o
expresan otros tipo de moléculas de complejo mayor de histocompatibilidad no clasicas como
HLA-G (para no activar a las células NK), con lo que el tumor se vuelve menos inmunogénico, y
las células tumorales evolucionan para resistir el reconocimiento inmune e inducir
inmunosupresion (expresando ligandos de receptores inhibitorios tipo PD-L1). La fase de
equilibrio es un balance entre la actividad antitumoral y la secrecién de citoquinas protumorales
como la IL-10 y TGF-B [42].

Fase Il Escape: durante esta fase, el sistema inmune ya no puede contener el crecimiento
tumoral, las células tumorales evaden el reconocimiento inmune, pues ya no expresan MHC-I
con antigenos tumorales, ni moléculas de peligro que activen la respuesta. Por el contrario, el
ambiente se torna inmunosupresor, con la secrecion de citoquinas como la IL-10, el TGF-B y
factores angiogénicos como el VEGF y el M-CSF. Igualmente aumenta la expresion y secrecion
de moléculas tipo IDO, TDO, PD-L1, PD-L2, galectina 1/3/9, CD39 y CD73. En estas condiciones
incluso se reclutan poblaciones de células inmunes que ayudan al progreso tumoral Tregs, las
MDSCs y los M¢ asociados al tumor (TAMs). Este TME termina generando un fenotipo de
agotamiento en las poblaciones efectoras que antes eliminaron al tumor, el cual es reconocido

por la expresion de moléculas como PD-1, CTLA-4, Tim-3, y LAG-3 [42].
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3.3 Infiltrado inmune tumoral.

Una caracteristica fundamental del infiltrado inmune es que parece ser muy heterogéneo entre
los tipos de tumores y entre las subclasificaciones de tumores que varian de paciente a paciente.
Todas las poblaciones de células inmunes se pueden encontrar 0 no en el tumor, igualmente
varia la ubicacion (en el centro de las células tumorales o al margen) y la organizacion en
estructuras linfoides terciarias adyacentes, el hecho de que la localizacion varie sugiere que las
diferentes poblaciones pueden tener diferentes roles en el control del crecimiento tumoral. El
estudio de la presencia, localizacion y organizacion funcional de las poblaciones inmunes dentro
del tumor ha posibilitado la identificacion de marcadores beneficiosos o0 deletéreos para la

respuesta clinica de los pacientes [2].

Del estudio de la interaccion entre el sistema inmune y el tumor, se derivan diferentes
posibilidades no solo para tratar el cancer, sino también para clasificarlo. El estudio del infiltrado
permite definir variables inmunes como marcadores Utiles para diferenciar grupos de pacientes
segun su desenlace clinico y asi desarrollar diferentes aproximaciones para estratificar pacientes

y Sus tumores.

Como ya habia sido validado por el consorcio Immunoscore la presencia y alta densidad de
Linfocitos Infiltrantes de Tumor (TILs por sus siglas en inglés) se correlacionan positivamente con
un aumento en la sobrevida de pacientes con cancer colorrectal, pero en el trabajo publicado por
Halama y colaboradores, (2011) demostrd que en lesiones metastasicas de higado de pacientes
con cancer colorrectal hay asociacion entre los perfiles inmunes y la respuesta de estos a la
guimioterapia. En este trabajo se evalluo la infiltracion de LT CD3+ CD8+ Granzima B+ y se
definieron valores para clasificar a los pacientes con puntajes de infiltracion [0-4] donde a
mayores puntajes, mejor respuesta a la quimioterapia [43]. Otros investigadores se han
planteado validar algunas variables inmunolégicas como posibles factores pronéstico de la
sobrevida de pacientes con otros tipos de tumor, dentro de estos trabajos se enmarca el trabajo
de Dieu-Nosjean y colaboradores (2008) en el cual demuestran que estructuras linfoides
terciarias, que se forman en los pulmones de pacientes con cancer de células no pequefias, se

correlacionan positivamente con la respuesta clinica de los pacientes [44].

Para el cAncer de mama también se ha evaluado la importancia de la infiltracion de leucocitos en

los tumores, varios estudios han corroborado la importancia de evaluar los TILs como un factor
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pronédstico de la respuesta clinica a la NAC [5, 6, 45]. En la mayoria estos estudios se utiliza la
inmunohistoquimica para evaluar la presencia de los linfocitos y se correlaciona esta variable con
la respuesta clinica al tratamiento. Es importante resaltar que en todos estos estudios, solo se
evalla la poblacién de Linfocitos T, los cuales resultan ser de buen prondstico para las pacientes
con cancer de mama, pero no tienen en cuenta otro tipo de marcadores de otras poblaciones

celulares inmunes que pueden estar interviniendo en la inmunidad antitumoral.

Uruefia, et al., (2021) publicaron un trabajo completo sobre la caracterizacién del infiltrado
inmune en cancer de mama, describiendo poblaciones infiltrantes del tumor evaluadas por
inmunohistoquimica: TILs, CD3, CD4, CD8, CD20, CD68 y FoxP3, sin encontrar ninguna
diferencia significativa antes y después del tratamiento con NAC. En otros trabajos reportan la
disminucion de Tregs (Foxp3+) [46-54]. Garcia-Martinez, et al., (2014) reporta ademas una
diminucién en respuesta a las NAC de poblaciones de LB y M¢$-M2 [55]. Hornychova, et al.,
(2008) también reporta una disminucion de los M¢$-M2 y un aumento de NKs y DCs

estromales[56].

3.4 Inmunosupresiéon en el microambiente tumoral

La respuesta inmune en el desarrollo del cancer es dindmica, como ya se mencioné previamente
la inmunovigilancia del tumor permite en muchas ocasiones su erradicacion, sin embargo, el
sistema inmune también facilita el crecimiento tumoral a través de la inflamacién crénica, y la
expresion de receptores inhibitorios [57]. Los LT son esenciales para montar una efectiva
respuesta antitumoral, pero el TME impacta la funcién y el fenotipo de los LT, lo que puede
conducir a células con caracteristicas de anergia, agotamiento y/o senescencia [31]. Los LT
anérgicos, son células con reducida expresion de moléculas co-estimuladoras y alta sefializacion
co-inhibitoria, no responden a la activacién y expresan limitada cantidad de IL-2. Los LT
agotados, son células efectoras que han perdido su funcién y la expresion de citocinas, debido a
la estimulacion constante, y expresan varios receptores reguladores. Y las células T
senescentes, son células terminalmente diferenciadas con disminucion en la expresion de CD28
y TCR [31].

Cuando un LT entra en agotamiento, su estado transcripcional cambia y su funcién efectora se
pierde, por ejemplo, los TILs no controlan eficientemente el crecimiento tumoral, pues han

perdido su capacidad efectora por la presentacion antigénica crénica en el TME [58, 59]. Dentro
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de estas células se ha demostrado la pérdida de la actividad citotdxica, el potencial proliferativo,
y la sobre expresion de Receptores Inhibitorios (RIs) como son PD-1, CTLA-4, LAG-3, TIM-3, y
la baja secrecion de citoquinas como IL-2, IFN-y y TNF-a. Este fenotipo se ve acompafiado de
una baja tasa transcripcional de los receptores para IL-7 e IL-15 y de moléculas como Lck y
NFATc, involucradas en la sefalizacién del TCR [58-60]. El agotamiento celular resultado de la
estimulacion antigénica crénica y la deficiente co-estimulaciobn generan LT con perfiles

epigéneticos y transcripcionales alterados [31]

Cuando un LT empieza a expresar RI, su estado transcripcional cambia y su funcién efectora se
pierde. Este fenotipo ha sido ampliamente demostrado en condiciones donde los antigenos son
presentados de manera crénica sin la adecuada activacion del LT, como ocurre tipicamente en
infecciones virales cronicas con Citomegalovirus o Epstein Barr, pero también en el
microambiente tumoral [60]. Los RI son una familia muy heterogénea de moléculas que median
la regulacion negativa por diferentes mecanismos moleculares, desde el secuestro de ligandos
de receptores co-estimuladores, la mediacion de la muerte celular y la regulacion al alta de genes
inhibitorios por medio del uso de motivos ITIMS [61]. En pacientes con cancer de mama se ha
relacionado la expresion de PD-1 con la baja produccion de IL-2, posiblemente generado por la
defectuosa sefalizacién a través del TCR y la molécula co-estimuladora CD28 [62]. Estos
estudios sugieren que las células tumorales median este mecanismo por medio de la
sobreexpresion de PD-L1, por lo cual se ha asociado la expresion de esta proteina en las células

tumorales a un pobre prondstico de la enfermedad.

Una adecuada respuesta de la inmunovigilancia sobre las células tumorales se refleja en la
capacidad citotoxica de LT-CD8* y la capacidad colaboradora de LT-CD4*, los cuales posterior
a la presentacién adecuada del antigeno, se deben diferenciar a partir de una poblacion virgen a
células efectoras que producen citoquinas como IFN-y y TNF-a. Durante el proceso de
diferenciacion, deben pasar por un fenotipo de células de memoria capaces de responder de
manera eficiente ante un nuevo reto antigénico. La activacion temprana de LT es evidenciable
por varios fenébmenos conocidos como el aumento en la frecuencia del recambio del TCR
(internalizacion del TCR) [63] y la expresion de moléculas como CD25, CD69 y CD40L [64].

En primer lugar, el proceso de recambio del TCR regula el proceso de activacion de las células

T, este proceso de reciclaje incluye a la mayoria de los elementos que hacen parte del complejo
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TCR/CD3/Cadena g, evitando nuevas interacciones del TCR con el complejo MHC/péptido en la
APC. Por otro lado, el CD25 es la cadena a del receptor de IL-2 que al ser estimulado facilita la
proliferacion y diferenciacion de las células estimuladas mediante diferentes vias de sefializacion
(STATS5, SOS/ERK y PI3K/AKT). Finalmente, la expresiéon deCD40L es fundamental para la
activacion de CD40 en las APC con el fin de inducir la produccion de IL-12 necesaria para la
sintesis de IFN-y por parte de los LT [64]. En pacientes con cancer de mama, la tasa de recambio
del TCR y de las moleculas asociadas es muy baja, al igual que la expresion de CD40L en
respuesta a estimulos anti-CD3/CD28/CD2. En el compartimiento de APC las DCs secretan muy
baja cantidad de IL-12 y tienen una muy baja expresion de CD83 en respuesta a citoquinas pro-

inflamatorias.

3.5. Importancia del estudio de la composicion inmune del
microambiente tumoral.
El microambiente inmune tumoral (TIME) se ha descrito como un actor determinante en el
pronostico de los pacientes con cancer, pues algunas poblaciones inmunes, como los linfocitos
T CD8+ efectores y de memoria, mejoran la respuesta clinica a los tratamientos antitumorales,
mientras otras poblaciones como los Tregs y las células mieloides supresoras (MDSCSs)
contribuyen a la progresién tumoral. Puntualmente, en los tumores de cancer de mama se ha
demostrado que la expresion en células NO tumorales de ciertos genes de vias proliferativas
como la topoisomerasa lla, el CDC2 y el antigeno proliferativo nuclear se correlacionan con una
baja tasa de metastasis [65]. Adicionalmente, otros trabajos definieron que un fenotipo con una
poblacion Thl activada, y secrecion de TGF-B regulada a la baja se correlaciona con un
pronéstico favorable en pacientes con cancer de mama [66], otros estudios han corroborado
estos resultados, demostrando que hay una correlacién positiva entre una mejor respuesta clinica
y la expresion de genes distintivos de un fenotipo Thl como IL-12, IFNy, e IL2, mientras que si
se evallan genes de una respuesta Th2 como la IL-13 y el TGFB, estos suprimen la actividad

antitumoral de las células Th1l [66].

Las poblaciones que clasicamente se han descrito como reguladoras, no parecen tener efecto
beneficioso, sino méas bien deletéreo para la respuesta antitumoral, pues promueven un

microambiente antiinflamatorio y disminuyen la actividad de linfocitos efectores. Un estudio
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demostrd una correlacion entre mayor nimero de Tregs y un estado avanzado de la enfermedad

y un peor prongstico en cancer de mama [67].

3.6. Efecto de la quimioterapia neoadyuvante (NAC) en las
células tumorales

La quimioterapia es un tratamiento inmunosupresor, aunque puede ayudar a la activacion del
sistema inmune porque induce muerte celular inmunogénica (MCI) en las células tumorales, las
cuales emiten sefiales de peligro estimulando la respuesta inmune. La produccién de Interferones
de tipo | (IFNs-I) por células tumorales, inducida por Antraciclinas, ayudan al reconocimiento de
estas células y a la activacion de células presentadoras de antigeno y LT [16]. De esta manera,
los medicamentos como Cisplatino, Etopdsido, Paclitaxel, Topotecan y Vinblastina también
estimulan a las células tumorales para producir IFNs-I que favorecen la maduracién de las DCs,
y en Ultima instancia, mejoran las respuestas de LT contra los tumores. Los IFNs-I estimulan la
expresion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés) clase | por
las células tumorales [16] y las células del estroma [17] lo que permite su reconocimiento por LT
citotoxicos. Vale la pena mencionar, que la expresion de las moléculas de MHC-1 también puede
ser estimulada en el tumor después del tratamiento con los agentes quimioterapéuticos como
Ciclofosfamida, Oxaliplatino o Gemcitabina [10] que mejoran la inmunogenicidad de las células
tumorales, y por lo tanto, su control eficiente por LT. Por otro lado, se ha demostrado que la
radiacibn gamma aumenta la expresién de antigenos tumorales [18] pues genera estrés del
Reticulo Endoplasmatico (ER) y con esto, la presentacion de péptidos abortivos en moléculas
del MHC-I [68].

Con la quimioterapia y la radioterapia se intenta producir toxicidad directa sobre el tumor donde
el farmaco genera MCI y un microambiente inflamatorio que atrae APCs, las cuales fagocitan las
células tumorales muertas y presentan antigenos una vez migren a nddulos linfaticos al
encuentro con LT. Para que las células tumorales sean fagocitadas, es necesario que las células
mueran por apoptosis y no por necrosis [11], la muerte por apoptosis de células tumorales ha
sido demostrada en el tratamiento con antraciclinas [12-14]. Algunos estudios han demostrado
gue el tratamiento con Doxorrubicina incrementa la inmunogenicidad de células tumorales, lo que

ayuda a que estas confieran inmunidad citotoxica especifica [12-14, 19, 69-71].
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Algunas caracteristicas de la MCI es la traslocacion de moléculas intracelulares a la membrana
plasmatica, como la Calreticulina (CRT, chaperona del RE asociada a la homeostasis del Ca*?y
a la presentacién de péptidos en el MHC) y la fosfatidilserina, la cual en una célula viable se
encuentra hacia el lado intracelular de la membrana plasmética. Estas actiGan como una sefal
para las DCs, que facilitan la fagocitosis y aumentan el procesamiento y la presentacion de
antigenos tumorales a los LT [72-75]. En experimentos con células de cancer de colon murino y
fibrosarcoma tratadas con antraciclinas o radiacion ionizante se encontr6 traslocacion del 5-10%
del contenido de CRT desde el ER hacia la superficie celular [75]. La traslocacion de CRT estuvo
acompafada de la expresion de ERp57 formando un complejo proteico en la superficie como
indicador de estrés de ER; este proceso de traslocacion no ocurri6 en muerte celular no

inmunogénica como la necrosis [76, 77].

3.7. Microambiente inmune Tumoral en Cancer de Mama en
Respuesta a la NAC
Los estudios de poblaciones celulares y su distribucién dentro del estroma tumoral en cancer de
mama muestran un microambiente tumoral altamente supresor se caracteriza por un alto nimero
de: (i) células T Reguladoras (Tregs: CD4+, CD25"" CD127"°% y FoxP3 +); (ii) macrofagos o
células granulociticas mal diferenciadas (Lin-1-°", HLA-DR"*%, CD33"9" y CD11b"9" (MDSCs);
(i) Células dendriticas (DCs) tolerogénicas que expresan PD-L2, baja expresion de CD80, CD83
y CD86 (requerido para la co-estimulacién de células T) y producciéon deficiente de IL-12 (una

citoquina clave para la actividad antitumoral de LT y células NK)

La frecuencia de células Tregs que infiltran los tumores de pacientes con cancer de mama podria
predecir la respuesta al tratamiento con NAC y la probabilidad de estas pacientes de recaer a
largo plazo. Antes del tratamiento se ha documentado que las Tregs son activadas por DCs
tolerogénicas dentro de los infiltrados linfoides en la zona marginal, pero no en el lecho tumoral
cerca de las células T CD3+ [78]. Las Tregs son reclutadas a las lesiones neopléasicas por la
expresion de CCL22 y CCR4 en células tumorales, la cual se induce mediante la secrecion de

IFN-y por NKs y la secrecion de IL-1B y TNF-a por monocitos [79].

En particular, los cambios en la relacion intratumoral LT-CD8+/Tregs durante la NAC recuperan
la vigilancia del sistema inmune al tumor, el aumento en el nimero de LT-CD8+ después de un

solo ciclo de NAC con antraciclinas predice la respuesta clinica del tumor a todo el régimen
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guimioterapéutico (seis ciclos) [49, 80] y mas recientemente, varios grupos de investigadores han
demostrado la importancia de la relacion LT-CD8+/Tregs para predecir respuestas del
tratamiento a la NAC del cancer de mama agresivo [81]. De forma similar, DeNardo y sus colegas
demuestran que la infiltracion de las lesiones primarias de cancer de mama por células CD68|°"
(macréfagos y DCs plasmacitoides) se asocia positivamente con la supervivencia sin recaidas y
gue la NAC puede reprogramar el microambiente tumoral a uno que fomenta la inmunidad
antitumoral [82]. Demaria et al. demostraron que la NAC basada en Paclitaxel en pacientes con
cancer de mama incrementa la frecuencia de TILs detectables por inmunohistoquimica en
pacientes que respondieron a la quimioterapia [83]. Desde entonces, el valor prondstico de los
recuentos de linfocitos T CD8+ que infiltran el tumor en pacientes con cancer de mama ha sido
confirmado por Mahmoud [67] y por otros [84, 85]. La evidencia acumulada indica que la NAC
estimula la infiltracion de los tumores de cdncer de mama por las células linfoides y que expresan
Granzima B al mismo tiempo que aumenta la proporcién intratumoral de LT-CD8+ a Tregs [86].
Igualmente, se encontré que la infiltracion de tumores de cancer de mama por LT-CD4 foliculares
(Tfh) productoras de CXCL13, es un predictor de supervivencia y de respuesta a la NAC. [34],
[87]. Finalmente, en una cohorte de mujeres con cancer de mama se demostré que la falta de
expresion de marcadores de autofagia (LC3B) y muerte celular inmunogénica (HMGB1) tiene un

mal prondstico y una baja tasa de respuesta a la NAC.

En conjunto, estos resultados indican que las respuestas inmunitarias provocadas por la NAC
son en gran parte responsables de la erradicacion del tumor. Hasta ahora, para evaluar el
impacto de la NAC en la inmunomodulacién de DCs, LTs, MDSCs y Tregs, los estudios clasicos
de IHC han sido fundamentales, sin embargo, estos métodos tienen una resolucién limitada para
descifrar la complejidad de las interacciones celulares. La buena noticia es que herramientas
modernas, como la Inmunohistoquimica Multiparamétrica, tienen suficiente resoluciéon para
disgregar la compleja arquitectura histopatolégica de las muestras tumorales y analizar la
localizacion intratumoral precisa de diferentes poblaciones celulares dentro del tumor [88, 89]
[90-93].
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3.8. Inmunohistoquimica multiparamétrica secuencial sobre
una solalamina.
La inmunohistoquimica es una técnica enzimatica que se basa en el reconocimiento antigeno
anticuerpo para identificar moléculas (en su mayoria proteinas) presentes en tejidos que se han
preservado con parafina. Esta técnica se ha vuelto de vital importancia en la clinica, vy
puntualmente en oncologia, pues permite la clasificacion de tumores segun la expresion de
marcadores. La importancia de esta técnica subyace en que no solo revela informacion de
presencia del marcador de interés, sino que también permite describir la distribucién de este en
el tejido evaluado. Para los tumores de cancer de mama las pruebas de inmunohistoquimica mas
comunes son para la evaluaciéon de la expresién de los receptores de estrégenos, progestagenos
y del oncogén HER2/neu, igualmente en algunas pacientes también se utiliza la marcacién con
Ki-67 para evaluar la capacidad proliferativa de las células tumorales. En el 2016, Remark y
colaboradores [23] describieron una forma de realizar inmunohistoquimica secuencial sobre una
misma lamina con hasta 10 marcadores distintos, con el fin de optimizar el analisis de lesiones
cancerosas con alta resolucion, a esta técnica la llaman “Inmunohistoquimica multiparamétrica
secuencial sobre una sola lamina” (MICSSS por sus siglas en inglés). En esta técnica se utilizan
secciones de tejido embebido en parafina de 3-5um, los cuales tifien, escanean, y destifien para
caracterizar paneles de diferentes marcadores en una sola lamina, posteriormente, las imagenes
son procesadas en un software de paisajismo lo que permite mapear y analizar la complejidad

del microambiente tumoral.

