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RESUMEN

Introduccion: ElI complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y 1l
interviene en la presentacion antigénica y la respuesta inmune adquirida. Algunos
canceres de mama pueden disminuir su expresion (downregulation) como parte de
un mecanismo de evasion. Métodos: Estudio observacional, descriptivo y
retrospectivo en muestras tumorales de pacientes con cancer de mama del INEN
(2011-2021) con tres muestras por paciente en tres momentos (diagndstico, cirugia
y a la metéstasis). Se evaluo la expresion tumoral de HLA-A (MHC-1) y HLA-DR
(MHC-11) tanto en porcentaje como en intensidad, para determinar la variacion de
expresion de MHC, y su asociacién con la sobrevida global (SG). Las
comparaciones entre tiempos usaron rangos con signo de Wilcoxon; la SG se estimo
con Kaplan-Meier. Resultados: se incluyeron 13 pacientes (39 muestras tumorales).
La intensidad de HLA-A (MHC-I) fue menor en la cirugia vs. al diagnostico
(mediana de 356.4 vs. 549.8 unidades, p=0.027) lo que sugiere un downregulation
durante el tratamiento preoperatorio. Luego de una mediana de seguimiento de 45
meses, las tasas de SG a los 12, 36 y 60 meses fue de 100%, 91% y 76%,
respectivamente (3 decesos). No se observé una asociacion significativa en la
expresion de MHC y la SG, probablemente por el tamafio muestral y la mezcla de
subtipos. Conclusiones: La disminucion de la intensidad de HLA-A al momento de
la cirugia sugiere evasion inmune durante la neoadyuvancia. Se requieren estudios
multicéntricos con mayor tamafio muestral para una mayor reproducibilidad de los

resultados y exploracion del MHC como posible biomarcador prondstico.
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ABSTRACT

Introduction: Major histocompatibility complex (MHC) class | and Il play a role in
antigen presentation and acquired immune response. Some breast cancers may
downregulate their expression as part of an evasion mechanism. Methods:
Observational, descriptive, retrospective study of tumour samples from breast
cancer patients at INEN (2011-2021) with three samples per patient at three time
points (diagnosis, surgery, and metastasis). Tumour expression of HLA-A (MHC-
1) and HLA-DR (MHC-II) was evaluated in terms of both percentage and intensity
to determine the variation in MHC expression and its association with overall
survival (OS). Comparisons between time points used Wilcoxon signed-rank tests;
OS was estimated using Kaplan-Meier analysis. Results: 13 patients (39 tumour
samples) were included. HLA-A (MHC-I) intensity was lower at surgery than at
diagnosis (median of 356.4 vs. 549.8 units, p=0.027), suggesting downregulation
during preoperative treatment. After a median follow-up of 45 months, OS rates at
12, 36, and 60 months were 100%, 91%, and 76%, respectively (3 deaths). No
significant association was observed between MHC expression and OS, probably
due to the sample size and mixture of subtypes. Conclusions: The drop in HLA-A
intensity at the time of surgery suggests immune evasion during neoadjuvant
therapy. Multicentre studies with larger sample sizes are required for greater
reproducibility of results and exploration of MHC as a possible prognostic

biomarker.
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BREAST CANCER, MAJOR HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX (MHC) I-11,
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ABREVIATURAS

AC Adriamicina-Ciclofosfamida
APC Célula presentadora de antigeno
CD4 Linfocito T CD4 (helper)
CD8 Linfocito T CD8 (citotoxico)
EC Estadio clinico
GPC Guia de practica clinica
HER2 Receptor factor epidérmico 2
IF Inmunofluorescencia
IFN Interferon
IHC Inmunohistoquimica
INEN Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
JAK Janus kinasa (via de sefializacion celular)
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
NGS Next-generation sequencing
NK Natural killer
NOS/NST No especificado de otra manera (no special type)
pCR Respuesta patologica completa
PD-L1 Ligando 1 de muerte programada
PKR Proteina kinasa R
Renina angiotensina/Proteina kinasa activada por mitdgeno
RAS/MAPK
(via de sefalizacion celular)
RE Receptor estrogeno




REBLAC Red de Biobancos de Latinoamérica y el Caribe
RENETSA Red Nacional de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias
RH Recepor hormonal

RIC Rango intercuartil

RNA Acido ribonucleico

RP Receptor progesterona

SG Sobrevida global

SLE Sobrevida libre de enfermedad

TILs Linfocitos infiltrantes del tumor

TNBC Céncer de mama triple negativo (siglas en inglés)




GLOSARIO DE TERMINOS

Complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC)?

Conjunto de genes que codifican
proteinas de la superficie celular que
permiten al sistema inmunitario
diferenciar entre las células propias del
cuerpo y las células o agentes
patdgenos extrafios. Estas proteinas
presentan fragmentos de antigenos a las
células T, desencadenando una
respuesta inmune para destruir las
células infectadas o patégenos. Se
divide en clase I (MHC-I) y clase Il

(MHC-11)

Downregulation?

Reduccion del nimero o la densidad de
los receptores de la superficie celular
para una sustancia activa desde el
punto de vista fisioldgico, lo que
provoca una disminucion de la
sensibilidad en respuesta a una

exposicion persistente.

Porcentaje (expresion) de receptor en

cancer de mama®

La expresion por inmunohistoquimica

(IHC) se define combinando el

porcentaje de células tumorales




invasoras tefiidas. ElI punto de corte

clave es 1% para receptores
hormonales (RH) y 10% de células
tumorales para HER2.

e En el caso de RH, se clasifica
como 0-100%. Un porcentaje alto
se considera como “alto expresor
hormonal”

e En el caso de HER2, se clasifica
como 0 (tincién débil o incompleta
< 10% células), y 1+, 2+ o 3+

(cuando el patron ocurre en > 10%

células)

Intensidad (expresion) de receptor en

cancer de mama*

La intensidad por IHC es definida por
el compromiso de la tincién de la
membrana, se clasifica en 0, 1+, 2+ y
3+.

e En RH, se expresa como 0 (no
intensidad), y 1+, 2+, 3+ (a mayor
numeracion, mayor intensidad)

e En el caso de HER2, se expresa
como 0 (HER2-neagtivo), 1+y 2+
(HER2-low)

y 3+ (HER2-

positivo)
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es el tipo de cancer més frecuentemente diagnosticado a nivel
mundial en la poblacion femenina y representa la segunda causa de mortalidad (y
en las mujeres ocupa el primer lugar, superando al cancer de pulmon), debido a ello
la deteccion y el diagnostico precoz forma parte importante en el éxito del
tratamiento ya que se ha demostrado que mejoran el pronostico de la enfermedad
(1). American Cancer Society calcula que aprox. 319’750 pacientes americanos
seran diagnosticadas de cancer de mama invasivo y 42’680 morirdn por la
enfermedad en el afio 2025 (2). Seguin GLOBOCAN 2022 en Peru estimo la
incidencia de 7797 nuevos casos (segundo lugar, ambos sexos) con 1951 muertes
(séptimo lugar) confirmando que es una de los dos neoplasias mas frecuentes en la
poblacién femenina (junto a cancer de cérvix) con alta incidencia y carga de

enfermedad en nuestra poblacion (3) .

Segun el ultimo Registro de Céancer de Lima Metropolitana (2013-2015)
recientemente publicado, el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia y
mortalidad en mujeres en la capital. Se estim6 una incidencia de 7’068 nuevos casos
(de ellos 31 varones), con una tasa de incidencia de 43.15 por 100°000, y 2135
muertes (tasa de mortalidad: 12.7) (4). El cancer de mama es un grave problema de
salud publica, como lo demuestran las Ultimas resoluciones ministeriales en Peru
(Ley Nacional del Cancer y sus modificatorias) que se enfocan en el manejo esta

neoplasia como una prioridad nacional (5).

