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Expresion génica de HHLA2 y TMIGD2 en Cancer de Mama: Correlacion con
caracteristicas Clinicopatoldgicas y Valor Prondstico

Resumen:

HHLA2 es una proteina transmembrana de tipo | perteneciente a la familia de proteinas B7 que
desempefia un papel crucial en la regulacidn de las funciones de los linfocitos T. Mediante la
interaccidn con el receptor TMIGD2 favorece la co-estimulacidn de estas células permitiendo su
activacion, proliferacion y produccion de citoquinas. A pesar de su relevancia en el sistema
inmunoldgico, hay una falta de datos significativos sobre su implicacidn en el cancer de mama
(CM). Por lo tanto, se propuso investigar la expresion génica relativa de HHLA2 y TMIGDZ2 en una
serie clinica de pacientes con CM y su asociacion con factores clinico-patoldgicos y el pronédstico
de las pacientes.

El estudio incluyd un total de 151 pacientes diagnosticadas de CM infiltrante en el Hospital
General Universitario Dr. Balmis de Alicante entre los afios 1994 y 2021, con un seguimiento
clinico de al menos 1 afio. El material bioldgico utilizado consistié en secciones vy cilindros
representativos de tejido tumoral fijado en formol e incluido en parafina. Estos tumores fueron
previamente clasificados inmunohistoquimicamente en los diferentes fenotipos: Luminal A,
Luminal B/HER2-, Luminal B/HER2+, HER2-enriquecido y Triple-negativo/Basal-like. A partir del
tejido tumoral se extrajo el ARN total, se retrotranscribio a ADN complementario (ADNc) y la
expresion génica se cuantificd mediante PCR en tiempo real (qRT-PCR) empleando el método 2
AACT hara la normalizacién de los datos. Como muestras calibradoras se usé tejido mamario sano
y como genes enddgenos de referencia PUM1 y ACTB. Los resultados se correlacionaron con una
serie de factores clinico-patoldgicos, asi como con la supervivencia global (SG) y la libre de
enfermedad (SLE) de las pacientes.

Tras analizar los resultados, se observd que HHLAZ2 se sobreexpresé en el fenotipo Luminal A,
mientras que TMIGD2 en el Luminal B/HER2+, pero sélo como tendencia. Ademas, HHLA2 y
TMIGD2 se asociaron con tumores <20 mm y la ausencia de necrosis, respectivamente. En cuanto
al valor pronéstico, la sobreexpresion de TMIGD?2 se correlaciond con una mayor SLE.

Como conclusién, nuestros datos apoyan que ambos genes estan asociados a caracteristicas
clinico-patoldgicas favorables, siendo TMIGD2 un potencial biomarcador de buen prondstico
para la SLE en pacientes con CM.

Palabras clave: “HHLA2”; “TMIGD2”; “cancer de mama”; “puntos de control inmunitario”;
“Clinico-patoldgico”; “Prondstico”



Gene Expression of HHLA2 and TMIGD2 in Breast Carcinoma: Correlation with
Clinicopathological Features and Prognostic Value

Abstract:

HHLA?2 is a type | transmembrane protein belonging to the B7 protein family that plays a crucial
role in regulating T lymphocyte functions. Interaction with the TMIGD2 receptor promotes the
co-stimulation of these cells, allowing their activation, proliferation, and cytokine production.
Despite its relevance in the immune system, there is a lack of significant data on its involvement
in breast carcinoma (BC). Therefore, investigating the relative gene expression of HHLA2 and
TMIGD2 was proposed in a clinical series of BC patients and their association with
clinicopathological factors and patient survival.

The study included a total of 151 patients diagnosed with invasive BC at the Dr. Balmis University
General Hospital in Alicante between 1994 and 2021, with at least one year of clinical follow-up.
The biological material used consisted of sections and representative cylinders of tumor tissue
fixed in formalin and embedded in paraffin. These samples were previously classified
immunobiologically into different phenotypes: Luminal A, Luminal B/HER2-, Luminal B/HER2+,
HER2-enriched, and Triple-negative/Basal-like. Total RNA was extracted from the tumor tissue,
reverse transcribed to complementary DNA (cDNA), and gene expression was quantified using
real-time PCR (qRT-PCR) employing the 22T method for data normalization. Healthy breast
tissue was used as calibrator samples, and PUM1 and ACT8 were used as endogenous reference
genes. The results were correlated with a series of clinicopathological factors as well as overall
survival (0S) and disease-free survival (DFS) of the patients.

Upon analyzing the results, it was observed that HHLA2 was overexpressed in the Luminal A
phenotype, while TMIGD2 in Luminal B/HER2+, but only as a trend. Additionally, HHLA2 and
TMIGD2 were associated with tumors <20 mm and the absence of necrosis, respectively.
Regarding prognostic value, TMIGDZ2 overexpression correlated with increased DFS.

In conclusion, our data support that both genes are associated with favorable clinicopathological
features, with TMIGD2 being a potential prognostic biomarker for favorable DFS in BC patients.

Key words: “HHLA2”; “TMIGD2”; “breast cancer”; “Immune checkpoints”; "Clinicopathological";
"Prognosis”



Expressio genica de HHLA2 i TMIGD2 en Carcinoma de Mama: Correlacié amb
caracteristiques Clinicopatologiques i Valor Pronostic

Resum:

HHLA2 és una proteina transmembrana de tipus | pertanyent a la familia de proteines B7 que
exercix un paper crucial en la regulacié de les funcions dels limfocits T. Mitjancant la interaccio
amb el receptor TMIGD2 afavorix la coestimulacié d’estes cél-lules permetent la seua activacio,
proliferacié i produccio de citoquines. Malgrat la seua rellevancia en el sistema immunologic, hi
ha una manca de dades significatives sobre la seua implicacié en el cancer de mama (CM). Per
tant, es proposa investigar I'expressid genica relativa d’HHLA2 i TMIGDZ2 en una serie clinica de
pacients amb CM i la seua associacié amb factors clinicopatologics i el pronostic de les pacients.

Lestudi inclogué un total de 151 pacients diagnosticades de CM infiltrant a I'Hospital General
Universitari Dr. Balmis d’Alacant entre els anys 1994 i 2021 i amb un seguiment clinic d’almenys
1 any. El material biologic utilitzat consisti en seccions i cilindres representatius de teixit tumoral
fixat en formol i inclos en parafina. Estes mostres foren previament classificades
inmunohistoquimicament en els diferents fenotips: Luminal A, Luminal B/HER2-, Luminal
B/HER2+, HER2-enriquit i Triple-negatiu/Basal-like. A partir del teixit tumoral s’extragué 'ARN
total, es retrotranscrivi a ADN complementari (ADNc) i I'expressid génica es va quantifica
mitjancant PCR en temps real (qQRT-PCR) emprant el métode 222" per a la normalitzacié de les
dades. Com a mostres calibradores es va usar teixit mamari sa i com a gens endogens de
referencia PUM1 i ACTB. Els resultats es van correlacionar amb una serie de factors clinic-
patologics, aixi com amb la supervivencia global (SG) i lliure de malaltia (SLM) de les pacients.

Després d’analitzar els resultats, s‘observa que HHLA2 se sobreexpressa en el fenotip Luminal A,
mentre que TMIGD2 en el Luminal B/HER2+, perd només com a tendéncia. A més, HHLA2 i
TMIGD2 s’associaren amb tumors <20 mm i I'absencia de necrosi, respectivament. Quant al valor
pronostic, la sobreexpressié de TMIGD?2 es correlaciona amb una major SLM.

Com a conclusié, les nostres dades recolzen que tots dos gens estan associats a caracteristiques
clinicopatologiques favorables, sent TMIGD2 un potencial biomarcador de pronostic positiu per
a la SLE en pacients amb CM.

Paraules clau: “HHLA2"”; “TMIGD2"”; “cancer de mama”; “punts de control immunitari”;

“Clinicopatologic”; “Pronostic”
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Aitana Llopis Gémez

1. ESTADO DE LA CUESTION. Cancer: aproximacion a la enfermedad

Segun el Instituto Nacional del Cancer, el término cancer se puede definir como un conjunto de
afecciones caracterizadas por la presencia de células anédmalas, denominadas cancerigenas, que
experimentan una proliferacién descontrolada e invaden los tejidos circundantes.

En un contexto de crecimiento celular normal se mantiene un delicado equilibrio entre las
sefiales que fomentan la proliferacion celular y aquellas que la restringen, asegurando asi una
replicacidn celular solo cuando es necesario. Este equilibrio puede verse alterado en las células
tumorales, donde la proliferacién continda sin restricciones y puede ir acompafiada de una
pérdida de la diferenciacién celular. De este modo, el proceso normal de muerte celular
programada (apoptosis) puede dejar de funcionar.

La investigacién de esta enfermedad no es un hecho reciente y tampoco aislado, y por ello, se ha
tomado la decisién de acotar para este trabajo de fin de master (TFM) la extensa trayectoria
indagatoria a los Ultimos 25 afios. A principios del siglo XXI, Hanahan y Weinberg observaron seis
caracteristicas distintivas de la mayoria de los cénceres: 1) la capacidad de crecimiento
auténomo, 2) la evasion de sefiales inhibidoras de crecimiento, 3) la evasion de la muerte celular
por apoptosis, 4) el potencial de replicacion ilimitado, 5) la angiogénesis y 6) la invasion y la
metadstasis. Todas ellas resultan esenciales para la carcinogénesis, es decir, para la formacion del
tumor. Unos afios después, ampliaron su concepto incorporando dos caracteristicas
habilitadoras, como son: la inestabilidad gendmica y la inflamacién. Estas son cruciales para
adquirir las caracteristicas anteriormente mencionadas. Al mismo tiempo, destacaron dos
caracteristicas emergentes como son la reprogramacion del metabolismo energético y la evasion
del sistema inmunitario (Hanahan y Weinberg, 2011).

A medida que ha avanzado el conocimiento de los mecanismos del cancer han surgido otros
aspectos de la enfermedad como posibles refinamientos. Recientemente, Douglas Hanahan
(Hanahan, 2022) planteé la posibilidad de que la plasticidad fenotipica y la diferenciacion
interrumpida sean una capacidad distintiva, y que la reprogramacion epigenética no mutacional
y los microbiomas polimérficos constituyan caracteristicas habilitadoras que faciliten la
adquisicion de capacidades fundamentales. Ademas, presentd a las células senescentes como
un conjunto de tipos celulares funcionalmente importantes en el microambiente tumoral.

Sefiales de crecimiento Evasion de sefiales
auténomas inhibidoras del crecimiento

Reprogramacion

epigenética

Desbloqueo de la

plasticidad fenotipica

inmune

Reprogramacion del
metabolismo energético

[Evasién de la destruccién ]

Potencial replicativo

ilimitado

Evasién de la muerte
celular

Inestabilidad del
genoma y mutaciones

Inflamacién inducida
por el tumor

Microbiomas
polimérficos

Figura 1. Adaptacion ilustrada de las caracteristicas del cancer. Modificado de Hanahan (2022).



Expresion génica de HHLA2 y TMIGD2 en Cancer de Mama: Correlacion con caracteristicas...

A continuacién, la Tabla 1 presenta la relacién de procesos implicados en cada una de las
capacidades adquiridas y necesarias para el crecimiento y progresion tumoral.

Autonomia en las Las células tumorales presentan mutaciones que obvian la sefializacién de
seflales de crecimiento | los factores de crecimiento.
Evasion de las sefiales Acumulan mutaciones que interfieren en las rutas inhibidoras de
inhibidoras de crecimiento, responsables de mantener la homeostasis de los tejidos y
crecimiento organos.
Presentan mutaciones en algin regulador clave de la ruta de apoptosis,
evadiendo asi su activacion.
Inestabilidad genémicay | Las células tumorales contienen genomas inestables que acumulan
mutagénesis mutaciones y la transmiten a la progenie.
Las células tumorales reprograman su metabolismo energético
produciendo fundamentalmente a través de la glicolisis anaerobia (Efecto
Warburg).
Las células tumorales carecen del mecanismo regulador de la longitud de
los telémeros para garantizar un nimero finito. Mantienen la longitud de
los telémeros y adquieren un potencial replicativo ilimitado.
Promueven la formacién de vasos sanguineos para garantizar el aporte de
oxigeno y nutrientes al tumor.
La capacidad de migracién e invasién de otros tejidos por las células
tumorales es la principal causa de muerte por cancer.

Evasion de la apoptosis

Metabolismo energético
desregulado

Potencial replicativo
ilimitado

Angiogénesis

Invasion y metastasis

Entorno inflamatorio Los tumores estan frecuentemente infiltrados por células del sistema
alterado inmune, de forma similar a un proceso inflamatorio de células no
tumorales.
Evasion de la respuesta | Las células tumorales activan procesos como la tolerancia o la no expresion
inmune de antigenos para escapar de la respuesta inmune.
Reprogramacion La reprogramacion epigenética no mutacional tiene un papel importante
epigenética en el desarrollo tumoral.

Existen indicios de que la variacion polimérfica en los microbiomas del
intestino y otros 6rganos constituye una caracteristica habilitadora esencial
para la adquisicién de capacidades distintivas.

Se postula que las células senescentes promueven los fenotipos tumorales
a través de su fenotipo secretor (SASP). Son capaces de transmitir, de
manera paracrina, moléculas de sefalizaciéon para desencadenar
capacidades distintivas.

Las células cancerosas que provienen de una célula normal completamente
diferenciada pueden revertir su curso y desdiferenciarse hacia estados
celulares similares a progenitores.

Tabla 1. Procesos que interfieren en cada una de las capacidades adquiridas y necesarias para el
crecimiento y la progresion tumoral. (Elaboracion propia)

Microbiomas
polimarficos

Células senescentes

Desbloqueo de la
plasticidad fenotipica

Tal como se ha mencionado anteriormente, el cancer se manifiesta como una afeccién del
genoma a nivel celular, siendo precedido por la acumulacidn progresiva de mutaciones a lo largo
del tiempo. Estas mutaciones confieren a una célula ciertas ventajas de crecimiento con respecto
a sus vecinas. No obstante, el cancer no se limita Unicamente a ser un proceso celular auténomo,
sino que también estad influenciado por las interacciones entre las células tumorales, el
microambiente tumoral y la sefializacién sistémica a larga distancia. Ademas, estos cambios
sucesivos generados por estas mutaciones progresivas encuentran similitudes con el proceso de
evolucion darwiniana. En este contexto, los eventos causales resultan en mutaciones que
inducen cambios en el fenotipo de las células afectadas permitiendo asi su adaptacién al
entorno. De hecho, la mutacidn inicial desencadena la formacién de un clon genéticamente
homogéneo y las mutaciones adicionales subsiguientes intensifican ain mas el potencial de
crecimiento de las células, generando subclones con propiedades distintas.
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En relacion al proceso de carcinogénesis, Armitage y Doll en 1954 concluyen que se compone de
al menos de seis o siete etapas, las cuales raramente pueden ser definidas en un tumor
individual. Ello indica la naturaleza multietapa del desarrollo del cancer, pues se van adquiriendo
caracteristicas mas agresivas de manera gradual (Armitage & Doll, 1954). Dicha evidencia sugiere
gue los canceres surgen de una sola célula que ha adquirido alguna forma hereditaria de ventaja
de crecimiento, ya sea por algun agente genotdxico como la radiacién o un carcinégeno quimico.
Las células en esta etapa, aunque alteradas a nivel de ADN, son fenotipicamente normales. Sin
embargo, otros eventos mutacionales involucrados en genes responsables del control del
crecimiento celular conducen a la aparicién de clones con propiedades adicionales asociadas a
la progresién de las células tumorales. Por ultimo, los cambios adicionales que se originan
proporcionan el crecimiento de los clones con potencial metastasico. En este sentido, es
probable que el cimulo de todos estos eventos sucesivos haga que la célula sea mas inestable y
gue el riesgo de los cambios posteriores aumente. Aunque esta claro que los cambios multiples
son necesarios, no lo esta tanto si el orden en el que se producen es critico. No obstante, las
evidencias sugieren que es mucho mas importante la acumulacién de los eventos que el orden
en el que ocurren (Macdonald et al., 2004, p.8-11). Véase Figura 2.
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Figura 2. Progresion multietapa de la carcinogénesis. (Macdonald et al., 2004, p.9)

Por otro lado, segun la naturaleza de las mutaciones y su afectacion en las células, los tumores
se clasifican en dos grupos: benignos y malignos. Los primeros, suelen estar bien definidos o
encapsulados y bien diferenciados, y rara vez representan una amenaza para la vida. Por su parte,
los tumores malignos invaden los tejidos circundantes y pueden diseminarse dando lugar a
metdstasis, un proceso que con frecuencia pone en peligro la vida de los pacientes. Este
fendmeno de metastasis implica una serie de pasos determinados genéticamente y sélo algunos
clones dentro del tumor poseen las propiedades necesarias para metastatizar.
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1.1 Cancer de mama

El CM es, a grandes rasgos, una neoplasia maligna que presenta una naturaleza heterogénea.
Abarca diversas entidades patoldgicas vinculadas a variados patrones histoldgicos y bioldgicos
distintivos. En esta enfermedad, las células epiteliales de la glandula mamaria experimentan
degeneracion y se transforman en células neoplasicas, proliferando de manera descontrolada
para dar origen a un tumor. Estas células tienen la capacidad de diseminarse a través del sistema
sanguineo y/o los vasos linfaticos, alcanzando otras areas del organismo donde se adhieren a los
tejidos y crecen formando lo que se denomina metastasis (Santaballa, 2022).