3.9. Respuesta al tratamiento antitumoral con quimioterapia
neoadyuvante (NAC)
La quimioterapia neoadyuvante es la primera linea de tratamiento para las mujeres con cancer
de mama con enfermedad local avanzada. Los regimenes de quimioterapia neoadyuvante se
componen tradicionalmente de una antraciclina (Doxorrubicina) en combinacién o administrada
secuencialmente con taxanos (Paclitaxel o Docetaxel). Los regimenes basados en antraciclinas
también suelen incluir Ciclofosfamida [94]. En pacientes con tumores grandes la quimioterapia
logra reducir el tamafio tumoral la mayoria de las veces, mejorando la sobrevida de las pacientes,
a la vez que aumenta las posibilidades en un 50% de tener cirugias conservadoras, en lugar de

mastectomias radicales [95].
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En los tumores de mama se debe hacer marcacién pre-quimioterapia, para que en el momento
de la cirugia sea claro donde estaba el tumor, pues en la mayoria de las pacientes la regresion
tumoral es clara y en muchos casos el tumor puede incluso desaparecer por completo;
adicionalmente, aquellas pacientes con tumores que no logran responder a la quimioterapia,
usualmente van directo a cirugia para evitar la toxicidad con un tratamiento que no da respuesta

clinica y suelen tener peor prondstico que aquellas pacientes con tumores que si responden [94].

Ensayos clinicos que evallan la quimioterapia neoadyuvante en subgrupos sugieren que el grado
de tumor y la edad pueden identificar poblaciones de pacientes que tienen un mayor beneficio
de la quimioterapia neoadyuvante [96]. Igualmente, estos estudios sugieren que la tasa de
respuesta en pacientes con cancer de mama triple negativo es mayor al resto de los subtipos
moleculares. Sin embargo, el resto de subtipos moleculares tienen mayores alternativas
terapéuticas cuando hay resistencia a la quimioterapia, como son la hormonoterapia
(Tamoxifeno), y la terapia dirigida contra HER2 (Trastuzumab) [96]. Es importante seguir
buscando marcadores que permitan mejorar la respuesta de los tumores de cancer de mama a

quimioterapia y demds tratamientos adyuvantes.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

i) ¢, Cual es la contextura y la distribucion de los leucocitos que estan infiltrando los
tumores de cancer de mama?
i) ¢ Esta la quimioterapia con el esquema A/C estimulando la infiltracion del tumor por

células inmunes?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Monitorear la contextura inmunoldgica del tumor antes y después de la quimioterapia en

un grupo de pacientes con cancer de mama.

5.2. Objetivos especificos:

1. Estandarizar el proceso de inmunohistoquimica secuencial para la marcacion de biopsias
tumorales.

2. Monitorear la presencia, localizaciébn y organizacion de las poblaciones inmunes
infiltrantes de tumor antes y después de la quimioterapia.

3. Identificar si existen correlaciones entre la presencia de las poblaciones inmunes

infiltrantes de tumor y la respuesta clinica de las pacientes al tratamiento.
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6. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos propuestos en este trabajo de investigacién, se realizaron cinco
actividades. La primera correspondio al primer objetivo especifico Estandarizar el proceso de
inmunohistoquimica secuencial para la marcacién biopsias tumorales. Esta actividad se realizd
utilizando laminas de amigdala, érganos linfoides secundarios en los cuales se encuentran las
poblaciones inmunes a evaluar: CD45, CD68, CD20, CD3, CD8 y Pankeratinas (marcacion de

células de origen epitelial) (Figura 2).

Objetivo 1:

Objetivo 2: <

Objetivo 3:

Figura 2. Esquema metodolégico. Actividades realizadas para responder a los tres objetivos especificos.

Para responder al segundo objetivo especifico Monitorear la presencia, localizacién y
organizacion de las poblaciones inmunes infiltrantes de tumor antes y después de la
guimioterapia, realizamos tres aproximaciones metodolégicas. La primera, una revision
sistematica para sintetizar la evidencia previamente publicada. La segunda, un estudio
descriptivo con muestras de pacientes con tumores de mama, el cual fue aprobado por el comité
de ética del Instituto Nacional de Cancerologia, y realizado entre esta entidad y la Universidad
Nacional de Colombia. La tercera actividad correspondio al analisis de datos de transcriptoma
libres tomados del articulo Hee Park, et al., 2020 [97], los cuales reposan en el European Genome
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- Phenome Archive EGA — bajo el codigo acceso GSE123845. Es importante mencionar que
estos datos corresponden Unicamente al transcriptoma del tumor en diferentes momentos antes
y después del tratamiento y no se accedid a datos personales ni confidenciales de las pacientes
(Figura 2).

Por ultimo, y con la intencion de responder al objetivo tres Identificar si existen correlaciones
entre la presencia de las poblaciones inmunes infiltrantes de tumor y la respuesta clinica de las
pacientes al tratamiento se realizé una tabla de datos con las variables de desenlace clinico de
las pacientes y los puntajes de las marcaciones de inmunohistoquimica antes y después de la
NAC (Figura 2). Con esta tabla realizamos analisis de componentes principales, con el programa
estadistico SPSS el cual reduce el nimero de variables que describen la varianza de las
muestras y nos permite evaluar correlaciones entre la respuesta clinica de las pacientes y el

cambio del infiltrado inmune [98]

6.1. Estandarizacion de la técnica de Inmunohistoquimica secuencial
sobre lamina Gnica (ISSLU) en cortes de amigdala

Para la estandarizacién de la técnica de inmunohistoquimica secuencial, se siguieron los

protocolos publicados en [23, 24] en cortes de amigdala, pues al ser un tejido linfoide terciario,

se utiliza como un tejido control para evaluar las poblaciones descritas en la Tabla 1. Con este

protocolo también se marcaron las muestras de biopsias y especimenes quirtrgicos de cancer

de mama, actividad que responde al objetivo 2.

Marcacién primaria

El primer paso para desparafinar las laminas de tejido fue incubarlas en el bafio serolégico a
60°C dos horas, y posteriormente pasarlas por Xileno (10 minutos, dos veces). Para rehidratar
el tejido, se pasaron las laminas por concentraciones decrecientes de etanol: etanol al 96% (10
minutos), etanol al 70% (10 minutos), etanol al 50% (10 minutos), y agua MilliQ (5 minutos). Las
laminas se incubaron en buffer de recuperacion antigénica de EDTA a pH9 (ref. S236884-Dako)
usando calor humedo en el bafio serolégico a 90°C por 30 minutos. Y se recibieron en wash

buffer 1X, de aqui en adelante todos los lavados se hicieron con este buffer (ref. S300685-Dako).



40 Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en pacientes con cancer de mama

Se bloqued la peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno al 3% en metanol. Se lavaron las
laminas y se rodeo el tejido con una barrera hidrofébica con el DakoPen (ref. S200230-Dako).
Se bloquearon los sitios de union inespecifica de proteinas con solucién bloqueadora libre de
suero (ref. X090930-Dako) y se colocaron las laminas en una caja con fondo falso y agua en el
fondo para hacer un ambiente humedo. Se agrego el anticuerpo primario (Ver tabla 1) y se dej6
incubando una hora. Cuando se debia diluir el anticuerpo, se utilizé el diluyente de anticuerpos
(ref. S080983-2-Dako). Se lavo el tejido y se agregd el anticuerpo secundario (ref. K406189-
Dako), dejandolo incubar por 30 minutos.

Para el revelado, se utilizé el sustrato AEC (ref. SK-4200-Vector), pues este es soluble en etanol
y se puede retirar para las marcaciones posteriores. Se preparoé la solucion del sustrato en agua
milliQ de acuerdo al kit y se agreg6 a la lamina dejando incubar por 20 minutos. Se lavaron las
laminas en agua milliQ y se contramarcaron con hematoxilina y agua amoniacal, para ver la
morfologia tisular. Por Gltimo, se lavd con agua y se colocd la laminilla con glicerina para proteger
el tejido. Se tomaron las fotos en los hotspots de marcacion. Para guardar las laminas para

marcaciones posteriores se dejaron en la nevera a 4°C.

Anticuerpo | Referencia Clon Especie Concentracion Poblacién

CD68+ M087629 PG-M1 Ratén 1:50 Macréfagos

CD45+ 1IS75130 2B11+PD7/2 Raton RTU Leucocitos

CD20+ 1IS60430 L26 Ratén RTU Linfocitos B

CD3+ A045229 Policlonal Conejo 1:50 Linfocitos T

CD8+ M7103 C8/144B Ratén RTU Linfocitos T- Citotoxicos
Pankeratinas M3515 AE1/AE3 Ratén RTU Células tumorales
Secundario K406189 Anti-Raton Cabra RTU NA

Anti-Conejo

Tabla 1. Listado de anticuerpos utilizados. Anticuerpos que se estandarizaron en laminas de amigdala y se
utilizaron para evaluar el infiltrado tumoral en biopsias y especimenes quirtrgicos de cancer de mama. Todos los
anticuerpos son marca Dako y estan estandarizados y validados para el diagnéstico clinico.

Marcaciones posteriores sobre la misma lamina

Para marcar con un nuevo anticuerpo la lamina, se realizé el desmontaje de la laminilla,
incubando las laminas en agua MilliQ por 15 minutos a 60°C en bafio serologico. Posteriormente

se pasaron las laminas por etanol al 50% (5 minutos), etanol al 70% con 1% de HCI (5 minutos),
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etanol al 96% (5 minutos), etanol al 70% (5 minutos), etanol al 50% (5 minutos) y agua MilliQ (5
minutos). Las laminas se incubaron en buffer de recuperacion antigénica de EDTA a pH9 (ref.

S236884-Dako) usando calor humedo en el bafio seroldgico a 90°C por 20 minutos.

Se recibieron en wash buffer 1X, se bloqued le peroxidasa endégena con peréxido de hidrogeno
al 3% en metanol. Se lavaron las laminas y se rode6 el tejido con una barrera hidrofébica con el
DakoPen. Se bloguearon los sitios de union inespecifica de proteinas solucién bloqueadora libre
de suero, y se adicion6 un paso adicional de blogueo de proteinas con PBS+SFB al 5%. De aqui

en adelante se siguieron los mismos pasos de la marcacién inicial.

6.2. Revision sistematica

Se realiz6 una revision sistematica siguiendo el método PRISMA para el reporte y disefio de
items para revisiones sistematicas y metaanalisis. Esta revision se realizé con otros integrantes
del grupo de Inmunologia y Medicina Traslacional y fue sometida a la revista PloS. El protocolo
del estudio se registr6 en PROSPERO (ldentificacion del protocolo: CRD42021243784 el
29/06/2021). Se buscéd sistematicamente las bases de datos Pubmed/MEDLINE, EMBASE,
CENTRAL y BVS con una fecha de corte de 11 de junio del 2022. La estrategia de busqueda
(Anexo 1) incluyo términos MeSH y DeCS con los respectivos términos entrada. Se buscaron
articulos en inglés y espafiol, sin embargo, todos los articulos incluidos estaban en inglés. Se
usaron filtros avanzados para eliminar revisiones y estudios en animales. Se incluyeron estudios
en pacientes con cancer de mama diagnosticado por evidencia patolégica que solo recibieron
quimioterapia neoadyuvante como primera linea de tratamiento. Se excluyeron los estudios en
los que el cancer de mama no era el tumor primario o los estudios con pacientes que recibian

una terapia neoadyuvante diferente a la quimioterapia (terapia hormonal, inmunoterapia, etc.).

En caso de presentarse conflictos o desacuerdos sobre la elegibilidad de estudios, la decisién
final se resolvié por consenso. Finalmente, 32 articulos cumplieron con todos los criterios de
elegibilidad y fueron incluidos para la sintesis cualitativa. Las razones de exclusion de los
articulos pueden ser consultadas en el Anexo 2. Para facilitar la extracciébn, manejo y

almacenamiento de datos cualitativos y cuantitativos se crearon tablas de Excel.

En el estudio se tom6 como base para la evaluacion del riesgo de sesgo la herramienta de

evaluacion de calidad del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) para estudios
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antes y después (Pre-Post) sin grupo de control, a la cual se le realizé una modificacion anexando
a la misma otros criterios que incluyeron: i) Se describe claramente si el protocolo fue aprobado
por un comité de ética, o si las pacientes firmaron un consentimiento informado, ii) Se describen
los anticuerpos, clones y marcas comerciales utilizados para el establecimiento de los
marcadores, iii) Se describen claramente los analisis del transcriptoma empleados en los

articulos que este criterio aplique y iv) Se presentan los resultados de los estudios de forma clara.

Esta tabla de riesgo de sesgo modificada tuvo 3 instancias de revision independientes: Primero
fue evaluada por la persona responsable de la extraccion de los datos. En segunda instancia fue
evaluada por un supervisor y como Ultima instancia conté con el aval de un revisor
adicional. Cualquier discrepancia en la adjudicacion de los puntajes de evaluacion por los 3

revisores independientes se resolvié por consenso general.

Los datos extraidos corresponden al infiltrado inmune en tumores de cancer de mama antes y
después de la NAC. Cuando estaban disponibles, se extrajeron los datos demogréficos y clinicos
de los pacientes como la edad, las caracteristicas de progresion tumoral y el esquema de
guimioterapia neoadyuvante. Los efectos de las medidas corresponden a la respuesta patoldgica
y datos de supervivencia de los pacientes. Para el manejo de los datos no reportados o faltantes,
los autores de correspondencia y el autor principal fueron contactados electronicamente,
solicitando la informacion en crudo de los estudios. En el caso de no obtener respuesta en el
lapso de dos semanas, los datos fueron extraidos usando el gestor grafico Graph Grabber que
permite la interpretacion cuantitativa de las Figuras presentes en los articulos. Se separaron los
resultados en los siguientes dominios: (i) marcadores celulares como: CD3, CD4, CD8, CD68,
CD66b, CD163, CD20, FOXP3 CD56, CD83, CDla y TILs. (ii) marcadores moleculares como:
PD-1, PD-L1, CTLA4, LAGS3, IL-1, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IFN-y, TGF-B y OX40. Cuando estaban
disponibles, los parametros clinicos respecto a la progresion de la enfermedad y la respuesta

patolégica asociada al cambio en la infiltracién pos-quimioterapia fueron extraidos.

Nueve articulos tenian los datos necesarios para realizar metaanalisis. Esta informacién se
sintetizod en forest plots. Se realiz6 una descripcion cualitativa de los trabajos restantes y se

presenté de forma narrativa utilizando tablas.

Las medidas de efecto analizadas correspondieron a la media de los conteos del infiltrado celular

junto con su respectiva desviacion estandar. Estos parametros fueron utilizados para el calculo
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de la media estandarizada (ME) y la diferencia de medias estandarizadas (DME) antes y después
de la NAC. Se realizo el calculo del estimador del efecto con un intervalo del 95% de confianza
para cada comparacién. La ponderacion se realizé a través del método de varianza inversa. Los
efectos se resumieron en el metaandlisis de efectos aleatorios. El tamafio del efecto y los
intervalos de confianza se presentaron en forest plots. Se utiliz6 el software RevMan v.5.4 para

la realizacion de metaanalisis.

6.3. Disefio del estudio Instituto Nacional de Cancerologia

Este proyecto de investigacion fue un estudio descriptivo experimental, que tuvo como objetivo
realizar una comparacion del TIME en pacientes con cancer de mama antes y después del
tratamiento de quimioterapia neoadyuvante con el esquema A/C. Por ser un estudio descriptivo,
en el cual se plantea un seguimiento en la linea del tiempo a los cambios en el infiltrado inmune,
no se intervinieron a las pacientes con tratamientos por fuera de los recomendados por su médico
tratante. Este proyecto fue aprobado por el comité de ética e investigacion del Instituto Nacional
de Cancerologia (INC) en el Acta No. 043 del afio 2018.

Andlisis de respuesta clinica: Los criterios mas utilizados para la evaluacion clinica de pacientes

con céncer son la reducciéon del tamafio tumoral y el seguimiento de la progresion de la
enfermedad. Para este tipo de andlisis se tuvo como guia el esquema de evaluacién de la
respuesta en tumores sdélidos RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) [99]. Sin
embargo, se utilizaron los elementos diagnésticos de cada paciente que estuvieran disponibles,

mas no se le solicitaron exdmenes adicionales.

Recoleccién y procesamiento de datos: Se realizé una base de datos, con toda la informacion,

tanto clinica (consignada en la historia clinica de las pacientes) como la informacion
experimental. A partir de la base de datos se realizaran las consultas necesarias para generar

las tablas y gréaficas con los resultados para su posterior andlisis estadistico.
La informacion que se almacend fue la siguiente:

¢ Datos de identificacion y socio-demogréficos: Codigo de la participante, edad, estadificacion

del tumor, TNM, expresion de HER-2/neu, receptores de estrégeno y progestagenos, area
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tumoral en mm? prequimioterapia y posquimioterapia (multiplicacién de los dos diametros
mayores por ecografia de diagnéstico y seguimiento o medicién por patélogo).

¢ Resultados de Inmunohistoquimica (antes y después de la quimioterapia): puntajes de
marcacion en las diferentes poblaciones de células inmunes, evaluacion de la localizacion y

agrupacion de las poblaciones celulares.

Tamario de la muestra: En este estudio se establecié un tamafio de muestra no probabilistica por
conveniencia de 5 pacientes en dos puntos de tiempo antes y después de la quimioterapia. Los
analisis estadisticos fueron comparacion de medias (datos pareados pre y posquimioterapia) a
partir de los puntajes de dichos marcadores de cada uno de los tipos celulares. Se incluyeron 10
pacientes, sin embargo, solo se lograron tener datos pareados de cinco, las otras cinco pacientes

tienen alguna de las dos muestras (pre 0 pos).

Hipdtesis operativa: La guimioterapia neoadyuvante con el esquema A/C aumenta la infiltracion

de los tumores por poblaciones de células inmunes al inducir muerte celular inmunogénica en las

células tumorales.

Procedimiento para la toma del consentimiento informado vy de las muestras:

e Verificacién y obtencion de datos de contacto de pacientes que deseen participar en el
estudio.

e Presentacion del consentimiento informado y respuesta a cualquier duda al respecto.

e Obtencion del consentimiento informado firmado tanto por el participante y dos testigos.

e Obtencion de las muestras antes y después del tratamiento.

Grupo de estudio

Pacientes: Se incluirdn mujeres mayores de edad con cancer de mama de tipo ductal invasivo o
lobulillar, que sean candidatas a quimioterapia primaria con esquema A/C (Doxorrubicina y
Ciclofosfamida), sin otras enfermedades malignas concomitantes. Las pacientes seran invitadas

a participar gracias a la colaboracién del Instituto Nacional de Cancerologia.

Criterios de inclusion

e Mujeres mayores de edad.
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e Pacientes a quienes histolégicamente se les haya confirmado carcinoma primario de
mama de tipo ductal infiltrante o lobulillar.

e Pacientes que en el momento de su evaluacion presenten un cancer de mama con
clasificacion TNM: IIA, 1IB, IlIA o 1lIB; quienes como primera linea de manejo se les
formule quimioterapia neoadyuvante con Doxorrubicina y Ciclofosfamida por un minimo
de 3 ciclos (esquema A/C).

¢ Indice de Karnofsky superior al 70% 0 ECOG 0 - 1

e Aceptacion voluntaria del consentimiento informado.

Criterios de exclusion

e Pacientes que hayan recibido algun tipo de terapia como tratamiento a su patologia
tumoral (radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia o terapia génica).

e Pacientes con sarcomas mamarios, linfomas mamarios, sarcomas metaplasicos y
coloides.

o Enfermedad autoinmune activa requiriendo tratamiento o historia de enfermedad
autoinmune, que podria ser exacerbada por el tratamiento. Pueden incluirse pacientes
con enfermedad endocrina controlada por terapia de reemplazo, incluyendo enfermedad
tiroidea, enfermedad adrenal y vitiligo.

¢ Evidencia de unainfeccién crénica o aguda, como VIH, hepatitis viral o tuberculosis, antes
o después de la firma del consentimiento informado.

e Uso de inmunosupresores dentro de las 4 semanas anteriores al ensayo (p. €j.
corticosteroides), como azatioprina, prednisona o ciclosporina A. Puede aceptarse el uso
de esteroides locales (tépico, nasal o inhalado).

e Cardiomiopatia clinicamente significativa, la cual requiera tratamiento.

e Pacientes esplenectomizadas.

e Pacientes que no reciban el esquema de quimioterapia neoadyuvante con Doxorrubicina

y Ciclofosfamida por tres ciclos.