Aproximadamente 1 de cada 8-10 mujeres sera diagnosticada con esta neoplasia a

lo largo de su vida, y de ellas alrededor del 60% seran postmenopausicas. A pesar



de que el cancer de mama puede ser detectado y tratado oportunamente en estadio
temprano, un porcentaje de pacientes (aprox. 30%) progresaran a enfermedad
avanzada (incluye los escenarios localmente avanzado irresecable y metastasico)
(6), generando la necesidad de estrategias terapéuticas mas eficaces y de posibles

biomarcadores que orienten decisiones clinicas con mayor impacto clinico.

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea; se divide en 3 subtipos (segln
la presencia de: receptores de estrégeno (RE), receptores de progesterona (RP), y
el receptor del factor de crecimiento epidermal tipo 2 (HER2): luminal (A y B),
HER?2 positivo y triple negativo. Segun el uso de plataformas genémicas (como
Prosigna) se han definido cuatro subtipos moleculares mayores: luminal A, luminal
B, HER2 (puro y co-expresion de luminal) y basal, cada uno de ellos con
caracteristicas clinicas, moleculares y tratamientos diferentes, siendo el mas
frecuente el relacionado con receptores de hormonas (luminal A y B); estos
representan cerca del 70% de los casos y son considerados de mejor prondstico
cuando son luminales, seguido de 15-20% que expresan el receptor epidérmico
humano tipo 2 (HER2), y el 15-20% son denominados triple negativo (definido
como la ausencia de expresion de receptor hormonal (RH) y de HER2) (7). Estos
dos ultimos subtipos son considerados de alto riesgo por su comportamiento
bioldgico agresivo y altas tasas de recaida local y a distancia. Durante las 2 ultimas
décadas, tanto el subtipo HER2 vy triple negativo (TNBC) han impulsado la
adopcion de tratamiento médico neoadyuvante, el cual ha revolucionado
considerablemente el pronostico histéricamente pobre de estos tumores, con el
advenimiento de terapias mas eficaces y dirigidas segun receptores o marcadores

especificos.



El tratamiento del cancer de mama es variado y va a depender de diversos factores,
como subtipo histoldgico, caracteristicas clinico-patologicas del tumor, edad,
estado funcional del paciente, status de receptores, asi como el estadio clinico. Se
puede dividir en tres grandes pilares: tratamiento quirdrgico, radioterapia, y el
tratamiento sistémico (8). En los Gltimos afios, ha habido avances en la terapia para
el cancer de mama, incluyendo terapias dirigidas, inmunoterapia, terapia endocrina,
etc. Si bien se han logrado avances en el tratamiento, se buscan mejores estrategias

para mejorar el prondstico.

La eleccion del tratamiento depende de manera general del estadiaje, el tipo
histoldgico, e inmunofenotipo, siendo la cirugia la terapia de eleccion en los
estadios tempranos y la terapia combinada con cirugia, tratamiento médico
oncolégico (quimioterapia, inmunoterapia, terapia dirigida, hormonoterapia, entre

otros) y radioterapia para la enfermedad temprana y localmente avanzada (9).

El tratamiento sistétmico neoadyuvante se define como la administracion de
tratamiento médico especializado (quimioterapia, terapia bioldgica, inmunoterapia,
terapia hormonal, etc.) preoperatoria, con el objetivo de mejorar los resultados
quirdrgicos (reduccion del tamafio tumoral, medicion de la respuesta tumoral in
vivo, cirugias mas conservadoras), convirtiendo tumores inoperables en operables,
facilitando las condiciones para realizar cirugias menos radicales, y determinar la
sensibilidad del tumor al tratamiento preoperatorio (10). Otro objetivo primordial
del tratamiento neoadyuvante es alcanzar la respuesta patoldgica completa (pCR),
considerado un factor surrogado de buen pronéstico (menor riesgo de recurrencia).
De acuerdo a las modalidades de tratamiento, se puede incrementar la pCR. En la

actualidad, mdaltiples tumores sélidos, incluyendo cancer de mama de alto riesgo



(HER2 vy triple negativo), utilizan la neoadyuvancia como una estrategia efectiva

de tratamiento oncoldgico previo a la cirugia (11).

En el escenario HER2 neoadyuvante, la quimioterapia asociada al bloqueo dual
anti-HER2 (trastuzumab y pertuzumab) ha mostrado un incremento significativo en
la tasa de pCR en los estudios pivotales (NeoSphere pCR: 45.8%, TRYPHAENA
PCR 66.2%, BERENICE pCR: 75% en el subtipo HER2 enriquecido utilizando la
plataforma genémica PAM50) cuando es comparado con quimioterapia y un agente
anti-HER2. EIl anélisis de los resultados de sobrevida libre de progresion (SLP) y
sobrevida libre de enfermedad (SLE) de NeoSphere y TRYPHAENA soportan
también los beneficios de utilizar terapia dual anti-HER2 (pertuzumab +

trastuzumab) para alcanzar la pCR (12-14).

En el caso del subtipo triple negativo en estadios tempranos, la combinacion de
inmunoterapia (inhibidores de punto de control como pembrolizumab) asociado con
quimioterapia neoadyuvante, seguido de inmunoterapia adyuvante mejora
significativamente la sobrevida libre de enfermedad y la pCR, en comparacion con

los que solo recibieron quimioterapia (15).

Es clara la evidencia clinica reciente que ha consolidado el bloqueo dual anti-HER2
y inmunoterapia combinada con quimioterapia en HER2-positivo y triple negativo

(TNBC), respectivamente, a mejoria en los resultados a mediano y largo plazo.

Diversos biomarcadores se han evaluado con potencial prondstico y predictivo,
como por ejemplo los TILs en los subtipos de “alto riesgo” como HER2 (+) y triple
negativo. Se estan evaluando varios mecanismos que pueden influir en los TILs en

cancer de mama y especificamente TNBC (16). Un biomarcador que ha demostrado



utilidad en el escenario neoadyuvante/adyuvante son los linfocitos infiltrantes del
tumor (TILs). La medicién de TILs tiene un valor pronostico en los subtipos de alto
riesgo (HER2 y triple negativo). La presencia de TILs en el tumor (estromal e
intratumoral) ha sido descrito como un factor predictor de respuesta patoldgica
completa (pCR) a quimioterapia en varios ensayos clinicos neoadyuvantes, y su
aumento parece vinculado a mejor pronostico después de terapia adyuvante. La
puntuacion de TILs puede ser utilizada como marcador pronostico, proporcionando
una mejoria relativa del 15% al 20% en la sobrevida por un aumento del 10% de
TILs y su uso como factor pronostico esta avalado por el consenso de St. Gallen
2019 (17-20). Dentro de los linfocitos T CD4, las células Thl estd asociado con
resultados favorables, mientras que las células Th2 estan asociadas con una
disminucion de la respuesta tumoral (17). La presencia de TILs puede ser evaluada
por examen histolégico, inmunohistoquimica (IHC), y métodos gendmicos.
Diversos estudios en neoadyuvancia y adyuvancia han medido TILs tanto a nivel
intratumoral y estromal. La evaluacion del compartimento estromal ha permitido
mayores resultados reproducibles. Segun la International TILs Working Group, el
punto de corte para distinguir un subgrupo de linfocitos predominantes en cancer
de mama es 50%, y el punto de corte para distinguir un subgrupo con pocos TILs
estromales vs. un grupo sin TILs es 10% (18). Sin embargo, a la fecha la puntuacion
de TILs no deberia ser utilizado para tomar decisiones de tratamiento ni para

escalamiento ni de-escalamiento (19,20).