En cuanto a las hipétesis que podrian explicar el inicio y la progresion del CM se destaca la de las
células madre tumorales (CMT) y la estocastica o tradicional (Figura 3). El modelo jerarquico de
las CTM sostiene que todos los subtipos de tumores derivan de las mismas células madre o
células progenitoras. Las mutaciones genéticas y epigenéticas adquiridas en estas células daran
lugar a diferentes fenotipos tumorales. Por otro lado, la teoria estocastica o tradicional postula
gue cada subtipo de tumor se origina a partir de un solo tipo de célula, ya sea una célula madre,
progenitora o diferenciada. (Sun et al., 2017)

A St?llf cells, Breast cancf-l‘ Breast cancer subtypes
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or differentiated cells ° Basal-like tumors
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Figura 3. Teorias sobre las hipotesis del origen y desarrollo del CM. (Sun et al., 2017)

La Figura 3 presenta dos teorias sobre el origen y desarrollo del CM: (A) Todos los subtipos
tumorales podrian surgir de células madre o progenitoras comunes, transformandose luego en
diferentes tipos segun eventos especificos; (B) Cada subtipo podria iniciar desde un solo tipo de
célula mamaria, ya sea célula madre, progenitora o diferenciada, transformandose en células
tumorales con la acumulacién gradual de mutaciones (Sun et al., 2017). Sin embargo, todavia en
la actualidad se desconoce el mecanismo exacto por el cual se inicia esta neoplasia. No obstante,
ambos modelos, el de evolucidn clonal y el de CMT, no son mutuamente excluyentes, ya que las
propias CMT estan sujetas a la evolucidn clonal y, por lo tanto, es posible que ambos paradigmas
coexistan (Harbeck et al., 2019).
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1.1.1 Epidemiologia del cancer de mama

El CM es el tumor maligno mas frecuente en las mujeres y la primera causa de muerte por cancer
a nivel mundial y en Espafia. Segun el Observatorio Global de Cancer (GCO) en el afio 2022 se
estimaron 2.310.053 casos (11,5%) para ambos sexos, siendo la segunda mayor en incidencia a
nivel global, por detrds del cadncer de pulmén (12,4%). Para ese mismo afio y teniendo en cuenta
ambos sexos, se contabilizaron 669.846 muertes por CM ocupando el cuarto lugar a nivel
mundial, representando asi un 6,9% del total de fallecimientos, precedido por el cdncer de
higado (7,8%), colorrectal (9,3%), y pulmén (18,7%). Se estima que para el aflo 2040 aumenten
un 33,8% mas los casos de CM (GCO, 2023). En la poblacién mundial de mujeres, este tipo de
cancer representd en 2022 el 23,8% de incidencia con una mortalidad del 15,4%.

En el caso de la poblacidn femenina espafiola su incidencia sigue aumentando ligeramente con
un total de 34.735 casos en el 2022, 35.001 casos en 2023 y para 2024 se estima la cifra de
36.395 casos, siendo el tipo de cancer mas comun (SEOM, 2024). Por otra parte, aunque la
mortalidad ha disminuido gracias a la introduccidn de programas de cribado y a los avances en
el tratamiento neoadyuvante, en 2023 se registraron 6.754 muertes, lo que representa casi el
25% de fallecimientos y se espera registrar 6.987 muertes en el 2025 (IARC, 2024). Los varones,
por su parte, suponen alrededor del 1% de los nuevos diagndsticos de esta enfermedad y se
sefiala que en el 15-20% de los casos existen antecedentes familiares que permiten un
diagndstico de cancer hereditario.

1.1.2 Factores de riesgo

Generalmente, la determinacion precisa de por qué una persona desarrolla cancer y otra no, atn
no ha sido completamente esclarecida. Dicho esto, se han identificado multiples factores de
riesgo asociados a esta patologia categorizados como no modificables -edad, predisposicion
genética, antecedentes familiares, patologia benigna de la mama o la densidad mamografica- u
otros modificables -obesidad en mujeres postmenopausicas, terapia hormonal, ejercicio fisico o
lactancia materna (Santaballa y Gomez, 2022).

Entre los factores no modificables se encuentran:

e Edad. Considerado el factor de riesgo mas importante pues la incidencia de CM aumenta
con la edad. Por otra parte, el patron de incidencia difiere segin el subtipo: si bien el
riesgo de padecer un CM con receptores hormonales positivos aumenta
progresivamente con la edad, en el caso de los tumores con receptores hormonales
negativos la incidencia se estabiliza e incluso desciende tras la menopausia.
Probablemente esto se deba a que la edad no solo refleja la acumulacion de diferentes
exposiciones en el tiempo, sino también al propio envejecimiento del tejido mamario,
dependiente de los estimulos hormonales a lo largo de la vida, de ahi que los tumores
con receptores hormonales positivos también se suelan presentar a una edad mas tardia
que los otros subtipos.

e Género. EICM puede aparecer tanto en mujeres como en hombres, aunque mas del 99%
de los casos ocurre en mujeres.

e Historia familiar. Aproximadamente el 10% de los casos de CM son hereditarios y estan
asociados a la historia familiar. Si el pariente afectado es de primer grado (madre,
hermana o hija), el riesgo es aproximadamente 1,5 veces mayor que el de la poblacidn
general y aumenta progresivamente segin el nimero de familiares que hayan
presentado CM, hasta llegar a multiplicarse por 4 en mujeres con tres o mas familiares
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de primer grado afectados. En caso de que el antecedente familiar sea de segundo grado,
el riesgo relativo varia entre 1,2-1,5% (Pollan et al., 2017).

Predisposicion genética. Los genes BRCA1 y BRCA2 son los responsables del 5% al 10%
de todos los CM y del 15% al 20% de los CM hereditarios (Tung et al., 2016).
Antecedentes personales. Las mujeres con un diagndstico de CM tienen un mayor riesgo
de desarrollar un nuevo CM primario, aunque este sea bajo, 0,4% por afo (Giannakeas
et al,, 2021).

Alteraciones histoldgicas. Las lesiones proliferativas con atipia (hiperplasia lobulillar y
ductal atipica) aumentan el riesgo de 4 a 6 veces. La presencia de carcinoma lobular in
situ (CLIS) y una mamografia con patrén denso, suponen también un factor de riesgo
(Arroyo et al., 2017).

Factores menstruales. Las mujeres con la menarquia antes de los 11 afios tienen un 2%
mas de riesgo que las mujeres que comienzan a menstruar mas tarde. Del mismo modo,
las mujeres que tienen la menopausia mas alla de los 55 afios tienen un 12% mas de
riesgo que las que la presentan entre los 50 y los 54 afos. Probablemente esto obedezca
a una mayor exposicion a las hormonas esteroideas a lo largo de la vida. Ademas, estas
mujeres estan mas relacionadas con tumores lobulillares con expresion de receptores
hormonales (Howell et al., 2014).

En cuanto a los factores de riesgo modificables, se sefialan:

Factores reproductivos. Las mujeres nuliparas enfrentan un mayor riesgo de CM que
aquellas con hijos, aunque el hecho de la paridad ofrece proteccidén décadas después
del parto. El riesgo varia segun la edad del primer parto, siendo mas alto en embarazos
tardios. Los resultados del Nurses’ Health Study indican una incidencia acumulada de un
20% mas baja en mujeres que dieron a luz a los 20 afios, un 10% menor a los 25 afios y
un 5% mas alta en mujeres que dieron a luz a su primer hijo a los 35 afios. Este riesgo
aumentado se asocia mas con tumores hormonales. La lactancia materna reduce el
riesgo de CM, con una disminucion del 2% por cada 5 meses, especialmente en tumores
triple negativos (Fortner et al., 2019).

Hormonas exdgenas. La terapia hormonal sustitutiva aumenta el riesgo de CM, pero no
la mortalidad por dicha causa.

Tabaquismo. En estudios observacionales se ha demostrado un aumento moderado del
riesgo de padecer CM en pacientes fumadoras y fumadoras pasivas. Se ha comprobado
gue este riesgo es mayor si se empieza a fumar antes del nacimiento del primer hijo
(Macacu A et al., 2015).

Actividad fisica. La practica regular de ejercicio fisico reduce el riesgo entre un 12 % y un
20 %, siendo mas efectivo con actividades de mayor intensidad. Aunque la evidencia en
mujeres premenopausicas es limitada, sugiere que actividades intensas ofrecen una
mayor reduccion de riesgo (Pollan et al., 2020).

Obesidad. Las mujeres posmenopausicas con indice de masa corporal (IMC) alto o un
aumento de peso durante la perimenopausia tienen un mayor riesgo de padecer CM,
especialmente aquellos con receptores hormonales positivos (Munsell et al., 2014). Este
incremento del riesgo en mujeres posmenopausicas con IMC alto puede atribuirse a
niveles elevados de estrégeno, derivados de la conversion periférica de tejido adiposo.
Por otra parte, en el caso de mujeres premenopausicas, un IMC alto se asocia con un
menor riesgo de CM, especialmente en los primeros afios de la edad adulta,
posiblemente debido a una menor ovulacidn y niveles hormonales circulantes
(Schoemaker et al., 2018).
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1.1.3 Clasificacidn histoldgica del cdncer de mama

La glandula mamaria es un dérgano constituido por tejido adiposo, tejido epitelial y tejido
conjuntivo especializado (estroma especializado). El tejido epitelial esta formado principalmente
por dos tipos celulares derivados de las mismas células madre precursoras que revisten los
conductos y lobulillos: 1) las células mioepiteliales, que se apoyan en la membrana basal y 2) las
células epiteliales luminales subyacentes. El estroma también se clasifica como interlobulillar
(entre los lobulillos), constituido por tejido adiposo y conjuntivo fibroso denso, y estroma
intralobulillar, constituido por células similares a los fibroblastos con respuesta hormonal, que
rodea los acinos de los lobulillos.

La porcién glandular de la mama comprende de 12 a 15 sistemas ductales independientes que
nacen de un conducto galactéforo principal desde el pezdn, con una pequeiia dilatacion cerca
de su nacimiento (seno galactéforo). Cada uno de estos sistemas ductales drena cerca de 40
I6bulos, los cuales contienen de 10 a 100 acinos productores de leche, que desembocan en
pequefios conductos terminales (Figura 4). Ademas de la porcién glandular, existe un soporte
conjuntivo y revestimiento adiposo cuya distribucién define la consistencia de las mamas
durante la palpacidn y su caracterizacidén en estudios de imagen radioldgicos.

La unidad funcional de la mama, denominada unidad ducto-lobulillar, esta formada por el
conducto terminal intralobulillar, los acinos conectados a éste y el tejido fibroso del estroma
intralobulillar. Las unidades funcionales son muy importantes ya que representan el origen de la
mayor parte de la patologia mamaria y de aberraciones del desarrollo normal e involucidon
(Howard & Gusterson, 2000).

Otra estructura muy importante en la glandula mamaria es el drenaje linfatico. Se trata de una
trama de conductos sin valvulas conectado a los sistemas linfaticos dérmico, subdérmico,
interlobular y pre-pectoral, los cuales desembocan en uno o dos ganglios linfaticos axilares. Estos
ganglios, también llamados “centinela”, al ser los que reciben mayor parte de linfa proveniente
de las mamas, son en los que con mayor frecuencia se localizaran las metastasis del CM (Hultborn
et al., 1955).

Antes de proseguir con el desarrollo del tema, es necesaria una somera aproximacion al caso. En
el desarrollo fetal, los botones mamarios se originan a partir de la capa basal de la epidermis.
Antes de la pubertad, la mama es un botdn rudimentario formado por unos cuantos conductos
ramificados cubiertos por yemas alveolares, yemas terminales o Iébulos pequefios. Durante la
pubertad (entre 10 y 13 afios) los estrégenos y la progesterona ovaricos dirigen la comunicacion
organizada entre las células epiteliales mamarias y las células mesenquimales, con lo que el
sistema ductal se ramifica de manera extensa y se forman Iébulos. En la edad fértil, los acinos y
los conductos terminales cercanos a ellos son las estructuras mas sensibles a las hormonas
ovaricas y a la prolactina. La mayor parte de las enfermedades tanto benignas como malignas de
las mamas se origina en estas regiones (Figura 4).
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Anatomia de la mama femenina
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Figura 4. Anatomia de la mama femenina. (National Cancer Insitute, Terese Winslow, 2011)

Cinéndonos a la clasificacion del tipo histolégico, ésta se basa en dos aspectos fundamentales:
la localizacién donde se origina la transformacién de la célula de sana a tumoral, y el patron de
crecimiento del tumor. Dependiendo de la localizacién de las células neoplasicas, los carcinomas
pueden clasificarse en ductales (células de los ductos) o lobulillares (células de los lobulillos) y

de acuerdo con su patrén de crecimiento podran ser no infiltrantes (in situ) o infiltrantes (Arroyo
etal., 2017) (Figura 5).

En el caso del carcinoma in situ, las células neopladsicas no sobrepasan la membrana basal
guedando limitadas a la luz de los conductos y lobulillos. Por lo tanto, no infiltran ganglios
linfaticos y tampoco vasos sanguineos, ya que no pueden metastatizar. Dentro de este grupo se
pueden diferenciar dos subtipos:

a) Carcinoma lobulillar in situ (CLIS). Se origina por la proliferacién de células malignas de
los lobulillos y conductos terminales de la mama, sin afectar a la membrana basal. No se
considera una lesion premaligna, sino mas bien un marcador de riesgo en el desarrollo
de CM. Se considera que ambas mamas tienen el mismo riesgo (15%) de desarrollar
carcinoma infiltrante en 20-30 afios, que en algunos casos puede ser multicéntrico y
bilateral.

b) Carcinoma ductal in situ (CDIS). Se caracteriza por la proliferaciéon de células epiteliales
malignas dentro del sistema ductal mamario, sin invasién en el estroma circundante. Un
tercio de los casos suele ser multicéntricos, es decir, que se producen varios focos

tumorales en mas de un cuadrante de la mama, mientras que el 20% de los casos es
multifocal (varios focos en un solo cuadrante).

Por su parte, el carcinoma infiltrante se caracteriza por la destruccion de la membrana basal del
ducto por las células neoplasicas y la secundaria invasidon del estroma circundante, llegando a
metastatizar. Se describen basicamente 2 tipos, y cada uno de los cuales tiene subtipos
especiales:
c) Carcinoma ductal infiltrante (CDI). Proviene de los conductos lacteos y cominmente
suele asociarse a la presencia de un componente de CDIS. Este tipo es el mas prevalente,
representando entre el 70% y el 80% de los casos. Se manifiesta principalmente como

una masa palpable y en ocasiones tiene afectacidon ganglionar en estadios precoces.
Entre los subtipos especiales de CDI mas frecuentes estan:
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cl.- Carcinoma medular. Subtipo poco comun que representa entre el 3% y el 5%,
existiendo una gran variabilidad inter-observador en su diagnéstico. Se trata de un tumor
infiltrante bien circunscrito, caracterizado por células poco diferenciadas dispuestas en
sabanas y nidos, sin formacién de glandulas. Ademas, presenta un escaso estroma, con
un infiltrado linfocitario muy prominente. (Piamo Morales et al., 2020)

c2.- Carcinoma tubular. Representa el 10% al 20% de los casos y se caracteriza por la
presencia de formaciones tubulares o glandulares que infiltran el estroma.

¢3.- Carcinoma mucinoso o coloide, papilar, micropapilar y la enfermedad de Paget.
Representan entre el 1% y 2% de los casos.

d) Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI). Se origina en los pequefios conductos terminales
o lobulillos, presentdandose como una masa o engrosamiento difuso. En ocasiones
metastatiza en los ganglios de la axila y tiene un patron de diseminacién sistémica
peculiar, metastatizando por via sanguinea a las leptomeninges, peritoneo, tracto
gastrointestinal, aparato ginecoldgico y huesos. El CLI se clasifica en el subtipo especial
clasico caracterizado por la presencia de células pequeias con nucleos con baja o
moderada atipia, redondos e irregulares y citoplasma con vacuolas ocasionales. Entre
los subtipos especiales de CLI menos frecuentes estan:
d1.- Pleomoérfico: caracterizado por un mayor pleomorfismo nuclear (grado 3), luces
intracitopldsmicas, un patrén de crecimiento mas sdlido y con indice proliferativo alto,
lo que le confiere mayor agresividad y, por tanto, las pacientes tienen peor prondstico
gue la variante clasica (Riegé et al., 2020)
d2.- Tubulo-lobulillar. Muestra la formacién de tubulos que alternan con un patrén en
hileras de células neoplasicas, habitualmente de grado bajo o intermedio y se asocia a
buen prondstico (Makki, 2015).
d3.-Alveolar. Las células se agrupan en nidos de 20 a 30 células, separados por bandas
de tejido estromal, adquiriendo una forma globular en dos dimensiones, son de bajo
grado y de buen prondstico (Kolawole et al., 2024).

Los tumores infiltrantes se clasifican ademas por el grado de diferenciacién, una de las
caracteristicas anatomopatoldgicas mas relevante. El sistema de clasificacion mas cominmente
empleado es el de Nottingham, modificado por Scarff-Bloom-Richardson, que evalua la
diferenciacion segun la formacién de ductos, el pleomorfismo nuclear y el nimero de mitosis
(Elston & Ellis, 1991). Para poder gradar los tumores, cada uno de estos pardmetros recibe una
puntuacion del 1 al 3, y luego se suman (3 a 9 puntos). De acuerdo con el total obtenido, los
tumores se clasifican en tres grados diferentes: Grado | (bien diferenciado), si la suma de las
puntuaciones es de 3 a 5. Grado |l (moderadamente diferenciado), si la suma alcanza 6 o 7. Grado
Il (mal diferenciado), si la suma totaliza 8 0 9. Esta clasificacidn es esencial para la valoracién de
la agresividad del tumor y guiar las decisiones de tratamiento y prever el prondstico del paciente.
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Figura 5. A) Carcinoma lobulillar in situ. B) Carcinoma ductal in situ. C) Carcinoma lobulillar Infiltrante. C)
Carcinoma ductal infiltrante. Modificada de National Cancer Institute. (Terese Winslow, 2011)

1.1.4. Clasificaciéon molecular del cdncer de mama

En el afio 2000, el grupo de investigacion dirigido por el Dr. Charles M. Perou (Perou et al., 2000)
propuso una redefiniciéon de la clasificacién del CM basado en el estado de los receptores
hormonales, la amplificacidn y/o sobreexpresiéon de HER2 y el marcador de proliferacion Ki67.
Los biomarcadores que se analizan son los siguientes (Sun et al., 2017):

- Receptor hormonal (RH): Son receptores, como los de estrogeno (RE) y progesterona (RPg),
cuya sobreexpresién estimula el crecimiento tumoral.

- Receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2). Se trata de un receptor
extracelular cuya amplificacion o truncamiento genera una sefial constante de division,
vinculada a tumores de mama mas agresivos. La sobreexpresion de HER2 que se detecta
en aproximadamente el 15-20% de los CM primarios induce la proliferacién vy
supervivencia de células madre neoplasicas mediante la activacion de vias de
sefializacién como PTEN/Akt/mTORC1.

- Ki 67: es un marcador de proliferacion celular en el tumor, permitiendo calcular el
porcentaje de células que estan en proceso de division.