Todas las participantes que aceptaron participar en el estudio firmaron un formato de
consentimiento informado donde se le explicaba que su participacion en el estudio incluye el
acceso a la biopsia del tumor y al espécimen quirdrgico y recibieron una copia del mismo. Las

muestras fueron identificadas por el codigo Unico asignado por el departamento de patologia del
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INC. Eltransporte de las muestras estuvo a cargo exclusivamente de la estudiante Manuela Llano
Ledn. El embalaje y transporte se realizé basados en la Norma Técnica Colombiana (NTC) 4702-
6 de 1999 del ministerio de transporte. El transporte de las muestras se hizo a temperatura

ambiente.

6.3.1. Procedimientos experimentales

Muestras de tejido: Se revisaron las laminas de hematoxilina & eosina del tejido correspondientes

a cada bloque del tumor para evaluar la morfologia del tejido, ver en cuales bloques quedaba
tejido tumoral y escoger de cuales bloques sacar laminas para la marcacién con
inmunohistoquimica, con la ayuda de un residente en patologia. Las laminas de amigdala fueron
una generosa contribucién de los docentes de patologia de la facultad de Medicina. Los cortes
se realizaron en el laboratorio de patologia interfacultades gracias a la colaboracion con el
departamento de Patologia de la Facultad de Medicina y fueron trasladadas al laboratorio de
Inmunologia y Medicina Traslacional para realizar la marcacién con los anticuerpos descritos en
la Tabla 1.

Semi-cuantificacion de la marcacioén y descripcion de la arquitectura del tejido: Para evaluar la

marcacion y semicuantificar el porcentaje de células positivas en las laminas de tejido tumoral,
un observador revisé las laminas sin tener disponible la informacién clinica de los pacientes, se
analizé cada lamina y se le otorgo un puntaje segun la intensidad y la cantidad de células

marcadas como se muestra en la Figura 2.

Igualmente se realizd una descripcién de la localizacion y agrupacion de las células en la lamina
de tejido tumoral para evaluar no solo la presencia, si no la distribucién en el tejido y la formacién
de estructura linfoides terciarias intratumoral. En todas las marcaciones de IHQ de muestras
tumorales se incluyeron muestras pre y pos-quimioterapia, y una amigdala como control positivo

de la marcacion.
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Figura 3. Ejemplos semi-cuantificacion. Fotografias de referencia para puntear las biopsias y mastectomias de
acuerdo al porcentaje de células positivas para cada marcacion. A. Marcacion negativa correspondiente a un puntaje
de cero. B. Marcacion con un 1 a 33% de células positivas correspondientes a un puntaje de 1. C. Marcacién con un
33 a 66% de células positivas correspondientes a un puntaje de 2 y D. Marcacion de mas del 66% de las células
correspondientes a un puntaje de 3.

6.3.2.

Conduccion del estudio

Sitio_de investigacion: Todas las muestras fueron procesadas en el laboratorio de

Inmunologia y Medicina Traslacional ubicado dentro del Laboratorio de Equipos Comunes
en la Facultad de Medicina y en el laboratorio de Patologia Interfacultades ubicado en el
edificio Manuel Ancizar, ambos en la Universidad Nacional de Colombia

Manejo de sustancias y especimenes biolégicos: Todas las muestras se procesaron

segun las normas de manejo de especimenes biolégicos del Laboratorio de Equipos
Comunes de la Universidad Nacional de Colombia.

Archivo de datos y sistematizacion: Los datos obtenidos fueron procesados y archivados

en computadores adjuntos al laboratorio de Inmunologia y Medicina Traslacional, los
datos personales de las pacientes participantes se consignaron en bases de datos
confidenciales a las que Unicamente los investigadores tuvieron acceso para fines
pertinentes en el estudio.
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o Consideraciones éticas: De acuerdo a la resolucion N° 008430 de 1993 que establece las

normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en humanos,
consideramos que el riesgo para las pacientes fue minimo pues la toma de la muestra
hace parte de los procedimientos clinicos de rutina para el tratamiento de su enfermedad,
previo al acceso a las muestra la paciente debera haber leido y firmado el consentimiento
informado escrito segun el articulo 14 de la misma resolucion, y aprobado por el comité
de ética del Instituto Nacional de Cancerologia. Igualmente, se le habran aclarado todas
las dudas, y se le habran explicado todos los riesgos que su participacion en el estudio
pueda generar.

o Consideraciones ambientales: Todos los procesos de laboratorio como la toma de

muestras generan desechos ambientales de tipo biolégico y quimico por el empleo de los
reactivos. Para disminuir el impacto ambiental generado por estos desechos, la
disposicion de estos se hara acorde con las guias del Laboratorio de Equipos comunes
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

o Confidencialidad: Una vez la paciente haya decidido participar en el estudio y haya

firmado el consentimiento informado, sus datos personales seran consignados en bases
de datos confidenciales a las que Unicamente el investigador principal y los

coinvestigadores tendran acceso para fines pertinentes en el estudio

6.4. Analisis de transcriptoma con CIBERSORTx

En el 2015, Newman y colaboradores ensamblaron y publicaron la plataforma CIBERSORTX
herramienta de uso libre de la universidad de Standford, con el objetivo de hacer citometria in-
silico. Esta plataforma, permite la evaluacion de 22 subtipos celulares inmunes, utilizando una
matriz de firmas genéticas de referencia, con la cual se compara el transcriptoma tumoral (Figura
4) [26]. Con la intencion de realizar una aproximacion cuantitativa del cambio del infiltrado inmune
en respuesta a la NAC, tomamos datos de transcriptoma tumoral antes, después de un ciclo y al
finalizar la quimioterapia del European Genome-Phenome Archive EGA — bajo el cédigo de
acceso GSE123845, publicados por Hee-Park y colaboradores en el 2021 [97]. Estos datos se
encontraban normalizados en TPM, por lo cual fueron subidos directamente a la plataforma de
analisis de CIBERSORTXx y corridos con 1000 permutaciones, utilizando la matriz LM22 como
tabla de referencia de subtipos inmunes, los resultados de este analisis se pueden consultar en

el anexo 3.
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Figura 4. Diagrama metodolégico CIBERSORTX. La plataforma de CIBERSORTX utiliza una matriz de referencia
con perfiles transcripcionales de 22 subtipos inmunes. Esta matriz fue realizada por los autores por medio de single
cell RNA seq. Los datos del transcriptoma deben ser normalizados a TPM, y finalmente el programa los compara con
la matriz de referencia para definir las fracciones relativas de cada poblacion dentro del transcriptoma en estudio

Tomada de [26].

6.5. Analisis de componentes principales

Con el fin de visualizar de manera mas sencilla el comportamiento de las muestras, y reducir la
complejidad de los andlisis de mdltiples variables, se requiere de pruebas estadisticas como el
andlisis por componentes principales (PCA) que hace parte del grupo de andlisis conocido como
andlisis factorial. Como su nombre lo indica, busca obtener dentro de un grupo de datos con
multiples variables, factores dominantes que expliquen o describan de manera “resumida”
(componentes) el comportamiento de las variables. Después de realizar el analisis, los
componentes son registrados en un plano x y (componente 1y 2 respectivamente) lo cual reduce
el nimero de dimensiones facilitando el analisis de multivariado. En este caso, se busco
determinar el comportamiento de las variables del infiltrado inmune y de desenlace clinico en las
pacientes antes y después de la quimioterapia. Generalmente estos factores se disponen de
manera ortogonal entre ellos (planos perpendiculares entre cada dimension evaluada), y se
ordenan segun la varianza de las variables que explican cada componente. Por lo anterior,
algunos factores se mantienen para ser considerados y algunos pueden ser descartados, esto
ultimo en el caso de que no reflejan el comportamiento de los datos en los dos componentes.
Una vez seleccionados los factores principales estos pueden ser rotados con el fin de facilitar su

interpretacion [100, 101].
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6.6. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron en GraphPad Prism 5.0. El puntaje de cada marcador
poblacional se registrara para cada paciente en dos puntos tiempo y se compararan utilizando
las pruebas estadisticas no paramétricas: Wilcoxon para muestras pareadas, Mann -Whitney
para andlisis de grupos pre y pos-NAC y Kruskal Wallis para analisis de grupos en tres tiempos:
pre, un ciclo y al finalizar la NAC. Igualmente, este estudio plantea evaluar si hay correlaciones
entre la presencia o ausencia de algin marcador y la respuesta clinica de las pacientes a la

guimioterapia para esto se utilizara el analisis de componentes principales en el software SPSS.
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7. RESULTADOS

7.1. Capitulo 1. Estandarizacion de latécnica de inmunohistoquimica
secuencial sobre lamina Gnica

Marcacion secuencial del mismo anticuerpo mantiene la antigenicidad.

Como primer objetivo de esta tesis de maestria, se plante6 estandarizar la técnica de ISSLU.
Esta técnica, publicada por Remark en el 2016, representa una alternativa costo-efectiva para
los laboratorios de investigacion y los servicios de patologia que rutinariamente estan analizando
muestras de tumor embebido en parafina. Pues permite el uso de laminas de parafina para
cuantificar hasta 7 poblaciones sobre la misma lamina, obviando la necesidad del uso de nuevos
equipos y utilizando los métodos de deteccidn convencionales.

Clasicamente, la inmunohistoquimica se realiza con enzimas que, al metabolizar un sustrato,
forman complejos coloreados en el tejido. Dentro de las enzimas mas usadas se encuentra la
peroxidasa de rabano, con la cual se pueden utilizar diferentes sustratos. EI DAB
(diaminobenzidina), es un sustrato insoluble, el cual se mantiene estable por afios a temperatura
ambiente después de realizar la marcacién. Este sustrato se utiliza en los bancos de patologia
para el diagndstico de enfermedades, por ejemplo, en el caso del cancer de mama, se guardan
laminas del tumor tefiidas con hematoxilina y eosina, para realizar el diagnéstico morfométrico,
y laminas de inmunohistoquimica marcadas con los receptores de hormonas y factores de
crecimiento como ER, PR y HER2, y marcadores de proliferacion tumoral como Ki67. Inclusive,
en casos en los que el tumor no es faciimente distinguible por morfologia, se pueden hacer

marcaciones con Pankeratinas para evaluar las células malignas de origen epitelial.

Estas laminas se mantienen por décadas en los servicios de diagndéstico sin perder las
marcaciones realizadas, permitiendo el acceso a las laminas de diagnéstico de las pacientes en
caso de requerirse en el futuro. Sin embargo, con la intencién de estudiar a profundidad el
infiltrado inmune tumoral, se vuelve necesario estandarizar técnicas que permitan la identificacion

de diferentes poblaciones, y la colocalizacion entre ellas y su relacion con las células tumorales.
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Para esto, Remark, et al., (2016) plantean utilizar el AEC (3-amino-9-etilcarbazol) como sustrato,
el cual es soluble en etanol y puede ser facilmente retirado por medio de la inmersion de las

laminas en concentraciones de etanol con HCI al 1% (Figura 5).

Solubilizacion del AEC en
etanol al 70 con 1% de HCI

Rehidratar

Recuperacién
antigénica

Demarcacion

Almacenamiento
4°C

peroxidasa
enddgena

Blmue-o =
proteinas ]
Blogueo de proteinas

Anticuerpo
primario

Figura 5. Estandarizaciéon marcacion secuencial: Diagrama de flujo marcacion de Inmunohistoquimica secuencial
sobre lamina Unica .

Anticuerpo
secundario +
Enzima

La primera marcacion inicia con el desparafinado del tejido a 60°C, lo cual permite derretir la
parafina, y pasar la lamina por Xileno, el cual es un agente organico que permite la disolucién de
esta. Posteriormente, el tejido se pasa por concentraciones decrecientes de etanol 96%, 70%, y
50% y por ultimo, se deja en agua desionizada (milliQ, Millipore), con la intencion de retirar los
solventes organicos como el xileno y el formaldehido, y rehidratar el tejido (Figura 5).
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Figura 6.Sistema de deteccion. Anticuerpos utilizados para la deteccion de las proteinas de interés. EnVision System
Dako. Tomado y modificado de [102]

En este punto, se debe hacer un paso de recuperacion antigénica, el cual es fundamental, pues
al momento de fijar el tejido en formaldehido, se forman puentes de hidrogeno entre las cadenas
residuales de los aminoacidos, con lo cual se enmascaran los antigenos y el anticuerpo no puede
reconocerlos de forma eficiente. Este paso se realiz6 con buffer de pH 9 y temperatura de 90°C,

segun lo recomendado por la casa comercial productora de los anticuerpos (Tabla 1).

Figura 7. Mantenimiento de la antigenicidad - Marcacion secuencial CD45. Aumento de 200X de un corte de
amigdala de 3um para estandarizacién de la marcacién secuencial del anticuerpo CD45. a. Primera marcacion. b.
Demarcacion mas tincion con hematoxilina. c. Segunda marcacion. d. Demarcacién mas incubaciéon con AEC y tincion
con hematoxilina. e. Tercera marcacion. f. Cuarta marcacion y g. Quinta marcacion.

Posteriormente, se deben realizar bloqueos para evitar la union inespecifica de los anticuerpos
al tejido, y el ruido de fondo en la marcacién causado por la peroxidasa endégena de los tejidos,
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la cual reaccionara con el sustrato. El primer bloqueo se realiza con una solucién rica en proteinas

libre de suero. Y para el segundo, se utiliza una solucién de peroxido al 3% en metanol (Figura

Figura 8. Mantenimiento de la antigenicidad - Marcacion secuencial CD20. Aumento de 200X de un corte de
amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacion secuencial del anticuerpo CD20. a. Primera marcacion. b.
Demarcacién mas tincion con hematoxilina. c. Segunda marcacion. d. Demarcacion mas incubacion con AEC y tincion
con hematoxilina. e. Tercera marcacion. f. Cuarta marcacion y g. Quinta marcacion.

En este punto, el tejido ya esta listo para la incubaciéon con los anticuerpos, utilizamos una
marcacion indirecta, con la intencién de aumentar la sefial de la marcacion, y utilizar el mismo
anticuerpo de deteccion con los diferentes anticuerpos primarios (Tabla 1), que reconocian
antigenos de las proteinas: CD45, CD68, CD20, CD3 y CD8. El anticuerpo secundario es de
cabra y reconoce las fracciones constantes de inmunoglobulinas de raton y conejo (especies de
los anticuerpos primarios), adicionalmente, esta conjugado a un polimero con peroxidasa de

rabano como método de deteccion (Figura 6).

Por dltimo, se realiz6 el paso de incubacion con el sustrato AEC, el cual da una marcacion de
color rojizo, y contra marcacion para ver la morfologia tisular con hematoxilina y agua amoniacal
para que la tincion fuera mas azul que morada y se pudiera distinguir entre el AEC y la

hematoxilina, permitiendo una buena contra marcacién (Figura 6).
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Figura 9. Mantenimiento de la antigenicidad - Marcacion secuencial CD68. Aumento de 200X de un corte de
amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacién secuencial del anticuerpo CD68. a. Primera marcacion. b.
Demarcacion mas tincion con hematoxilina. ¢. Segunda marcacion. d. Demarcacion mas incubacion con AEC y tincién
con hematoxilina. e. Tercera marcacion. f. Cuarta marcaciéon y g. Quinta marcacion.

En las marcaciones secuenciales se agregaron algunos pasos adicionales (Figura 5). El primero,
corresponde a la demarcacién del AEC, para esto, el tejido se sumerge en etanol al 70% con 1%
de HCI, este paso permite solubilizar completamente el AEC y retirar la hematoxilina.
Adicionalmente, se agrega un paso de bloqueo con una solucién de PBS y suero fetal bovino al
5%, con la intencion de disminuir cualquier union inespecifica entre los anticuerpos y el tejido,
que ya fue sometido a tinciones previamente. Por ultimo, se disminuy6 el tiempo de recuperacion
antigénica a 15 minutos, pues este paso resulta ser abrasivo con el tejido, y con las marcaciones

secuenciales se desprende de la lamina.

Como resultados del primer objetivo, logramos la estandarizacion de la técnica de
inmunohistoquimica secuencial sobre lamina Unica, con laminas de tejido de amigdala, las cuales
son o6rganos linfoides secundarios que, con seguridad, contienen células que expresan los
marcadores a ser evaluados en este trabajo. Logramos estandarizar hasta 7 ciclos de marcacion,
sin que se perdiese la antigenicidad de las epitopes a evaluar (Figs. 7-11). Utilizamos: CDA45,
como marcador de leucocitos totales (Figura 7), CD68 como marcador de macréfagos (Figura 8),
CD20 como marcador de linfocitos B (Figura 9), CD3 como marcador de linfocitos T (Figura 10)
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, CD8 como marcador de linfocitos T CD8 citotoxicos (Figura 11) y Pankeratinas como marcador

de células de origen epitelial que permiten reconocer las células tumorales (Figura 12).

Figura 10. Mantenimiento de la antigenicidad - Marcacion secuencial CD3. Aumento de 200 X de un corte de
amigdala de 3um para estandarizacion de la marcaciéon secuencial del anticuerpo CD3. a. Primera marcacion. b.
Tercera marcacion c¢. Segunda marcacion. d. Demarcacion mas tincion con hematoxilina. e. Cuarta marcacion. f.
Demarcacion mas incubacion con AEC y tincion con hematoxilina. y g. Quinta marcacion.

En la figura 6, vemos la marcacion secuencial del antigeno CD45, el cual es un marcador primitivo
del linaje hematopoyético y representa poblaciones de leucocitos totales, este marcador es
positivo en todas las subpoblaciones del sistema inmune, incluyendo células del sistema inmune
innato, como células dendriticas, macréfagos y neutréfilos, que son las poblaciones que mas se
encuentran infiltrando tumores. Logramos ver una marcacion uniforme y especifica, que se

localiza en la membrana celular, rodeando los nucleos.

Después de la primera marcacion y de tomar las fotos, pasamos las laminas por la bateria de
etanoles para retirar el AEC, por la recuperacion antigénica, bloqueamos la lamina y la volvimos
a marcar con la hematoxilina, esto, con la intencion de demostrar que logramos retirar por

completo el AEC (Figura 6b).

Con la intencion de evaluar si la lamina mantiene la antigenicidad, o si, por el contrario, la union
del primer anticuerpo no permite nuevas uniones, volvimos a marcar el mismo anticuerpo, una
vez mas, y logramos ver la misma morfologia de la primera tincion, donde se mantiene la

especificidad en la membrana celular rodeando el nucleo (Figura 6c).
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Figura 11. Mantenimiento de la antigenicidad - Marcacién secuencial CD8. Aumento de 200X de un corte de
amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacion secuencial del anticuerpo CD8. a. Primera marcacion. b.
Demarcacion mas tincién con hematoxilina. c. Segunda marcacion. d. Demarcacion mas incubacion con AEC y tincion
con hematoxilina. e. Tercera marcacion. f. Cuarta marcaciéon y g. Quinta marcacion.

Otro punto para considerar dentro de la marcacion secuencial es la posibilidad de que los
anticuerpos no se retirasen en su totalidad, y que la sefial detectada correspondiese a una tincién
debida a la misma sefial de la primera marcacion, o la acumulacion de anticuerpos en el tejido.
Para demostrar que esto no estaba sucediendo, nuevamente destefiimos las laminas, las
pasamos por la bateria de etanoles para retirar el AEC, por el paso de recuperacion antigénica y
los bloqueos, y por ultimo incubamos las laminas con AEC. De esta forma, si en la lamina
guedasen anticuerpos, y puntualmente anticuerpos secundarios conjugados a la peroxidasa,
estos reaccionarian con AEC, y veriamos tincion en el tejido. De igual forma contramarcamos las
laminas con hematoxilina después de la incubacion con el sustrato y tomamos fotos, observando
gue no existe tincion rojiza correspondiente al sustrato (Figura 6d), por lo cual concluimos que
los ciclos de destincién utilizados son suficientes para retirar por completo las marcaciones
anteriores, retirando tanto la tincion del AEC, como la interaccion proteina anticuerpo.

Por ultimo, realizamos tres tinciones adicionales con el anticuerpo anti-CD45 demostrando que
la antigenicidad de las proteinas en el tejido se mantiene (Figura 6 e, fy g). El principal problema

gue encontramos es que los diferentes ciclos de marcacion y demarcacion a los que se ven
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sometidos las laminas si tienen un efecto en la adhesion del tejido a la lamina, y este se va

desprendiendo, razén por la cual solo logramos entre 6 y 7 ciclos de tincion.