Otro biomarcador evaluado es el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),
el cual se divide de forma préctica en clase | (MHC-1) y Il (MHC-II). El MHC-11

es un componente esencial de la respuesta inmune adaptativa y esta presente en la



superficie de las células presentadoras de antigeno (APCs). Las funciones
principales del MHC son la presentacion de antigenos a linfocitos T, mediante un
sistema de identificacion celular para el sistema inmune. Esta capacidad permite
diferenciar al cuerpo humano entre células propias y extrafias, activando una
respuesta inmune adecuada contra multiples patégenos (virus, bacterias, células
tumorales, entre otras). EI MHC-I presenta antigenos intracelulares a los linfocitos
T citotdxicos (CD8), mientras que el MHC-II presenta antigenos extracelulares a

las células T helper (CD4) (21,22).

La familia de genes del MHC produce diversas glicoproteinas, siendo las de clase |
y clase Il como presentadores de antigenos, mientras que el MHC de clase Il
funciona como una parte del complemento o como un factor de necrosis tumoral.
Los productos generados por MHC | se encuentran en la superficie celular. Cuando
las células son invadidas por un microorganismo (ejemplo: virus), el MHC |
reconoce las cadenas de aminoacidos de los fragmentos de la membrana externa
viral. Acto seguido, estos fragmentos virales se presentan a los linfocitos T
citotoxicos (CD8+), llevando a una serie de respuestas inmunes en cadena co la
finalidad de eliminar el virus. En el caso de MHC Il, este se encuentra en las células
presentadoras de antigenos (APCs), incluyendo macrofagos, células dendriticas,
linfocitos B y células de Langerhans. MHC-I fundamentalmente se utiliza para
obtener informacién sobre el entorno extracelular (esto es util para
microorganismos extracelulares como las bacterias; la activacion de MHC-II a
través de los macrofagos permiten la fagocitosis y destruccion). La estructura de
MHC-I1 es similar a la de clase MHC I, conteniendo dos cadenas polipeptidicas, la

cadena a y la cadena B (21,22).



La vigilancia inmunolodgica antitumoral depende de la presentacion antigénica por
MHC-I a linfocitos T CD8 y por MHC-Il a T CD4. Este proceso es dinamico y se
modula por citocinas como el interferon gamma (IFN-y), factores tumorales,

presion terapéutica y plasticidad epigenética (23-25).

En el cancer de mama coexisten dos fendmenos aparentemente opuestos: aquellos
tumores con microambiente inmune activo (altos niveles de TILs y de interferén
IFN gamma) con una mejor a quimioterapia e inmunoterapia, y evasion tumoral por
pérdida/descenso de MHC, defectos en el procesamiento de antigenos,
desactivacion de vias de sefializacion celular Janus kinasa (JAK)/STAT e

hipermetilacion (26,27).

Diversos estudios han evaluado la relacion entre el MHC-I1y el recuento de TILs
en pacientes con cancer de mama. La racional es que las células tumorales producen
una disminucion de la expresion (downregulation) del MHC-1 y/o MHC-I1 como
un mecanismo de evasion. Asimismo, se ha descubierto que los canceres de mama
triple negativo (TNBC) parecen realizar downregulation de MHC-I en las células
tumorales al momento de la progresion. Este downregulation se ha calculado en un

40-90% de tumores solidos (28).

Un mecanismo fundamental a traves del cual los tumores solidos pueden evadir la
inmunidad antitumoral es el downregulation (disminucion de la expresion) del
MHC-I en la superficie celular, que ocasiona una reduccion del reconocimiento y
citotoxicidad de los linfocitos T CD8+. El downregulation de MHC-I (HLA-A,
HLA-B, HLA-C) se ha descrito en 40% a 90% de los tumores humanos, y se

correlaciona con un peor pronostico. Las moléculas MHC-I no son esenciales para



la supervivencia de la célula, y un mecanismo de evasion que utilizan los tumores

es la pérdida de MHC-1 (29)

Aunque las células tumorales expresan ampliamente MHC-I, un subconjunto de
tumores también expresan MHC-1I (HLA-DRA) quienes son presentadores de
antigeno a los linfocitos T CD4+ (cuyo papel en la inmunidad es cada vez méas
valorado). De manera similar, la evidencia actual demuestra que la expresion de
MHC-I1I en el tumor se asocia con resultados favorables en pacientes con cancer

(como por ejemplo la factibilidad de uso de inmunoterapia) (30).

Un estudio observd que aquellos tumores que expresan altos niveles de MHC-1 o Il
tienen altos recuentos de CD4 y CD8 (P < 0.001). La expresion de MHC-II en las
células tumorales esta asociado con una mejor sobrevida libre de enfermedad (SLE)
en pacientes que tienen metéastasis ganglionar (p = 0.0009). La expresién de MHC-

Il en este estudio fue asociado con un incremento de nimero de TILs (31).

El subtipo TNBC parece realizar downregulation de MHC-I en las células
tumorales a medida que progresan. Otro mecanismo de downregulation de MHC-I
es la metilacion de genes MHC-I en cancer de mama (estos genes los cuales
suprimen la expresion de MHC-I), por lo que el uso de agentes hipometilantes
ocasionan un upregulation (aumento de expresion) de MHC-1 y aumenta la funcion
de CD8 (citotoxicidad). Esta estrategia de tratamiento puede ser util para potenciar
la inmunidad antitumoral y generar una respuesta en el cancer de mama (por
ejemplo: uso de inmunoterapia). Esto permite concluir que la expresion de MHC-I
estd correlacionada de forma negativa con la metilacion. Adicionalmente, los

tumores de novo resistente a inmunoterapia adquieren mutaciones que suprimen la



presentacion de antigeno (por ejemplo: pérdida de beta-2-microglobulina, o la
estimulacion por IFN gamma). En el subtipo TNBC, donde el componente
inflamatorio (formacion de neoantigenos) y la carga mutacional tumoral (TMB)
suelen ser mayores, varios estudios muestran asociacion de MHC-11 con TILs y un
mejor prondstico, y de MHC-I alto con un mayor infiltrado CD8/ligando 1 de
muerte programada (PD-L1) asociado con una mayor sobrevida, particularmente

cuando se administra inmunoterapia como inhibidores de punto de control (32).

La presentacion de antigenos por MHC clase Il es esencial para la inmunidad
antitumoral y el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Generalmente, MHC-
I1 se encuentra en las células presentadoras de antigeno (APCs) (13). Recientemente
se ha reportado la capacidad de CD4 para destruir directamente las células diana
que expresan MHC-II, independientemente de los linfocitos T y células natural

killer (NK) (33).

A pesar que se ha reportado alta expresion de MHC-I1 en el cancer de mama, la
mayoria de estudios ha analizado s6lo un pequefio nimero de tejidos de pacientes
con esta neoplasia a los cuales se le realizd analisis gendémico utilizando
secuenciamiento de RNA, que podria haber representado la expresion de MHC-I1

en las células inmunes en lugar de las células tumorales (34).