El objetivo final de esta clasificacién es discriminar qué pacientes se podrian beneficiar de una
terapia u otra y cudles tenian un comportamiento mas agresivo. Siguiendo estos biomarcadores,
inicialmente se definieron 4 subtipos segun su perfil de expresidn génica en Luminal A, Luminal
B, HER2 positivo y “basal like”, todos ellos ordenados segin modo ascendente de agresividad
(Alcaide Lucena et al., 2021). A continuacidn, una breve presentacion de cada uno de ellos.
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El subtipo denominado Luminal es el mas frecuente, representando alrededor del 75%-80% de
los CM. Se caracterizan por expresar RE y una alta expresidon de genes asociados a las células
epiteliales luminales del ducto mamario, como la citoqueratina 8 y 18. Dentro de este grupo
diferenciamos dos subtipos:
- Luminal A. Son positivos para los RE, con niveles mayores del 20 % para el RPg y
HER2 negativos. Ademas, tienen una expresidon de Ki67 menor o igual al 20% vy
constituye el 50%-60% de los tumores luminales. Es el subtipo de mejor pronéstico,
con menos incidencia de recaidas, mayor indice de supervivencia y una alta tasa de
respuesta a la hormonoterapia y quimioterapia (QT). La recaida es mas frecuente a
nivel dseo, aunque también pueden metastatizar, pero menos frecuentemente, en
visceras (p.e. higado) y sistema nervioso central (SNC).
- Luminal B. Son positivos para los RE, presentan una expresién moderada baja de
RPg (<20%), pueden ser positivos o negativos para HER2 y tienen una expresion de
Ki67 mayor al 14%. Constituye el 10%-20% de los luminales. Representa el grupo de
tumores luminales de peor prondstico. En este caso, la recidiva ésea también es
frecuente, pero tienen una mayor tasa las viscerales, siendo la supervivencia desde
el diagnéstico de la recaida inferior.

En relacién al subtipo HER2 positivo-puro, se caracteriza por no expresar RE ni RPg, pero si HER2.
Tiene peor prondstico con relacion a los luminales y se trata con terapia dirigida anti-HER2 como
el trastuzumab e inhibidores de tirosina quinasa (p.e. lapatinib), entre otros. Presenta una alta
tasa de respuesta a la QT. Las recaidas localizadas en el hueso y SNC son las mas habituales.

El caso del triple negativo (CMTN) expresa menos del 1% de RE y RPg en inmunohistoquimica, y
el receptor HER2 no amplificado o negativo con técnicas de hibridacién in situ (FISH/SISH) (HER2-
). Este subgrupo representa entre el 10% y el 15% de los casos y su comportamiento es agresivo,
con altas tasas de metastasis a distancia, especialmente dentro de los tres primeros afios. La QT
es el Unico tratamiento disponible, con altas tasas de respuesta. Sin embargo, los resultados
iniciales favorables suelen ser cortos por los mecanismos de resistencia que se establecen, lo
cual es conocido como la paradoja del CTMN.

Tradicionalmente se ha utilizado el término triple negativo y “basal like” indistintamente, pero
en estudios recientes se ha concluido que no todos los tumores triples negativo son “basal like”,
aunque si en su mayoria, y tampoco todos los “basal like” son triples negativos. En el afio 2016,
el grupo de investigacion de Lehmann clasificé el CMTN en 4 subtipos. (Lehmann et al., 2016).
Para estos autores, el primero es el denominado (1) “basal like” (BL) y presenta expresidon de
genes caracteristicos de las células mioepiteliales basales del acino mamario y se divide en dos
tipos: BL1 caracterizado por una alta expresion de genes del ciclo celular, proliferacion y
reparacion del ADN, BL2 que presenta un aumento de la expresion de genes implicados en la
sefializacidn de factores de crecimiento. (2) El segundo es el subtipo inmunomodulador (IM),
cuyos tumores presentan una importante infiltracion linfocitaria y estd compuesto por genes que
codifican antigenos inmunitarios y citoquinas. (3) El tercer subtipo es el mesenquimal (M), el cual
presenta una alta concentracién de células mesenquimales asociadas a tumor. Ademas,
manifiestan una expresion elevada de genes implicados en la transicion epitelio-mesenquima.
(4) El cuarto subtipo, luminal con receptor de andrégenos (LAR), se caracteriza por tener
alteradas las vias de regulacion hormonal como la de estrégenos/andrégenos con niveles altos
del receptor de andrdgenos.

Por ultimo, esta distincidn entre los patrones de expresion génica de los CM permite diferenciar

subtipos tumorales con evoluciones clinicas diferentes y proporciona un valor significativo en la
toma de decisiones clinicas futuras y su alineacidon con el tratamiento adecuado.
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1.1.5 Diagnéstico

Para realizar un buen diagndstico y poder eliminar el mayor nimero posibles de falsos negativos
se realiza, en la actualidad, una triple prueba: la exploracion clinica de la mama (propia o por
parte del médico), un estudio radioldgico y la biopsia para confirmar el diagndstico. Cada vez son
mas las mujeres que se benefician de este tipo de pruebas, aunque todavia el alcance no sea el
mismo en todos los territorios o paises.

La exploracion o palpacion fisica es el primer paso para diagnosticar el CM, ya sea por parte de
la propia paciente o del médico, aunque no se ha podido demostrar que sea eficaz para disminuir
la mortalidad de la enfermedad. Cuando las mujeres realizan la exploracidn y encuentran alguna
anomalia acuden al médico donde se les realiza una inspeccion y palpacién. Para facilitar la
exploracidn se divide la mama en cuatro cuadrantes y la palpacién se realiza con la yema de los
dedos de forma suave y sistematica desde dos posiciones, colocando a la paciente sentada y en
decubito supino. Una vez confirmada o detectada la anomalia se utilizan técnicas de imagen
radioldgica, como la mamografia, la ecografia mamaria y/o axilar o la resonancia magnética
nuclear. En caso de sospechar de posibles metastasis, el estudio radiolégico se puede completar
con la tomografia axial computerizada (TAC), la tomografia por emisidén de positrones (PET), o la
combinacién de ambas PET-TAC.

La mamografia es el método diagndstico por imagen principal. Se utiliza en pacientes
asintomaticas como método de screening y en sintomaticas. Presenta una sensibilidad
diagndstica del 77% al 95% y una especificidad muy alta, del 94% al 97% favoreciendo asi el
diagndstico temprano. Sin embargo, la sensibilidad disminuye en tejidos mamarios densos.

Los datos obtenidos con la mamografia se complementan con la ecografia mamaria, la cual es
de mayor utilidad en mujeres jévenes debido a la alta densidad del tejido mamario y axilar
(Espisona Ramirez, 2018). Esta técnica funciona emitiendo ondas de ultrasonidos con el objetivo
de diferenciar ndédulos quisticos (con liquido en su interior) o sdlidos y benignos o malignos. La
ecografia permite discernir el tamafio, localizaciéon, vascularizacion, elasticidad del tumor y el
estado ganglionar tanto de axila como region supra e infra clavicular y paraesternal (Cardenas-
Sanchez et al., 2019). No obstante, los tumores menores de 5 mm y las microcalcificaciones son
indetectables con esta técnica.

La resonancia magnética tiene una mayor sensibilidad (91%) en comparacién con la mamografia.
Esta técnica no se ve afectada por la densidad de la mama y ello la hace ideal para la deteccién
del CM primario oculto, metdstasis ganglionares axilares y tumores residuales. La resonancia
magnética proporciona informacién tanto morfolégica como funcional a través de la inyeccion
endovenosa de una sustancia paramagnética (gadolinio) y aplicando un campo electromagnético
(Espinosa Ramirez, 2018). A pesar de ser el método mas sensible para la estadificacion de mama,
tiene una especificidad limitada ya que los hallazgos deben confirmarse histolégicamente debido
a la alta tasa de falsos positivos (Arroyo et al., 2017).

Por ultimo, para categorizar adecuadamente las lesiones a partir de las imagenes obtenidas en
la mamografia, la ecografia y la resonancia magnética nuclear se sigue la clasificaciéon propuesta
por el Colegio de Radidlogos de Estados Unidos conocida por las siglas BIRADS (Breast Imagin
Report and Data System). Este sistema se considera el idioma universal para el diagnéstico de la
patologia mamaria, dado que estandariza la terminologia y la sistematica del informe
mamografico, categoriza las lesiones estableciendo el grado de sospecha de cancer y asigna la
actitud a tomar en cada caso (Aibar et al., 2011).

Otra herramienta indispensable para el diagndstico basado en la imagen es el PET. Combinando
la tomografia computarizada y la medicina nuclear, se consigue realizar un estudio morfoldgico
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y molecular del tumor de manera simultanea, llegando incluso a obtener la localizacién precisa
de una lesidn metastasica (Cardenas- Sanchez et al.,, 2019). Aquellos tejidos que requieran
mayores necesidades metabdlicas, como son las células cancerigenas manifestaran una mayor
captacion del trazador (Akram et al., 2017).

El TAC es una técnica radiografica que permite obtener informacion sobre los drganos internos
del cuerpo en cuadros bidimensionales o secciones transversales. Se toman radiografias del
cuerpo desde varios angulos diferentes que posteriormente se unifican y crean imagenes
detalladas. Por otro lado, existe el PET-TAC, una exploracion no invasiva, que mide la actividad
metabdlica del cuerpo humano en tiempo real. Combina dos tecnologias: por un lado, la prueba
PET, que proporciona informacion sobre el metabolismo del paciente, y por otro la prueba TAC
que proporciona datos sobre su anatomia.

Finalmente, cuando se sospecha de la existencia de un CM en las pruebas de imagen se realiza
una confirmacion histoldgica. Para ello se debe realizar una biopsia con aspiracién en aguja fina
(PAAF), aguja gruesa (BAG) o biopsia quirdrgica en caso de que existan multiples lesiones. La
muestra obtenida se analiza microscépicamente para determinar el tipo y grado del tumor,
seguido de técnicas inmunohistoquimicas para clasificar ademas el tumor dependiendo del
fenotipo, conociendo de esta manera su grado de agresividad y los parametros que influyen en
eleccién del tratamiento y el prondstico.

1.1.6 Tratamiento

El tratamiento del CM es muy complejo como asi lo demuestran numerosos investigadores en
las ultimas décadas, pero gracias a la identificacion de los distintos subtipos bioldgicos se han
logrado realizar terapias individualizadas que se adecuan a la situacion patoldgica de cada
paciente. Habitualmente se utiliza la combinacion de tratamientos standard de los que
disponemos actualmente, como son: cirugia, RT, QT, hormonoterapia, terapia dirigida e
inmunoterapia (PDQ, 2024). Dentro de los tipos de tratamiento quimioterapico se distingue
entre el tratamiento adyuvante, administrado después del tratamiento quirurgico con el fin de
mejorar el prondstico y reducir el riesgo de recidivas y muerte de las pacientes, y el tratamiento
neoadyuvante, que se administra antes de la cirugia en tumores localmente avanzados (estadio
[l1) para disminuir su tamano y permitir un aumento de la tasa de cirugia conservadora.

El primero de los tratamientos estandar es la cirugia, cuyo objetivo es la exéresis completa del
tumor. Este procedimiento puede adoptar dos enfoques principales: uno conservador o
tumorectomia incluyendo una porcion del tejido sano circundante para obtener margenes
negativos; o bien, una mastectomia total, en la que se extirpa completa de la mama afectada. En
el acto de la cirugia, también se suele realizar el estudio del ganglio linfatico centinela por
métodos moleculares (OSNA) o citologia intraoperatoria, con el propdsito de determinar el
estatus ganglionar. Para ello, se administra una solucidén que puede contener una sustancia
radiactiva y/o un colorante en proximidad al sitio del tumor, permitiendo que esta se desplace a
través del sistema linfatico hacia los ganglios regionales. De esta manera, se identifica y extrae el
primer ganglio linfatico en recibir la solucién o colorante, conocido como ganglio centinela, el
cual es sometido a analisis para detectar la presencia de células tumorales. En funcion de los
hallazgos obtenidos en el ganglio centinela, se evalla la necesidad de realizar una
linfadenectomia axilar, es decir, la extirpacidn de los ganglios linfaticos axilares.

Otro tipo de tratamiento estandar es la radioterapia (RT), que consiste en la administracién de
rayos X de alta energia u otros tipos de radiacién para eliminar las células neoplasicas o impedir
su crecimiento. Existen dos tipos de RT: la externa, que utiliza una maquina ubicada fuera del
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cuerpo para dirigir la radiacion hacia la zona del cuerpo afectada por el cancer mientras que la
RT interna introduce una sustancia radiactiva sellada en agujas, semillas, alambres o catéteres
directamente dentro o cerca del cancer. La forma en que se administra esta modalidad de
tratamiento depende del tipo y estadio del cancer que se esté tratando. Por otra parte, la RT
externa se utiliza para tratar el CM, mientras que la interna con estroncio-89 (un radionutclido)
se utiliza para aliviar el dolor 6seo causado por las metastasis del CM.

La quimioterapia (QT) es otra opcidn para el tratamiento del CM. Se basa en la utilizacién de
farmacos para frenar el crecimiento tumoral, ya sea eliminando las células neoplasicas o
evitando su proliferacién. Su administracion suele ser sistémica (via intravenosa o via oral) para
aumentar asi el alcance a todas las células neoplasicas del organismo. Habitualmente, el
tratamiento se administra tras el tratamiento quirurgico del tumor (QT adyuvante), aunque en
los ultimos afios la administracidn previa a la cirugia (QT neoadyuvante) se esta aplicando cada
vez mas debido a que las pacientes que obtienen respuestas completas tienen una mejor
supervivencia. No obstante, los tumores requieren la combinacion de una serie de
caracteristicas, como que sean de fenotipos agresivos, con alto indice proliferativo, tamafio (>2
cm), ganglios positivos, etc. En un elevado nimero de casos, esta modalidad de tratamiento va
a facilitar una cirugia local mas conservadora.

La terapia hormonal o endocrina ralentiza o detiene el crecimiento de tumores sensibles a
hormonas, al bloquear su liberacién o al interferir con sus efectos en las células neoplasicas.
Algunos tipos de terapia hormonal son: los inhibidores de la aromatasa como anastrozol, letrozol
o exemestano, los antagonistas del RE a como el Fulvestrant, los agonistas de la hormona
liberadora de gonadotropinas (LHRH) como goserelina o leuprolida o los moduladores selectivos
del RE como el Tamoxifeno.

La terapia dirigida, por su parte, utiliza farmacos u otras sustancias para identificar y atacar
especificamente a las células malignas. Un ejemplo de terapia dirigida son los anticuerpos
monoclonales que pueden unirse a una diana especifica en estas células y bloquear su
crecimiento o eliminarlas. Para el CM HER2-positivo existen diversas terapias dirigidas como el
anticuerpo monoclonal contra el receptor HER2 (ej.: Trastuzumab, pertuzumab), los inhibidores
de la tirosina-quinasa asociada al receptor HER2 (ej.: lapatinib) o los anticuerpos conjugados (ej.:
T-DM1 y Trastuzumab-deruxtecan), entre otros.

La inmunoterapia es otra modalidad de tratamiento reciente que se centra en la manipulacién
del sistema inmunoldgico del organismo para reconocer y atacar a las células neoplasicas. Uno
de los enfoques principales es el uso de inhibidores de puntos de control inmunitario. Estos
puntos de control, presentes en las células del sistema inmunoldgico, desempefian un papel
crucial en la regulacién de las respuestas inmunitarias, garantizando un equilibrio adecuado para
evitar reacciones autoinmunes excesivas. Actualmente se estd empleando Atezolizumab (anti-
PD-L1) o Pembrolizumab, (anti-PD1) en combinacidon con QT para el tratamiento del CMTN
localmente avanzado o metastasico. No obstante, para la aplicacidn de este tratamiento, al igual
que el de la terapia dirigida, se requiere estudio previo de marcadores, como el PDL-1 por
inmunohistoquimica.
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1.2 Sistema inmunitario

El sistema inmunitario (SI) constituye una intrincada red de moléculas y células que trabajan en
conjunto para mantener y restablecer la homeostasis en los distintos tejidos del cuerpo. En la
actualidad se reconoce su valor e importancia no solo por su capacidad para distinguir entre
componentes propios y extrafios al organismo, sino también por su habilidad para detectar
sefiales de peligro, sin importar su origen. Por tanto, cumple las siguientes funciones:

- Defensa ante microorganismos patégenos, parasitos y células neoplasicas.
- Vigilancia del funcionamiento normal celular.
- Autorregulacidn del propio sistema.

El Sl se divide en dos grupos principales: el sistema innato y el adaptativo. El sistema innato (SlI),
como su nombre indica, esta presente desde el nacimiento y responde inicialmente a los
antigenos. Su respuesta es menos especifica, mas lenta, y la mayoria de sus componentes
carecen de memoria inmunoldgica. En cambio, el sistema adaptativo (SIA) requiere maduracion
y seleccién previa, y aunque su activacion es mas lenta, una vez activado, lo hace de manera mas
rapida y eficiente. Ademas, presenta memoria inmunoldgica (Copioli, 2018).

El SII constituye la primera barrera de defensa del organismo. Este sistema cuenta con
mecanismos preexistentes que se activan de manera rapida, precediendo a la respuesta
defensiva del SIA. El Sll reacciona de manera uniforme ante diversos estimulos infecciosos y
muestra una especificidad limitada, es decir, reconoce patrones comunes a grupos de
microorganismos sin distinguir diferencias sutiles entre ellos. Se trata de un sistema ancestral
gue se encuentra presente en todos los organismos multicelulares, incluyendo plantas e
insectos. Sus principales componentes son los neutrdéfilos y macréfagos, encargados de destruir
y degradar los patdgenos mediante la fagocitosis, las células natural killer (NK), que reconocen
aquellas células que han perdido el MHC | y las destruyen, y diversos factores solubles como el
sistema del complemento y las citoquinas. Por ultimo, otro elemento importante de la
inmunidad innata son los receptores tipo Toll que se expresan en células del Sl (macréfagos,
células dendriticas, neutrdfilos, linfocitos Ty B). Son los encargados de reconocer estructuras de
los patégenos altamente conservadas, llamadas patrones moleculares de agentes microbianos
(PMM) para estimular la respuesta inmunitaria.