Figura 12. Mantenimiento de la antigenicidad - Marcacion secuencial Pankeratinas. Aumento de 200X de un
corte de amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacion secuencial del anticuerpo Pankeratinas. a. Primera
marcacion. b. Demarcacién mas tincién con hematoxilina. c. Segunda marcacion. d. Demarcaciéon mas incubacion con
AEC y tincion con hematoxilina. e. Tercera marcacion. f. Cuarta marcacion y g. Quinta marcacion.

En resumen, los resultados encontrados con la proteina CD45, con la cual logramos hasta 5
tinciones especificas del anticuerpo anti-CD45 utilizado, también fue evidenciado para el resto
de los anticuerpos que reconocen los marcadores: CD20 (Figura 7), CD68 (Figura 9), CD3
(Figural0), CD8 (Figura 11) y Pankeratinas (Figural?).

Marcacion de los anticuerpos en diferente orden no resulta en pérdida de la antigenicidad ni en

inhibicidn alostérica.

Otro potencial problema que se podria presentar con las marcaciones secuenciales es la
inhibicion alostérica sobre las proteinas cercanas espacialmente en la membrana celular, por la
marcacion con antigenos por ejemplo CD3 y CD8. Por esta razon, decidimos realizar el mismo
set experimental anterior, donde marcamos una primera vez con un anticuerpo, destefiimos e

incubamos con hematoxilina, tefiimos nuevamente con un anticuerpo.
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Figura 13. Evaluacion del efecto estérico entre anticuerpos empezando con CD3. Aumento de 200X de un corte
de amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacion secuencial de anticuerpos en diferente orden. a. Marcacion
CD3. b. Demarcacién mas tincién con hematoxilina. c. Marcacion CD68. d. Demarcacion mas incubacion con AEC y
tincién con hematoxilina. e. Marcacion CD20. f. Marcacion CD45 y g. Marcacioén CD3.

Figura 14 . Evaluacion del efecto estérico entre anticuerpos empezando con CD8. Aumento de 200X de un corte
de amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacion secuencial de anticuerpos en diferente orden. a. Marcacion
CD8. b. Demarcacién mas tincion con hematoxilina. ¢c. Marcacion CD20. d. Demarcaciéon mas incubacion con AEC y
tincion con hematoxilina. e. Marcacion CD45. f. Marcacion CD3 y g. Marcacion CD8.

Pero en este caso un anticuerpo diferente, destefiimos e incubamos nuevamente con AEC y
hematoxilina, y luego tefiimos una tercera, cuarta y quinta vez, con diferentes anticuerpos,
tomamos cinco amigdalas y todas empezaron por un marcador en especifico: CD3 (Figura 13),
CD8 (Figura 14) CD20 (Figura 15), CD45 (Figura 16) y CD68 (Figura 17); luego fuimos
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cambiando los anticuerpos en las subsiguientes tinciones. Por ultimo, volviamos a marcar el
primero, esto con la intenciéon de demostrar que los anticuerpos no tienen un efecto alostérico
entre ellos, es decir, porque se marque un antigeno en una lamina, las proteinas cercanas en la

membrana no pierden su antigenicidad (Figuras 13 -17).

d. Demarcacion + AEC

Figura 15. Evaluacién del efecto estérico entre anticuerpos empezando con CD20. Aumento de 200X de un corte
de amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacién secuencial de anticuerpos en diferente orden. a. Marcacion
CD20. b. Demarcaciéon mas tincion con hematoxilina. c. Marcacion CD3. d. Demarcacion mas incubacion con AEC y
tincion con hematoxilina. e. Marcacion CD8. f. Marcacion CD68 y g. Marcacion CD20.

Los resultados mostrados en este capitulo nos permiten concluir que la ISSLU es una técnica de
andlisis de proteinas que permite evaluar la presencia de un antigeno, en el contexto de la
morfologia tisular, permitiendo evaluar el contexto tisular, a la vez que permite la marcacion

secuencial con los marcadores de interés (Figura 18).
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Figura 16 Evaluacion del efecto estérico entre anticuerpos empezando con CD45. Aumento de 200X de un corte
de amigdala de 3um para estandarizacion de la marcacion secuencial de anticuerpos en diferente orden. a. Marcacion
CD45. b. Demarcacion mas tinciéon con hematoxilina. c. Marcacion CD8. d. Demarcacion mas incubacion con AEC y
tincion con hematoxilina. e. Marcacion CD68. f. Marcacion CD20 y g. Marcacion CD45.

Figura 17 Evaluacién del efecto estérico entre anticuerpos empezando con CD68. Aumento de 200X de un corte
de amigdala de 3um para estandarizacién de la marcacion secuencial de anticuerpos en diferente orden. a. Marcacion
CD68. b. Demarcacion mas tincion con hematoxilina. c. Marcacion CD45. d. Demarcacion mas incubacion con AEC y
tincion con hematoxilina. e. Marcacion CD3. f. Marcacion CD8 y g. Marcacion CD68.
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Figura 18. Sobreposicion de marcadores. Aumento de 200X de cortes de amigdala marcados secuencialmente
con todos los marcadores. La sobreposicion se realiza utilizando el programa Fiji de ImageJ, asignandole filtros de
colores a cada tincion con AEC.

7.2. Capitulo 2. Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en
muestras pre-quimioterapia y muestras pos quimioterapia.
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Con la intencion de evaluar el efecto de la NAC en la infiltracion del sistema inmune realizamos
tres aproximaciones metodoldgicas, primero realizamos una revision sistematica para sintetizar
la de evidencia previamente publicada sobre el tema. Segundo, con la técnica de ISSLU,
evaluamos la infiltracion de leucocitos totales, macrofagos, linfocitos B, Linfocitos T totales y
Linfocitos T CDS8. Por ultimo, hicimos una aproximacion in-silico utilizando el software
CIBERSORTYX, pues este permite la cuantificacion de hasta 22 subpoblaciones de leucocitos que
hacen parte del sistema inmune. Para lograrlo, tomamos datos libres de la base de datos
European Genome -Phenome Archive EGA — Codigo de acceso GSE 123845, secuenciados y
reportados por Hee Park y col en el 2020.

7.2.1. La NAC disminuye la infiltracién de TILs y de Tregs medidas por FoxP3:

Revision sisteméatica y meta-analisis.

Resultados de la busqueda v caracteristicas de los estudios

La estrategia de busqueda realizada llevé a una seleccion inicial de 623 articulos. En la fase de
identificacion se obtuvieron 257 articulos de Pubmed, 76 de Medline, 150 de Embase, 75 de
Cochrane y 65 de BVS. Después de eliminar los duplicados, se identificaron 449 articulos. De
estos estudios, 317 fueron excluidos basados en titulo y resumen. Posteriormente se realizé la
lectura a texto abierto de los 132 articulos restantes lo cual llevo a la exclusion de 100 articulos
(Anexo 2) y la inclusion de 32 estudios para el andlisis cualitativo (Tabla 2), de los cuales 9

estudios fueron utilizados para los metaanalisis (Figura 19).

Los 32 estudios incluidos en esta revision fueron publicados entre 2001 y 2022, incluyendo a un
total de 2072 pacientes mayores de 18 afios, que recibieron quimioterapia neoadyuvante como
primera linea de tratamiento y a las cuales les fue evaluado el infiltrado inmune en la muestra
tumoral prequimioterapia y en la muestra posquimioterapia. Los parametros medidos en cada
articulo se encuentran descritos en la tabla 2. Los resultados fueron clasificados en tres grupos:
i) Linfocitos infiltrantes de tumor por H&E (53.1%), ii) Células (71.8%), y iii) marcadores o
citoquinas (40.6%). Las poblaciones celulares o marcadores que fueron mayormente evaluados
fueron los TILs (53.1%), CD8 (48.6%), FOXP3 (48.6%) y PD-L1 (31.2%). Adicionalmente, 19 de
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los 32 articulos (59%) realizaron algun tipo de andlisis del cambio en el infiltrado inmune con la

respuesta clinica (Tabla 2).

Articulos identificados en la
blasqueda en las bases de
datos
(n=623)

v

Articulos después de
remover los duplicados

meta-analisis
(n=9)

(=)
0
ki
b=
[}
2/
m (n=449)
R
£
‘é Articulos examinados - -
5 (Titulo/resumen) - Artlculo_s excluidos
C’/ (n=132) (n=317)
v - - -
i Articulos excluidos a texto abierto:
('\ Articulos evaluados a texto (n=100)
) abierto para elegibilidad =
g = | o,
= (n=132) *Resultados no aplican: 51
=) * *Posters: 29
w — - *Neoadyuvancia mixta: 8
U Estudios incluidos en la *Pacientes no recibieron quimioterapia neoadyuvante
sintesis cualitativa como primera linea de tratamiento: 7
f-\ (n=32) *Revisiones: 2
@ ¥ *No disponible: 2
° * i i :
= Estudios incliidos en el Estudios en ratones o lineas celulares: 1
Ei

Figura 19. Diagrama de flujo de la revision con criterios prisma. La estrategia de blusqueda inicial permitié la
identificacion de 623 articulos, después de remover los duplicados, 449 articulos fueron revisados por titulo y resumen,
se eliminaron 317 y 132 articulos fueron revisados a texto abierto. 32 articulos fueron incluidos en la sintesis cualitativa
y 9 en los meta-andlisis.

Categorizacién de la heterogeneidad

La composicion del estado del infiltrado de los tumores ha sido un tema ampliamente estudiado
con el que se persigue entender qué poblaciones celulares son deseables y de buen pronéstico
para los pacientes [4]. Por este motivo, mediante esta revision sistematica se buscé comparar la
mayor cantidad de estudios que analizaron el infiltrado inmune en la linea base y después del
tratamiento con quimioterapia neoadyuvante, para ver como este alteraba el estado inmune del
tejido. En general, se encontr6 una alta heterogeneidad en los métodos utilizados para la
medicion de las diferentes poblaciones inmunes estudiadas en los articulos incluidos en esta
revision (Anexo 4). Encontramos heterogeneidad en dos niveles, el primero con respecto a la
técnica usada, en los marcadores utilizados para definir las poblaciones y en los softwares para

el analisis del transcriptoma. Y la segunda, a nivel de la informacién clinica de las pacientes
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donde resaltan tres elementos: i) La clasificacién histopatolégica del cancer de mama evaluado,

ii) el tratamiento recibido vy iii) la arquitectura espacial del microambiente.

# Autor y afio Células o marcador medido

1 Abdel-Fatah, 2014 [103] TILs

2 Abdelrahman, 2021 [46] PD-L1, FoxP3 y TILs

3 Alhesa, 2022 [104] TILs estromales y PD-L1

4 Chan, 2014 [105] CD8, Foxp3 and CD8/Foxp3

5 Demaria, 2001 [83] TILs estromales, 'I;/IIE:sDigtratumorales, CD3

6 Demir 2013 [47] FoxP3

7 Dieci 2020 [106] PD-L1, CD8, FOXP3y TILs

8 | Garcia-Martinez 2014 [55] | CD4, CD8, CD3, CD20, FOXP3 y CD68

9 Graeser 2021 [107] TILs estromales, CD4, CD8, PD1y PD-L1

10 Grecco-ngfé?an 2021 TILs estromales y PD-L1

11 Hee Park 2020 [97] TILs

12 Hornychova 2008 [56] CD3, CD68, CD83, CD56, S100y CD1la
TILs estromales e intratumorales, CD4,

13 | Kaewkangsadan 2016 [48] | CD8, FOXP3, CTLA-4, PD-1, IL-1, IL-2, IL-
4, |L-10, IL-17, IFN-y, TGF-B y PD-L1

14 Kae""ka’}%g?a” 2017 TIMs (M1-M2), TINs y DCs

15 Ladoire 2008 [110] CD3, CD8, FOXP3 y CD8/FOXP3

16 Ladoire 2011 [49] CD8, FOXP3 y CD8/FOXP3

17 Lee 2019 [50] NLR, TILs, CD4, CD8, FOXP3y PD-L1

18 Li 2019 [111] TILs y IL8

19 Liang 2021 [112] TMB, DC50, CD?&SB(%b%D‘L PD1, TIM3y

20 Miyashita 2015 [81] CD8, FOXP3 y CD8/FOXP3

21 Nadin 2014 [113] TILs

22 | Naofumi Oda 2012 [52] CDS8, FoxP3 y IL-17

23 Pelekanou 2018 [114] TILs y PD-L1

24 Sarradin 2021 [115] TILs, TIM3, LAG3 yPD-L1

25| unena cozzpiie) | b eSS s, COU
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26 Vanguri 2022 [51] TILs estromales,CD3, CD8, CD68 y FOXP3
27 Varadan 2016 [117] Immune index (141 genes)

28 Verma 2015 [118] TILs, CD56, IL-2, IFNg y TGFb

29 Waks 2019 [53] TILs, CD8. Foxp3, M1, M2y DCs

30 Wang 2018 [119] CD8, PD-1, PD-L1y LAG-3

31 Wesolowski 2020 [120] TILs, CD8, PD-1y PD-L1

32 Zhang 2019 [54] FoxP3, CD25 y PD-L1

Tabla 2. Articulos incluidos en la revision sistematica. 32 articulos incluidos en la sintesis cualitativa de la
informacion.

Vanguri 2022 FF

m W] Uruefia 2022
o I Sarradin 2021 @)
« I ] Pelekanou 2018 [@)
o I Naofumi Oda 2012
o I I ] Natn 2014
[ | s 21 (@171
® Liang 2021 nc
© I | Li2019 | @
o NI 222 0§ Lee 2019
@ I ] Ladoire 2011 @2
o NI s
© I | i sadan 2017 (@)
Kaewkangsadan 2016 (@)
o I 00 I Hornychova 2008 [@2]
@ I ————— Hee Park 2020 @
0% 25% 50% 75% 100% Grecco-Hoffman 2021 L

| o [ o Wl e [ v

Dieci2020 (@@
Demir 2013

Figura 20. Evaluacion del riesgo de sesgo a. Resumen de la evaluacion del riesgo de sesgo de los articulos
incluidos. b. Evaluacion del riesgo de sesgo individual. Se utilizo la herramienta de evaluacion de calidad del Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) para estudios antes y después (Pre-Post) sin grupo de control que evalla
las siguientes variables: a) La pregunta de estudio y/u objetivo del estudio es clara. b) Los criterios de elegibilidad para
la poblacion de estudio se especifican y describen de antemano. c) Los participantes del estudio eran representativos
de la poblacion de interés. d) Todos las participantes que cumplieron los criterios de elegibilidad fueron incluidas. e)
El tamafio de la muestra fue lo suficientemente grande para brindar confianza en los resultados. f) La intervencion se
describié claramente y se administré a toda la poblacién del estudio. g) Las medidas de resultado fueron claramente
definidas, confiables y evaluadas en todos las participantes del estudio. h) Las personas que evaluaron los resultados
estaban cegadas a las intervenciones de los participantes i) Las pérdidas durante el seguimiento después del inicio
fueron del 20% o menos y las pérdidas durante el seguimiento se tuvieron en cuenta en el analisis. j) Se examinaron
los métodos estadisticos para los cambios en los resultados antes y después de la intervencion. Se realizaron pruebas
estadisticas que proporcionaron valores p para los cambios antes y después de la intervencion. k) Se describe
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claramente si un comité de ética aprobd el protocolo o si los pacientes firmaron un formulario de consentimiento
informado. 1) Se describieron los anticuerpos, clones y marca utilizados en el marcaje (Para la técnica que aplica). m)
Los resultados se presentaron claramente.

Riesgo de sesgo:

La Figura 20 se muestra que el 6% de los estudios tuvo problemas con la claridad de los objetivos
del estudio. El 38% no describieron completamente los criterios de seleccion y elegibilidad de la
poblacidn; el 31% tuvo problemas para describir sus criterios de seleccién; y el 34% tuvo dificultad
para describir el célculo de la muestra. el 21% no describié claramente las intervenciones; El
40% no describié claramente si su protocolo fue revisado y aprobado por un comité de ética y el
46% de los articulos tiene dificultades para presentar los resultados (Figura 20).

Linfocitos Infiltrantes del Tumor (TIL)

De 32 articulos incluidos en esta revision sistematica, 18 estudios (53.1%) midieron la infiltracion
de linfocitos en el tumor (TILs) por medio de la evaluacion morfolégica de laminas de H&E. De
estos 17 articulos, cuatro reportaron disminucién en el porcentaje de TILs pos-quimioterapia [97,
111, 114, 120], dos reportaron un aumento de TILs [50, 113] y 11 no reportaron cambios
significativos entre las muestras pre y posquimioterapia [46, 48, 53, 83, 103, 104, 106, 108, 115,
116, 118] (Tabla 3). Por su parte Uruefia y cols, ademas de evaluar TILs de forma morfolégica,
evaluaron la expresion de CD45, marcador de leucocitos totales, por inmunohistoquimica el cual

no cambid significativamente antes y después de la NAC (Tabla 3) [116].

Articulo Tendencia de TILs
Abdel-Fatah, 2014 [103]

Abdelrahman, 2021 [46]

Alhesa, 2022 [104]

Demaria 2001 [83]

Dieci 2020 [106]

Grecco-Hoffman, 2021 [108]

Hee Park, 2020 [97] grx

Kaewkangsadan, 2016 [48]
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Lee, 2019 [50] &t NR-p

Respondedoras: §***

Li, 2019 [111]

Estromal ft**

Nadin, 2014 [113] Tumoral @i+

Pelekanou, 2018 [114] I NR-p
Sarradin, 2021 [115]

Uruefia, 2022 [116]

Verma, 2015 [118]
Waks, 2019 [53]
Wesolowski, 2020 [120]

*=p0.05, **=p0.01, ***=p0.001; NS-p: Valor P no significativo; NR-
p: Valor P no reportado

Tabla 3. Tendencias en el cambio de TILs pre y pos-NAC. De los 32 articulos incluidos, 17 midieron la infiltracion
de TILs antes y después de la NAC. Los articulos en verde reportan un aumento pos-NAC, los articulos en rojo reportan
una disminucion pos-NAC y los articulos en amarillo no reportan cambios pre y pos-NAC

Unicamente dos de los 17 articulos se lograron comparar en el metaanalisis de TILs (Figura 21),
el cual reporta una disminucion significativa de los TILs posquimioterapia (p<0,00001) con una
diferencia media de 0,85 (95% IC [0,50, 1,20]) y con una heterogeneidad baja (12=0%) [97, 121].

Before After Sti. Mean Difference Stil. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% C1 IV, Random, 95% CI|
Hee Park 2020 T.EE 432 0 392 072 m 19.1% 1.021[0.21,1.87] -
Pelekanou 2018 2738 22me a4 127 1131 54 B0.9% 0.81[0.42 1.200 ——
Total (95% CI) 74 64 100.0% 0.85 [0.50, 1.20] -l
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*= 0.20, df =1 (P = 0.69); 1= 0% ’_2 % 7 1' 2’
Test for overall effect: Z=4.71 (P = 0.00001) Befare  After

Figura 21. Meta-analisis TILs. Influencia de NAC en la densidad de TILs de tumores BC. Forest plot para los
resultados de la densidad de TILs antes y después de NAC. El forest plot muestra la SMD (cuadrados) y el intervalo
de confianza del 95 % de los estudios individuales. El rombo en cada gréfico indica la estimacion general y el intervalo
de confianza del 95%.

De los articulos que midieron TILs antes y después de la quimioterapia, Gnicamente seis hicieron
correlaciones entre el cambio de los TILs y la respuesta clinica de las pacientes al tratamiento.
Dieci, et al.,, (2020) reportaron correlaciones entre el aumento de TILS en muestras
posquimioterapia y mayor DFS en pacientes con RD [106]. Por el contrario, Li, et al., (2019)
reportd que, en pacientes con pCR el conteo de TILs fue significativamente menor en las

muestras pos, mientras que en las pacientes con RD no hay diferencia significativa entre TILs
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pre y posquimioterapia [111]. Adicionalmente cuatro trabajos no encontraron asociaciones
significativas entre el cambio de TILs pre vs posquimioterapia y las variables clinicopatoldgicas
[50, 53, 108, 113].

Macroéfagos (Mo)

Los M¢ son una poblacion altamente heterogénea y su caracterizacion utilizando proteinas de
membrana no esta aun del todo definida. De los 32 articulos incluidos en la revision, 5 (15%)
midieron la infiltracién de estas células, sin embargo, la definicion de esta poblacién celular,
segun los marcadores reportados varié entre estudios (Tabla 4). Cuatro de estos articulos usaron
CD68 particularmente [56, 116, 121] utilizaron este marcador para definir M¢ totales, mientras
gue [109] us6 CD68 para delimitar los M¢ -M1 (pro-inflamatorios), y CD163 para los M¢p-M2
(antiinflamatorios). Por ultimo, otro trabajo hizo la medicién de esta poblacién con el método
NanosString, utilizando el panel PanCancer 10360, pero por la alta heterogeneidad de los M¢, se
determinaron un set de genes asociados a una respuesta M1 y otro set para una respuesta M2
[53].