Un estudio evaluo la expresion de MHC-1y 1l (HLA-DR, -DP y -DQ) y moléculas
asociadas de IFN en células tumorales, el porcentaje de TILs, y el nimero de
expresion de células CD4 y CD8 en pacientes con TNBC que fueron operados
primariamente y recibieron tratamiento adyuvante (n=681). El 80% recibieron

radioterapia adyuvante. Respecto a quimioterapia, el 69.2% recibieron



quimioterapia con adriamicina /ciclofosfamida (60/600 mg/m2) (AC) por 4 cursos,
y el resto recibio AC por 4 cursos, seguido de paclitaxel (175 mg/m2) por 4 ciclos
o docetaxel (75 mg/m2) por 4 cursos. Aquellos pacientes que tuvieron metastasis
ganglionar fueron tratados con AC + taxanos, mientras que los que no tuvieron
fueron tratados con AC. La evaluacidn histopatologica se realizé con hematoxilina-
eosina (H&E), evaluando el subtipo histologico, el grado histoldgico, el tamarfio
tumoral patoldgico (pT), el estadio clinico ganglionar patolégico (pN), la invasion
linfovascular, asi como la medicion de TILs (punto de corte para positividad de
TILs estromales: 10%, el estudio ademas utilizé 2 puntos de corte inferiores, de 1%
y 5% para evaluar el recuento). Como resultados, se obtuvo que una alta expresion
del MHC-II fue asociada con un alto conteo de TILs (tanto tumorales y
peritumorales). Comparando con las caracteristicas histopatologicas, los tumores
con alta expresion de MHC-II tuvieron menor invasion linfovascular (p = 0.042),
alto recuento de TILS (P < 0.001) y alto recuento de TILS adyacentes al area
tumoral invasiva (P < 0.001). La expresion de PD-L1 en cualquier célula tumoral
fue asociado con una mayor expresion de niveles de MHC-I1I (P < 0.001), asi como
la expresion de PKR [que tiene diversas funciones fisiopatoldgicas durante el estrés
celular y que puede ser inducido por la sefializacion de la via del interferén (IFN)]
se correlaciona con una mayor expresion de MHC-II (P < 0.001). Estos resultados
sugieren que la alta expresion de MHC-I1 no s6lo esta asociado con el recuento de
TILs, sino también con la via de sefializacion del IFN. Adicionalmente, se observo
una asociacion entre las variables clinico-patologicas y la expresion de MHC-11 en
células tumorales luego de dividir a los pacientes en dos grupos de acuerdo a la

metastasis ganglionar. Se observo similar tendencia a ambos grupos (35).
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Los tumores que muestran alta expresion de MHC-I y positividad para MHC-II
tienen altos recuentos de linfocitos. EI 23.1% de pacientes tuvieron alta expresion
de MHC-1 y positividad para MHC-II, y se demostr6 que un alto recuento de
linfocitos CD4 y CD8. Sin embargo, los pacientes con alta expresion de MHC-I o
positividad para MHC-II revel6 que tienen mas linfocitos que aquellos con baja
expresion de MHC-1 y sin expresion de MHC-I1. Aquellos tumores con expresion
MHC-II estdn asociados con mejor pronostico en pacientes con metastasis
ganglionar. Luego de realizar un andlisis de caracteristicas clinico-patolégicas, se
observo que los pacientes con alto tamafio tumoral patologico (pT), presencia de
metastasis ganglionar, invasion linfovascular, bajo conteo de TILs y menor
formacion de TILs adyacente al area invasiva tuvieron una menor sobrevida libre
de enfermedad (todos P <0.002). El andlisis de subgrupos mostr6 que pT, invasion
linfovascular y la expresion de proteina kinasa R (PKR) fueron factores prondsticos
en células tumorales sin metastasis ganglionar. Los niveles de expresién de MHC-
I, PD-L1y PKR en las células tumorales no mostrd una asociacion significativa en

los resultados (35).

Otro estudio ha reportado que los tumores de mama que sobreexpresan HER2
pueden escapar de la citotoxicidad (funcion de los linfocitos T) a través de un
downregulation (disminucion de la expresion) de MHC-1 y MHC-II por un
mecanismo que involucra a la via de sefializacion renina angiotensia/proteina
kinasa activada por mitdgenos (RAS/MAPK) (15). La expresion de HER2 fue
correlacionada de manera inversa con la expresion de MHC-I analizada por
inmunohistoquimica. Por lo tanto, este estudio menciona que inhibicion de la via

RAS/MAPK puede mejorar la expresion de MHC-1 en tumores de mama (36).
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La terapia neoadyuvante expone al sistema inmune a una carga antigénico mas
amplia, mientras el tumor primario permanece igual; ensayos y metaanalisis en
TNBC demuestran beneficios en pCR y eventos cuando se afiade inmunoterapia
(inhibidores de puntos de control) a la quimioterapia estandar (37-39). En
simultaneo, el estudio del microambiente tumoral ha cobrado fuerza y relevancia
en los tumores solidos. El conteo de TILs posee valor pronostico en subtipos
agresivos y se asocia a mejor respuesta a quimioterapia y a terapias inmunes. Sin
embargo, su estandarizacidn y uso para decisiones terapéuticas individuales siguen

€n curso.

Las variaciones de expresion tanto de MHC-1' y MHC-II en los tumores de mama
ocurren durante la progresion de enfermedad a través de la downregulation
(disminucion de los niveles de expresién) como mecanismo de evasion celular, por
vias de sefializacion intracelular (por ejemplo. Esto explica los menores resultados
en sobrevida obtenidos por la pérdida de expresion de estos marcadores. Un estudio
que evalud la variacion de expresion de MHC-1 y 1l en pacientes con cancer de
mama con progresion a ganglios linfaticos sugiere que el downregulation (mediado
por los linfocitos T regulatorios y CD4+) confiere a las células metastésicas la

habilidad de evadir la respuesta inmunoldgica (40).

La finalidad del presente proyecto es la evaluacion de alteraciones moleculares
(como niveles de expresién de MHC-II, recuento de TILs, u otros genes de
resistencia) en las muestras tumorales en tres momentos (diagndstico, cirugia con
intencion curativa, metastasis) para comparar los cambios o expresion de genes en
las biopsias, asi como valorar su asociacion con caracteristicas histopatoldgicas y

sobrevida.
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1. OBJETIVOS

I1.1 Objetivo general
Evaluar la expresion de MHC-1 y/o MHC-I1 en muestras tumorales de
cancer de mama en tres momentos del curso clinico (diagnostico inicial,
cirugia, metastasis) en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (INEN) entre los afios 2011 al 2021.

I1.2 Objetivos especificos

e Explorar la asociacion entre la expresion de MHC-I y/o 1l y su
correlacion con las caracteristicas clinico-patologicas de los tumores
de mama.

e Evaluar las variaciones de la expresion e intensidad de MHC-1 y/o
MHC-I1) en las muestras tumorales y su relacion con el tratamiento
oncoldgico.

e Describir un posible valor prondéstico de la expresion de MHC-I y/o
Il en las muestras tumorales, durante el seguimiento del tratamiento
oncoldgico.

e Analizar la sobrevida global de los pacientes que expresen MHC-I

y/o Il en el INEN desde 2011 al 2021.
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DESARROLLO DEL ESTUDIO

La presente investigacion tiene un disefio observacional, descriptivo,
transversal y retrospectivo (recoleccion de informacion de muestras
tumorales en tres tiempos por caso).

La poblacion evaluada corresponde a pacientes con diagnéstico
histopatoldgico de cancer de mama, cada paciente con tres (3) muestras
tumorales obtenidas en tres (3) momentos (al diagnostico inicial, a la
cirugia, a la metéstasis) y que se encuentren almacenadas en el banco de
tumores del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN).