En relacion con el SIA hay que sefialar que es especifico, reconoce varios tipos de antigenos y
responde a una amplia variedad de éstos. Se caracteriza por mejorar la capacidad defensiva
frente a exposiciones sucesivas y generar una respuesta especializada para cada tipo de
microorganismo. Posee dos tipos de respuestas inmunitarias: la inmunidad celular y la
inmunidad humoral:

- La inmunidad celular es el mecanismo principal de defensa contra microorganismos
intracelulares y esta mediada por los linfocitos T los cuales se dividen en dos subpoblaciones:
linfocitos T CD4+, cuya principal funcion es secretar citoquinas y los linfocitos T CD8+ que
eliminan células infectadas y tumorales. Los linfocitos T CD4+ reciben el nombre de “helper”
o colaboradores y son los responsables de activar y regular la respuesta adaptativa. Su
activacion se produce cuando reconoce su antigeno presentado a través del MHC Il en el
ganglio y lo reconoce a través de su receptor TCR. Tras su activacion, se produce una cascada
de citoquinas que estimula a los macrdfagos para eliminar los microorganismos fagocitados
y a los linfocitos B para secretar anticuerpos. Por otra parte, los linfocitos T CD8+ se activaran
tras reconocer con su receptor TCR el antigeno presentado a través del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC)-1 y liberaran granulos preformados con sustancias citotoxicas
para eliminar las células infectadas o tumorales.
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- Lla inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa frente a patdgenos
extracelulares. Esta mediada por anticuerpos o inmunoglobulinas, las cuales son secretadas
por los linfocitos B que residen y circulan en el bazo y los ganglios. Tras el primer contacto
del linfocito B (receptor BCR) con su antigeno especifico se produce la activacién vy
diferenciacion de éste a un clon de células plasmaticas que fabrican y excretan grandes
cantidades de anticuerpos especificos contra el antigeno presentado previamente. Este
proceso recibe el nombre de seleccidn y expansion clonal. Asi, la respuesta provocada tras
el primer contacto de cada antigeno con el linfocito B (respuesta primaria) confiere memoria
inmunoldgica especifica. En una segunda infeccidn por el mismo agente, habra células B de
memoria que se crearon paralelamente al clon de células plasmaticas en la primera
exposiciéon. De modo, que la respuesta secundaria sera mas rapida e intensa.

1.3 Relacidn entre el sistema inmunitario y el cancer

El SI desempefia un papel esencial al proteger nuestro organismo contra sustancias nocivas o
extrainas, lo que incluye la defensa contra el desarrollo y la propagacion del cancer. Como ya se
ha mencionado al inicio, el cancer se caracteriza por la acumulacién de un nimero variable de
alteraciones genéticas, las cuales resultan en la formacion de neoantigenos, que provocaran la
activacion del Sl al ser presentados en la superficie de las células neoplasicas. De este modo, la
generacion de una respuesta antitumoral efectiva, que consiga erradicar las células malignas, es
un proceso ciclico que puede autopropagarse y provocar una acumulacién de factores
inmunoestimulantes que amplifiquen las respuestas de las células T (Chen & Mellman, 2013).

1.3.1 Teoria de la inmunovigilancia

A principios del siglo XX, Paul Erlich planted la idea de que el SI podia reprimir el crecimiento
tumoral, pero no fue hasta mediados del siglo XX cuando Mc Farlane Burnet y Lewis Thomas
retomaron su idea y postularon que el Sl tenia la capacidad de reconocer las células neoplasica
o pre-neopldsicas y eliminarlas antes de su transformacion completa mediante un proceso
denominado inmunovigilancia o ciclo cancer-inmunidad (Dunn et al., 2002; Chen & Mellman,
2013).

Los estudios pioneros describen que durante el proceso de inmunovigilancia se manifiestan las
siguientes etapas: en primer lugar, los neoantigenos generados durante la oncogénesis son
liberados y capturados por las células presentadoras de antigenos (CPA), como las células
dendriticas, las cuales los procesan y los presentan en su superficie acoplados en sus MHC 1 y Il
Posteriormente, los linfocitos T los reconocen (en presencia de sefiales que impidan la tolerancia
periférica de los neoantigenos), se activan y se desplazan a través del torrente sanguineo hacia
el lecho tumoral. Es alli donde identifican especificamente los neoantigenos unidos al MHC |
/MHC Il en las células cancerosas mediante su receptor TCR. Finalmente, los linfocitos T inducen
la muerte de las células malignas, las cuales, a su vez, liberan mas antigenos asociados al tumor,
amplificando la respuesta inmunitaria en las etapas posteriores del ciclo. Sin embargo, esta
teoria de la inmunovigilancia no conseguia explicar todos los casos y se reformuld
posteriormente, de manera que quedé incluida dentro de la teoria de la inmunoedicidn (Teoria
de las tres “Es”) (Dunn et al., 2002).
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1.3.2 Teoria de la Inmunoedicion

La teoria de la inmunoedicion puede considerarse como un refinamiento de la anterior, pues
tiene una vision mas amplia de las interacciones entre el Sl y el tumor al reconocer su papel
protector del huésped y remodelador del tumor. El mecanismo de inmunoedicion comprende
tres fases (Dunn et al., 2002) (Figura 6):

- Fase de eliminacion. Corresponde a la inmunovigilancia. Los componentes del Sl y SIA
actuan de forma simultdnea para detectar los neoantigenos y destruir las células
tumorales.

- Fase de equilibrio. En el caso de que esta eliminacion sea parcial, como ocurre en la
mayoria de los casos, se genera un estado de equilibrio donde las células neoplasicas
permanecen quiescentes o acumulando alteraciones génicas para modular la expresion
de los antigenos especificos de tumor. De este modo el Sl ejerce una presion selectiva
gue provoca la destruccidn de los clones mas susceptibles.

- Fase de escape. En esta fase, la presidn de seleccidn que ha ejercido el Sl sobre las células
inestables lleva a la generacidn de variantes tumorales que no son reconocidas, de modo
que estas escapan de sus mecanismos efectores.

Elimination Equilibrium

Genetic instability/tumor heterogeneity

Immune selection

Figura 6. Esquema representativo de las fases de la teoria de la inmunoedicion. A) Fase de eliminacion. (B)
Fase de equilibrio y (C) Fase de escape tumoral. En la imagen se representan las células tumorales en
desarrollo (azul), las variantes de células tumorales (rojo) y el estroma subyacente junto a células no
transformadas (gris). Asimismo, se observan variantes adicionales del tumor (naranja). Los pequefios
circulos naranjas representan diversas citoquinas y factores solubles liberados al microambiente tumoral.
Los destellos blancos representan la actividad citotoxica de los linfocitos contra las células tumorales.
(Dunn et al., 2002)

1.3.3 Puntos de control inmunoldgico

Los puntos de control inmunitario son proteinas que se encuentran expresadas especialmente
en las células del SI. La funcion de estas proteinas es regular la respuesta inmunitaria,
garantizando la tolerancia a los antigenos propios y evitando la autoinmunidad excesiva. En el
contexto del cancer, estas proteinas son aprovechadas por las células tumorales para evadir la
detecciény el ataque del SI. De modo que, la manipulacion y bloqueo de estos puntos de control
se ha posicionado como una estrategia prometedora para potenciar la respuesta inmunitaria
contra el cancer. Entre los puntos de control mas estudiados destacan: CTLA-4 yPD-1, asi como
sus ligandos PD-L1 y PD-L2. No obstante, dentro de este grupo destacan otras proteinas menos
conocidas como HHLA2 (B7H7/B7-H5/B7), KIR3DL3 y TMIGD2 (IGPR-1/CD28H) (Wei et al., 2018)
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En primer lugar, CTLA-4 es una proteina transmembrana de la familia de las inmunoglobulinas
gue se expresa en la superficie de los linfocitos T. Alcanza su maxima expresién entre 2 y 3 dias
después de la activacion. Este receptor atenua la sefializacién del TCR y, por ende, la respuesta
inmunitaria, compitiendo con la molécula coestimuladora CD28 por los ligandos B7-2 (CD86) y
B7-1 (CD80), para los cuales CTLA-4 tiene una mayor avidez y afinidad. La union de estos ligandos
al receptor CD28 desencadena sefiales coestimuladoras positivas, de modo que la inhibicion
competitiva de ambas moléculas por parte del receptor CTLA-4 es necesaria para atenuar
eficazmente la reaccidon inmunitaria (activacion de linfocitos T). La regulacién al alza de la
expresion de CTLA-4 durante la activacidn de los linfocitos T, junto con la liberacion del CTLA-4
contenido en vesiculas intracelulares al sincitio inmunolégico y la mayor afinidad/avidez por los
ligandos elimina la sefial de coestimulacion positiva de CD28 (Figura 7). Este hecho permite una
regulacién robusta de la amplitud de la sefial del TCR, y, por lo tanto, de la actividad de los
linfocitos T.

Otro punto de control inmunitario es el receptor PD-1, que se encuentra distribuido en la
superficie de los linfocitos T, B y células dendriticas. Sus funciones principales son mantener la
tolerancia periférica y regular las respuestas de los linfocitos T dentro de un rango fisiolégico
deseado. PD-1 se expresa tras la activacion de los linfocitos T con el objetivo de regular su
activacion a través de la interaccién con sus ligandos, PD-L1 y PD-L2. La expresién de PD-L1y, en
menor medida, de PD-L2 se induce en respuesta a citoquinas inflamatorias como el IFNy. Asi
pues, la regulacion de la actividad de los linfocitos T por PD-1 ocurre en respuesta a la funcion
citotoxica y efectora de los linfocitos T, por ejemplo, linfocitos T citotdxicos CD8 y células T
colaboradoras tipo 1 (Th1l) de manera inducible. Tras la interaccidn con PD-L1 y PD-L2 se cree
gue PD-1 transmite principalmente una sefial inhibitoria a través de la fosfatasa de tirosina SHP2
para atenuar la activacién de los linfocitos T (Figura 7).

APC
B7-1 PD-L1
B7-2 PD-L2
Competitive A pMHC
inhibition l
CTLA4 CD28 PD-1
sHPz
Cell intrinsic signaling? Other signaling?
PI3K and AKT
T cell signaling Ca2* and MAPK signaling

Figura 7. Esquema de los mecanismos moleculares de accion de CTLA-4 y PD-1. Se esboza la progresion
paso a paso de la activacion de los linfocitos Ty la atenuacion por los mecanismos reqguladores normales.
(Wei et al., 2018)

Otra opcion para el control inmunitario es el gen humano HHLA2 (B7H7/B7-H5/B7, el cual se
encuentra en la region g13.13 del cromosoma 3 y esta cerca de los genes B7-1 y B7-2 (q13.3-
g21). El ligando HHLA2 (retrovirus endégenos humanos — proteina 2 de asociacidn de repeticion
de terminal largo), también llamada B7H7/B7-H5/B7, ha sido designada como un nuevo
miembro de la familia B7 de ligandos inmunoreguladores, compartiendo del 23% al 33% de la
secuencia aminoacidica con otras moléculas de dicha familia. Este ligando es el tnico de la familia
que se encuentra Unicamente en humanos y no esta presente en ratones (Janakiram et al., 2015).
HHLA2 esta compuesto por un ectodominio IgV-IgC-lgV en tandem, seis sitios potenciales para
la glicosilacién ligada a N, una regidén transmembrana y una cola citoplasmatica de 49
aminoacidos (Figura 8).
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Signal peptide IgV-like domain

MKAQTALSFFLILITSLSGSQGII;PLAFFIWPMNEQ'IVIGRLDEDIILPSSFERGSEWIHWKYQDS

YKVHSYYKGSDHLESQDPRYANRTSLFYNEIQNGNASLFFRRVSLLDEGIYTCYVGTAIQVITNK
— ——_______loClikedomain __ __ __ _ _ ____

VVLKVGVFLTPVMKYEKRNTNSFLICSVLSVYPRPITWKMDNTPISENNMEETGSLDSFSINSPL
1 2 IgV-like domain

NITGSNSSYECTIENSLLKQTWTGRWTMKDGLHKMQSEHVSLSCQPVNDYFSPNQDFKVTWS
A4 A

RMKSGTFSVLAYYLSSSQNTIINESRFSWNKELINQSDFSMNLMDLNLSDSGEYLCNISSDEYTL
Transmembrane domain Cytoplasmic tail

PPGERCPSAPDNGEENVPLSGKV

Figura 8. Secuencia aminoacidica del ligando HHLAZ2. Se identifica el péptido sefial previsto, los dominios
de tipo IgV y tipo 1gC, la region transmembrana y la cola citoplasmadtica de la proteina HHLA2 humana. Se
destacan los sitios potenciales de N-glicosilacion con flechas. (Zhao et al., 2013)

En condiciones fisioldgicas se expresa Unicamente en las células trofoblasticas de la placenta y
en el epitelio bronquial, pancreatico, del rifidn (epitelio tubular), del intestino, de la vesicula biliar
y de la glandula mamaria (epitelio ductal), pero no en los demas drganos. En la mayoria de los
tejidos sanos, el ligando HHLA2 no se expresa enddgenamente. Asimismo, esta proteina se
encuentra expresada de manera constitutiva en la superficie de las CPA, como los monocitos, y
se induce en los linfocitos B en respuesta a estimulos como el lipopolisacarido (LPS) y el
interferén gamma (IFN-y) (Janakiram et al., 2015; Zhao et al., 2013). También se ha observado
su expresion en linfocitos T CD4+ y CD8+ exhaustos, particularmente en linfocitos Thl y en
células tumorales (Luu et al., 2021).

Estudios recientes han demostrado tanto su capacidad coestimuladora como la coinhibidora de
la respuesta inmunitaria. De este modo, dependiendo del receptor al que se una causara un
efecto u otro. El efecto coestimulador de HHLA2 sobre las células Ty las células NK estd mediado
a través del receptor transmembrana TMIGD2; también conocido como CD28H e IGPR1. Por otro
lado, el efecto coinhibidor parece ser producido a través de la interaccion del ligando con el
receptor KIR3DL3.

Ademas de actuar como punto de control inmunitario, se les ha adjudicado roles no
inmunoldgicos fundamentales en la regulacién de la adhesidon, proliferacién, migracion e
invasion celular (Rieder et al., 2021). Como molécula de adhesion, participa en la regulacion de
la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y en la interaccion de los linfocitos T primarios con la
matriz extracelular.

El gen TMIGD2 (IGPR-1/CD28H) codifica un receptor que consta de un dominio extracelular de
inmunoglobulina con tres posibles sitios de glicosilacion dependiente de N, una region
transmembrana y una cola citoplasmatica con cuatro sitios potenciales para la fosforilacion, asi
como un posible sitio de reconocimiento del dominio SH3 (Figura 9).
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Signal Peptide IgV-like domain

MGSPGMVLGLLVQIWALQEASSLSVQQGPNLLQVRQGSQATLVC

¥
OVDOATAWERLRVRKWIKDGAILCQPY ITNGSLSLGVCGPQGRLS
¥ ¥

WOAPSHLTLOLDPVSLNHSGAYVCWAAVEIPELEEAEGNITRLF

VDPDDPTQNRNRIASFP WERR
* Cytoplasmic Tail
SEOORDSCNSPGNAFY SNV, YRPRGAPKKSEDCSGECKDORGOS
* L) *

PSPTQQPRPKGFPKVGEE
Figura 9. Secuencia aminoacidica de TMIGD2. Se compone de un péptido sefial, un unico dominio de
inmunoglobulina extracelular, un dominio transmembrana y una cola citoplasmdtica. Los tres sitios
predichos de glicosilacion ligada a N dentro del dominio de inmunoglobulina indican en flechas y cuatro
sitios de fosforilacion predichos indicados con un asterisco y un posible dominio de union a SH3 dentro de
la cola citoplasmadtica sefializado con un punto. (Janakiram et al., 2015)

Al analizar la secuencia del receptor TMIGD2 se observé que tanto el receptor 1 rico en prolina
gue contiene inmunoglobulinas (IGPR-1) y el homdlogo de CD28 (CD28H), eran la misma
molécula. Inicialmente, IGPR-1 se identific6 como una molécula de adhesién implicada en la
angiogénesis; sin embargo, posteriormente se descubrié el papel de CD28H como receptor. Por
lo tanto, TMIGD2/IGPR-1/CD28H constituye uno de los receptores de HHLA2 con una amplia
expresion en los drganos linfoides, timo bazo, linfocitos de sangre periférica e higado. Se expresa
en células T naive CD4+ y CD8+ simples y dobles, pero no en células CD4+ y CD8- doblemente
negativas inmaduras. También se expresa en células mononucleares de sangre periférica y en
células NK virgenes (Zhu et al., 2013). Asimismo, TMIGD2, a través de la interaccién con HHLA2,
coestimula las células T en el contexto de la activacién mediada por TCR mejorando la
proliferacion de estas células y la produccidon de citoquinas a través de una cascada de
sefializacién dependiente de AKT (Wei et al., 2021). Tras la activacién el receptor se modula
negativamente.

Por ultimo, el punto de control denominado KIR3DL3 es un miembro en gran medida no
caracterizado de la familia KIR que contienen un motivo inhibidor basado en dominios de tirosina
(ITIM). Se expresa en células T CD8+ de memoria efectoras terminalmente diferenciadas y en la
subpoblacién de células NK CD56 P&, KIR3DL3 mostro actividades inmunosupresoras al reclutar
el dominio 2 de homologia Src que contiene fosfatasa-1 (SHP-1) y SHP-2 para atenuar el factor
de intercambio de nucledtidos de guanina Vav 1 (Vavl), la quinasa regulada por sefiales
extracelulares (ERK1/2), la proteina quinasa B (PKB, también conocida como AKT) y sefializacion
del factor nuclear kB (NF-kB) en las células NK (Figura 10) (Li et al., 2023).

Se considera, ademas, un receptor de punto de control inmunitario, ya que al reconocer al
ligando HHLAZ2, éste desencadena una respuesta coinhibidora. Inhibe la activacion de las células
NKy la proliferacion de los linfocitos T en presencia del receptor TCR, asi como la produccién de
las citoquinas, IFN-y, TNF-q, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17a e IL-22 (Zhao et al., 2013).
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Figura 10. Via de sefializacion de KIR2DL3. La flecha bidireccional simboliza la interaccion entre el receptor
y el ligando, siendo el grosor de la flecha indicativo de la intensidad de la accion. Aqui se detallan las
cascadas de sefializacion intrinseca del TCR o NKG2D, responsables de activar los linfocitos T y células NK,
respectivamente. Asimismo, se detalla el mecanismo de accion mediante el cual HHLA2 es capaz de inhibir
a las células inmunitarias a través de KIR3DL3. (Li et al., 2023)

21



Expresion génica de HHLA2 y TMIGD2 en Cancer de Mama: Correlacion con caracteristicas...

2. ANTECEDENTES

En los ultimos anos, la inmunoterapia ha demostrado ser beneficiosa en varios tipos de tumores
malignos, como el melanoma, los carcinomas renales y de vejiga, entre otros. Esta terapia,
también conocida como terapia bioldgica, se enfoca en reactivar los procesos inmunoldgicos
antitumorales del huésped utilizando inmunomoduladores, como interferones e interleuquinas,
desarrollando vacunas vy realizando transferencia de células T, entre otras técnicas. Aunque
histéricamente el CM no se consideraba tradicionalmente inmunogénico, el subtipo CMTN
muestra una mayor inmunogenicidad ya que suele presentar un mayor porcentaje de linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL), lo que sugiere que la administracién de inmunoterapia podria ser una
estrategia optima.