A nivel global, no se encontré un consenso entre los articulos que midieron la infiltracion de estas
células. Cuatro de los cinco articulos utilizaron IHQ para la determinacion del infiltrado, en dos
de ellos se reportd una disminucion de M¢ infiltrantes de tumor en respuesta a la NAC, aunque
en uno de ellos esta disminucion se observé a nivel estromal y no intraepitelial [56, 121]. En los
otros dos articulos no se observaron diferencias significativas [109, 116]. En el estudio que hizo
la medicion con NanoString se encontrd un aumento global de los M pero al ver especificamente
los genes asociados a una respuesta proinflamatoria, los genes de citoquinas como CXCL9 y
TNF, y del factor de transcripcion NotcWEh1 se vieron disminuidos post quimioterapia, mientras
gue genes de receptores como el TLR4, CD40, Fas y de la IL-15 aumentaron [53].

En cuanto a respuesta clinica, solo dos articulos correlacionaron la pCR y la sobrevida (OS) de
las pacientes con el cambio del infiltrado inmune de los M¢ pro-inflamatorios y en ningun caso
encontraron significancia estadistica [55, 109]. Por otro lado, la infiltracion de los Md¢
antiinflamatorios se midié en dos de los cuatro articulos; en uno de ellos no se encontré un
cambio significativo en respuesta a la quimioterapia neoadyuvante [109]. En contraste, Waks, et

al., (2019) observo un aumento de CD163 en las muestras post quimioterapia, acompafiado de
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un aumento en genes de quimioquinas y citoquinas relacionados a este fenotipo como IL-10,
TGFb, CCL2, CCL13, CCL14, de marcadores de membrana como CD36, CD209, CD115, MRC1,
y de factores de transcripcion como STAT3 y PPARG [53]

Tan solo el trabajo de Kaewkangsadan, et al., 2017 correlaciond el infiltrado de los M¢$-M2 con
la respuesta clinica y se encontré que los niveles altos de TIMs (CD163+) en cancer de mama
se asociaban significativamente con un GPR y pCR después de 8 ciclos de NAC. Asimismo,
también se pudo encontrar una asociacion significativa con el estado de ER y el grado del tumor,
los cuales se asociaron positivamente con las pCR [109].

Articulo Tendencia de células

Abdelrahman 2021 [46] FoxP3 J**

CD8 Respondedores fi***
CD8 No Respondedoresf***
FoxP3 Respondedores J***

FoxP3 No Respondedores 4 NS-p
CD8/FoxP3 Respondedores{***
CD8/FoxP3 No Respondedoresfr***

Demaria 2001 [83] CD3

Chan 2014 [105]

Demir 2013 [47] FoxP3 [**

CDS8 fi*
FoxP3

CD3
CD4 [1**
Garcia-Martinez 2014 CD8 f1#***
[55] FoxP3
LB O*
M2 1*

Estroma
CDA4+ frx**
CD8+ fr***

Células T fr***
CD4+/CD8+

Dieci 2020 [106]

Graeser 2021 [107]
Tumor
CD4+ ﬂ***
CD8+ ﬂ***
Células T fr***
CD4+/CD8+

CD3 Estromales fi*
CD3 Intraepiteliales fi**

Hornychova 2008 [56]
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NK Estromales {i**
NK
M2 Estromales 0**
M2
DCs(CD1a) Estromales {I*
DCs (CD1a)
DCs(S100) Estromales {i*
DCs (S100)
DCs(CD83) Estromales {r***
DCs (CD83)

Kaewkangsadan 2016
(48]

CD4 Estromales @t**
CD4 Intratumorales {t**

CD8

CD8

FoxP3 Estromal: I***

FoxP3Tumoral: [***

Kaewkangsadan 2017
[109]

TINs
TINs
M1
M2
DCs (CD1a)
DCs (CD1a) Intratumorales f*

Ladoire 2008 [110]

4 NR-p

Ladoire 2011 [49]

CD8
FoxP3 I NR-p
CD8/FoxP3

Lee 2019 [50]

CD4 1t NR-p
CD8 1t NR-p
FoxP3 I NR-p
CD8/FoxP3 1 NR-p

Liang 2021 [112]

TMB [**
DC50

CD3 i*
CD4

CD8 f1*
CD4/CD8 §*

Miyashita 2015 [81]

CD8 1t NR-p
FoxP3
CD8/FoxP3

Naofumi Oda 2012 [52]

CD8 U***
FoxP3 [I***

Uruefia, 2022 [116]

CD45
CD3
CDh4
CD8

CD20
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FoxP3
CD68
CD3
CD3+CD8-FOXP3-
Vanguri 2022 [51] CD68
CD8 [***
FoxP3 *
Varadan 2016 [117] Immune index
Verma 2015 [118] NK
CD8
FoxP3 I NR-p
Waks 2019 [53] M1 {*
M2 {*/*
DCs fI***
Wang 2018 [119] CD8f**
. CD8 total
Wesolowski 2020 [120] CD8 Intratumoral
Zhang 2019 [54] FoxP3 [l**
* p0.05, **p0.01, **p0.001; NS-p: Valor P no significativo; NR-p:
Valor P no reportado.

Tabla 4. Tabla de tendencias células. De los 32 articulos incluidos, 24 evaluaron alguna poblacién celular por IHQ o
por perfil transcripcional antes y después de la NAC.

Neutrofilos

Solo 1 articulo (3,1%) midi6 la presencia de Neutrdfilos Infiltrantes de Tumor (TINSs), utilizando el
marcador CD66b, tanto a nivel intratumoral como estromal, en dos grupos de pacientes: con y
sin metastasis. Este andlisis no report6 diferencias significativas en la infiltracion de este subtipo
celular entre las muestras pre y post quimioterapia en ningun grupo Altos niveles de TINs se han
asociado con pobre DFS y OS, sin embargo, en lo reportado en este trabajo no se encontrd

significancia entre el cambio de células CD66b+ y la respuesta patoldgica [109].

NKs

Las células NKs se midieron por IHQ a través del marcador CD56 en dos de los 32 articulos
(6,2%) incluidos en esta revision. Verma, et al., no reportaron cambios en respuesta a la NAC
[118]. Por otro lado, Hornychova, et al., (2008) encontré un aumento significativo de las células
NKs a nivel estromal, pero no a nivel intraepitelial [56]. Ninguno encontré6 una asociacion

significativa entre el cambio de células NK en respuesta a la NAC y la respuesta clinica.
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Células Dendriticas

Dentro de la revision pudimos encontrar 6 diferentes marcadores: CD1a, CD83, S100, CD209,
CCL13, HSD11B para identificar DCs. El marcador CD1a, usado para describir DCs inmaduras,
fue evaluado en dos articulos de manera intratumoral y estromal [56, 109], encontrando en el
caso de Kaewkangsadan, et al. (2017) [109], una disminucién significativa pos-quimioterapia a
nivel intratumoral mientras que Hornychova, et al., (2008) [56] reporté un aumento significativo a
nivel estromal, adicionalmente, utilizando la proteina CD83, relacionada con la maduracién de
las DCs, no reporté cambio en la infiltracion de DCs maduras a nivel intraepitelial, pero si un
aumento significativo pos-quimioterapia a nivel del estroma. Por ultimo, utilizando la proteina

S100 reportaron un aumento significativo nicamente a nivel estromal. [56].

Por otra parte, en un estudio se realiz la evaluacion de DCs por medio de Nanostring, el cual
define esta poblacion por medio de los marcadores CD209, CCL13 y HSD11B, encontrando que
existe un aumento significativo de las DCs posterior a la quimioterapia [53]. Teniendo en cuenta
estos resultados en conjunto, es posible decir que hay una mayor presencia en el tumor de las
DCs después de la quimioterapia. No se hicieron analisis entre el cambio pos-quimioterapia de

esta poblacion y la respuesta clinica de los pacientes.

Linfocitos B

Sélo en dos articulos de los 32 analizados (6,2%), se midi6 la infiltracion de LB. Uno de ellos
reporté una disminucién significativa en respuesta a la NAC [55]. En contraste, en el segundo
articulo no observaron ningiin cambio en respuesta a la NAC utilizando el mismo marcador CD20
[116]. Para la disminucion reportada por Garcia-Martinez, et al., (2014), se encontré6 una

asociacion significativa con una mejor pCR.

Linfocitos T

La determinacién de los Linfocitos T (LTs) se hizo utilizando el marcador CD3 y seis de los 32
articulos (18,7%) incluidos midieron la infiltracion de estas células. En dos de estos trabajos se
reportd un aumento en la infiltracion de los LT en las muestras pos-quimioterapia [56, 112]. En
los otros cuatro articulos no se encontraron diferencias significativas entre las muestras pre y
pos, aunque Demaria, et al., (2001) describen que hay un cambio de localizacién de los LT,

estando en las muestras pre en el estroma y las pos intraepiteliales [83]. Asimismo, en el
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metaanalisis realizado en el cual se contrastaron los datos reportados por dos de los cuatro
articulos [55, 56] no se encontré una significancia (p=0.16) en la infiltracién post tratamiento en
comparacion al infiltrado en las muestras prequimioterapia, con una diferencia media de 0.18
(95% CI [-0.07, 0.43]) y una heterogeneidad baja (12=13%) (Figura 22).

Before After Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean S0 Total Mean SO Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Garcla-Martinez 2014 17233 3345 ™ o10043 1174 88 54.5% 0.30 [-0.02 0.61]
Hornychova 2008 44 51 63 41 90 B3 455% 0.04 [0.31, 0.39
Total (95% CI) 134 151 100.0% 0.18 [-0.07, 0.43]
Heterogeneity: Tau®=0.00; Chi*= 1145, df =1 {(F=0.28); 1= 13% -D'.S —D.'25 D 1 -25 IJ.'S

Test for overall effect Z=1.41 F =016 Before After

Figura 22. Meta-analisis linfocitos T CD3+ Influencia de NAC en la densidad de LT-CD3+ de tumores BC. Forest
plot para los resultados de la densidad de LT-CD3+ antes y después de NAC. El forest plot muestra la SMD (cuadrados)
y el intervalo de confianza del 95 % de los estudios individuales. El rombo en cada gréfico indica la estimacion general
y el intervalo de confianza del 95%.

Dos trabajos evaluaron la relacién entre el cambio en la infiltracion de los LT y la respuesta
clinica. Unicamente Garcia-Martinez et al., (2014) encontr6 una asociacion en la disminucién de
estas células en respuesta a la NAC con una mejor pCR y mayor sobrevida medida en OS y DFS
[55, 109].

Linfocitos T CD4

Por su lado, la medicion de linfocitos T ayudadores CD4+ fue realizada en cinco articulos

(15,6%), de los cuales dos reportaron una disminucion en respuesta a la NAC [55], [48]. Dos no
observaron cambios significativos a nivel global [48, 112, 116]. Aunque en uno de ellos se reportd
una disminucion significativa en las pacientes que mostraron una buena respuesta clinica [112].
Por ultimo, Lee et al, (2019) encontraron un aumento significativo de esta poblacion después de

la quimioterapia [50].

Para el meta andlisis realizado en esta revision sélo se pudieron incluir dos articulos que
reportaban tendencias contrarias, por lo cual no encontramos diferencia estadisticamente
significativa (p=0.09) (La diferencia media encontrada fue de 0.3 (95% CI [-0.05,0.65], con un
heterogeneidad relativamente baja (12=36%). Por lo que no se pudo establecer un patron de
comportamiento para la infiltracion de estas células en respuesta a la quimioterapia

neoadyuvante. [50, 55].
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Before Aftes Std. Mean Difference Std. Mean Difference
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Figura 23. Meta-analisis linfocitos T CD4+ Influencia de NAC en la densidad de LT-CD4+ de tumores BC. Forest
plot para los resultados de la densidad de LT-CD4+ antes y después de NAC. El forest plot muestra la SMD (cuadrados)
y el intervalo de confianza del 95 % de los estudios individuales. El rombo en cada gréafico indica la estimacion general
y el intervalo de confianza del 95%.

Garcia Martinez., et al. (2014) evalud la correlacion entre la disminucion de estas células y la
respuesta clinica, encontrando que en los pacientes que tuvieron una menor presencia de CD4

post quimioterapia contaron con una mejor pCR [55].

Linfocitos T CD8

El marcador CD8 fue evaluado en 15 de los 32 articulos. Tres reportaron una disminucion de

esta poblacién después de la NAC ([51, 52, 120] mientras que siete reportaron un aumento para
esta poblacion [55, 81, 97, 105, 106, 112, 119]. Por su parte, cinco encontraron que no existian
cambios significativos en respuesta a la NAC [48, 49, 53, 110, 116].

Con el marcador CD8 fue posible realizar diversos metaanalisis teniendo en cuenta la distribucion
en el microambiente tumoral. En primer lugar se hizo la comparacion en tres articulos del conteo
de CD8 totales, observando que no hay un cambio significativo de estas células pos-NAC, con
una diferencia media de -0.17 (95% CI [-0.46, 0.13], p=0.27) y una heterogeneidad baja
(12=0.27%) (Figura 24) [50, 55, 120]. Posteriormente, se realizé el analisis para la fraccion de
CD8 infiltrantes de tumor en dos articulos, encontrando que no existen cambios significativos
después del tratamiento en la infiltracion de LT-CD8 pos-NAC, con una diferencia media de 0.40
(95% IC [-0.16, 0.96], p=0.16) y una heterogeneidad baja (12=0%) (Figura 24) [48, 120].
Adicionalmente, con dos articulos se realiz6 la comparacién para la fraccion de LT-CD8
estromales, evidenciando que no hay cambio en el conteo de estas células pre vs pos-NAC
(diferencia media de 0.42 (95% CI [-0.15, 0.96], p=0.18) y una heterogeneidad baja (12=0%))
(Figura 24) [48, 120]. Por ultimo, se hizo un analisis teniendo en cuenta todos los articulos sin
diferenciar la localizacion, donde se corrobor6 que no hay cambios en este marcador en
respuesta a la NAC, con una diferencia media de 0.06 (95% CI [0.22, 0.33], p=0.69) y una
heterogeneidad baja (12=27%) (Figura 24) [50, 55, 120].
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Figura 24. Meta-anélisis conteo de linfocitos T CD8+. Influencia de NAC en la densidad de LT-CD8+ de tumores
BC. Forest plot para los resultados de la densidad de LT-CD8+ antes y después de NAC. El forest plot muestra la SMD
(cuadrados) y el intervalo de confianza del 95 % de los estudios individuales. El rombo en cada grafico indica la
estimacion general y el intervalo de confianza del 95%.

Para los trabajos de Ladoire, et al., (2011) [49] y Wang, et al., (2018) [119] los pacientes se
agruparon segun el grado de infiltracion antes de la NAC. En el metaandlisis se encontré que no
hubo un cambio significativo en el grado de infiltracion en respuesta al tratamiento en el grupo
de pacientes con un alta infiltracién pre-NAC (diferencia media de -0.03 (95% CI [-0.19, 0.14],
p=0.76) y una heterogeneidad baja (12=56%)) (Figura 25)., ni en los pacientes con baja infiltracion
pre-NAC (diferencia media de 0.02 (95% CI [-0.16, 0.20], p=0.82) y una heterogeneidad baja
(12=60%)) (Figura 25).. Finalmente, el analisis en conjunto de todos estos grupos de pacientes
no mostré cambios significativos en la infiltracién pos-NAC (diferencia media de -0.00 (95% ClI |-
0.11, 0.11], p=0.97) y una heterogeneidad baja (12=52%) (Figura 25) [49, 119].

CcD8

Dos articulos reportaron que no hay una correlacion entre el aumento de CD8 pos-NAC con la
pCR [88, 91]. Por su parte, Vanguri et al., (2022) evidencié una disminucién significativa
Gnicamente en pacientes con pCR [51], mientras que Liang reporta un aumento en pacientes no
respondedores [112]. Adicionalmente, en dos articulos se reportd una correlacién positiva entre

la RFS y una alta tasa de cambio en LT-CD8 en respuesta al tratamiento [49, 81].
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Figura 25. Meta-analisis infiltracion de linfocitos T CD8+. Influencia de NAC en el conteo de LT-CD8+ de tumores
cancer de mama. Forest plot para los resultados del conteo de LT-CD8+ antes y después de NAC. El forest plot
muestra la SMD (cuadrados) y el intervalo de confianza del 95 % de los estudios individuales. El rombo en cada gréafico
indica la estimacion general y el intervalo de confianza del 95%.

FoxP3

10 articulos reportaron una disminucion pos-NAC de FoxP3 [47-54, 105, 110], y cinco no
reportaron cambios con respecto al tratamiento [46, 55, 81, 106, 116]. Se pudo realizar meta-
andlisis con cinco articulos, encontrando una disminucion significativa en la expresion de este
marcador pos-NAC (diferencia media de 0.45 (95% IC 0.05-0.86 P= 0.03) y una heterogeneidad
alta (12=76%)) (Figura 26) [47, 48, 50, 55, 105]

Before After Stil. Mean Difference Stil. Mean Difference
Study or Subgroup Mean  SD Total Mean  SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Chang 2014 4861 3501 a8 22488 23177 38 18.9% 087 [0.40,1.34] . E—
Dernir 2013 1.8 178 il 34 1A 71 227% 0.55[0.20, 0.90] e
Garcia-Martinez 2014 B.97 17.98 B8 1651 8556 88 234% -0.15 [-0.48, 0.17] — =T
Kaewkangsadan 2016 1408 23.26 16 0.7 A998 16 14.6% 0.77[0.05, 1.49 —
Lee 2019 1816 13.56 34134 91 300 19.4% 0.40 [-0.0%9, 0.90 T =
Total {95% CI) 216 243 100.0% 0.45 [0.05, 0.86] —=eniiign.-
Heterageneity: Tau®= 0.15; Chi*= 16.58, df= 4 (P = 0.002); F=76% _’1 _055 0 055 1'
Test for averall effect Z2=2.21 P =003 'Elefore After i

Figura 26. Meta-analisis linfocitos FoxP3+. Influencia de NAC en la densidad de Foxp3 de tumores BC. Forest plot
para los resultados de la densidad de FoxP3 antes y después de NAC. El forest plot muestra la SMD (cuadrados) y el
intervalo de confianza del 95 % de los estudios individuales. El rombo en cada gréfico indica la estimacion general y
el intervalo de confianza del 95%.
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Cinco estudios realizaron asociaciones entre el cambio de FoxP3 en respuesta a la NAC con la
respuesta clinica de las pacientes. En tres articulos no se encontro relacion entre los cambios de
infiltrado de FOXP3 y los desenlaces clinicos [55, 81, 105]. En contraste, un articulo evidencio
gue la disminucion de FOXP3 pos-NAC se relaciona con mejor RFS [49] y el dltimo trabajo
encontré que los pacientes con menor expresion de FOXP3 tuvieron una mayor tasa de pCR
[47].

Radio CD8/FOXP3
De los 32 articulos analizados, cuatro evaluaron el radio CD8/FOXP3. En dos de estos se reporto

un aumento [50, 105], mientras que en los otros dos no hubo cambios [49, 81]. Es importante
resaltar que solo en uno de los articulos se report6é un valor significativo [105] que en el resto no
se reporto el valor-p, por lo cual no se puede hablar de significancia estadistica.

Tres de los estudios mencionados hicieron correlaciones con desenlaces clinicos y los cambios
en el radio CD8/FOXP3. En el trabajo de Chan, et al.,, (2014) los datos reportados se
categorizaron segun la respuesta patolégica evidenciada, dividiendo la poblacién en un grupo de
respondedores y otro de no respondedores. En ambos grupos se encontr6 un aumento
significativo del radio CD8/FOXP3 pos-NAC, siendo mayor el cambio en el grupo de
respondedores [105]. Por otra parte, Ladoire, et al., (2011) no evidenciaron cambios en el radio
CD8/FOXP3 pos-NAC de pacientes con cancer de mama HER2-, sin embargo, al realizar
seguimiento por 5 afios para evaluar RFS y OS, identificaron que las pacientes que habian
presentado aumento en el radio CD8/FOXP3 pos-NAC tuvieron una mejoria significativa en estos
desenlaces clinicos comparado con las pacientes que no presentaron cambios [49]. En el caso
de Miyashita, et al., (2015) los datos fueron reportados como el porcentaje de pacientes con
aumento del ratio y reportan que un mayor cambio en el radio CD8/FOXP3 después de la NAC

se asocia significativamente con una mejor respuesta cinica [81].