I11.1 Criterios de inclusion
e Pacientes mayores de 18 afos.

e Muestras tumorales con confirmacién histologica de cancer de
mama del INEN evaluadas en tres momentos (diagndéstico, cirugia,

metéstasis).

e Muestras tumorales de pacientes con cancer de mama del INEN

que cuenten con material suficiente para analisis genémico.
I11.2 Criterios de exclusion
e Pacientes menores de 18 afios

e Muestras tumorales de pacientes con cancer de mama de otras

instituciones diferentes al INEN.

e Muestras tumorales de pacientes con cancer de mama del INEN
que no cuenten o no cumplan con los tres momentos completos a

evaluar.
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e Muestras tumorales que no cuenten con material suficiente (en
funcidn de la disponibilidad de bloques) para analisis genémico

El presente estudio no contd con una muestra probabilistica, se realizd una
muestra por conveniencia institucional; la poblacion de estudio incluyé
pacientes diagnosticados con cancer de mama cuyas muestras tumorales
fueron almacenadas en Banco de Tumores en el INEN afios 2011-2021.
Se seleccionaron los pacientes de acuerdo con la disponibilidad de muestras
tumorales en tres momentos. Cada paciente seleccionado cumplio6 con las
muestras tumorales en los tres tiempos mencionados.
Se solicitd al Departamento de Epidemiologia y Estadistica del cancer del
INEN un listado de los pacientes con diagnostico de cancer de mama entre
enero 2011 a diciembre 2021, y se filtrd la data teniéndose en cuenta los
criterios de inclusion y exclusién del presente estudio. Se tuvo una muestra
al azar de 150 pacientes con diagndstico de cancer de mama entre los afios
2011-2021, y excluyeron 137 pacientes por no cumplir los criterios de
inclusion, quedando un total de 13 pacientes (39 muestras, 3 por cada
paciente en los 3 tiempos evaluados).
Fuentes de datos y verificacion de los eventos a evaluar: Las fuentes de
informacion revisadas para el presente estudio seran fisicas (historias
clinicas) y virtual (sistema informatico de registro de historias clinicas)
para asegurar una adecuada informacion. Asimismo, la verificacion de
muertes o estado vital (para determinar sobrevida, probable excepcion al

tratarse de un estudio retrospectivo) de los pacientes se realizo a través de
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la plataforma virtual del Registro Nacional de Identificacion y Estado Civil
(RENIEC).

La herramienta fue un formulario el cual esta adaptado a una hoja de
calculo Excel (Anexo N° 1) permitiendo un ingreso transversal y la
exportacion de la informacion a programas estadisticos. Se registro la
informacion de los pacientes y sus muestras tumorales, asi como verificar
que se cuente con material suficiente para evaluar MHC en los tres
momentos. Finalizando el trabajo, esta herramienta sera compartida a los
repositorios y/o instituciones autorizadas que lo requieran.

Se utilizé el programa Microsoft Excel 2010 (registro de informacion) y el
programa estadistico STATA version 12.0 para el procesamiento
estadistico. Se emple6 el software R version 4.3.2 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria).

Se realizd un andlisis descriptivo de las variable cuantitativas a través de
frecuencias y porcentajes, y de las variables cuantitativas a través de
medidas resumen (se muestran la media con el minimo y el maximo, o la
mediana con el cuartil 1 y el cuartil 3, previa evaluacién de que la
caracteristica siga una distribucién normal). Se evaluaron las diferencias
entre el porcentaje y la intensidad de HLA-A y de HLA-DR al diagndstico
con el porcentaje y la intensidad a la cirugia y con el porcentaje y la
intensidad a la metastasis a traves de la prueba de rangos con signo de
Wilcoxon.

El tiempo de seguimiento para la estimacion de la sobrevida global se

calculd a partir de la fecha de diagnostico registrada en historia clinica
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hasta la fecha de muerte (evento de interés) o la fecha de ultimo control.
La mediana de seguimiento se estimd mediante el método de Kaplan-
Meier inverso. La comparaciones entre tiempos (diagnostico, cirugia,
metéastasis) se realizaron con prueba de rangos con signo de Wilcoxon; se
reportan medianas, rangos intercuartiles (RIC) e intervalo de confianza
(IC) 95%. Se considerd p < 0.05 (estudio exploratorio).

Metodologia aplicada a las muestras

El anlisis de las muestras tumorales se realizo en un laboratorio externo
(Universidad Vanderbilt, Tennessee, Estados Unidos) que cuenta con los
reactivos necesarios para el estudio estandarizado de MHC clase | y 1. Las
muestras tumorales fueron enviadas mediante bloques de parafina,
siguiendo estandares internacionales de envio de muestras, con el
asesoramiento del Banco de Tumores del INEN para el envio de bloques

de parafina con suficiente material celular apto para el estudio

e Se aplico inmunofluorescencia (IF)/inmunohistoquimica (IHC) para
varios marcadores, incluidos pancitoqueratina (panCK), MHC-I,
MHC-II, B7-H4, marcadores inmunes como CDS8, etc.

e Se utilizé secuenciamiento de RNA (RNA seq), o NanoString si la
calidad de RNA seq no es adecuada o no se permitio el

secuenciamiento convencional.

Cantidad de muestra vy recoleccion

e Se obtuvo bloques de parafina de las muestras tumorales iniciales para

corte.
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e Se cortaron secciones de 3-5 a 5 um para cada muestra en tubos para
la extraccion de RNA y se cort6 hasta 10-15 portaobjetos de 5 um para
inmunofluorescencia (IF)/inmunohistoquimica (IHC) en la basqueda

de alteraciones relacionadas con la presentacion antigénica.

e De acuerdo a los hallazgos, se realizo secuenciamiento de DNA con
la finalidad de identificar alteraciones somaticas que se correlacionan
con una inmunidad disminuida o pérdida de MHC.

111.3 Resultados

I11.3.1 Caracteristicas clinicopatoldgicas

De un total de 150 pacientes, se excluyeron 137 por no cumplir los criterios
de inclusién. La Tabla 1 muestra caracteristicas de las pacientes incluidas
en el estudio (n=13, con un total de 39 muestras tumorales). Las pacientes
en estudio tuvieron una edad promedio de 54.1 afios (rango, 30 a 77 afios).
La mayoria de las pacientes tuvieron un estadio clinico (EC) inicial I11B
(46.2%), tipo histolégico no especificado (NOS/NST) al diagndstico
(41.7%), grado histoldgico 3 (81.8%) y fueron mas frecuentes los casos con
presencia de invasion linfovascular (60.0%). La mayoria de las pacientes
por subtipos mostré una proporcion similar entre triple negativo y receptor
hormonal (+) /HER2 (+) (30.0% y 30.0%, respectivamente), siendo los méas
frecuentes en esta poblacion. Al examen de la pieza operatoria, la mayoria
de las pacientes tuvieron tipo histologico ductal (46.2%), margenes
negativos (76.9%) y el 50% de las pacientes tuvieron tumores con tamarios
menores o iguales que 30 mm (mediana de los tamafios de los tumores). El

50% de las pacientes tuvieron 15 o menos ganglios resecados y tuvieron 2
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0 menos ganglios comprometidos (medianas de los ganglios resecados y
comprometidos, respectivamente). La mayoria de las pacientes tuvieron
estadio patologico 1A, HIA y IHIC (23.1%, 23.1% y 23.1%,
respectivamente) y valores del Ki-67 de 60 y 70 (33.3% y 33.3%,
respectivamente). La mayoria de las pacientes recibieron tratamiento
neoadyuvante (61.5%) y tuvieron mastectomia (84.6%). Los sitios de
metéstasis mas frecuentes fueron pulmon (23.1%), piel (23.1%) y mama

(23.1%).