Hasta hace poco, el tratamiento sistémico del CMTN metastasico consistia Unicamente en QT o,
en algunos paises en combinacién con bevacizumab, y en inhibidores de la [poli (ADP-ribosa)
polimerasa] (PARP) en pacientes con mutaciones germinales en los genes BRCA1/2. No obstante,
debido a la mayor activacion del S| en CMTN se han desarrollado diferentes ensayos clinicos que
han evaluado la eficacia y la seguridad de anticuerpos contra PD-L1 y su receptor PD-1.

En el CM, la expresion de PD-L1 tanto en las células tumorales como en células inmunitarias
infiltradas en el tumor, puede contribuir a la evasion de la respuesta inmunitaria, convirtiéndola
en una diana terapéutica atractiva. Por esta razdn se han desarrollado diversos ensayos clinicos
(fase Ill) con anticuerpos monoclonales en combinacidon con QT para bloquear este ligando:
Atezolizumab (IMpassion 130) y Pembrolizumab (Keynote-355).

En el estudio IMpassion 130 se evalud la supervivencia libre de progresiéon (SLP) y la
supervivencia global en pacientes tratadas con atezolizumab combinacién con QT frente a
pacientes tratadas uUnicamente QT. De los 902 pacientes en el estudio, 451 recibieron
atezolizumab + nab-paclitaxel y 451 recibieron placebo + nab-paclitaxel. Se incluyeron un total
de 185 pacientes que recibieron atezolizumab + nab- paclitaxel con tumores que contenian
células inmunitarias que expresaban PD-L1, y 184 pacientes que recibieron placebo + nab-
paclitaxel, cuyos tumores tenian expresion de PD-L1. El tratamiento con atezolizumab se asocio
a una mejoria en SLP tanto en la poblacion total tratada con atezolizumab (7,2 frente a 5,5 meses;
HR: 0,8, p < 0,001) como en la subpoblacién que expresaba PD-L1+ (7,5 frente a 5 meses; HR:
0,62, p <0,001) (Schmid et al., 2018).

En el ensayo clinico KEYNOTE-355, también se evalud la SLP al combinar el anticuerpo
Pembrolizumab con QT. Un total de 847 pacientes fueron aleatorizadas: 566 fueron asignadas al
grupo de Pembrolizumab-QT y 281 al grupo de placebo-QT. La combinacion de Pembrolizumab
y QT mejord significativamente la SLP en pacientes con un alto grado de expresion de PD-L1 (9,7
frente a 5,6 meses; HR: 0,65, p = 0,0012) (Cortes et al., 2020).

Como se ha descrito anteriormente, y teniendo en cuenta sus funciones en la activacion e
inhibicién del SI, la via HHLA2-TMIGD2/KIR3DL3 ha surgido como un objetivo terapéutico
relevante en el tratamiento de diferentes tumores. En este sentido se ha desarrollado el farmaco
NPX267, un anticuerpo monoclonal de primera clase que bloquea el receptor KIR3DL3 con alta
afinidad revirtiendo la supresion de las células T y mejorando la citotoxicidad mediada por
células NK contra células tumorales HHLA2+. Estos hallazgos sugieren que la inhibicidn de la
sefializacién de KIR3DL3-HHLA2 puede potenciar la respuesta inmunitaria contra ciertos tipos de
cancer, destacando el potencial de NPX267 como un enfoque prometedor para el tratamiento
del cancer (Lamb et al., 2022).
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Recientemente, se evalud una posible terapia con células T con receptor de antigeno quimérico
(CAR) optimizado para ser potente y persistente (TOP). Esta terapia incorporé el dominio
coestimulador de TMIGD2, activador de células T y NK, junto con anticuerpos monoclonales
dirigidos al dominio IgV de B7-H3, un punto de control inmunitario presente en tumores sélidos
y en su vascularizacion. Mecdnicamente, la estimulacién de TMIGD2 mantenia el metabolismo
mitocondrial, producia menos citoquinas y establecia menos células agotadas, mas células de
memoria central y una mayor proporcion de células T CD8/CD4 (Nishimura et al., 2024).

A pesar de los avances en la comprension de los mecanismos inmunoldgicos y la identificacion
de nuevos objetivos terapéuticos, aun quedan muchos aspectos por descubrir en relacion con
los subtipos moleculares del CM, asi como con las caracteristicas clinico-patoldgicas del tumory
el prondstico de las pacientes. La interaccion compleja entre el sistema inmunolégico y las
células neoplasicas plantea desafios continuos en la identificacidn de factores relevantes para el
desarrollo del tumor. Por lo tanto, es esencial seguir investigando para expandir nuestro
conocimiento y mejorar la precisién en el abordaje de cada subtipo molecular de CM.
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3. HIPOSTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipoétesis

Basandose en el papel coestimulador de HHLA2 y TMIGD2 en el microambiente tumoral, se
espera obtener un perfil génico de estos puntos de control inmunitarios y poder correlacionarlos
con los diferentes subtipos de CM y sus caracteristicas clinicopatoldgicas. El trabajo pretende
explorar cdmo la expresion diferencial de estos genes influye en la biologia del tumor y su
evolucion clinica. En concreto, es esperable observar una asociacion entre la sobreexpresion de
HHLA2 y TMIGDZ2 y la posibilidad de que puedan ejercer un papel como marcadores prondsticos
en la supervivencia de las pacientes diagnosticadas con CM.

3.2 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es cuantificar la expresidon génica relativa de diferentes
puntos de control inmunitario en una serie clinica de pacientes diagnosticadas con carcinoma
infiltrante de mama.

Para llevar a cabo este objetivo principal se han planteado los siguientes objetivos especificos:

- Determinar la expresion relativa de HHLA2 y TMIGD2 en una serie clinica de 151
pacientes con CM, abarcando diversos fenotipos.

- Investigar la asociacion de los resultados de expresidn génica con diversos factores
clinicopatoldgicos.

- Analizar la correlacion entre los datos de expresion génica y el prondstico de las
pacientes, mediante el estudio de la supervivencia global (SG) y libre de enfermedad
(SLE)
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4. METODOLOGIA

4.1 Diseno del estudio

El presente estudio es un proyecto observacional retrospectivo realizado en el Laboratorio de
Apoyo a la Investigacién del Instituto de Investigacién Sanitaria y Biomédica de Alicante
(ISABIAL). Los experimentos se realizaron siguiendo las normas establecidas en la Declaracion de
Helsinki, garantizando la proteccién y el bienestar de las pacientes participantes. Ademas, para
la elaboracion del presente trabajo se han tenido en cuenta las guias REMARK
(Recomendaciones para la presentacion de estudios de biomarcadores tumorales prondsticos)
para estudios de biomarcadores tumorales prondsticos (Hayes et al., 2023) y MIQE (Informacion
Minima para la Publicacién de Experimentos de PCR Cuantitativa en Tiempo Real) para asegurar
la precision y reproducibilidad de los datos de expresion génica obtenidos (Bustin et al., 2009).

4.2 Numero de sujetos

En el estudio se incluyeron un total de 151 pacientes diagnosticadas con CM infiltrante, las cuales
fueron tratadas en el Hospital General Universitario Dr. Balmis de Alicante (HGUDrB) entre los
afios 1994 y 2021. Se seleccionaron pacientes con un seguimiento clinico de al menos 1 afio para
garantizar la disponibilidad de datos de seguimiento para el analisis prondstico.

El material de andlisis fue cedido por el biobanco de tumores sélidos del HGUDrB en secciones
y cilindros representativos de tejido tumoral fijados en formol y embebidos en parafina. Estas
muestras fueron previamente clasificadas segun el fenotipo CM, mediante la revision histolégica
e inmunohistoquimica llevada a cabo por el Servicio de Anatomia Patoldgica del HGUDrB .

Los correspondientes consentimientos informados de las pacientes incluidas en este estudio, asi
como los informes de seguimiento clinico, fueron recogidos por los especialistas de los Servicios
de Ginecologia y Obstetricia y Oncologia Médica del HGUDrB. La recogida, tratamiento y uso de
los datos requeridos por el estudio se hicieron de acuerdo con lo estipulado en Ley Orgénica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales y garantia de los derechos
digitales, asi como a lo estipulado en el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y
del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccién de Datos (RGPD). En este sentido, todas las
pacientes fueron identificadas mediante cddigos anonimizados e incluidas en una base de datos,
alacual sélo tenia acceso el personal directamente relacionado con el proyecto de investigacion.
Ademas, en ningun caso se utilizd la informacién recogida en el estudio para modificar la
planificacidn terapéutica de las pacientes.

4.2.1 Criterios de inclusién

Las pacientes incluidas en el estudio fueron pacientes diagnosticadas de CM infiltrante operable,
de al menos 10 mm de tamario, estadios I-lll y con un seguimiento clinico minimo de un afio.
Ademas, estas pacientes no podian haber recibido QT, RT, u hormonoterapia previa a la
intervencidn quirdrgica.
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4.2.2 Criterios de exclusion

Las pacientes con estadios avanzados (IV), diagnosticadas de carcinoma in situ o que recibieron
tratamiento sistémico primario (neoadyuvancia), fueron excluidas del estudio. Del mismo modo,
fueron excluidas las muestras de tejido tumoral inadecuadas o insuficientes para los estudios
moleculares.

4.2.3 Variables de estudio

Todas las variables del estudio se recopilaron de los informes de seguimiento clinico realizados
por los/las profesionales del Servicio de Ginecologia y Obstetricia, Oncologia Médica y Anatomia
Patoldgica del HGUDrB. Las variables analizadas pueden clasificarse en cuatro grupos: variables
clinicas, patoldgicas, inmunohistoquimicas y moleculares.

Variables Clinicas:

Edad: Se documento la edad de los pacientes en el momento del diagnéstico (Variable
cuantitativa discreta).

Sexo: Se registro el sexo de los pacientes, aunque en la mayoria de los casos se trata de
mujeres, dada la prevalencia de CM en este grupo (Variable cualitativa dicotomica).
Fecha de diagndstico: Fecha en la que se diagnosticé el CM (Variable cuantitativa
discreta).

Fecha de la Intervencién Quirurgica: Fecha en la que se realizo la intervencién quirdrgica
(Variable cuantitativa discreta).

Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE): Periodo transcurrido (en meses) desde la
fecha de diagndstico hasta la aparicién de recidiva local y/o metastasis a distancia
(Variable cuantitativa discreta).

Supervivencia Global (SG): Periodo transcurrido (en meses) desde la fecha de
diagndstico hasta el fallecimiento de la paciente (Variable cuantitativa discreta).

Variables Patoldgicas:

Tamaiio del tumor: Se midié el tamaio del tumor primario en centimetros (cm)
(Cuantitativa continua).

Grado de diferenciacién: Grado de diferenciacién celular del tumor I, 1l y Il (Variable
cualitativa ordinal).

Tipo Histoldgico: Clasificacién del tumor en CDI, CLI, Cl mixto y subtipos especiales
(Variable cualitativa nominal).

Invasion linfo-vascular: Ausencia o presencia de infiltracion tumoral en los vasos
sanguineos o en el sistema linfatico (Variable cualitativa dicotomica).

Necrosis: Presencia o ausencia de necrosis en el tumor (Variable cualitativa dicotdmica).
Afectacion ganglionar: Presencia o ausencia de afectacidon de los ganglios linfaticos
(Variable cualitativa dicotdmica).

Porcentaje de linfocitos infiltrados en el tumor (TILs): Evaluacién de la infiltracidn
linfocitica en el tumor (Variable cuantitativa continua).

Variables Inmunohistoquimicas:

Fenotipo: Clasificaron del tumor en Luminal A (Lum A), Luminal B (Lum B) HER2 positivo
(HER2+), HER2 puro y CMTN (Variable cualitativa nominal).

Ki67: Expresion del marcador de proliferacion celular Ki 67 en bajo (<15%), intermedio
(15-19%) y alto (>19%) (Variable cualitativa ordinal).
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Variables Moleculares:

- Expresion génica: Cuantificacién de la expresion génica de HHLA2 y TMIGD2 mediante
gPCR (Variable cuantitativa continua).

4.3 Aislamiento de ARN

Para llevar a cabo la extraccion de ARN a partir del tejido tumoral embebido en parafina, primero
se fragmentaron los cilindros y se disolvieron en 600 pl de aceite mineral (Sigma-Aldrich) durante
2 minutos a 95 9C. De este modo, la parafina se derriti6 y pudo ser eliminada como un
sobrenadante junto con el aceite tras una centrifugacién a 1200 rpm durante 3 minutos. A
continuacidn, se repitié el procedimiento con un segundo lavado de 350 pl de aceite.

Tras la eliminaciéon completa del aceite y la parafina, el tejido se sometié a un proceso de lisis
enzimatica mediante la adicién de 140 ul de buffer PKD y 20-40 ul de Proteinasa K, segun la
cantidad de tejido desparafinado, siguiendo el protocolo del kit RNeasy FFPE (Qiagen, Hilden,
Alemania). Para una disgregacion completa del tejido, las muestras se incubaron en un
termobloque a 562C durante toda la noche en agitacion a 300 rpm. Al dia siguiente, se comprobd
qgue todas las muestras estaban disgregadas y se incubaron durante 15 minutos a 802C para
inhibir la accién de la Proteinasa K. Transcurrido este tiempo, las muestras se incubaron en hielo
durante tres minutos y se centrifugaron a 13500 rpm durante 15 minutos. A continuacidn, se
recogio el sobrenadante y se le afladié una solucién previamente preparada con DNAsa | (10 pl
de DNAsa y 16 ul de Booster buffer). Posteriormente, se homogenizé y se incubd durante 15
minutos a temperatura ambiente para eliminar todo el DNA presente en la muestra.

Seguidamente, se afladieron 320 ul de soluciéon RBCy 720 pl de etanol al 100%, se homogenizé
y se transfirieron 700 pl de la muestra mezclada con los disolventes a la columna. Se centrifugd
a 10000 rpm durante 15 segundos, se descarto el liquido del tubo colector y se repitid el proceso
hasta finalizar todo el volumen de muestra. Se afiadieron 500 ul de solucién RPE y se centrifugd
a 10000 rpm durante 15 segundos. Este proceso se repitid, pero esta vez centrifugando durante
2 minutos. Finalmente, se descartd el tubo colector y se centrifugd a 13000 rpm durante 5
minutos. Una vez realizado todo este procedimiento, se almacend a -80 2C hasta su utilizacion.

4.4 Cuantificacidn y control de calidad del ARN

La cuantificacién del material genético extraido se realizd mediante un espectrofotémetro
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), utilizando la absorbancia UV en tres
longitudes de onda clave: 230 nm, 260 nm y 280 nm. La absorbancia a 260 nm es utilizada para
cuantificar la concentracion de acidos nucleicos, ya que el ADN y ARN tienen un maximo de
absorcién en esta longitud de onda. La absorbancia a 280 nm mide la presencia de proteinas,
mientras que la absorbancia a 230 nm detecta contaminantes como sales y compuestos
organicos. Este método permite determinar la concentracidn y pureza de los acidos nucleicos.

Ademas, se llevd a cabo un segundo control de calidad utilizando el sistema TapeStation 4200
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). Este instrumento permite conocer Ila
concentracion y la integridad de las muestras de ARN a partir de la combinacién de técnicas de
electroforesis capilar y fluorescencia. El resultado final del andlisis se representa en un
electroferograma en el que la cantidad de fluorescencia medida es proporcional a la cantidad de
ARN de un tamafio determinado. El equipo ademas nos proporciona dos valores para evaluar la
calidad las muestras: el RINe, que permite medir la integridad del ARN en base a un rango
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numérico del 1 (ARN totalmente degradado) al 10 (ARN intacto), y el DV200, definido como el
porcentaje de fragmentos de ARN por encima de 200 nucledtidos respecto al total de
fragmentos. Dado que se ha demostrado que los valores RINe de muestras de tejido tumoral
fijado en formalina e incluido en parafina no son una medida sensible de la calidad del ARN (455),
en este estudio sélo se han utilizado los valores de DV200 como criterio de calidad. De esta
forma, y siguiendo las recomendaciones de lllumina (455), se seleccionaron todas aquellas
muestras que obtuvieron un valor de DV200 igual o superior al 30%. Las muestras que no
cumplieron este criterio de calidad fueron descartadas del estudio.

4.5 Reaccion de retrotranscripcion

Para la reaccion de retrotranscripcion se utilizd el kit comercial Hight Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). El kit estd compuesto por random primers 10X, un
cocktel de oligonucledtidos (generalmente de 6 nucledtidos) de secuencia variada que se unen
de manera aleatoria a lo largo de la secuencia de ARN con el objetivo de aumentar la proteccion
del ARN mensajero y otorgar mayor estabilidad. A continuacidn, se afiadi6 2ul de los primers y
se incubaron las muestras a 60 2C durante 10 minutos para eliminar las estructuras secundarias
del ARN y aquellos micro ARNs no reconocidos por los cebadores. Transcurrido el tiempo de
incubacion se afladieron el resto de los componentes de la reaccién: 2 ul de RT- Buffer 10X, 0,8
ul de dNTPs 25X, 4,2ul de agua libre de ARNasas y 1 ul de la enzima MultiScribe 50 U/pl. Se
homogenizé y se introdujo en el termociclador GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems).

Una vez finalizada la reaccidn, las muestras de ADNc fueron diluidas a 20ng/ul y se almacenaron
a -209C hasta su cuantificacion por qPCR.

4.6 Reaccion de amplificacion a tiempo real (qPCR)

La PCR en tiempo real es una modificacién de la PCR convencional, en la que los procesos de
amplificacion y deteccidn se producen simultdneamente en el mismo vial cerrado, sin necesidad
de acciones posteriores. Mediante la deteccidn por fluorescencia, se puede medir la cantidad de
ADN sintetizado en cada momento durante la amplificacidn, ya que la emisidn de fluorescencia
es proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo
momento la cinética de la reaccién de amplificacién. Los termocicladores utilizados para la PCR
en tiempo real incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realiza la amplificacion.
Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR en tiempo real pueden ser de
dos tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos, disefiadas de
manera especial para este propésito.