Marcadores y citoquinas

Solo 13 de los 32 articulos incluidos en la revisién (40.6%) evaluaron marcadores o citoquinas
en el infiltrado tumoral (Tabla 5). El marcador CTLA-4 solo fue evaluado por Kaewkangsadan, et
al., (2016) y report6 una reduccion significativa de su expresion en LT estromales pos-NAC sin

cambios en los LT intratumorales [48].
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PD-1 fue evaluado en cuatro articulos: Wang, et al., (2018) reporta un aumento significativo de
la expresién de PD-1 en LT CD8+ estromales[119]. Kaewkangsadan, et al., (2016) reporta una
reduccion tanto de LT PD-1+ intratumorales como estromales [48], mientras que Wesolowski, et
al., (2020) reporta una reduccién en la cantidad de pacientes cuyos tumores fueron positivos
para PD-1 total (tumoral y estromal) pos-quimioterapia [120]. Por su parte, Liang, et al., (2021)
reporta una reduccion significativa de PD-1 para las pacientes que alcanzan la pCR pero no de
manera general. Al comparar la expresion de PD-1 en subpoblaciones de LT, reporta una
disminucion de su expresion en LT-CD4 en el grupo de pacientes respondedoras. Por otro lado,
la expresion de PD-1 en LT-CD8 aumentd de manera global y también en el grupo de pacientes

no respondedoras [112].

PD-L1 fue evaluado en 9 articulos: Lee, et al., (2019) reporta un aumento significativo en células
estromales, sin cambios en células tumorales [50], mientras que Wesolowski, et al., (2020)
reporta una reduccion en la cantidad de pacientes cuyos tumores fueron no encontraron
diferencias significativas en la expresion de PD-L1 luego de la NAC [46, 48, 54, 108, 114, 115,
119]. Dos articulos evaltan la expresion estromal global de PD-L1 [108, 115], mientras que otro
evalla la expresién en TILs CD8+ estromales [119]. Es interesante que Zhang, et al., (2019)
utiliza un score de positividad combinado, el cual evalia el nimero de células tumorales,
linfocitos y macréfagos positivos para PD-L1 sobre el total de células tumorales, encontrando
una reduccion de PD-L1 luego de la NAC la cual no se encuentra al compararlo directamente
[54].

LAG-3 fue evaluado en dos estudios, Sarradin, et al., (2021) reporté una disminucidn significativa
de la expresion estromal de LAG-3 luego de la quimioterapia [115]. Por su parte, Wang, et al.,
(2018) evalla la expresion de LAG-3 en TlLs CD8+ y reporta un aumento de su expresion en el

grupo de pacientes que no tuvieron respuesta favorable a la NAC [119].

Articulo Checkpoints y citoquinas

Abdelrahman, 2021 [46] PD-L1

Estroma
PD1 en CD4
Graeser, 2021 [107] PD1 en CD8 fI**
PD-L1
Tumor
PD1 en CD4
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PD1 en CD8 fI***
PD-L1 f**

Grecco-Hoffmann, 2021 [108]

PD-L1

Kaewkangsadan, 2016 [48]

PD-L1
CTLA-4 estromal 1*
CTLA-4 tumoral
PD-1 estromal J**
PD-1 tumoral J**
IL-1
IL-2
IL-4 [**
IL-10
IL-17
IFN-y =
TGF-B

Lee, 2019 [50]

PD-L1 estromal {r***
PD-L1 tumoral

Liang, 2021 [112]

PD-1

TIM3

CD8 PD1 1*
CD4 PD1
CD8 TIM3
CD4 TIM3

Naofumi Oda, 2012 [52]

IL-17F

Pelekanou, 2018 [114]

PD-L1

Sarradin, 2021 [115]

PD-L1
TIM3 {+*+*
LAGS3 I*

Verma, 2015 [118]

TGFb
IFNg
IL-2

Wang, 2018 [119]

PD-L1
PD-1 {t*
LAG-3 1*

Wesolowski, 2020 [120]

Overall PD-L1
Stromal PD-L1
Intratumoral PD-L1
Overall PD-1

Zhang, 2019 [54]

PD-L1 CPS **
PD-L1 células tumorales

PD-L1 TILS

* p0.05, **p0.01, ***p0.001; NS-p: Valor P no significativo; NR-p:

Valor P no reportado
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Tabla 5. Tabla de tendencias de checkpoints y de citoquinas

Por otro lado, dos articulos evaluaron TIM3 pre y pos-NAC. Uno de ellos no reporté un
aumento estromal significativo luego de la NAC [115], mientras el otro reporté una
disminucion significativa en las pacientes con una peor respuesta clinica, pero no hubo

cambios significativos al evaluarlo de manera general entre las pacientes del estudio [112].

Kaewkangsadan, et al., (2016), Verma, et al., (2015) y Naofumi Oda, et al., (2012) evaluaron el
efecto de la NAC en la expresion in-situ de varias citoquinas. Unicamente la IL-4 disminuyo
significativamente después de la quimioterapia [48] Por otro lado, no se encontraron cambios en
la expresion de IL-2, IFN-y, IL-1, TGF-B, IL-10 o IL-17 después de la NAC [48, 52, 118].

Cuatro de los articulos mencionados anteriormente relacionaron el cambio de PD-L1 luego de la
NAC con la respuesta clinica. Wang, et al., (2018) reporté una asociacion negativa entre el
aumento de PD-L1 luego de la NAC y la pCR [119]. Por el contrario, Waks, et al., (2019) observo
gue un aumento en PD-L1 tumoral y estromal es de buen pronéstico [53]. Adicionalmente, Lee,
et al., (2019) encontré que la ausencia de PD-L1 o la conversién negativa de la expresion de PD-
L1 tumoral durante la NAC, se asocia con un peor pronéstico [50]. Por su parte Pelekanou, et al.,
(2018) no encontrd una correlacion entre el cambio de la expresion de PD-L1 en relacion a la
NAC [114]. Unicamente Wang, et al., (2018) reportd una correlacion negativa entre la expresion
de LAG-3 y la pCR, adicionalmente cuando aumenté en conjunto la expresion de PD-L1 y de
LAG-3 las pacientes exhibieron un peor pronéstico [119].

Verma, et al., (2015) y Naofumi Oda, et al., (2012) evaluaron TGF-b e IL-17F respectivamente
en relacion con la pCR. TGFB tiende a aumentar, aunque no significativamente luego de la NAC
en los pacientes cuyos tumores no tuvieron pCR [118]. Por otro lado, la tasa de pCR no se
modificd segun el grado de expresion de IL-17F en el infiltrado tumoral luego de la NAC [52].

Articulos que evaluaron cambio en el infiltrado después de un ciclo de NAC

Cuatro articulos midieron el cambio de marcadores celulares o moleculares antes y después de
un solo ciclo de quimioterapia neoadyuvante. Dos de ellos reportaron un aumento de TILs
significativo entre las muestras de pre y después de un ciclo [50, 97]. Lee, et al., (2019), no

encontré asociaciones con variables clinicopatoldgicas significativas [50]. Graeser, et al., (2021)
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y Lee, et al., (2019) evaluaron las poblaciones de LT CD4+ y LT CD8+ tanto en estroma como
en tejido tumoral y reportaron un aumento significativo después del primer ciclo de NAC en ambas
poblaciones [50, 107]. Adicional a esto, Lee, et al., (2019) cuantificd la poblacién de los Tregs
mediante la expresion de FOXP3 en donde encontraron una disminucion significativa de estos
después de un ciclo de NAC; y midieron el radio de CD8/FOXP3 del cual reportaron un aumento
[50]. Graeser, et al., (2021), ademas de esto, midi6 LT totales, PD1 en CD4 y CD8; y PD-L1 en
células estromales y tumorales. La poblacion de LT exhibié un aumento significativo. En cuanto
a PD1 en CD4 y CD8 encontrd un aumento significativo de su expresion en LT CD8+, a diferencia
de LT-CD4+ que no demuestra una diferencia significativa. Con relacién a PD-L1 se reporté un
aumento significativo de su expresion en tejido tumoral, no obstante, no se evidencié cambio
significativo en el estroma [107]. Por su parte, Varadan, et al., (2016) realizé una medicion del
‘Immune index” que se define como una firma inmunoldgica dada a partir de la expresion de un
grupo de genes, encontrando que no hay un cambio significativo después del primer ciclo de la
NAC [117].
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7.2.2. Caracterizacion del infiltrado inmune por medio de ISSLU

Para evaluar el efecto de la NAC en el infiltrado inmune tumoral, invitamos a pacientes con cancer
de mama del servicio de oncologia clinica del Instituto Nacional de Cancerologia a participar en
un estudio descriptivo, las pacientes que accedieron a participar, firmaron un consentimiento
informado y nos dieron acceso a las muestras de patologia de su tumor, antes (biopsia) y
después (espécimen quirurgico), y a los datos de su desenlace clinico consignado en la historia
clinica. Todos los datos personales y de identificacion fueron tratados de manera confidencial
para reservar la identidad de las participantes.

Las ldminas de H&E de las pacientes fueron revisadas con el acompafiamiento de un residente
en patologia, para evaluar en cuales bloques quedaba tejido tumoral después del tratamiento
neoadyuvante. Se seleccionaron entre uno y tres bloques por paciente, y se realizaron cortes de
estos blogques en el laboratorio de Patologia Interfacultades de la Facultad de Medicina.

Las laminas de la biopsia y de las cirugias fueron desparafinadas y marcadas con los 6
anticuerpos previamente estandarizados (CD45, CD68, CD20, CD3, CD8 y Pankeratinas). Se
tomaron fotos en los hotspots de marcacion y se puntearon siguiendo la metodologia utilizada
por Matkowski, et al., (2009), donde proponen evaluar, la cantidad de células positivas y la
intensidad de la marcacién, adicional a la localizacién del infiltrado inmune con respecto a las
células tumorales: central o periférico y la distribucion de las poblaciones: formando agregados
nodulares o si por el contrario se encuentran de forma difusa en el microambiente [122].

Graficamos los puntajes de la cantidad y la intensidad de la marcacién, y encontramos una
diferencia estadisticamente significativa en la infiltracion leucocitaria total evaluada por CD45, la
cual aumenta después del tratamiento neoadyuvante (Figura 27). Sin embargo, en el resto de las
poblaciones inmunes evaluadas con los marcadores CD68 (Figura 28), CD20 (Figura 29), CD3
(Figura 30) y CD8 (Figura 31) no encontramos diferencias significativas antes y después de la
NAC. Adicionalmente, realizamos las sobreposiciones de las imagenes tomadas de las
marcaciones secuenciales. Para esto, seguimos la metodologia propuesta en [23], sin embargo,
al no contar con un digitalizador automatizado de laminas, se tomaron fotos de manera manual
teniendo en cuenta las coordenadas donde se habian tomado fotos de las coordenadas
anteriores, asi es como logramos realizar las sobreposiciones de las diferentes marcaciones
(Figuras 32y 33).
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Figura 27. Semi-cuantificacion de la infiltracion de CD45. Andlisis de grupos de la a. Cantidad y b. Intensidad de
la marcacién (Mann-Whitney). Analisis pareados de la c. Cantidad y d. Intensidad (Wilcoxon test).
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Figura 28. Semi-cuantificacion de la infiltracion de CD68. Andlisis de grupos de la a. Cantidad y b. Intensidad de
la marcacion (Mann-Whitney). Andlisis pareados de la c. Cantidad y b. Intensidad (Wilcoxon test).

a. 4- b. 4-

l ns I | ns |
o 3l Q 3-
8 3 ] °
3] -t al
=}
S2{ e n 8 2-
o —
= 0
S S
S 1 f ; £ 1
0t—eop0— 0l—or0———
@ 2 ) o

o

Cantidad CD20

4-
I ns I

3

2.4

14
0 :
€

d.

Intensidad CD20

4-
ns
3-
2.
14
0 L] T
@ =]
¢t Q°

Figura 29. Semi-cuantificacion de la infiltracion de CD20. Andlisis de grupos de la a. Cantidad y b. Intensidad de
la marcacion (Mann-Whitney). Andlisis pareados de la c. Cantidad y b. Intensidad (Wilcoxon test).
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Figura 30. Semi-cuantificacién de la infiltraciéon de CD3. Andlisis de grupos de la a. Cantidad y b. Intensidad de la
marcacion (Mann-Whitney). Analisis pareados de la ¢. Cantidad y b. Intensidad (Wilcoxon test).
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Figura 31. Semi-cuantificaciéon de la infiltracion de CD8. Analisis de grupos de la a. Cantidad y b. Intensidad de la
marcacion (Mann-Whitney). Andlisis pareados de la c. Cantidad y b. Intensidad (Wilcoxon test).

En el anexo 5 se encuentran las sobreposiciones de algunas muestras de biopsias vy
mastectomias. De manera general observamos un patron de infiltracion de los LT-CD3 y CD8
periférico, mientras los LB y M¢ si infiltraban intratumoralmente. Sin embargo no es posible sacar
conclusiones definitivas pues no en todas las muestras encontramos este patron. Dentro de la
evaluacion de las laminas marcadas se tuvo en cuenta la distribucion y la formacién de

estructuras nodulares.



86 Caracterizacion del infiltrado inmune tumoral en pacientes con cancer de mama

cD8

Pankeratinas

cbs

Pankeratinas

Figura 32. Sobreposicion de marcaciones. Aumento de 100X y 200X de una biopsia marcada con los anticuerpos
anti-CD8 y anti-Pankeratinas. Sobreposicion de ambas marcaciones.
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Figura 33. Sobreposicion de marcaciones. Aumento de 200X de una biopsia marcada con los anticuerpos anti-
CD45, anti-CD68 y anti-Pankeratinas. Sobreposicion de las tres marcaciones.

Como se menciond previamente al ser fotografias tomadas de manera manual, la mayoria de las
veces no quedan en el punto exacto para que la sobreposicién y colocalizacién de las proteinas
se vea exacta, por lo cual la resolucion de las sobreposiciones no tiene una buena resolucion.
Sin embargo, creemos que esta técnica resulta ser costo-efectiva para mapear el microambiente
tumoral, pues permite evaluar las diferentes poblaciones sobre la misma lamina y de esta forma
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estudiar la formacién de estructuras linfoides terciarias y el agrupamiento de diferentes subtipos
inmunes (Anexo. 5)

7.2.3. Caracterizaciéon de las poblaciones inmunes evaluadas por CIBERSORTX

Por ultimo, con la intencion de tener una aproximacion mas cuantitativa del infiltrado inmune
tumoral antes y después de la NAC, tomamos los datos de secuenciacion de mRNA publicados
por Hee Park, et al., (2021), quienes secuenciaron el transcriptoma tumoral de 112 pacientes
antes de la NAC (pre), 88 después de un ciclo de NAC (1 ciclo) y 27 al momento de la cirugia
(pos). Estos transcriptomas estaban normalizados en TPMs, por lo cual pudieron ser analizados
en el software de uso libre CIBERSORTYX, el cual utiliza una matriz de perfiles transcripcionales
de 22 subtipos inmunes y cuantifica las fracciones relativas dentro del transcriptoma tumoral [25,
26]. Al igual que con los datos de los puntajes de las marcaciones de IHQ, hicimos analisis
pareados (Wilcoxon) y analisis de grupo (Kruskal-Wallis).

Para las fracciones del linaje de células B, encontramos una disminucion significativa en los LB-
naive pos-NAC, en comparacion con la muestra pre, sin embargo, al momento de hacer el
analisis grupal no vimos diferencias entre los tres puntos de tiempo (Figura 34. a 'y d). Evaluando
la fraccion de LB de memoria también vimos una disminucién en el momento de la cirugia en
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Figura 34 Fracciones relativas a LB. Fracciones relativas evaluadas por CIBERSORTX para las poblaciones de LB-
Naive, LB-Memoria y Células plasmaticas. Los andlisis pareados se hicieron con la prueba Wilcoxon (a, by ¢) y los
andlisis de grupo se hicieron con la prueba Kruskal Wallis (d, e y f).

comparacion con la muestra pre-NAC y después de un solo ciclo, diferencias que se mantuvieron
al momento del andlisis grupal (Figura 34. b y e). Por ultimo, para la fraccién relativa de células
plasméticas no vimos diferencias significativas entre los tres puntos de tiempo (Figura 34. c y f).

Para la fraccién relativa de LT-CD8 y de LT-CD4 quiescentes encontramos una diferencia
significativa a nivel grupal (Figura 35 d y ). Ambas poblaciones aumentan su expresion después
de ciclo de NAC, y disminuyen al momento de la cirugia, sugiriendo un aumento de la infiltracion
en la respuesta temprana a la NAC. Este comportamiento no se pudo observar en las muestras
pareadas (Figura 35 a y b). Por su parte no encontramos diferencias significativas en ningan
andlisis para la fraccion relativa de LT-CD4 activados (Figura 35 c y f).
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Figura 35. Fracciones relativas a LT. Fracciones relativas evaluadas por CIBERSORTX para las poblaciones de LT-
CD8, LT-CD4 quiescentes y LT-CD4 activados. Los andlisis pareados se hicieron con la prueba Wilcoxon (a, by c) y
los analisis de grupo se hicieron con la prueba Kruskal Wallis (d, e y f).
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Para las subpoblaciones de LT, a nivel de grupo encontramos una disminucion después de un
ciclo, que se mantiene hasta el final del tratamiento de la poblacién de LT foliculares, sin
embargo, este comportamiento no se observé en las muestras pareadas (Figura 36 a y d). Por
otra parte, para la poblacién de Tregs encontramos un aumento significativo después de un ciclo
de NAC, con respecto al final del tratamiento. Y también vemos una disminucion significativa de
esta poblacion al final del tratamiento con respecto a la muestra pre-NAC. Estas diferencias las
vemos tanto a nivel pareado, como en el analisis grupal (Figura 36. b y e). Para las fracciones
relativas de LTyé no encontramos ninguna diferencia entre los puntos de tiempo ni en el analisis
pareado, ni a nivel de grupo (Figura 36. c y f)
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Figura 36. Fracciones relativas a subpoblaciones de LT. Fracciones relativas evaluadas por CIBERSORTx para
las poblaciones de LT foliculares, Tregs y LTyd. Los andlisis pareados (a, b y ¢) se hicieron con la prueba Wilcoxon y
los analisis de grupo se hicieron con la prueba Kruskal-Wallis (d, e y ).

Comparamos también las fracciones relativas de células NK activadas, las cuales no cambiaron
significativamente ni en el andlisis pareado, ni en el analisis de grupo (Figura 37. ay d). En la
fraccion relativa de la poblacion de monocitos vimos un aumento significativo en el momento de
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la cirugia en el andlisis pareado (Figura 37. b), pero no en el analisis grupal (Figura 37 e). A
diferencia de las células dendriticas activadas que aumentan significativamente en el momento
de la cirugia a nivel grupal (Figura 37 f), pero no en el andlisis pareado (Figura 37. C).
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Figura 37. Fracciones relativas de NKs, Monocitos y DCs. Fracciones relativas evaluadas por CIBERSORTX para
las poblaciones de NK activadas, Monocitos y DCs activadas. Los andlisis pareados (a, b y ¢) se hicieron con la
prueba Wilcoxon y los analisis de grupo se hicieron con la prueba Kruskal-Wallis (d, e y ).

Adicionalmente evaluamos las poblaciones de M¢ con sus posibles fenotipos MO, M1y M2. Para
los M$-MO no vimos ningun cambio significativo ni en las muestras pareadas ni a nivel de grupos
(Figura 38. a 'y d). Para los M¢$-M1 observamos una disminucion significativa después de un ciclo
de NAC, que se disminuy6 también en el momento de la cirugia (Figura 38. b y e). Para la
subpoblacién de M¢-M2 vimos el comportamiento contrario, pero Gnicamente a nivel de grupos,
donde la fraccion relativa de esta poblacién aument6 significativamente después de un ciclo de
NAC, y después de la cirugia, aunque este comportamiento no se vio en las muestras pareadas
(Figura 38. c y f).
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Figura 38. Fracciones relativos de las subpoblaciones de Me. Fracciones relativas evaluadas por CIBERSORTx
para las poblaciones de M¢-MO/M1/M2. Los analisis pareados (a, b y ¢) se hicieron con la prueba Wilcoxon y los
andlisis de grupo se hicieron con la prueba Kruskal-Wallis (d, e y f).

Por dltimo, la tabla de perfiles transcripcionales LM22 (CIBERSORTX), también nos permitio
evaluar la fraccion de Mastocitos quiescentes y activados y la fraccién de neutréfilos (Figura 39).
Unicamente vimos diferencias significativas para la poblacién de mastocitos activados, los cuales
aumenta significativamente después del tratamiento NAC, en comparacion con la muestra pre-
NAC y después de un ciclo (Figura 39 b y e), esta diferencia se pudo evidenciar con el analisis
pareado y a nivel del andlisis grupal.