1113.2. Seguimiento del porcentaje e intensidad de HLA-A y de HLA-DR
Se evalu6 el MHC-I (HLA-A) y MHC-I1I (HLA-DR). La Tabla 2 muestra
el porcentaje e intensidad de HLA-A al diagnoéstico, la cirugia y la
metastasis. No se encontrd una diferencia significativa del porcentaje de
HLA-A a la cirugia y del porcentaje de HLA-A a la metastasis con respecto
al porcentaje de HLA-A al diagndstico (Figura 1). La mediana de los
valores de la intensidad de HLA-A a la cirugia fueron menores que la
mediana de los valores de la intensidad de HLA-A al diagndstico (Figura
2A). Se encontré una diferencia significativa de la intensidad de HLA-A a
la cirugia respecto a la intensidad de HLA-A al diagnostico (356.381 vs
549.795, p=0.027) (Figura 2B). En metastasis, no se encontré una
diferencia significativa de la intensidad de HLA-A a la metastasis con
respecto a la intensidad de HLA-A al diagndstico.

La Tabla 3 muestra el porcentaje e intensidad de HLA-DR al diagnostico,
la cirugia y la metéstasis. No se encontro una diferencia significativa del

porcentaje de HLA-DR a la cirugia y del porcentaje de HLA-DR a la
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metéastasis con respecto al porcentaje de HLA-A al diagnostico (Figura 3).
No se encontr6 una diferencia significativa de la intensidad de HLA-A a la
cirugia y de la intensidad de HLA-A a la metastasis con respecto a la
intensidad de HLA-A al diagndstico (Figura 4).

En la Tabla 4 se describe el sequimiento de MHC (HLA) segun el estado
de paciente (vivo/fallecido). En las pacientes vivas, no se encontré una
diferencia significativa del porcentaje de HLA-A a la cirugia y a la
metéastasis respecto al porcentaje de HLA-A al diagndstico; y no se encontrd
una diferencia significativa de la intensidad de HLA-A a la metastasis
respecto a la intensidad de HLA-A al diagndstico. Sin embargo, si se
encontrd una diferencia significativa de la intensidad de HLA-A a la cirugia
respecto a la intensidad de HLA-A al diagnostico: la mediana de la
intensidad de HLA-A a la cirugia es menor que la mediana de la intensidad
de HLA-A al diagnoéstico (345.159 vs 602.594, respectivamente, p=0.031);
asi mismo, no se encontré una diferencia significativa del porcentaje de
HLA-DR a la cirugia y a la metéstasis respecto al porcentaje de HLA-DR al
diagnostico; y no se encontrd una diferencia significativa de la intensidad
de HLA-DR a la cirugia y a la metéstasis respecto a la intensidad de HLA-
DR al diagnostico.

1113.3 Asociacion entre la expresion de HLA y sobrevida global

Se documentaron 3 (23.1%) decesos; los pacientes en estudio tuvieron una
mediana de los tiempos de seguimiento para la estimacion de la
supervivencia global de 45 meses, tuvieron un tiempo minimo de

seguimiento de 17 meses y tuvieron un tiempo maximo de 136 meses. La
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sobrevida global a los 12, 36 y 60 meses fue estimada en 100%, 91% y 76%,

respectivamente (Figura 5).

1113.4 Discusion
La alta expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de clase |
(MHC-I) en las células de cancer de mama esta asociado con una mejor
sobrevida global; similar asociacion ocurre con la alta expresion de
MHC-II, particularmente con el TNBC. La alta expresion de MHC-1 y
MHC-II traducen una una mejor vigilancia y respuesta inmunoldgica
por los linfocitos T (40). En nuestro estudio, a pesar que no se observo
una diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje y
expresion de MHC-1 (HLA-A) y MHC-11 (HLA-DR) en los tumores de
mama a los tres tiempos durante el seguimiento (diagndstico, cirugia y
metastasis consecuente); si se encontré una diferencia significativa
entre el porcentaje de expresion de MHC-I (HLA-A) a la cirugia
respecto a la intensidad de HLA-A al diagnostico (diferencia de
expresion aprox. 1.5 veces mas al diagnostico, p=0.027) lo que
concuerda con la hipétesis de downregulation inducido por el
tratamiento preoperatorio, asi como mecanismos de evasion inmune.
Recientemente, los estudios que evaltan tratamiento preoperatorio con
medicamentos innovadores como inmunoterapia +/- quimioterapia en
cancer de mama, cancer de pulmon y melanoma maligno demuestran
que, es necesario el microambiente tumoral (“la presencia del tumor
medible”) bajo la racional de generar una respuesta inmune sistémica

mas potente con la exposicién a los antigenos tumorales (al MHC-I o
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MHC-I1) mientras el tumor primario aun estd presente, obteniendo
mejores resultados que el tratamiento adyuvante (posterior a la cirugia)
(41). Esta justificacion se resalta en las terapias de combinacion (como
en el caso de TNBC) donde se genera mayor cantidad de antigenos y
por la tanto, un downregulation compensatorio de MHC-I. En contraste,
HLA-DR no mostré variaciones claras entre los tiempos evaluados.
Un metanalisis que compard la terapia neoadyuvante (inmunoterapia +
quimioterapia) vs. adyuvante en TNBC (n=5114) concluyé que la
terapia neoadyuvante con inmunoterapia (inhibidores de punto de
control) se asocié con mejores resultados de eficacia (sobrevida libre de
eventos) en el escenario neoadyuvante vs. en la fase adyuvante, donde
no se observd beneficio, tanto para los pacientes que alcanzaron
respuesta patologica completa (pCR) o aquellos que quedaron con
enfermedad residual (42). Sobre el tipo de quimioterapia, algunos
estudios reportan que, en cancer de mama, la doxorrubicina (incluso
combinada con inmunoterapia) puede modular una respuesta
proinmune y obtenerse mejores resultados en comparacion de otros
agentes antineoplésicos (43,44). Sin embargo, las antraciclinas ya estan
siendo desplazadas de los regimenes de tratamiento preoperatorio
principalmente en el subtipo HER2-positivo (45,46).

La presentacion de antigenos tumorales es un paso necesario para
producir una respuesta inmunitaria antitumoral sélida en el
microambiente tumoral. Los antigenos tumorales son presentados tanto

a células T CD8 como a CD4 por células presentadoras de antigenos
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profesionales (APCs), como las células dendriticas, utilizando los
MHC-I y MHC-II (47). De alli viene la importancia de la presencia de
tejido tumoral (“tumores de reciente diagndstico”) y la exposicion a
tratamiento oncoldgico (“mayor generacion de respuesta inmune”)
previo a la cirugia en los tumores de mama HER2 (+) y TNBC (48),
donde se visualiza mayor reduccion tamafio tumoral y mayores tasas de
pPCR (llevando a mejores resultados clinicos). En el caso del subtipo
receptor hormonal (RH)-positivo, la pCR no es un objetivo principal,
por lo que se usan estrategias de tratamiento (quimioterapia, terapia
endocrina) basado en caracteristicas clinico-patologicas, asi como en la
sensibilidad del tratamiento y los resultados quidrgicos (49).