En este estudio, se emplearon sondas TagMan® (Thermo Fisher Scientific) de longitud corta y
hibridacidn interexdnica (Tabla 2). Esta eleccién se debid a la procedencia del material genético,
cuyas muestras han sido sometidas a procesos de parafinacion y desparafinado, lo cual
incrementa la susceptibilidad de fragmentacion. De este modo, al hibridar en la region
interexonica, se logra aumentar la efectividad y precisidn en la deteccién del gen (exdn).
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Gen a estudiar Ensayo TagMan Tamafio del amplicdn (pares de bases)
HHLA2 Hs00978112 _m1l 91

TMIGD2 Hs00758270_m1 69

PUM1 Hs00472881_m1l 77

ACT-f3 Hs99999903_m1 171

Tabla 2. Ensayos TagMan utilizados para la amplificacion de cada gen y su respectiva longitud en
tamafio de pares de bases (Elaboracion propia).
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l l Result
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Figura 11. Mecanismo de una sonda TagMan La polimerasa Taq escinde la sonda marcada, liberando el
fluoréforo del quencher y emitiendo fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN amplificado (Yoder,
2023).

Estas sondas emiten fluorescencia mediante la actividad exonucleasa 5' de la polimerasa Taq,
gue escinde la sonda por el extremo 5', permitiendo asi que el fluoréforo se separe del quencher
y se detecte la fluorescencia. El fluoréforo, unido covalentemente al extremo 5', actia como
donador de fluorescencia. Una vez escindida la sonda, el quencher ya no puede absorber la
emision del donador debido al aumento de la distancia entre ambos. De este modo, el detector
de la PCR puede captar la fluorescencia emitida por el donador (Figura 11).

Para la reaccidon de amplificacidon en tiempo real se utilizaron placas de 96 pocillos de Thermo
Fisher Scientific. A cada pocillo se le afiadieron 5 pl de master mix (TagMan® Fast Advanced
Master Mix, Thermo Fisher Scientific), 0,5 pl de la sonda correspondiente, 2 ul de agua molecular
y 2,5 pl de cDNA de la muestra a analizar. La amplificacién se llevé a cabo en el temociclador
Quant Studio ™ 12K Flex de Applied Biosystem siguiendo los siguientes pasos:

e Paso 1: 2 minutos a 502C para llevar a cabo de manera 6ptima la degradacion de
productos inespecificos o contaminaciones de productos de PCRs previas mediante la
activacion de la enzima Uracil-N-Glicosilasa, la cual se encuentra presente en la Master
Mix.

e Paso 2: 2 minutos a 952C para activar la AmpliTag™ Fast ADN Polimerasa.

e Paso 3: 40 ciclos con las siguientes condiciones:
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- 3 segundos a 95°C para producir la desnaturalizacion del ADNc, dando lugar a 2
cadenas que van a poder interaccionar con los primers y las sondas
correspondientes.

- 30 segundos a 609C para la sintesis de ADN a partir de la elongacién de los primers
presentes en las cadenas anteriormente desnaturalizadas, que actian como molde.

Los resultados de la amplificacion se expresan en términos del valor umbral o Ct (Threshold
Cycle), que representa el ciclo en el cual el termociclador detecta la fluorescencia producida por
la sonda TagMan®. Este valor de Ct es inversamente proporcional a la cantidad inicial de ADNc
presente en la muestra. En otras palabras, el Ct indica el nimero de ciclos de amplificacion
necesarios para que la fluorescencia emitida alcance el umbral de deteccidn establecido por el
termociclador. A partir de este valor, es posible calcular la cantidad de ARNm presente en la
muestra inicial, proporcionando asi una medida cuantitativa de la expresion génica.

La cuantificacion de la expresion de estos genes se realizd mediante el método AACt. Este
método compara la expresion de un gen de interés en diferentes condiciones experimentales en
relacidn con un gen de referencia constante. Primero, se calculé el ACt restando el Ct del gen de
referencia (PUM1 y ACT-f3) del Ct del gen de interés. Luego, se compard el ACt de las condiciones
experimentales con el ACt de la condicidn control (tejido mamario sano) para obtener el AACt.
Finalmente, se utilizé la formula 22-AACt para determinar el cambio relativo en la expresidn del
gen:

ACt = Ct (muestra)-Ct (normalizador)
AACt =ACt (muestra)- ACt (calibrador)
Expresion relativa = 225¢

4.7 Analisis estadistico

Las variables clinicas, patoldgicas, inmunohistoquimicas y moleculares se integraron en una base
de datos anonimizada y posteriormente se analizaron utilizando el programa estadistico SPSS
(IBM, SPSS V23, Chicago IL).

Inicialmente, se llevd a cabo un andlisis descriptivo de la distribucidon de las variables en la
poblacién. Para las variables cuantitativas con distribucion paramétrica (normal), se calcularon
la media y la desviacion estandar; mientras que, para aquellas con una distribuciéon no
paramétrica, se utilizaron la mediana y el rango intercuartilico (25-75). La distribucion de cada
variable se verificd6 mediante la prueba de Kolmogdrov-Smirnov. Las variables cualitativas se
representaron mediante frecuencias relativas.

Para determinar el grado de asociacion entre la media de expresion génica y el fenotipo tumoral
se empled el test estadistico Kruskal-Wallis, adecuado para variables no paramétricas.

Con el fin de mejorar el analisis estadistico y la interpretacién de los resultados algunas variables
cuantitativas como edad, tamafio tumoral, porcentaje de TILs y los resultados de expresion
génica relativa de HHLA2 y TMIGD2 fueron recodificadas en variables cualitativas dicotdomicas.
En el caso de los resultados de expresion génica de los pacientes, se tomd en cuenta el valor 1.5
de la cuantificacion relativa como punto de corte para diferenciar entre sobreexpresion y
normo/infraexpresion, siguiendo el criterio descrito en Din et al. 2022, donde se aplica este
umbral para un grupo de genes, incluyendo HHLAZ2 en el carcinoma hepatocelular.
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A continuacion, se realizé una prueba chi-cuadrado y/o test de Fisher para buscar asociaciones
entre las variables cualitativas. Para evaluar la magnitud de asociacion se calculé el Odd Ratio
(OD) con un intervalo de confianza del 95%. En el caso de las variables con mas de dos categorias
se realizaron regresiones logisticas para completar el analisis bivariante.

Por otro lado, para analizar el valor prondstico de las variables cualitativas frente a la SG y SLE de
las pacientes se utilizé el método de Kaplan-Meier, comparando las curvas de supervivencia
mediante el test log-rank. Ademas, aquellas variables que obtuvieron un p-valor < 0.100 en el
analisis univariante, se incluyeron en un analisis multivariante utilizando la regresion de Cox para
identificar variables independientes relacionadas con la SG y/o SLE. Asimismo, se calculé la
magnitud de asociaciéon mediante el Hazard Ratio y un intervalo de confianza del 95%.

En todos los casos, se tuvo en cuenta un p<0.05 para considerar que las diferencias entre el
conjunto de variables fueron estadisticamente significativas.
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5. RESULTADOS

5.1 Analisis descriptivo de las variables clinico-patoldgicas

Para este estudio, se analizé una poblacién compuesta por 147 mujeres (97,4%) y 4 hombres
(2,6%) con una media de edad de 58 afios, abarcando un rango de 32 a 94 afios, donde el 66,9%
de los pacientes son mayores de 50 afos (66.9%).

En cuanto al tipo histoldgico del tumor, la mayoria de los pacientes poseian CDI (91,4%), seguidos
de CLI (7,3%) y mixtos (1,3%). Tras el estudio inmunohistoquimico, los tumores se pudieron
clasificar en los siguientes fenotipos: 13,2% luminales A, 23,2% luminales B HER-, 21,2%
luminales B HER+, 21,9% HER2 puro, y 20,5% CMTN, lo que muestra una distribucion bastante
equilibrada entre los diferentes fenotipos incluidos. El tamafio de los tumores descritos tiene
una media de 28,27 cm, distribuyéndose en un rango de 10 mm a 180 mm, con el 57,6% de los
tumores siendo mayores de 20 mm y en relacién con el grado de diferenciacion, el 64,2% de
presenta un grado histolégico Ill. Sin embargo, Unicamente el 26,5% de los tumores mostraron
la presencia de necrosis, mientras que el 41,1% presentaron invasién vascular.

Adicionalmente, los valores del marcador de proliferacidn celular Ki-67 superan el 19% en la
mayoria de los tumores, alcanzando un 56,3%. Por otro lado, el porcentaje de linfocitos
infiltrantes en el tumor estromales (TILs) es menor del 30% en el 93,4% de los casos, indicando
una baja infiltracidn en la mayoria de los tumores analizados.

En cuanto a la afectacién ganglionar, el 57,6% de los pacientes no presenta metastasis, mientras
que en el 42,4% son positivos.

Estos datos permiten obtener una vision detallada de las caracteristicas clinicopatoldgicas de los

pacientes estudiados, proporcionando una base solida para el analisis de la expresion de HHLAZ2,
TMIGD2 y su impacto en el prondstico del cancer en las pacientes (Tabla 3).
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n (Total %)
Total
151 (100)
Edad (afios) *
<50 50 (33.1)
>50 101 (66.9)
Sexo*
Hombre 4 (2.6)
Mujer 147 (97.4)
Tipo histolégico
Ductal 138 (91.4)
Lobulillar 11 (7.3)
Mixto 2(1,3)
Atencion Primaria 51,7 (34387)
Fenotipo
Luminal A 20 (13.2)
Luminal B 35(23.2)
Luminal BHER2+ 32 (21.2)
HER2 puro 33 (21.9)
CMTN 31(20.5)
Tamaiio
</=20mm 64 (42.4)
>20mm 87 (57.6)
Grado histolégico
I 10 (6.6)
I 44 (29.1)
1l 97 (64.2)
Necrosis
Ausencia 111 (73.5)
Presencia 40 (26.5)
Invasién linfo-vascular
Ausencia 89 (58.9)
Presencia 62 (41.1)
Ki67
<15% 30(19.9)
15% - 19% 36 (23.8)
>19% 85 (56.3)
TiLs (%)
</=30% 141 (93.4)
>30% 10 (6.6)
Status ganglionar
Positivos 87 (57.6)
Negativos 64 (42.4)

Tabla 3. Andlisis descriptivo de las variables clinicopatoldgicas
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5.2 Analisis descriptivo de las variables moleculares

La distribucién de la variable cuantitativa de la expresidon génica se determind mediante la
prueba de Kolmogdrov-Smirnov. En el andlisis de la expresidén génica de HHLA2 y TMIGD2, se
empled la mediana, ya que se trataban de variables no paramétricas, junto con el percentil y el
rango intercuartilico para proporcionar una descripcién mas precisa de la dispersidn de los datos.

5.2.1 Datos de expresion génica relativa.

En el andlisis realizado, se observd una sobreexpresion de TMIGD2 de manera general en los
tumores, con una mediana de 2,25 (ver Tabla 4). Este gen presenté un percentil 25 de 0,251 y
un percentil 75 de 10,9, con un rango de 0 a 192,25, sugiriendo que algunas neoplasias tienen
niveles de expresion significativamente altos. Por el contrario, el gen HHLAZ se infraexpresd en
la mayoria de las muestras, mostrando una mediana de 0. Los percentiles 25 y 75 son ambos 0,
y el rango de expresidn varia desde 0 hasta 3,93. Ademas, se repitié el analisis utilizando un valor
de cuantificacién relativa (fold change) de 1,5 (ver Tabla 5), convirtiendo asi la expresion génica
en una variable cualitativa dicotomica. De este modo los niveles de expresion relativa que fueran
iguales o menores de 1,5 se consideraron normo/infraexpresion y los valores mayores de 1,5
sobreexpresion. En este contexto, se destaca que un 57,6% de los tumores sobreexpresaron
TMIGD2, lo que sugiere una tendencia en la expresion de este gen entre los casos analizados. Sin
embargo, el 95% de los tumores infraexpresaron HHLA2.

Gen Mediana Percentil Percentil Rango Rango
25 75 Min. Max.

HHLA2 0 0 0 0 3,93

TMIGD2 2,25 0,251 10,9 0 192,25

Tabla 4. Andlisis descriptivo de los valores de expresion génica relativa.

Gen Pacientes (n=151) Porcentaje (%)
HHLA2

<1.50 144 95,4

>1.50 7 4,6

TMIGD2

<1.50 64 42,4

>1.50 87 57,6

Tabla 5. Expresion génica relativa de TMIGD2 y HHLAZ2 en base de 1,5 como cambio relativo (CR).

5.2.2 Datos de expresion génica segun fenotipo

Para determinar el grado de asociacion entre la media de expresion génica y el fenotipo tumoral,
se empled el test estadistico Kruskal-Wallis, adecuado para variables no paramétricas,
representando la mediana, el percentil y el rango.
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En el analisis de la expresion de HHLA2, se observd una mayor expresién en los subtipos
luminales A con una media de expresion de 0,55. Aunque se trata de una variable no paramétrica
cuya descripcién se realiza con la mediana, utilizamos la media en este caso para mostrar la
diferencia de expresion entre los grupos. Esta mayor expresidén sugiere una tendencia hacia la
significacion estadistica (p=0,059) en comparacion con la media de expresion de este gen en los
demas subtipos moleculares de CM, como Luminal B (0,02), Luminal B HER2+ (0,14), HER2 puro
(0,03), y CMTN (0,25) (Tabla 6).

Respecto a la expresidon de TMIGD2, la cual se encuentra aumentada en todos los fenotipos, no
se observd ninguna posible asociacién con un fenotipo tumoral concreto, obteniéndose un valor
de p=0,357. Esto sugiere que su sobreexpresién es comun entre los diversos subtipos
moleculares de CM, pero no se asocia especificamente con alguno de ellos.

GEN MEDIANA PERCENTIL PERCENTIL RANGO RANGO Pvalor
Fenoﬁpo 25 75 Min. Max.

HHLA2 0,00 0,00 0,00 0,00 3,93

Luminal A 0,00 0,00 0,95 0,00 3,93 0,059
Luminal B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,47

Luminal B 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00

HER2+

HER2-puro 0,00 0,00 0,00 0,00 0,84

CMTN 0,00 0,00 0,00 0,00 2,90

TMIGD2 2,25 0,25 10,90 0,00 192,25

Luminal A 1,58 0,51 5,06 0,00 16,12 0,357
Luminal B 3,07 0,19 10,92 0,00 192,25

Luminal B 3,09 1,11 17,05 0,00 124,67

HER2+

HER2-puro 1,37 0,00 11,89 0,00 66,62

CMTN 2,72 0,27 12,78 0,00 94,59

Tabla 6.Andlisis de la expresion génica relativa segun los diferentes fenotipos de CM.

A continuacion, se llevo a cabo una regresion logistica bivariante con el fin de determinar la
asociacion especifica de cada fenotipo con una sobreexpresién o normo/infraexpresion,
utilizando el punto de corte de 1,5 para cada gen analizado. Este analisis permitié concretar la
relacidn precisa entre los fenotipos tumorales y los niveles de expresidn génica, proporcionando
una comprension mas detallada de las variaciones en la expresion de los genes HHLA2 y TMIGD?2
entre los distintos subtipos moleculares de CM (Tabla 7).
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GEN Pacientes  <1.50 >1.50 OR (1€C95%) p-Valor
Fenotipo (n=151)

HHLA2

Luminal A 20 11,1% (16) 57,1% (4) 3,6 (0,6-22) 0,162
Luminal B 35 24,3% (35) 0% (0) 0 (0-0) 0,998
Luminal B 32 21,5% (31) 14,3% (1) 0,47 (0,4-5,4) 0,544
HER2+

HER2-puro 33 22,9% (33) 0% (0) 0 (0-0) 0,998
CMTN 31 20,1% (29) 28,6% (2) 1

TMIGD2

Luminal A 20 15,6% (10) 11,5% (10) 0,72 (0,2-2,2) 0,573
Luminal B 35 25,0% (16) 21,8% (19) 0,9 (0,3-2,3) 0,758
Luminal B 32 12,5% (8) 27,6% (24) 2,2 (0,7-6,3) 0,157
HER2+

HER2-puro 33 26,6% (17) 18,4% (16) 0,7 (0,3-1,8) 0,444
CMTN 31 20,3% (13) 20,7% (18) 1,00

Tabla 7. Resultados de la regresion logistica binaria para determinar el P valor de cada subtipo molecular
en comparacion con el subtipo CMTN como referencia.

Tras el analisis, no se identificaron diferencias significativas con suficiente robustez estadistica
gue permitieran asociar la expresién de los genes con algun fenotipo tumoral especifico. No
obstante, se observd una posible correlacién entre la sobreexpresion de HHLA2 y el subtipo
Luminal A, dado que el 57,1% de ellos presentaban sobreexpresién de HHLAZ2. Sin embargo, esta
asociaciéon no alcanzé el umbral de significacion estadistica (p=0.162).

5.3 Correlacion entre variables clinico-patoléogicas y moleculares

El estudio de la correlacién de las variables clinico-patoldgicas con las moleculares se realizd
mediante una prueba chi-cuadrado y/o test de Fisher, evaluando la magnitud de asociacién con
Odd Ratio (OD) en un intervalo de confianza del 95%.

5.3.1 Asociacion entre HHLAZ2 y variables clinico-patoldgicas

Al realizar las respectivas pruebas chi-cuadrado y/o test exacto de Fisher, se obtuvieron los
resultados representados en la Tabla 8, donde se indica el porcentaje de tumores con una
normo/infraexpresion de HHLA2 y una sobreexpresion, junto con el intervalo de confianza del
95% y su respectivo P valor.