Esta técnica de andlisis transcripcional nos permiti6 evaluar diferentes subpoblaciones del
sistema inmune, haciendo analisis cuantitativos que mostraron el cambio de estas en respuesta
al tratamiento con la NAC.
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Figura 39. Fracciones relativas de mastocitos y neutréfilos. Fracciones relativas evaluadas por CIBERSORTX
para las poblaciones de M$-M0/M1/M2. Los andlisis pareados (a, b y c) se hicieron con la prueba Wilcoxon y los
andlisis de grupo se hicieron con la prueba Kruskal-Wallis (d, e y f).
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7.3. Capitulo 3. Correlaciones entre el desenlace clinico y la
evaluacion de las poblaciones infiltrantes pre y pos-NAC por
medio de la ISSLU

Los estudios del infiltrado inmune tumoral adquieren relevancia en la medida que el
comportamiento de una poblacion determinada se convierte en biomarcador prondstico. Las
diferentes poblaciones inmunes pueden ser de buen o mal pronéstico dependiendo del tipo de
tumor estudiado [2]. Por este motivo, quisimos evaluar si en nuestra cohorte de pacientes, existe
algun tipo de correlacion entre las poblaciones de leucocitos, M¢, LB, LT y LT-CD8+, evaluadas
pre- y pos-quimioterapia y el desenlace clinico de las pacientes. Para esto, organizamos una
tabla de las variables clinicas disponibles de cada paciente y las poblaciones medidas por ISSLU
pre y pos-NAC.

En cuanto a los subtipos moleculares, el 40% de las pacientes fueron diagnosticadas con
tumores de cancer de mama del subtipo Luminal B, el 20% con el subtipo Luminal A, el 30% con
el subtipo HER2-Like y solo el 10% al subtipo triple-negativo (Figura 40 a). Con respecto al
estadio de diagnéstico, el 40% de las pacientes fueron diagnosticadas en estadio 1B, el 30% en
estadio lIA, el 20% en estadio 11IB y el 10% en estadio IlIA (Figura 40 b), ninguna de las pacientes
tuvo metdstasis, pero el 50% tenia nédulos positivos (Tabla 6). El 90% de las pacientes tuvieron
respuesta parcial (RP) y solo una paciente correspondiente al 10% presento enfermedad estable
(EE), resulta de interés que esta paciente que no redujo el tamafio tumoral, corresponde a un
caso de cancer de mama triple negativo, el cual se sabe es el subtipo con peor prondéstico (Tabla
6) [123].

Triple negativo
10%

1113}

HER2-Like
30%

1A
10%

Figura 40. Subtipo moleculares y estadio de diagndstico. Porcentaje de pacientes correspondientes a: a. los cuatro
subtipos moleculares y b. estadio de diagndstico, incluidas en la cohorte del Instituto Nacional de Cancerologia.
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Vol.

Codigo | POde Tu::or EDAD | ER | PR |HER2 |Ki67 |estadio| TNm | ResPuesta

muestra mm2 pre clinica
PGT-001 | Preypos | 210 43 |80]70] o |40 ] ua [T2nOomo| RP
HGV-002 | Pos 44 63 |100] 90 | +++ | 31 | A |T2NOMO| RP
CRF-003 | Preypos | 700 55 | 60| 60| +++ | 15 | 1B |T3NOMO| RP
AQT-004 | Pre 300 66 | 0 | O | +++ | 40 | A |T2NOMO| RP
NRG-005 | Preypos | 3250 | 63 |100( 10| 0 | 20 | WA |TaNimMo| RP
MTG-006 | Pre 700 43 |60]100] 0 | 5 | ue [T3Nomo| RP
MMG-007 |  Pre 170 | 8 |0 | 0| o |70 | mB |TaNimo| EE
BTC-008 | Preypos | 2665 | 73 |100/ 90| o | 70 | mB |[T4Nimo| RP
LPP-009 | Preypos | 300 62 |100/20] o | 10| us |[T2nimo| RP
GRN-010 | Pos 215 57 [100/ 8 | o0 |40 | uB |[T2NIMO| RP

Tabla 6. Desenlace clinico. Variables clinicas antes y después de la NAC de las pacientes del INC incluidas en el
estudio.

Adicionalmente, encontramos una tendencia a una disminucién del tamafio tumoral en respuesta
a la NAC (Figura 41), la cual concuerda con resultados previos del grupo de Inmunologia y
Medicina Traslacional [21, 22], aunque en la presente cohorte no encontramos diferencias
estadisticamente significativas.
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Figura 41. Reduccidn del tamafio tumoral. Evaluacién del tamafio tumoral al momento de la biopsia (pre) y de la
cirugia (pos). a. andlisis de grupo de las muestras con la prueba de Mann-Whitney. b. andlisis pareado de las muestras
con la prueba Wilcoxon.

Con el propésito de correlacionar el comportamiento de multiples variables analizadas antes y
después del tratamiento y el desenlace clinico de las pacientes se realizé un Analisis de
Componentes Principales (PCA por sus siglas en inglés) el cual es un analisis de reduccion de
dimensiones en x-componentes para estudios con multiples variables el cual permite determinar
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la importancia de cada variable en el comportamiento de cada uno de los componentes
principales. El PCA arroja para cada variable un valor sobre los componentes principales, el cual
refleja la influencia que dicha variable tiene sobre cada componente (Tabla 7). En este caso,
determinamos que una variable es relevante si el nUmero absoluto es superior a 0.5. Este criterio
permite de manera sistematica eliminar variables que no reflejen el comportamiento de las
muestras, por ejemplo, las variables muy cercanas al centro, en ambas dimensiones, no ejercen
ninguna influencia sobre los componentes (Figura 42a). Adicionalmente, el analisis permite
determinar el valor que cada muestra tiene en cada uno de los componentes (Figura 42 b). El
modelo se optimiza empleando las variables relevantes con el fin de asignar a cada componente
la combinacion de variables mas adecuada (Tabla 7.).
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Figura 42. Anélisis de componentes principales con todas las variables. Resultados de la reduccion de variables
a dos componentes. a. Grafica del pesa de cada variable en los dos componentes. b. Representacion de los valores
de cada pacientes en los dos componentes principales.

Luego de analizados los datos por PCA, se obtuvo la matriz de los componentes (dos
componentes en este caso) descritos en la Tabla 7, la cual muestra los puntajes de cada variable
en relacion a cada uno de los dos componentes.

Comp | Comp
Variable 1 2

Vol_tum | 0,366| -0,380
Red_tun | -0,110| 0,198

Edad 0,278 | -0,234
ER 0,378 | -0,244
PR -0,015| -0,175
HER2 -0,771| 0,238

Ki67 0,242 | -0,082
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T 0,237| 0,572
N 0,597 | -0,382
C_CD68 | 0,675| 0,349
|_CD68 | 0,203| 0,573
L_CD68 | 0,532| 0,146
D _CD68 | 0,656 0,449
C_CD45 | 0,050 0,257
|_CD45 | -0,043| 0,294
L_CD45 | -0,065| 0,353
D_CD45 | 0,198| -0,382
C_CD20 | -0,531| 0,264
1. cD20 | -0,774| -0,192
L_cD20 | -0,727| -0,090
D_CD20 | -0,617| -0,053
c cp8 | -0,075| 0,513
|_cD8 | -0,602| 0,296
L CD8 | -0,366| -0,012
D cD8 | 0,069 -0,642
C cD3 | 0,394| 0,760
1_cD3 0,143| 0,909
L_CD3 0,268| 0,477
D cD3 | 0,723| 0,081

Tabla 7. Matriz de componentes rotados. Resultados del primer andlisis con todas las variables incluidas y su
respectivo peso en los dos componentes principales. Las variables en cursiva y negrita fueron las seleccionadas para
optimizar el analisis de componentes principales pues tenian un valor mayor a 0.5 en alguno de los dos componentes.
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Figura 43. Analisis de componente principales optimizado con las variables de mayor peso. Segundo analisis
de componentes principales utilizando las variables con mayor valor en los componentes principales.

Se corrié un andlisis optimizado con las variables seleccionadas (Tabla 7) y se obtuvo una grafica
de dos componentes y la respectiva gréfica de los valores asignados a cada paciente en cada
componente (Figura 43 a 'y b). En esta grafica (Figura 43 b) la ubicacion de cada individuo esta
determinada por la resultante del comportamiento de las variables de cada individuo en los dos
componentes. En los dos analisis se observan en azul las muestras de las pacientes
prequimioterapia y en rojo las muestras de pacientes luego de la quimioterapia. Lastimosamente
no encontramos comportamientos que nos permitan diferenciar las muestras pre y pos-
guimioterapia, ni en el analisis con todas las variables (Figura 42) ni en el analisis optimizado
(Figura 43).

a b.
Grafico de componentes en espacio rotado
1,04 3
C_CD45
° ]
054 —
©
2
red_tum 5]
P e £
= wol_tum =
@ < o
=
3 of s
£ (-4
3 €
© o 4
Q. /2
o5 5 (
[&] :
©_CD88
= :
1.0 :
10 05 00 05 10 -3 p p T i y 8
- o ! ’ -3 2 1 0 1 2 3

Componente 1 Componente principal 1

Figura 44. Andlisis de componentes principales con variables de relevancia experimental. Segundo analisis de
componentes principales utilizando las variables con mayor valor en los componentes principales.
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Por ultimo, tomamos las variables experimentales que tuvieron un cambio significativo (Cantidad
de células CD45+) y la tendencia de macréfagos a aumentar (Cantidad de células CD68+) en
respuesta a NAC, y corrimos un analisis PCA en conjunto con las variables de tamafio tumoral y
reduccion del volumen tumoral. En este Ultimo analisis encontramos una agrupacion de las
pacientes pre-NAC hacia la izquierda de la gréfica, y pos-NAC hacia la derecha, sugiriendo que
estas cuatro variables pueden explicarnos parcialmente el comportamiento de las muestras en
respuesta al tratamiento. Sin embargo, creemos que estos andlisis deberian repetirse en
cohortes con un mayor niumero de pacientes que permitan asegurar con robustez el valor clinico
y pronoéstico de la infiltracién de leucocitos y macréfagos en tumores de cancer de mama y su
respuesta al tratamiento.
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DISCUSION

El estudio del TME ofrece claridad sobre la fisiologia de las interacciones celulares y moleculares
gue determinan en cierta medida el establecimiento y la progresion del cancer, a la vez que

ofrece oportunidades clinicas a nivel diagndstico, prondéstico y terapéutico [124].

McAllister y Weinberg et al., en el 2014 propusieron el concepto de un ambiente sistémico
inducido por el tumor el cual determina la progresion del cancer y la capacidad de metastasis
[125]. Laplane en el 2018, recoge esta idea y plantea la existencia de 6 capas del TME: la primera
gue comprende las interacciones y simbiosis entre células tumorales. La segunda, el nicho, que
definen como un concepto espacial/temporal que permite el inicio del desarrollo tumoral. Las
siguientes tres capas siendo los ambientes confinados, proximales y periféricos, que, aunque se
alejan del centro tumoral definen también el progreso o la regresion del cancer. Por dltimo,
proponen el ambiente organismo-tumoral (TOE) como la Ultima capa, donde se incluyen
componentes no localizados intratumoralmente, ni en su vecindad, pero que afectan el desarrollo
del cancer [124].

Estas definiciones traen retos conceptuales, pues se debe teorizar sobre las comunicaciones
entre los diferentes niveles organizacionales y al mismo tiempo, plantea la existencia de nuevos
blancos terapéuticos, pues si el progreso tumoral depende del establecimiento de todas estas
capas, blogueando o restringiendo alguna de ellas se podria detener el crecimiento tumoral [124].
Por ejemplo, se ha demostrado en cancer de mama la existencia de poblaciones de macréfagos
de buen pronéstico FOLR2+, residentes de tejidos, y de mal pronéstico TREM+, que son
derivados de poblaciones de monaocitos infiltrantes que se diferencian a macréfagos en el TME
[126].

Algunos autores han denominado a esta nueva vision, en la que se incluyen estructuras inmunes
distantes al tumor (como nodulos linfaticos y médula 6sea), al sistema nervioso y al rol del
microbioma en el desarrollo del cancer como ambiente organismo-tumoral (TOE) [127]. Aunque
el estudio del TOE y no solo el TME ofrecera en el futuro herramientas diagnésticas y terapéuticas
mas productivas en varios tipos de cancer, el estudio del microambiente tumoral y

particularmente del infiltrado inmune proximal en cancer de mama ha demostrado ser costo-
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efectivo en el contexto de la quimioterapia neoadyuvante, por lo que un analisis integrativo como

el que proponemos es relevante en este contexto.

En este trabajo estandarizamos la técnica de ISSLU para el estudio del microambiente tumoral,
y para estudios de “paisajismo inmune” del tejido. Esta técnica resulta ser Gtil y costo-efectiva
para hacer analisis de tejidos preservados en parafina. Permite ver las multiples marcaciones en
un solo campo, y analizar las imagenes para evaluar las diferentes poblaciones de interés,
permitiendo evaluar los ambientes inmunes confinados, proximales y periféricos y al mismo
tiempo la interaccion célula tumoral — célula tumoral [124]. Todo esto, con los equipos y
materiales disponibles en cualquier laboratorio de patologia, demostrando que la antigenicidad
de las proteinas se mantiene y que no existen interacciones resultado del uso de anticuerpos de

manera secuencial (Figuras 7-17).

Encontramos algunas limitaciones con el uso de esta técnica, pues al no contar con un
digitalizador automatizado las fotos no son tomadas exactamente en el mismo punto y la
sobreposicién de las imagenes se ve en baja resolucion, afectando la evaluacién de la
colocalizacion de los marcadores (Figura 18 y 32) [23]. Sin embargo, las imagenes individuales
si permiten hacer un muestreo (“scan”) de las poblaciones de interés sobre el mismo punto
(Figuras 7-18 y Anexo 5). Adicionalmente, el tejido se va despegando a medida que pasan las
marcaciones, es por esto que en algunas ocasiones solo logramos entre 5 0 7 marcaciones sobre
la misma lamina. Es importante que, al momento de realizar las marcaciones, se tenga mucho

cuidado con la manipulacion de la lamina, cuidando los pasos de lavado y secado.

La quimioterapia neoadyuvante con antraciclinas, ciclofosfamida y taxanos es la primera linea
del tratamiento contra el cancer de mama, la cual ha demostrado tener un efecto significativo en
la reduccién del tamafio tumoral previo a la cirugia [128]. Clasicamente se ha descrito como un
tratamiento inmunosupresor por su efecto citotdéxico sobre poblaciones inmunes circulantes, sin
embargo, estudios han demostrado que puede activar al sistema inmune porque induce muerte
celular inmunogénica (MCI) en las células tumorales, las cuales emiten sefiales de peligro
estimulando la respuesta inmune. Adicionalmente se ha reportado un efecto indirecto al inducir
la muerte de células inmunoreguladoras infiltrantes como las Tregs y MDSCs y por ende mejorar
la respuesta antitumoral [9, 30, 129, 130]. Por lo tanto, se ha planteado una interaccion sinérgica

y bidireccional entre el sistema inmune y la quimioterapia en donde el efecto antitumoral de la
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NAC es mediado parcialmente por un efecto inmunolégico que a su vez se potencia por la accion

del tratamiento.

La NAC afecta la contextura inmune del TME, por ejemplo, Demaria et al. (2001) demostraron
gue el tratamiento basado en Paclitaxel incrementa la frecuencia de TILs en pacientes con cancer
de mama que respondieron a la quimioterapia [83]. Es importante resaltar que estos estudios se
enfocan en la evaluacibn morfolégica de linfocitos, sin tener en cuenta la expresion de
marcadores y otras poblaciones celulares diferentes que pueden estar interviniendo en la
inmunidad antitumoral, como es el caso de la infiltracion de las lesiones primarias de cancer de
mama por células CD68low (macréfagos y DCs plasmacitoides) las cuales se asocian
positivamente con la supervivencia sin recaidas [131]. El valor pronéstico de los recuentos de
linfocitos T CD8+ que infiltran el tumor en pacientes con cancer de mama ha sido confirmado en
otros estudios [84, 132].

En cancer de mama, se ha reportado la infiltracién por células del sistema inmune innato y
adaptativo: macréfagos, LB, LT y sus subpoblaciones, células NKs y DCs. Ademas, se ha
evaluado la expresién de marcadores de agotamiento y quemoquinas como PD-L1, PD1, CTLA4
y CXCL13 [34, 133, 134].

El rol de estos marcadores celulares y moleculares en el pronéstico de la enfermedad no ha sido
completamente elucidado. Algunos articulos incluidos en la revisién evaluaban TILs los cuales
constituyen una poblacion heterogénea, que se estudia de forma morfolégica en laminas del
tumor tefidas con H&E. Se ven como células pequefias y poco complejas, que se encuentran en
el estroma o en el centro del tumor, y pueden o no formar estructuras linfoides terciarias [135].
La mayoria no report6 diferencias significativas (Tabla 3), sin embargo, en el metaanalisis (Figura
21) vemos una disminucién significativa de los TILs después de la NAC, la cual contradice la
hipétesis de que la NAC aumenta la infiltracion linfocitaria. Ademas, por la forma en la que se
evaltan los TILs estos pueden incluir Linfocitos T, Linfocitos B e incluso, células NK que

comparten la misma morfologia celular, con posibles fenotipos reguladores o efectores distintos.

Segun Pelekanou, et al., (2018) la disminucion de TILs en respuesta a la NAC se podria explicar
por dos posibles razones. Por un lado, que existe un efecto citotoxico de la NAC sobre esta

poblacién, o por el otro, que al detenerse la progresion tumoral se disminuye el tumor como
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blanco del infiltrado inmune. Diferente a la idea de que la quimioterapia esta induciendo sefiales
de peligro y con esto la infiltracién inmune [114], hipétesis que también es respaldada en [108,
111], vale la pena analizar si la respuesta inmune antitumoral de alguna forma depende de la
carga tumoral antigénica. Si es asi, al disminuirse las células tumorales por la citotoxicidad directa
de la NAC y porgque son blanco de las células inmunes, las sefales de peligro del microambiente
y la disminucion de la carga de antigeno probablemente conlleva a una disminucion de la

infiltracién del tumor por células inmunes.

La disminucion de los TILs pos-NAC encontrada en el meta-andlisis, contrasta con el aumento
de CD45 encontrado por inmunohistoquimica secuencial (Figura 27). Uruefia, et al., son los
Unicos autores en evaluar esta poblacion en los articulos incluidos en la revision sistemética y no
encontraron un cambio significativo en respuesta al tratamiento. CD45 es un marcador del linaje
hematopoyético, se encuentra en todos los leucocitos con mayor expresion en linfocitos y
pertenece a la familia de tirosina fosfatasas transmembranales [136]. Nuevamente, como con los
TILs, su aumento no puede asignarse a una poblacién especifica, pues esta presente en la
superficie celular de LT, LB, NKs, y todos sus posibles fenotipos regulatorios. Pero el hallazgo
de las tinciones si parece concordar con la hipétesis que la NAC aumenta la infiltracion en
tumores. Seria interesante evaluar esta poblacion en momentos mas tempranos del tratamiento
antitumoral, pues los resultados podrian concordar con lo encontrado por Hee-Park, et al., (2020),

gue reportan un aumento inicial de los TILs después de un ciclo de NAC [97].

En cuanto al sistema inmune innato, la poblacion que mas se ha estudiado en el contexto de la
infiltracién tumoral son los TAMs. Sin embargo, no se ha podido llegar a un consenso sobre los
marcadores que deben ser utilizados para definir las subpoblaciones de M¢. Candnicamente se
habla de dos tipos de macrofagos, los M$-M1 que tienen un perfil proinflamatorio y se consideran
deseables por tener una actividad antitumoral potente [137]. Por otro lado, los M¢-M2 son
antiinflamatorios y promueven la angiogénesis, lo que puede favorecer algunos tumores [138].
En los resultados de la revision sistematica no se observé una tendencia clara en el cambio de
la infiltracién de M¢ totales, ni en los M$-M1 0 M$-M2 en respuesta a la NAC en los articulos
incluidos. Nuevos estudios han propuesto marcadores novedosos como TREM2 y FOLR2, que
han demostrado una asociacion significativa con la respuesta clinica de los pacientes [126]. Por
medio de la ISSLU no encontramos ninguna diferencia en la infiltraciéon de M¢ CD68+, pero si

vimos una tendencia a aumentar en el andlisis grupal (Figura 28a), con el uso de nuevos
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marcadores como FOLR2 y TREM2, que delimiten las poblaciones M1/M2 probablemente se vea
resultados prometedores en cancer de mama. Sin embargo, utilizando CIBERSORTYX, el cual
evalla la poblacion de M¢ MO/M1/M2, encontramos diferentes comportamientos. Primero, los
Md¢-MO no cambiaron a nivel global grupal ni pareado entre los tres puntos de tiempo. Los M-
M1 (antitumorales) disminuyen significativamente después de un ciclo de NAC y también al
momento de la cirugia. Y los M$-M2 (protumorales) aumentan después de un ciclo y al momento
de la cirugia (Figura 38), lo cual va en contra de lo esperado, pues la NAC deberia estar
disminuyendo la poblacion de TAMs, al generar efecto citotdxico sobre las células tumorales
[139]. Es interesante ver que el aumento de la poblacién de M$-M2 se ve acompafado de un
aumento significativo en la poblacién de monocitos (Figura 37b), por lo cual se podria pensar que
esta poblacion pro-tumoral si esta siendo derivada de monocitos circulantes, y corresponde a la
poblacion TREM2 descrita en [126].