Respecto a las caracteristicas clinico-patologicas, si bien se trata de una
pequefia muestra de pacientes, se observé que la mayoria de pacientes
presentan caracteristicas de alto riesgo: altos estadios clinicos (mas
frecuente 111B), alto grado histoldgico, invasion linfovascular presente,
subtipo triple negativo. Algunos estudios locales muestran que la
poblacion peruana con cancer de mama triple negativo es mas joven,
con estadio clinico (EC) Il méas frecuente, mayor compromiso
ganglionar y con mas criterios de alto riesgo de recaida (50). En el
subtipo receptor hormonal (RH)-positivo, un estudio peruano de
pacientes con enfermedad metastdsica (n=127) muestra un
comportamiento “agresivo” de la enfermedad, con mayor incidencia de
enfermedad de novo, alta carga de enfermedad sintomatica,

rapidamente progresiva que requieren tratamiento médico a la brevedad
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(51). Similar situacion se describe en otro estudio peruano (n=102)
donde se muestra pacientes con caracteristicas de agresividad, con alta
carga de enfermedad de novo, con una mediana de sobrevida global al
secuenciar tratamientos de primera y segunda linea comparables a lo
reportado a nivel internacional. No se identificaron biomarcadores
sanguineos pronosticos asociados a una mayor SG en este estudio (52).
Sobre la downregulation que realizan los linfocitos T como mecanismo
de resistencia (evasién de la inmunidad adaptativa), un estudio
internacional de Gonzales-Ericsson Pl et al que evalu6 muestras
tumorales de cancer de mama mostro que se complica su deteccion por
el alto polimorfismo de los genes que codifican las proteinas HLA. Se
evaluaron 16 alelos HLA-A, -B y -C por 15 anticuerpos disponibles en
el mercado para uso en inmunohistoquimica (IHC), reportandose una
mayor incidencia de pérdida de expresién de HLA-A y -B en los
tumores de mama RH-positivo, y pérdida de HLA-B en los tumores
HER2-positivo, mientras que se tuvo una pérdida igual de HLA-A, -B
y -C en el subtipo TNBC. Adicionalmente, se observé que la pérdida
de HLA-A'y -B eran eventos iniciales en lesiones premalignas, mientras
que la perdida de HLA-C era menos frecuente a lo largo de la evolucion
del tumor (metéstasis). Los autores mencionan que el uso de
tratamientos como inmunoterapia (inhibidores de puntos de control) y
las vacunas contra el cancer dirigidas al MHC-I, requieren una
expresion del MHC-I1 en las células tumorales. Estos hallazgos tienen

relevancia segun el subtipo de cancer de mama y de acuerdo con las
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opciones terapéuticas (53). Comparado con nuestros resultados, ambos
estudios comparten la racional que la expresion de HLA es mayor en
fases iniciales (como lesiones premalignas, o tratamiento
preoperatorio), pero en el estudio de Gonzales-Ericsson Pl et al se
describe que el HLA-C tiene menor pérdida a la evolucion de
enfermedad (ejemplo: metastasis) mientras que en nuestro estudio este
resultado no fue significativo. En el seguimiento de HLA segun el
estado del paciente (vivo/fallecido) (Tabla 4) se encontr6 una
diferencia significativa del downregulation de HLA del diagndstico a la
cirugia (p=0.03) en las pacientes vivas, en concordancia con el
downregulation en las muestras tumorales en similares momentos
(diagnostico y cirugia), corroborando los hallazgos.

Respecto a los subtipos, uno de los factores que explican la similitud
entre nuestros resultados con la literatura es la menor frecuencia de
tumores RH-positivo en nuestras muestras (en la literatura, la mayoria
de downregulation se observé en subtipo TNBC). Cabe sefialar que se
tiene en el pais una ausencia de disponibilidad de tinciones para HLA
(muy especificas, de alto costo) por lo que se tuvo que enviar las
muestras a un laboratorio externo.

Con respecto a la SG, se cuenta con estudios que describen que la alta
expresion de MHC-1 y 1l esta asociado con una mayor sobrevida global.
Incluso, se describe una mayor respuesta inmune en pacientes con
subtipo TNBC (que reciben inmunoterapia + quimioterapia) debido a

su beneficio a largo plazo en SG (54) y una mayor respuesta patoldgica
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completa (pCR) en aquellos que reciben inmunoterapia con
quimioterapia neoadyuvante y tienen una alta expresion de MHC-II
(55). Nuestro trabajo es consistente con la disminucidn en intensidad de
HLA-A a la cirugia (downregulation durante el tratamiento
neoadyuvante), respaldando la hipotesis de evasion inmue en el
tratamiento preoperatorio. Probablemente se involucren las vias de
sefializacion, hipermetilacion o defectos en el ensamblaje del MHC
descritos en el fundamento tedrico, disminuyendo el reconocimiento de
los linfocitos CD8, y esto favorece la no asociacion con sobrevida
global en esta cohorte heterogénea y pequefia de muestras tumorales
(56-58).

Si bien la expresion de MHC-1 y Il es considerada pronoéstica, su
impacto varia segun el subtipo de cancer de mama. Este dato es
fundamental, debido a que nuestras muestras tumorales no fueron
expuestas a inmunoterapia; las pacientes con subtipo TNBC fueron
tratadas con la terapia convencional de quimioterapia secuencial con
antraciclinas y taxanos, pudiendo afectar los resultados de sobrevida
global (se calculé en total, con todos los subtipos por el bajo tamafio de
muestra).

Un estudio que evalud la expresion de MHC-I en cancer de mama
mediante next-generation sequencing (NGS) (n=9038), mostro una alta
expresion de MHC-1 (HLA-A y HLA-B) en el subtipo triple negativo,
comparado con HER2-positivo y luminal. Asimismo, los tumores con

alta expresion de MHC-I tenian una alta positividad de PD-L1,
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macrofagos, linfocitos T reguladores e interferon gamma. Los tumores
triple negativo con alto MHC-I estaban asociados con un incremento en
la SG comparado con aquellos con menor expresion (30.1 vs. 15.2
meses, HR 0.55, IC 95%, 0.46-0.65, p<0.0001). Este beneficio en
sobrevida no se observo en tumores HER2-positivo (HR 1.04, IC 95%,
0.74-1.48, p=0.81) y RH-positivo (HR: 0.87, IC 95%, 0.75-1-02,
p=0.09) con MHC-I alto vs. bajo. Los autores concluyen que la alta
expresion de MHC-1 esté asociada con una alta infiltracion inmune en
el tumor, con mejoria de resultados en TNBC, pero no en HER2-
positivo o RH-positivo, sugiriendo que el MHC-I juega un rol critico
en el microambiente tumoral (59).