Los resultados muestran una asociacion significativa entre la sobreexpresién de HHLA2 (>1,5) y
tumores con un tamafio £ 20mm (p= 0,023). En contraste, no se hallaron asociaciones
significativas entre la expresién de HHLAZ2 y otras variables analizadas, incluyendo edad, sexo,
tipo histolégico del tumor, fenotipo tumoral, grado de diferenciacién histoldgica, presencia de
necrosis, invasion vascular, marcador Ki67, porcentaje de TlLs y afectacidn ganglionar (todos con
p >0.05).
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HHLA2 <1,50 HHLA2 >1,50

%(n) %(n) OR (1C95%) p-Valor
Edad (afios) *
<50 33,3 (48) 28,6 (2) 135 (0,2-6,7) 0.576
> 50 66,7 (96) 71,4 (5)
Sexo*
Hombre 2,8 (4) 0(0) 1(0,9-1) 0.825
Mujer 97,2 (140) 100 (7)
Tipo histolégico
Ductal 91 (131) 100 (7) 1
Lobulillar 7,6 (11) 0 (0) 0 (0-0) 0.999
Mixto 1,4 (2) 0 (0) 0 (0-0) 0.999
Fenotipo
Luminal A 11,1 (16) 57,1 (4) 3,6 (0,6-22) 0,162
Luminal B 24,3 (35) 0 (0) 0 (0-0) 0,998
Luminal B HER2+ 21,5 (31) 14,3 (1) 0,47 (0,4-5,4) 0,544
HER2 puro 2,9 (33) 0 (0) 0 (0-0) 0,998
CMTN 20,1 (29) 28,6 (2) 1
Tamafio
<20mm 40,3 (58) 85,7 (6) 0,1(0,01-1,0) 0.023
>20mm 59,7 (86) 14,3 (1)
Grado histolégico
| 6,3 (9) 14,3 (1) 1
I 28,5 (41) 42,9 (3) 0,7 (0,1-7,1) 0,730
i 65,3 (94) 42,9 (3) 0,3 (0-3,1) 0,301
Necrosis
Ausencia 72,9 (105) 85,6 (6) 0,4 (0,5-3,8) 0,404
Presencia 27,1 (144) 14,3 (1)
Invasion linfo-vascular
Ausencia 59 (85) 57,1 (4) 1,1 (0,2-5) 0,606
Presencia 41 (59) 42,9 (3)
Ki67
<15% 18,8 (27) 42,9 (3) 4,6 (0,7-29,1) 0,104
15% - 19% 23,6 (34) 28,6 (2) 2,4 (0,3-18) 0,382
>19% 57,6 (83) 28,6 (2) 1
TiLs (%)
<30% 93,1 (134) 100 (7) 0,9 (0,9-1) 0,613
>30% 6,9 (10) 0 (0)
Status ganglionar
Positivos 41 (59) 71,4 (5) 3,6 (0,7-19,2) 0,116
Negativos 59 (85) 28,6 (2)

Tabla 8. Andlisis de la asociacion entre los valores de expresion génica de HHLA2 y cada una de las
variables clinicas y patoldgicas (chi-cuadrado; test de Fisher).

5.3.2 Asociacion entre TMIGDZ2 y variables clinico-patoldgicas

En el estudio sobre la asociacién de la expresion de TMIGD2 no se encontraron asociaciones
significativas (p > 0.05) con las variables analizadas, incluyendo edad, sexo, tipo histoldgico del
tumor, fenotipo tumoral, grado de diferenciacion histoldgica, presencia de necrosis, invasion
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vascular, marcador Ki67, porcentaje de TILs y afectaciéon ganglionar. Sin embargo, se observé
cierta tendencia hacia la significacién entre los tumores que sobreexpresaban TMIGD2 vy la
ausencia de necrosis tumoral (p=0.06) (Tabla 9).

TMIGD2 £1,50 TMIGD2 >1,50

%(n) %(n) OR (1C95%) p-Valor
Edad (afios) *
<50 31,3 (20) 34,5 (30) 0,9 (0,4-1,7) 0,677
> 50 68,8 (44) 65,5 (57)
Sexo*
Hombre 4,7 (3) 1,1(1) 0,2 (0-2,3) 0,205
Mujer 95,3 (61) 98,9 (86)
Tipo histolégico
Ductal 96,9 (62) 87,4 (76) 0 (0-0)
Lobulillar 3,1(2) 10,3 (9) 0 (0-0) 0,999
Mixto 0 (0) 2,3(2) 1 0,999
Fenotipo
Luminal A 15,6 (10) 11,5 (10) 0,72 (0,2-2,2) 0,573
Luminal B 25,0 (16) 21,8 (19) 0,9 (0,3-2,3) 0,758
Luminal B HER2+ 12,5 (8) 27,6 (24) 2,2 (0,7-6,3) 0,157
HER2-puro 26,6 (17) 18,4 (16) 0,7 (0,3-1,8) 0,444
CMTN 20,3 (13) 20,7 (18) 1
Tamafio
<20mm 40,6 (26) 43,7 (38) 0,9 (0,5-1,7) 0,708
>20mm 59,4 (38) 56,3 (49)
Grado histolégico
| 7,8 (5) 5,7 (5) 1
Il 32,8 (21) 26,4 (23) 1,1(0,3-4,3) 0,897
1 59,4 (38) 67,8 (59) 1,6 (0,4-5,7) 0,509
Necrosis
Ausencia 65,6 (42) 79,3 (69) 0,5 (0,2-1) 0,06
Presencia 34,4 (22) 20,7 (18)
Invasion linfo-vascular
Ausencia 54,7 (35) 62,1 (54) 0,7 (0,4-1,4) 0,362
Presencia 45,3 (29) 37,9 (33)
Ki67
< 15% 21,9 (14) 18,4 (16) 0,7 (0,3-1,7) 0,453
15% - 19% 26,6 (17) 21,8 (19) 0,7 (0,3-1,6) 0,392
>19% 51,6 (33) 59,8 (52) 1
TiLs (%)
<30% 96,9 (62) 90,8 (79) 3,1(0,6-15,3) 0,123
>30% 3,1(2) 9,2 (8)
Status ganglionar
Positivos 43,8 (28) 41,4 (36) 0,9 (0,5-1,7) 0,771
Negativos 56,3 (36) 58,6 (51)

Tabla 9. Andlisis de la asociacion entre los valores de expresion génica de TMIGD2 y cada una de las
variables clinicas y patoldgicas (chi-cuadrado; test de Fisher).

38



Aitana Llopis Gémez

5.4 Analisis de supervivencia

La evaluacion del valor prondstico de las diferentes variables clinico-patolédgicas y moleculares
con respecto a la SG y la SLE, se llevd a cabo con los analisis estadisticos univariantes y
multivariantes.

5.4.1 Andlisis univariante

El método de Kaplan-Meier se empled para el andlisis univariante con el objetivo de comparar
las curvas de supervivencia y comprobar la existencia de diferencias significativas. Para
determinar si las diferencias observadas entre las curvas de supervivencia eran estadisticamente
significativas, se utilizé el test log-rank. Ademas, el analisis se completd calculando los valores de
Hazard Ratio (HR) mediante la regresidn de Cox.

5.4.1.1 Supervivencia global

En cuanto a la SG, se observd que el 23.2% (35/151) de los pacientes fallecieron durante el
periodo de estudio, siendo la media de SG de 92 meses (rango 1-308 meses).

Al comparar cada una de las variables clinicopatoldgicas, se determind que las pacientes >50
afios (29.7%; 30/101), con tumores >20mm (34,5%; 30/87), de grado histoldgico Il (29,9 %;
29/97), con presencia de invasion linfo-vascular (32,3%; 20/62), y necrosis (50%; 20/40), y alto
indice proliferativo (31,8%; 27/85), presentaron una menor SG (en todos los casos p<0,042; test
log-rank). Esta disminucién también se observo en las pacientes con tumores con receptores
hormonales negativos (35,9%; 23/64): fenotipos HER2-puro (30,3%; 10/33) y Triple-Negativo
(41,9%; 13/31) (p=0,007; test log-rank) (Tabla 10 y Figura 12).

Por otro lado, se encontrd una tendencia de disminucién de la SG en las pacientes con afectacion
ganglionar (31,3%; 20/64) (p=0.095; test log-rank). No obstante, en el resto de las variables como
el tipo histoldgico del tumor, el sexo y el porcentaje de TILs no se encontraron diferencias (todos
los casos p>0.05; test log-rank).

En cuanto al analisis de la supervivencia global con las variables moleculares (expresidén génica
relativa de HHLA2 y TMIGD2) no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas (en
ambos casos p>0.05; test log-rank) (Tabla 11). A pesar de este hecho, los resultados sugieren
que las pacientes que sobreexpresan ambos genes presentan una mayor SG.
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Pacientes Fallecimientos
(n=151) n= 35 (%) SG (%) P-Valor

Edad (afios) *
<50 50 5 (14,3) 90

> 50 101 30(29,7) 70,3 0,004
Sexo*
Horpbre 147 35(23,8) 76,2 0,331
Mujer 4 0(0) 100
Tipo histolégico
Ductal 138 32(23,2) 76,8
Lobulillar 11 3(27,3) 72,7 0,733
Mixto 2 0(0) 100
Fenotipo
Luminal A 20 2 (10) 90
Luminal B 35 5(14,3) 85,7
Luminal B HER2+ 32 5(14,3) 84,4 0,007
HER2-puro 33 10 (30,3) 69,7
CMTN 31 13 (41,9) 58,1
Tamafio
<20mm 64 5(7,8) 92,2

> 20mm 87 30 (34,5) 65,5 <0,001
Grado histolégico

| 10 0(0) 100

[ 44 6 (13,6) 86,4 0,027

Il 97 29 (29,9) 70,1
Necrosis

Ausencia 111 15 (13,51) 86,5

Presencia 40 20 (50) 50 <0,001
Invasion linfo-vascular

Ausenufa 89 15 (16,9) 83,1 0,042

Presencia 62 20 (32,3) 67,7
Ki67
<15% 30 3(10) 90
15% - 19% 36 5(13,9) 86,1 0,017
>19% 85 27 (31,8) 68,2
TiLs (%)
<30% 141 32(22,7) 77,3
>30% 10 3(30) 70 0,675
Status ganglionar
Positivos 64 20 (31,3) 68,8 0.095
Negativos 87 15 (17,2) 82,8 !

Tabla 10. Andlisis de la asociacion entre la SG y cada una de las variables clinicas y patoldgicas (Kaplan-
Meyer; test de log-rank).

40



Supervivencia global en meses

Aitana Llopis Gémez

Supervivencia global en meses

Edad Fenotipo del tumor
104 4 Edad 104 g Fenotipo
b “—Mw <50 afi =00 del tumor
4 — S 50afios [t e
3 > 50 afios L Luminal A
08 08 Luminal B
o s Luminal B HER2+
T <
£ £ 1 HER2 puro
5 oe 5 o
g N -+ -+ : 0§
.E E
] ]
H >
3 o4 2 04
g s Fenotipo P-valor | HR (IC95%)
a a Luminal A 1
024 o] Luminal B’ 0554 | 1.6(0.3-8.5)
’ ’ Luminal 8 0428 | 19(0410)
. HER2+
P:0.007 HER2 puro 0.151 | 3.1(0.7-14.3
HR: 3.7 (1.4 -9.5) Triple negativo] 0.016 | 6.3 (1.4-28.3)
001 0,0
T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 [} 100 200 300 400
Supervivencia global en meses Supervivencia global en meses
Tamaiio tumoral Grado de diferenciacion histolégica
1,01 Tamaiio tumoral R Grado de
Eﬁgﬁ_‘ diferenciacién
1 < 20mm b histolégica
>20 mm
087 *._‘_ 08 R .
L:4 y 3 2
]
k| ey, E 3
E b’ E
E o G
&
© k-]
k- g
g
§ 04 H 04
5 F}
-
0,27 029
P:0.001 P:0.015
HR: 4.7 (1.8 -12.2) . HR:3(1.2-7.2)
0,0 .
T T T T T T L) L) ) 1)
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Supervivencia global en meses Supervivencia global en meses
Necrosis Invasién vascular
107 Ry Necrosis 109 Invasién vascular
1 Ausencia Ausencn.a
06 Presencia . Presencia
£ s £ o
. i g I
R -+ A + + .
3 Tt £
] ]
2 o4 2 04
1z
02 021
P:<0.001 P:0.047
(o HRIGLE@1-81) ol HRi20-39)
T T T ) 1) T T T T T
0 100 200 300 400 o 100 200 300 400
Supervivencia global en meses Supervivencia global en meses
Marcador de proliferacién Ki67 Estatus ganglionar
1.0 o Marcador de 104 Estatus
5 proliferacion Ki67 ganglionar
T
< 15% Negativo
08 15%-19% 05 Positivo
© . >19% P
= E
e 3
= s
s g
s s
2 o4 g 04
F} g +
a a
a a
027 021
%Ki 67 P-valor | HR (IC95%)
1 P:0.100
0674 | 1.4(035.7) HR: 1.8 (0.9 - 3.5)
0o 0.037 | 3.6(1.1-11.9) 004
T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400

Figura 12. Grdficas de Kaplan-Meyer para la SG en funcion de las variables clinicas y patoldgicas (método
de Kaplan-Meyer; Regresion de Cox).
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Pacientes Fallecimientos 0
(n=151) n= 35 (%) SG (%) P-Valor
HHLA2
<
<1.50 144 34 (23,6) 76,4 0,599
>1.50 7 1(143,3) 85,7
TMIGD2
<1.50 64 17 (26,6) 73,4
>1.50 87 18 (20,7) 79,3 0,796

Tabla 11. Asociacion entre los datos de expresion génica relativa con la SG (método Kaplan-Meyer; test
log-rank).

5.4.1.2 Supervivencia libre de enfermedad.

En cuanto a la SLE se observo que 14.6% (22/151) presentaban recidivas (local y/o a distancia),
siendo la media de SLE de 89 meses (rango 1-308 meses).

En el andlisis se encontraron asociaciones significativas entre varios factores clinicos vy
patoldgicos: las pacientes con tumores >20 mm (20.7%; 18/87), presencia de necrosis (30%;
12/40) y afectacidn ganglionar (20.7%; 18/87) presentaban una disminucidn significativa en la
SLE (en todos los casos p<0,013; test log-rank). Asimismo, también se observaron que los
tumores de grado histoldgico Il (19.6%; 19/97) y alto indice proliferativo (20%; 17/85)
presentaban una menor SLE, pero sin llegar a ser estadisticamente significativo (p=valor <0,062;
test log-rank). Sin embargo, en el resto de las variables, no se identificaron diferencias
estadisticamente significativas (en todos los casos p>0.05, segun la prueba log-rank) (Tabla 12 y
Figura 13).

Al comparar las variables moleculares, sdlo observamos que las pacientes con alta expresion
tumoral de TMIGD2 (8%; 7/87) tenian una mayor SLE (p=0,036; test log-rank) (Tabla 13). En
este caso, los resultados también sugieren que las pacientes con tumores que sobreexpresan
ambos genes presentan una mayor SLE.
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Pacientes

Recidiva

(n=151) n=22 (%) SLE (%) P-Valor
Edad (afios) *
<50 50 6(12) 88
> 50 101 16 (15,8) 84,2 0,322
Sexo*
Hombre 147 22 (15) 85
Mujer 4 0(0) 100 0,418
Tipo histolégico
Ductal 138 20 (14,5) 85,8
Lobulillar 11 2 (18,2) 81,8 0,8
Mixto 2 0 (0) 100
Fenotipo
Luminal A 20 0(0) 100
Luminal B 35 4(11,4) 88,6
Luminal B HER2+ 32 5(15,6) 84,4 0,176
HER2 puro 33 9(27,3) 72,7
CMTN 31 4 (13) 87,1
Tamafio
<20mm 64 4 (6,3) 93,8
>20mm 87 18 (20,7) 79,3 0,013
Grado histolégico
1 10 0 (0) 100
2 44 3 (6,8) 93,2 0,055
3 97 19 (19,6) 80,4
Necrosis
Ausencia 111 10 (9) 91
Presencia 40 12 (30) 70 0,001
Invasion linfo-vascular
Ausencia 89 10 (11,2) 88,8 0.157
Presencia 62 12 (19,4) 80,6 !
Marcador Ki67
<15% 30 2(6,7) 93,3
15% - 19% 36 3(8,3) 91,7 0,062
>19% 85 17 (20) 80
Porcentaje TiLs
<30% 141 21 (14,9) 85,1
>30% 10 1(10) 90 0,677
Status ganglionar
Posm\{os 64 15 (23,4) 76,6 0,011
Negativos 87 7 (8) 92

Tabla 12. Andlisis de la asociacion SLE y cada una de las variables clinicas y patoldgicas (Kaplan-Meyer;

test de log-rank).
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Figura 13. Grdficas de Kaplan-Meyer para la SLE en funcidn de las variables clinicas y patoldgicas
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Pacientes Recaidas

[ -

(n=151) n= 22 (%) SLE (%) P-Valor
HHLA2
<1.50 144 22 (15,3) 84,7
>1.50 7 0 (0) 100 0,308
TMIGD2
<1.50 64 15 (23,4) 76,6
>1.50 87 7 (8) 92 0,036

Tabla 13. Asociacion entre los datos de expresion génica relativa con la SG (método Kaplan-Meyer; test
log-rank).

5.4.2 Andlisis multivariante

Para realizar un analisis exhaustivo de la SG y SLE en este estudio, se aplicé un enfoque
multivariante utilizando la regresion de Cox. Se seleccionaron todas las variables que mostraron
un valor de p £0.100 en el analisis univariante, para determinar su impacto independiente en la
SG y la SLE. Este método permitio identificar las que mas influyen en los resultados de
supervivencia, evaluando el Hazard Ratio y su intervalo de confianza al 95%.

5.4.2.1. Supervivencia Global

En el andlisis multivariante, la edad presentd una asociacidn significativa con la variable
dependiente, la SG (HR=3; IC95%: 1,1-7,9; p=0,029; regresién de Cox). Asimismo, las pacientes
con presencia de necrosis en el tumor también mostraron una disminucidn significativa de la SG
(HR=2,7; 1C95%: 1,1-6,8; p=0,031; regresiéon de Cox). No obstante, el resto de las variables
analizadas no alcanzaron significancia estadistica (en todos los casos p<0,999; regresion de Cox)
(Tabla 14).
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HR (1C95%) P-Valor

Edad (afios) * 3(1,1-7,9) 0,029
Fenotipo

Luminal A 1

Luminal B 1(0,2-6,5) 0,999

Luminal B HER2+ 0,9 (0,1-6,6) 0,911

HER2-puro 1,1(0,1-7,7) 0,993

CMTN 2,2 (0,3-15,2) 0,449
Tamaiio 2,5(0,9-7) 0,083
Grado histologico 0,8 (0,2-3,3) 0,715
Necrosis 2,7 (1,1-6,8) 0,031
Invasion linfo-vascular 2,1(0,9-4,8) 0,074
Marcador Ki67

<15% 1

15% - 19% 1,3 (0,3-6,5) 0,750

>19% 1,6 (0,3-9,2) 0,617
Status ganglionar 1,2 (0,5-2,6) 0,649

Tabla 14. Asociacion las variables con un p < 0.100 en el andlisis univariante con la SG (regresion de Cox).

5.4.2.2 Supervivencia libre de enfermedad

En el estudio multivariante de la SLE la presencia ganglios afectados mostré una tendencia de
asociacién con una menor SLE (HR=2,4; IC95%: 1-6,1; p=0,059). Por otro lado, la asociacidn de
una mayor expresion de TMIGD2 con una menor SLE tampoco alcanzd la significancia estadistica,
pero si mostro una tendencia (HR=0,465; 1C95%: 0,2-1,2; p=0,118). Por lo tanto, en nuestra serie
clinica la sobreexpresién de TMIGD2 no se puede considerar como un factor independiente de

buen prondstico para la SLE.