La citotoxicidad directa de los M¢ sobre células tumorales estd mediada por dos mecanismos, el
primero generado por liberacion de especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico. Y el segundo,
mas rapido, inducido por citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC por sus siglas en inglés),
el cual requiere de la produccién de anticuerpos antitumorales. Este mecanismo implica una
interaccion directa con LB en el TME, pues la actividad de los M¢ requiere de la activacion de
LB. En la revision sistematica solo dos articulos incluidos evaluaron esta poblacién, uno reportd
una disminucién en respuesta a la NAC [55] y el otro no encontré cambios significativos [116].
Este udltimo resultado concuerda con lo encontrado por ISSLU en este trabajo, pues no
observamos cambios en la infiltracion de esta poblaciéon medida por CD20 (Figura 29). Sin
embargo, evaluando las poblaciones por CIBERSORTXx encontramos una disminucion de los LB-
naive (Figura 34 a) y una disminucion de los LB de memoria en respuesta a la NAC (Figura 34
b). Por ultimo, la poblacién de células plasmaticas, responsables de la produccién de anticuerpos,
no cambia con el tratamiento (Figura 43 c y f), lo cual podria verse reflejado en la disminucién de
los M$-M1 en TME. Seria interesante evaluar mas a fondo la interaccion entre estas poblaciones
para elucidar a profundidad su rol en la actividad antitumoral en el microambiente proximal, y su

efecto en la respuesta al tratamiento.

Ademas de M¢ y LB, en la revision sistemética también se incluyeron articulos que midieron

neutrofilos, células dendriticas y células NK, estas poblaciones no fueron medidas por ISSLU,
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pero si por CIBERSORTX. En los pacientes con cancer, los neutrdéfilos en sangre se han asociado
con una mayor produccién de radicales libres y un mal pronéstico clinico [140]. Igualmente, los
neutréfilos asociados a tumor (TINS), que son atraidos al sitio del tumor por los TAMs, también
se han asociado con una pobre DFS y OS [141]. El Unico articulo que evalué esta poblacién no
reporto cambios significativos a nivel intratumoral ni estromal [106], lo cual concuerda con los
encontrado por CIBERSORTX, pues no vimos ninguna diferencia significativa a nivel de
transcriptoma en esta poblacién (Figura 29 c y f). Mas estudios sobre esta poblacion son

necesarios, pues no se ha elucidado a profundidad su rol en la inmunidad tumoral.

Por su lado, las NKs son las células antitumorales por excelencia y su alta capacidad citotoxica
explica su asociacion positiva con factores clinicos [142, 143]. No fue posible realizar un
metaanalisis entre los dos articulos que reportaron porcentajes de NKs antes y después de la
NAC, y tampoco se pudo encontrar una tendencia, puesto que uno de ellos reporté un aumento
en el estroma en respuesta a la quimioterapia [56], pero en el otro estudio no se encontraron
cambios [118]. Este ultimo resultado concuerda con lo encontrado por CIBERSORTX, pues no
vimos diferencias significativas ni después de un ciclo, ni al terminar la NAC. Lo cual resulta
contradictorio con nuestra hipoétesis, pues si la NAC aumentara la actividad antitumoral y al ser
las NKs las células citotéxicas por excelencia, se esperaria observar un aumento de esta

poblacion.

Dentro de los componentes del sistema inmune adaptativo que se encuentran infiltrando el tumor
estan los LT-CD4 y CD8 antitumorales, los cuales reconocen antigenos y posteriormente inducen
una respuesta inmune efectiva contra el cancer. Adicionalmente, se ha reportado la presencia de
LT-CD4 reguladores, los cuales disminuyen la respuesta inmune antitumoral al suprimir la
activacion de otras células inmunes. El impacto de la infiltracibn de estas células es aun
controversial puesto que en algunos modelos como el cancer orofaringeo es positivo, mientras

gue, en el cancer de colon, de ovario y cervical es de mal pronéstico [33, 144-149].

Sin embargo, reportes previos del grupo de Inmunologia y Medicina Traslacional, demuestran
gue, en pacientes con cancer de mama a nivel de sangre periférica existe un aumento en la
maduracién de DCs, y una disminucion en la expresion de receptores de agotamiento de LT en
respuesta a la NAC [21, 22, 128, 150, 151]. Esto nos sugiere que la NAC podria tener un

mecanismo especifico de activacion del compartimiento T en el TIME, el cual es respaldado por
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lo que encontramos con la herramienta CIBERSORTX en el estudio del transcriptoma tumoral,
en que detectamos un aumento del compartimiento de DCs activadas (Figura 37 f) y un aumento
después de un ciclo de NAC de los LT-CD8 (Figura 35 d) y de los LT-CD4 quiescentes (Figura
35 e). En este trabajo esperabamos ver un aumento de la infiltracion de LT-CD3 y LT-CD8
positivos, sin embargo, estas poblaciones no cambiaron significativamente en respuesta a la
NAC (Figura 30 y 31). Esto podria en parte ser explicado por el bajo niumero de muestras
incluidas en el andlisis. A futuro, se podria evaluar una cohorte mas grande de pacientes, e incluir
nuevos marcadores como CD4, CXCL13, PD1, CTLA4, pues otra posible explicacion podria ser
gue no aumente el numero total de LT, pero si que disminuya la expresion de receptores de
agotamiento in-situ y con esto aumente la actividad efectora de estas células, como lo reportado

en sangre periférica [22]

Resulta interesante notar el aumento de LT-CD4 quiescentes, lo cual podria ser explicado en
parte, por la expansion de LT-CD4 de memoria stem-like, que podrian estar expresando genes
de células virgenes o no activadas, pero corresponder a células que ya experimentaron un
reconocimiento previo del antigeno [152]. Otros trabajos han reportado que estas poblaciones
guiescentes podrian ser responsables de mantener el pool de LT-CD8 efectores antitumorales
en el TME [153], por lo cual explorar la hip6tesis de que estos LT-CD4 quiescentes estén
manteniendo el pool de LT-CD4 antitumorales resultaria de gran impacto para los estudios de

inmunologia tumoral.

En la revision sisteméatica encontramos tres trabajos que midieron las poblacién de DCs [53, 56,
109], aungque no se pudo realizar un metaanalisis, los tres estudios reportaron un aumento global
de las DCs en las muestras pos-quimioterapia, lo cual también concuerda con lo encontrado en
CIBERSORTX (Figura 37 f), y en sangre periférica. Adicionalmente, Hornychova incluyé a CD83
y S100, marcador de maduracion de las DCs, lo cual sugiere que estas células estan presentado
antigeno de manera adecuada y reportan un aumento de su expresion en el estroma en
respuesta a la NAC [21, 22, 128, 150, 151]. Por otra parte, con los resultados de la revision
también fue posible realizar meta-analisis sobre las poblaciones de LT: CD3, CD4 y CD8 (Figura
22, 23, 24, y 25), sin embargo, ninguno mostré diferencias significativas pre y pos-NAC, en
sintonia con lo encontrado en este trabajo por ISSLU (Figura 30 y 31), lo cual también podria ser
atribuido no a un aumento en el nimero total de LT sino a la activacién de esta poblacion lo cual

explique el aumento en su actividad antitumoral en respuesta al tratamiento.
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Para el caso de las células FOXP3, el efecto de la quimioterapia es mas evidente pues estudios
experimentales han demostrado que las Tregs son mas sensibles a la NAC [110]. Asi mismo, se
ha propuesto que la disminucién de las Tregs posterior a la quimioterapia puede ser utilizado
como un marcador predictivo de PCR [146]. Esto va en concordancia con lo encontrado en el
metaanalisis (Figura 26), pues efectivamente hay una disminucion significativa de esta poblacion
posterior a la quimioterapia y con lo encontrado por CIBERSORTX (Figura 36), en que vemaos un
aumento inicial de esta poblacion después de un ciclo de NAC, pero una disminucion significativa
en la muestra pos al momento de la cirugia en comparacion con la biopsia y después de un ciclo.
Es importante resaltar que los linfocitos T reguladores son células heterogéneas, por lo cual
identificar esta poblacion con solo Foxp3 puede ser insuficiente. Esto se pudo evidenciar en un
trabajo donde, al evaluar las Tregs con los marcadores Foxp3 y CD25 encontraron que las Tregs
Foxp3+ CD25+ se correlacionan con un mejor overall survival, mientras que el subset de solo
Foxp3+ no lo hacia, a pesar que en ambos casos se redujeron significativamente después de la
NAC [54]. Estos resultados enfatizaron la importancia de usar mas de un marcador para
identificar subconjuntos de Tregs.

El TME puede ser altamente inmunosupresor, por eso algunos autores han propuesto la medicion
del ratio CD8/Foxp3, pues la sola presencia de LT CD8 (CTLs) podria no ser suficiente para
generar una respuesta antitumoral efectiva, si hay un elevado nimero de células reguladoras
suprimiendo la respuesta inmunoldgica citotéxica [50, 81, 105]. Los articulos que reportan dicho
indicador demuestran que el aumento de este ratio esta relacionado con un mejor prondstico
clinico [49, 81, 105] por lo cual la evaluacion de este ratio puede ser de gran utilidad a la hora de
determinar subgrupos de pacientes que pueden beneficiarse de otro tipo de inmunoterapias

como los anticuerpos anti-punto de control [112].

Varios articulos incluidos en la revision sistemética evaluaron la presencia de puntos de control
inmunitario como CTLA-4, LAG3, TIM3 y PD-1 en células infiltrantes, estromales o tumorales
antes y después de la quimioterapia (Tabla 5). La expresion de estos marcadores regula la
activacion inapropiada y prolongada de los LT manteniendo la tolerancia periférica y previniendo
autoinmunidad, por ejemplo, CTLA-4 se expresa en LT activados y en Tregs [154]. Junto con
CTLA-4, PD-1y su ligando PD-L1 genera una via de inhibitoria en varios tejidos, lo que termina
por disminuir algunas funciones de LT como la citotoxicidad, proliferacion y produccion de

citoquinas [155]. Los tumores pueden explotar estas vias de control para evadir la respuesta
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inmune, de hecho, la expresion de PD-L1 se correlaciona con el tamafio, grado, diseminacion

metastasica del tumor, asi como con los niveles reducidos de LT-CD8+ [156, 157].

Los articulos incluidos en la revisién sisteméatica no reportan de manera uniforme la tendencia de
cambio de estos marcadores a excepcion de CTLA-4, que disminuye luego de la NAC, sin
embargo, este marcador fue evaluado in-situ Unicamente por un articulo incluido [48]. Por su
parte PD-1 tiende a aumentar en los LT CD8+ [112, 119] mientras que disminuye en los LT CD4+
[112]. Si se considera la respuesta clinica, PD-1 disminuye Unicamente en quienes llegan a pCR
[112]. En la mayoria de los estudios la expresion de PD-L1 se mantuvo estable o disminuy6 luego
de la NAC, sin embargo, el tnico articulo que reporta un aumento lo hace solamente en células
estromales [50]. La expresion de LAG-3 en LT-CD8 aumenta luego de la NAC en pacientes con
mala respuesta clinica [119] y disminuye de manera general a nivel estromal [115]. Considerando
la evaluacién de distintos marcadores de agotamiento, algunos estudios sugieren la utilidad
clinica de bloquear PD-1 y LAG-3 en conjunto [119, 158, 159]. Las diferencias en los resultados
y el conflicto en estos se derivan probablemente de i) la heterogeneidad del cancer de mama en
términos de perfiles moleculares y mecanismos oncogénicos entre distintos tipos o subtipos [50],
i) de los puntos de corte para establecer la positividad de ciertos marcadores v iii) las diferencias

en el estado de activacion de los LT y su produccién de citoquinas en respuesta a la NAC [120]

Algunos articulos incluidos en la revisién sistematica y los datos utilizados para el andlisis
transcripcional evaluaron los cambios de marcadores celulares y moleculares en la respuesta
temprana a la quimioterapia (un solo ciclo de NAC) [50, 97]. Dos articulos observaron un
incremento en los niveles de TILs intratumorales y estromales después de un ciclo de la NAC en
pacientes que presentaron una respuesta favorable [97]. Sin embargo, Hee-Park reporta una
disminucion de los TILs al terminar el esquema de NAC. Este comportamiento indicaria que, en
un primer momento la NAC induce MCI y aumenta la infiltracion del tumor, pero a medida que
este disminuye su tamarfio, se reducen las sefiales de peligro y se resuelve la respuesta inmune
antitumoral, hip6tesis que es respaldada por los resultados encontrados en el transcriptoma
tumoral, donde las poblaciones de LT-CD4 y CD8 aumentan significativamente después de un
ciclo, pero disminuyen al momento de la cirugia (Figura 35 d y 3). Y que al mismo tiempo podria
explicarse por la disminucién de la carga antigénica, al disminuir el tamafio tumoral por el

tratamiento quimioterapéutico.
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La expresién de PD1 y PD-L1 y su asociacion con la respuesta antitumoral presenta resultados
contradictorios. Por su parte, Graeser, et al., (2021) reporta una disminucion de PD-L1 en etapas
tempranas de la terapia [107], que se podria relacionar con la eliminacion de células tumorales;
y un aumento de la expresion de PD-1 en células inmunes que sugeriria una activacion de los
LT [153, 160] sin embargo, Lee, et al., 2019 reporta un aumento en la expresion de PD-L1 que
se correlaciond con un peor pronéstico [50].

Las citoquinas secretadas por las células que componen el TME modulan la respuesta inmune
innata y adaptativa, sin embargo su rol en el control o progresién del cancer y en la sensibilidad
de agentes quimioterapéuticos no esta claramente establecida [161] en parte porque la dindmica
de comunicacion entre células tumorales y células inmunes a través de citoquinas y quimioquinas
se modifica durante la iniciacion, progresion e intervencion terapéutica del cancer [162]. Ademas,
el complejo sistema de citoquinas hace que se dificulte la atribucién de cambios en su produccién
y funcién como causa o consecuencia del proceso neoplasico 0 como respuesta inmune contra

el desarrollo del cancer [162].

Sélo 3 articulos incluidos en la revision evaluaron la presencia de citoquinas in-situ y ninguno
evaludé gquemoguinas aungue estas se han relacionado con la migracién e infiltracién de células
inmunes, asi como con la angiogénesis y la “stemness” tumoral [162, 163]. En la mayoria de los
casos no hubo cambios significativos en los niveles de citoquinas en respuesta al tratamiento,
con la excepcién de una disminucion de IL-4 post-NAC y una tendencia a la baja de IL-2. Por su

lado, los niveles de IL-10 y TGF-B no variaron en respuesta a la NAC. [48].

La disminucidn conjunta de la IL-2 y la IL-4 podria estar induciendo una disminucion de la funcion
de ciertas Tregs luego de la NAC [164] lo que explicaria la disminucion de FoxP3 encontrada en
el meta-andlisis (Figura 26) y en los andlisis transcripcionales (Figura 36 b), asi como la
asociacion significativa entre la expresion post-NAC de IL-10 e IL-17 y el fallo para obtener pCR
[48].

Con los resultados de la revision sistematica se pudo establecer una disminucién significativa de
los TILs y de la expresion de FOXP3 después de la NAC, esta Ultima soportada por los analisis

transcripcionales. Por medio de la ISSLU encontramos un aumento en la infiltracién leucocitaria
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total, evaluada por CD45. Y por medio de los andlisis transcripcionales pudimos evidenciar la
activacion del compartimiento de LT en la respuesta temprana a la NAC, probablemente
explicada por la activacién de DCs en el microambiente, resultado que también se ve respaldado

por la revision sistematica.

De manera contradictoria con la hipotesis de que la NAC aumenta la actividad antitumoral,
encontramos un aumento de lo M$-M2 y una disminucion de los M¢-M1, ambos en la respuesta
temprana y tardia a la NAC, al igual que no vimos diferencias en el compartimiento de NKs ni de
células plasmaéticas. Los cual podria indicar que el efecto de este esquema se directamente sobre
la activacion de DCs y con esto, la activaciéon de LT, y que este efecto esta mediado directamente
por la carga antigénica.

Por dltimo, en los PCA no encontramos asociaciones estadisticamente significativas que nos
permitieran sugerir como biomarcadores con valor pronéstico la infiltracion de los tumores por
las poblaciones aqui evaluadas. Este resultado es probablemente atribuible al limitado nimero
de muestras incluidas en el trabajo. Sin embargo, realizado un analisis con variables
seleccionadas: i) infiltrado de células CD45+ el cual aumento significativamente pos-NAC; ii)
tendencia al aumento de la infiltracion de células CD68+ y las variables de tamafio y grado de
reduccion tumoral, de manera interesante, con el limitado niamero de casos (Figura 44), fue
posible evidenciar una segregacion diferencial de las muestras pre y pos-NAC. Nuestros
resultados sugieren que se debe persistir en estudios adicionales para validar biomarcadores en
cancer de mama que permitan predecir la respuesta clinica al tratamiento. Con los resultados de
este trabajo de investigacién creemos que el estudio del efecto de la NAC sobre el TIME en
estudios de cohorte, utilizando las herramientas implementadas en este trabajo (ISSLU y
CIBERSORTYX), sera importante para la identificacion de biomarcadores, monitoreo del tumor con
el fin de incorporar estrategias de inmunoterapia en el contexto de la NAC, asi como para

entender mecanismo biolégicos sobre los que reposa la inmunidad contra este tumor.
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Apropiacioén Social y divulgacién del Conocimiento

Como parte de los resultados de esta tesis de maestria, se realizaron diferentes actividades de
apropiacion social del conocimiento, referentes a los resultados obtenidos en la tesis, y al
diagnéstico del estado e implementacién de la Medicina Traslacional en Colombia. Estos
productos hacen parte del trabajo de diferentes miembros del grupo de Inmunologia y Medicina

Traslacional.

1. Articulos Se someti6 los resultados de la revision sistematica y el meta-analisis
a la reviste PloS como autora principal (Anexo 6). Se sometié un articulo primario
sobre el efecto de la NAC en el compartimiento de LT circulantes como coautora
(Anexo 7).

2. Pasantia de investigacién Se realiz6 una pasantia de investigacion a la
Universidad de Melbourne con titulo “Maintenance of CD8+ T cell responses
during chronic infection and anti-tumor immunity” (Anexo 8). Con los resultados de
esta pasantia se participé6 como coautora en un articulo publicado por el grupo del
investigador Axel Kallies (Anexo 9).

3. Eventos de difusion del conocimiento: Se realizaron participaciones en
distintas plataformas que tuvieron como obijetivo principal socializar los resultados
de este trabajo y de los avances en términos de inmunoterapia y biomarcadores
en cancer de mama logrados por el grupo. Primero, se hizo la presentacién de
resultados de este trabajo y del trabajo del grupo en el XIll Congreso de la
Asociacion Colombiana de Alergia, Asma e Inmunologia (ACAAI) y el V Encuentro
de la Asociacion Colombiana de Inmunologia (ACOI) en modalidad oral, ganando
el segundo puesto (Anexo 10) y poster (Anexo 11 y 12). Segundo, se hizo una
participacion en programas radiales de radio UN sobre inmunoterapia (Anexo 13).
Por ultimo, se organiz6 un foro titulado “El futuro de la Medicina Traslacional en
Colombia: Avances internacionales y nacionales” en donde se abord6 desde una
perspectiva investigativa y regulatoria el estado de la Medicina Traslacional en el

pais y a nivel regional e internacional (Anexo 14).
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4. Documentos de recomendaciones concernientes a las terapias médicas
avanzadas: En conjunto con otros miembros del grupo de Inmunologia y Medicina
Traslacional se construyeron dos documentos de recomendaciones a personal
clinico sobre la importancia de la preservacion del tejido tumoral con el objetivo
de dinamizar la implementacion de la medicina traslacional y de la investigacion

en biomarcadores en el pais. (Anexos 15y 16).
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