En cambio, en el resto de las variables analizadas no se observa ninguna asociacién significativa

destacable (en todos los casos p<0,903; regresién de Cox) (Tabla 15).

HR (1C95%) P-Valor

Tamaio 1,7 (0,5-6,1) 0,378
Grado histolégico 2,3 (0,3-15,1) 0,399
Necrosis 1,9 (0,7-5,5) 0,242
Marcador Ki67

<15% 1

15% - 19% 0,6 (0,1-5,3) 0,685
>19% 0,9 (0,1-8) 0,903
Status Ganglionar 2,4 (1-6,1) 0,059
Expresion TMIGD2 0,465 (0,2-1,2) 0,118

Tabla 15. Asociacion las variables con un p < 0.100 en el andlisis univariante con la SLE (regresion de

Cox).
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6. DISCUSION

La expresion de HHLAZ2 y su valor como marcador prondstico en el cancer no solo varian en
funcidn del tipo especifico de tumor, sino que también estan influenciados por el microambiente
tumoral en el que se encuentra el ligando. En ciertos tumores, como el cancer ovarico, el
hepatocarcinoma y el osteosarcoma, la sobreexpresion de HHLA2 se asocia con metastasis y se
correlaciona con un prondstico desfavorable (Xu et al., 2021; Luo et al., 2021; Dong et al., 2015).
Contrariamente, en otros tipos de cancer, como el adenocarcinoma ductal pancreatico vy el
glioma, la presencia de HHLAZ se relaciona con un prondstico mas favorable (Yan et al., 2019; Qi
et al., 2019). En cuanto al microambiente tumoral, se ha identificado una poblacidn especifica
de pacientes con hepatocarcinoma en los cuales la alta densidad de células CD8+ convierte a
HHLA2 en un factor de buen prondstico (Liao et al.,, 2022). De manera andloga, en el
adenocarcinoma ductal pancreatico, aunque la expresion se asocia generalmente con un mejor
pronéstico, se observa un efecto contrario en aquellos pacientes cuyos tumores contienen
macréfagos CD68+ asociados (TAMs) (Zhu et al., 2022).

En el contexto del CM, la expresiéon de HHLAZ2 es un aspecto que resulta controvertido. En el
estudio de Janakiram et al. (Janakiram et al. 2015) se indica un aumento de expresion en el tejido
neopldsico mamario con respecto al sano, mientras que en el de Fang et al. (Fang et al. 2020) no
se encontraron diferencias significativas. En nuestro estudio, HHLA2 se encuentra
infraexpresado en el 95% de los tumores, aunque los fenotipos tumorales luminal A y CMTN
mostraron una mayor expresion, con medias de 0,55 y 0,25, respectivamente. Estos hallazgos
son parcialmente consistentes con los resultados de Janakiram et al., donde el 56% de los
tumores CMTN presentaban una expresion elevada. Adicionalmente, aunque en este estudio no
encontraron asociacion de los niveles de expresion con el tamafio tumoral, nuestros resultados
demuestran una asociacidn entre una mayor expresion de HHLA2 y un menor tamafio tumoral
(<20mm). No obstante, debemos tener en cuenta que estos resultados parcialmente
consistentes pueden deberse a las diferencias en el tamafio poblacional estudiado (n=51 vs 151
pacientes) y al disefio del estudio (expresion proteica por inmunohistoquica frente a expresion
génica por qPCR).

Para interpretar coherentemente nuestros hallazgos, es importante recordar que la expresion de
HHLAZ2 y su valor prondstico varian segun el tipo de tumor y su microambiente. Asi, nuestros
resultados podrian explicarse a través de las funciones inmunomoduladoras y de adhesion que
posee este ligando. En primer lugar, dado que se trata de un ligando que puede ser reconocido
por los receptores TMIGD2 y KIR3DL3, ya descritos previamente y con funciones totalmente
antagonistas, el papel de HHLA2 podria variar segun los niveles de expresidén de sus receptores
en las células inmunitarias asociadas al tumor que conforman este microambiente. Por tanto, en
aquellos tumores donde predomine una mayor expresion del receptor coestimulador TMIGD?2,
la sobreexpresion de HHLA2 podra actuar como un factor de buen prondstico.

Otro aspecto crucial de HHLA2 es su funcion como molécula de adhesidn. Se sugirié que esta
molécula podia regular la adhesidn célula-célula y la interaccidn de linfocitos T primarios con la
matriz extracelular (Rieder et al.,, 2021). De este modo, una mayor sobreexpresién podria
fortalecer la adhesion célula-célula, reduciendo asi la migracién celular y el crecimiento tumoral,
lo que resultaria en tumores de menor tamano.

En nuestro microambiente tumoral, parece que HHLA2 no esta interactuando positivamente con
el sistema inmunitario a través del receptor TMIGD2. Por lo tanto, la asociacion entre una mayor
expresion de HHLAZ2 y factores de buen prondstico, como el menor tamafio tumoral, podria estar
mas relacionada con la funcion de adhesidn de este ligando que con su capacidad de activar el
sistema inmunoldgico.
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La expresion de TMIGD2 en el cadncer es un area de investigacidn que aun no ha sido
ampliamente explorada. Sin embargo, al igual que HHLA2, parece estar vinculada a los tipos
histolégicos. Se ha observado que este punto de control inmunoldgico muestra una expresion
significativamente alterada en diversos tejidos tumorales. En el cadncer gastrico, en el carcinoma
adenoide quistico y el mucoepidermoide, TMIGD2 esta sobreexpresado en comparacion con los
tejidos adyacentes, lo que sugiere una posible implicacién en la progresion del tumor (Hu et al.,
2019; Zhang et al., 2022). En contraste, en el carcinoma escamoso de la cavidad oral y en Ila
displasia se expresa a niveles bajos, lo que podria reflejar diferencias en el papel funcional de
esta molécula en distintos contextos tumorales (Xiao et al., 2019).

Nuestros resultados muestran una asociacidon directa entre un aumento en la expresidén de
TMIGD2 y una mayor SLE, asi como con la ausencia de necrosis, ambos factores indicativos de
un buen prondéstico. En una linea similar, el estudio realizado por Boulhen et al. (Boulhen et al.
2023), en el que evalud la expresién de mRNA de TMIGDZ2 en una serie clinica de 25 pacientes
con glioma, reveldé una estrecha relacién entre la expresidon de este receptor y una mayor
supervivencia global (SG). En este estudio también se identificé como un factor independiente
de buen prondstico en pacientes con glioma (Boulhen et al., 2023).

A pesar de su papel inmunomodulador, TMIGD2 ha sido identificado y considerado como una
nueva molécula de adhesion celular. Este receptor, expresado en células de origen epitelial y
endotelial, desempefia un papel significativo en la promocién de la adhesion celular, la
interaccidn célula-célula, la inhibicién de la migracién celular y en la mejora del desarrollo de
capilares durante la angiogénesis. Ademas, esta implicado en la regulacion de la morfologia
celular y en el incremento de la adhesidn focal. Estas funciones sugieren que TMIGD2 es una
molécula clave en la dindmica de las células en tejidos y 6rganos, contribuyendo a la organizacion
y estabilidad del microambiente celular (Rahimi et al., 2011).

En definitiva, se puede inferir que el valor prondstico de TMIGD2, al igual que el de HHLA2, varia
en funcién del tipo de tumor y del microambiente tumoral en el que se encuentren. La
interaccidn entre los niveles de expresion de HHLAZ2 y del receptor inhibidor KIRD3L podria influir
significativamente en su poder prondstico. En nuestra serie clinica, se asocio la sobreexpresion
de TMIGD2 con la ausencia de necrosis, la cual generalmente se considera un indicador de mal
prondstico debido a su relacién con un crecimiento tumoral rdpido. Esta ausencia de necrosis
podria estar vinculada a una mayor adhesién célula-célula, lo que resulta en un crecimiento mas
lento del tumor y una reduccion en la formacion de areas necrdticas.

Ademas, al analizar los niveles de expresion de estas moléculas en nuestra serie clinica, se
observd que mientras HHLA2 estaba mayoritariamente disminuido, un 57,6% de los tumores
sobreexpresaban TMIGD2. Esto sugiere que el prondstico favorable no se debe necesariamente
a una mayor activacion del sistema inmunitario, dado que tampoco se observaron niveles
considerables de TILs. En su lugar, parece estar mas relacionado con el papel de adhesidn que
ejerce esta molécula, de manera similar a lo que ocurre con el ligando HHLA2. Sin embargo, se
requieren de futuros estudios en los que se pueda profundizar en esta funcién no inmunitaria
de HHLA2 y TMIGD2 para poder confirmar esta afirmacion.
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FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Limitaciones:

Origen de la expresidn génica: La expresién génica relativa analizada no se limita
exclusivamente a las células tumorales, sino que también incluye las poblaciones
celulares que componen el microambiente tumoral, que abarca el sistema inmunitario,
células tumorales, células sanas y células estromales. Esta diversidad en las fuentes de
expresion génica puede influir en la interpretacién de los resultados.

Distribucién de la muestra: La seleccidn de los casos incluidos en la serie clinica no sigue
una proporcion normal en cuanto a frecuencias de fenotipos. Esta seleccién se hizo
teniendo en cuenta la inclusidn de grupos relativamente homogéneos de tumores para
su comparacion.

Heterogeneidad en la concentracion de ARNm: La extraccidon del ARNm se hizo a partir
de un minimo de 3 cilindros de tejido tumoral con una celularidad de al menos 30%,
asumiendo que los tumores son muy heterogéneos. Sin embargo, hubo caso con mayor
celularidad, lo que influyé de forma directa en la concentracién del ARNm extraido.

Fortalezas:

Pionero en su campo: Este estudio es el primero en analizar la expresién génica en
pacientes con CM infiltrante y relacionarla con caracteristicas clinicopatoldgicas vy el
prondstico en una amplia serie clinica de pacientes (n= 151). Los resultados obtenidos
pueden servir como punto de partida para futuras investigaciones en este campo, y
existe el potencial para que sean publicados en revistas de alto impacto cientifico.
Control de calidad exhaustivo: Se ha realizado un control de calidad riguroso para
garantizar la integridad del ARN extraido de muestras de parafina. Este proceso ha
asegurado una alta concentracion, integridad y pureza del ARN, lo cual es crucial para la
precision, confiabilidad y reproducibilidad de los analisis genéticos posteriores.
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8. CONCLUSIONES

El presente estudio tuvo como propdsito central cuantificar la expresidn génica relativa de
HHLA2 y TMIGDZ2 en pacientes diagnosticadas con CM infiltrante. Para cumplir con este
propdsito, se desarrollaron varias lineas de investigacidn. En primer lugar, se analizo la expresion
en una cohorte de 151 pacientes con CM, abarcando una variedad de fenotipos tumorales.
Posteriormente, se explord la posible relacidn entre los niveles de expresidn de estos genes y
diversos factores clinicos y patoldgicos, con el fin de identificar patrones que pudieran estar
vinculados al comportamiento clinico del tumor. Finalmente, se investigd cdmo la expresion de
estos genes se correlaciona con el prondstico de las pacientes, particularmente en términos de
SG y SLE, proporcionando asi una vision integral de su impacto en la evolucion del CM.

Teniendo todo esto en cuenta, el analisis realizado en el presente TFM ha permitido obtener
importantes hallazgos en relacidon con estos puntos de control inmunitario:

1) HHLA2 presenta, en general, una infraexpresién en la mayoria de los tumores de la serie
clinica estudiada.

2) Enlos fenotipos luminal Ay CMTN se observo una tendencia hacia la sobreexpresion de
HHLAZ2 con respecto al resto de subtipos moleculares.

3) TMIGD2 se sobreexpresd en el 57,6% de los tumores analizados, destacando asi su
relevancia en el CM infiltrante.

4) Los tumores con un tamafio inferior a 20 mm presentaban una sobreexpresion de
HHLAZ2.

5) Los tumores con una sobreexpresion de TMIGD2 se asociaban con la ausencia de
necrosis.

6) Finalmente, respecto al valor prondstico, encontramos una asociacién entre la
sobreexpresién de TMIGDZ2 y una mayor SLE de las pacientes con CM.

A pesar de la infraexpresidon general de HHLA2, resultado que no suscribe completamente la
hipétesis inicial, los datos sugieren que esta molécula podria tener un papel dual en el desarrollo
del CM. Es posible que, en las etapas iniciales de la enfermedad, actte reclutando y activando el
sistema inmunoldgico a través de su interaccion con el receptor TMIGD2. Sin embargo, conforme
la enfermedad progresa, su rol podria cambiar, contribuyendo a la evasién inmunitaria y la
progresion tumoral.

Por otro lado, el papel de adhesién que desempefian tanto HHLA2 como TMIGD2 podria ser un
factor crucial en la progresion del cancer y en su impacto como indicadores prondsticos. Estas
moléculas no solo parecen modular el microambiente tumoral, sino que también desempefian
un papel crucial en la estabilidad y organizacion celular, factores fundamentales en la dindmica
del crecimiento tumoral y en la capacidad de las células neoplasicas para invadir y metastatizar.
La capacidad de estas moléculas para fortalecer la adhesién célula-célula podria, por tanto,
influir significativamente en la progresion del cancer y en su valor como indicadores prondsticos
en pacientes con CM.

En definitiva, nuestros hallazgos, en linea con la literatura actual, subrayan que la expresion y el
valor prondstico de HHLA2 y TMIGD2 varian significativamente segun el tipo de tumor vy el
microambiente tumoral. Asi, HHLA2 y TMIGD2 emergen como moléculas con un notable
potencial prondstico, no solo debido a su papel inmunomodulador, sino también por su funcion
en la adhesidn celular. No obstante, se requieren posteriores estudios que incluyan series clinicas
mas amplias para corroborar nuestros resultados.
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10. ANEXOS

10.1 Informe del comité de ética del departamento de Salud de Alicante — Hospital General
Universitario Dr. Balmis

2
A\
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COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

DEL DEPARTAMENTO DE SALUD DE ALICANTE - HOSPITAL GENERAL
C/. Pintor Baeza, 12 - 03010
Alicante
http://www.dep19.san.gva.
es Teléfono: 965-913-921
Correo electrénico: ceim_hgua@gva.es
Ref. CEIm: PI2024-082 -Ref. ISABIAL: 2024-0203

INFORME DEL COMITE DE ETICA PARA LA INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS

Reunidos los miembros del Comité de Etica para la Investigacion con
medicamentos del Departamento de Salud de Alicante - Hospital General, en su
sesion del dia 29 de mayo de 2024 (Acta 2024-05), y una vez estudiada la
documentacidon presentada por D. José Juan Ponce Lorenzo del Servicio de
Oncologia Médica del Hospital General Universitario Dr. Balmis, tiene bien a
informar que el proyecto de investigacion titulado "Estudio molecular de HHLA-
2, TMIGD2 y KIR3DL3 e implicacidon clinico-patolégica en cancer de mama”
V.1.1del 17 de junio de 2024, se ajusta a las normas deontoldgicas establecidas
para tales casos. Se informa a su vez de que este estudio ha solicitado la exencién
del Consentimiento Informado.

Y para que conste a los efectos oportunos, firmo la presente en Alicante

Firmado por Luis Manuel Hernandez Blasco -
21424371D, el 19/07/2024 12:04:38

Fdo. Dr. Luis Manuel Hernandez Blasco
Secretario Técnico CEIm Departamento
de Salud de Alicante — Hospital General

CSV:M9VKY4FL:1J7X31IR:21YDIGSB  URL de validacidn:https://www.tramita.gva.es/csv-front/index.faces?cadena=M9VKY4FL:1)7X31IR:21YDIGSB
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10.2 Presentacion del trabajo al congreso 36th European Congress of Pathology

Dear Montoyo Pujol,

On behalf of the European Society of Pathology, we thank you for your abstract submission for the 36th European
Congress of Pathology to be held in Florence, Italy from 7 to 11 September 2024.

We are pleased to inform you that your abstract HHLA2 and TMIGD2 gene expression in breast carcinoma: correlation
with clinicopathological factors and prognostic value has been accepted as a Poster (physical) and will be part of the
Scientific Programme during the congress.

Your poster presentation is scheduled for the following session:

Session: Poster Session Breast Pathology

Date: 08/09/2024

Time: 09:30 - 10:30

Poster number: 022

Your full poster number displayed at the poster board on-site is based on the session code and your individual 3-digit poster
number (e.g. PS-01-001).

10.3 Relacion del trabajo con los objetivos de desarrollo sostenible de la agenda 2030
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ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA

AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacion del trabajo con los

Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.

Grado de relacidon del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

' Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto  Medio Bajo ' ProNc(:ede.
ODS 1. Findelapobreza. X
ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Saludy bienestar. X
ODS4. Educacion de calidad. X
ODS 5. lgualdad de género. X
ODS 6. Agua limpiay saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccion y consumo responsables. X
ODS 13. Accioén por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcion de la alineacién del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacién mas alto.

***Utilice tantas paginas como sea necesario.
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El Trabajo de Fin de Master (TFM) se alinea estrechamente con el Objetivo de Desarrollo
Sostenible (ODS) 3: "Salud y Bienestar", el cual abarca tanto la prevenciéon y el tratamiento de
enfermedades como la investigacidn para mejorar la calidad de vida y la salud global.

El TFM investiga la expresion génica de las proteinas HHLA2 y TMIGD2 en el cancer de mama
(CM) y su asociacidon con factores clinico-patolégicos y el prondstico de laspacientes. Este
trabajo no solo contribuye al entendimiento de los mecanismos moleculares implicados en el
CM, sino que también abre nuevas vias para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas
efectivas, como la inmunoterapia, que estd emergiendo como un enfoque prometedor en el
tratamiento de diversos tipos de cancer, incluido el CM.

Por otro lado, el estudio subraya la importancia de la investigacidon basica en laidentificacion de
biomarcadores de prondstico, como TMIGD2, que podrian ayudar a personalizar los tratamientos
y a identificar de manera mas precisa a aquellas pacientes con mayor probabilidad de
beneficiarse de estrategias terapéuticas especificas. Esta alineacién con el ODS 3 es crucial,
ya que la personalizacion de los tratamientos nosolo mejora los resultados clinicos, sino que
también reduce la carga de tratamientos innecesarios, contribuyendo asi a un sistema de salud
mas eficiente y equitativo.

En resumen, este TFM contribuye a los objetivos de "Salud y Bienestar" del ODS 3 al avanzar en
el conocimiento sobre el CM vy las posibles terapias inmunoldgicas, lo que podria llevar a
mejoras significativas en la prevencién, el diagnédstico y tratamiento.
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