Es fundamental enfatizar que el tratamiento actual estandar del TNBC
no metastasico es la combinacion de inmunoterapia + quimioterapia;
recientemente, la Red Nacional de Evaluacion de Tecnologias
Sanitarias (RENETSA) ha aprobado el uso de pembrolizumab en
combinacién con quimioterapia para pacientes con TNBC estadio Il y
Il en las instituciones oncolégicas a nivel nacional,
independientemente de la expresion del biomarcador PD-L1 (tanto los
tumores que expresan y no expresan PD-L1 se benefician de la
combinacion) (60). Otro detalle adicional para asegurar la prescripcion
de medicamentos innovadores en el pais es la elaboracion y/o
actualizacion de documentos normativos (Guias de Practica Clinica,
Documentos Técnicos, etc.) institucionales donde se incluyan estas

tecnologias con su respectivo nivel de evidencia, no sélo contar con las
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internacionales (61-63). En este contexto, el INEN cuenta con
documentos actualizados correspondientes al cancer de mama, como,
por ejemplo, el Documento Técnico: “Tratamiento multidisciplinario
del cancer de mama metastasico (2021)” (64) y la “Guia de Practica
Clinica para el diagnostico, estadificacion, tratamiento, rehabilitacion y
seguimiento de pacientes con cancer de mama luminal A y B, estadio
clinico I y II” (2022) (65). Ademas, recientemente se ha publicado la
actualizacion del Documento Técnico: “Manejo multidisciplinario
neoadyuvante/adyuvante del cancer de mama HER?2 y triple negativo”
(2025), conteniendo informacion cientifica actualizada segin la
evidencia actual disponible (66). En nuestro contexto, en las
poblaciones de alto riesgo como lo son triple negativo y HER2-positivo,
el acceso a tecnologias innovadoras durante el tratamiento
preoperatorio (neoadyuvancia) permitira alcanzar mejores resultados al
analizar biomarcadores como HLA por IHC cuando se realicen analisis
exploratorios descriptivos por subtipo (TNBC vs. no-TNBC). El ensayo
traslacional de Balko et al, mostr6 que el MHC-I11y la expresion de IFN
gamma estuvo asociado a una mayor pCR y mejor pronostico con el
uso de atezolizumab (inmunoterapia) en combinacion con
quimioterapia, informacion que se alinea con otros estudios sobre el
subtipo histologico y las diferentes respuestas con inmunoterapia (67).
Una fortaleza de nuestro estudio es la representacion de la variacion de
la expresion de MHC a lo largo del proceso terapéutico y seguimiento

de la evolucion del tumor (diagnostico — cirugia — metastasis). La
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medicion de esta variacion en las muestras tumorales aporta una
perspectiva dindmica que no esta descrita de forma frecuente en la
literatura revisada sobre MHC y cancer de mama, aportando un valor
afiadido, permitiendo la observacion de la dindmica temporal de MHC
como un posible biomarcador pronostico temporal. Recientemente,
MHC-I se esta evaluando como un posible biomarcador de resistencia
a inmunoterapia en modelos animales con TNBC (68,69).

Nuestro estudio tiene potenciales limitaciones. Primero, el anélisis de
las muestras fue realizado de forma externa (el estudio de MHC 1 y Il
fue analizado en un laboratorio extranjero, banco de tumores de la
Universidad Vanderbilt, Estados Unidos), debido a que no se cuenta a
nivel nacional con los reactivos especificos para HLA. Segundo, el
tamafo de muestra pequefio podria afectar los resultados, tanto para la
expresion de MHC (se deberia incorporar una lectura estandarizada de
HLA en estudios locales, estableciendo puntos de cohorte homogéneos
para los bancos de tumores) y como para la sobrevida global (los
subtipos estan mezclados, ausencia de inmunoterapia en los tumores
tratados en fase neoadyuvante). Tercero, se pueden presentar sesgos de
seleccion (biobanco), de clasificacion (medicion de HLA) y confusion
(subtipo molecular del cancer de mama, tratamiento segun subtipo).
Cuardo, nuestro estudio fue unicéntrico; si bien a nivel internacional los
biobancos son una realidad y se enfocan en el estudio activo de tumores
como cancer de mama (70-72), y el INEN cuenta con un Banco de

Tumores calificado y certificado internacionalmente (73), la gran
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mayoria del resto de instituciones oncoldgicas a nivel nacional no
cuentan con biobancos, limitando la reproducibilidad de los resultados.
Pert forma parte de la Red de Biobancos de Latinoamérica y el Caribe
(REBLAC), cuyo objetivo es proporcionar soporte cientifico, técnico,
tecnoldgico y ético mediante muestras bioldgicas humanas de excelente
calidad, que ayuden a impulsar la investigacion con tejidos tumorales
en toda Latinoamérica (74). Los resultados invitan a disefiar un estudio
multicéntrico nacional bajo la asesoria de biobancos REBLAC,
incluyendo analisis por subtipo (TNBC vs. no-TNBC) y con el uso de
potenciales biomarcadores de mayor expresion (TILs, IFN gamma,
etc.) para poder contextualizar el microambiente tumoral en el
poblacién peruana.

El analisis de muestras tumorales mediante biobancos también permite
conocer de forma indirecta la probleméatica nacional acerca de los
tratamientos recibidos en las pacientes con cancer de mama. Se debe
enfatizar que actualmente las pacientes se benefician de tratamientos
mas eficaces segun Guias de Practica (GPC) clinicas internacionales
y/o locales, asi como protocolos de manejo institucionales. Se debe
asegurar el alineamiento y adopcion de las GPC para acceso a
tecnologias innovadoras (como, por ejemplo, inmunoterapia +
quimioterapia en subtipo TNBC no metastasico), permitiendo la
generacion de data local.

Estudios recientes mencionan que el MHC-II tiene una mayor

relevancia en la activacion del microambiente tumoral (75,76) ante la
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progresion y metastasis. Un estudio mostré que el MHC-1I mediante
downregulation puede generar evasion inmune y migracion a los
ganglios linfaticos que drenan alrededor de la mama (y son sitios
criticos de deposito de linfocitos T con respuestas inmunitarias
duraderas). Una subpoblacion de células tumorales fue evaluada en
ganglios linfaticos, mostrando la ausencia de moléculas
coestimuladoras, provocando la expansion de células T reguladoras que

disminuyeron la accién de los linfocitos T efectores en el ganglio (77).
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V.

CONCLUSIONES

En la cohorte de pacientes evaluadas en el estudio se observé una
disminucion significativa de la intensidad de HLA-A (MHC-I) a la
cirugia vs. diagnostico, apoyando la hipdtesis de downregulation

durante al tratamiento neoadyuvante.

No se encontr6 una asociacion significativa entre la expresion de
MHC-I/MHC-II entre diagnostico, cirugia y metastasis a nivel global,
probablemente por el tamafio muestral pequefio y la heterogeneidad

de subtipos.

En la poblacién estudiada, el MHC-II parece ser mas estable durante
el curso clinico de la enfermedad (no variacion al diagnostico, a la
cirugia ni a la metastasis), probablemente por otros factores que

influyen en el microambiente tumoral.

El uso de muestras tumorales en 3 momentos (diagndstico-cirugia-
metastasis) permite visualizar el caracter dinamico de MHC como un

potencial biomarcador temporal.

RECOMENDACIONES

Fortalecer y expandir los biobancos oncolégicos en el Perd, con
protocolos estandarizados de recoleccién y almacenamiento de
muestras tumorales, asi como una lectura uniformizada de MHC con

puntos de corte validados por subtipo

Impulsar estudios multicéntricos que incluya muestras tumorales de
cancer de mama, con la asesoria del Banco de Tumores del INEN,

otros centros oncologicos, y el potencial soporte de REBLAC. Esto
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permitira aumentar el tamafio muestral y representatividad. Ademas,
permitira evaluar otros posibles biomarcadores del microambiente

tumoral.
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VIl.  ANEXOS

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes en el estudio

Frecuencia (%)

Edad, afos

Promedio [Min-Max] 54.1 [30-77]
EC inicial

A 2 (15.4%)
1B 2 (15.4%)
A 1 (7.7%)
1B 6 (46.2%)
1nc 1 (7.7%)
v 1 (7.7%)
Tipo histologico al diagnostico

NOS/NST 5 (41.7%)
Ductal 2 (16.7%)
Apocrino 1 (8.3%)
Lobulillar 1 (8.3%)
NOS 1 (8.3%)
NST 1 (8.3%)
Papilar 1 (8.3%)
No registrado 1
Grado histolégico

Grado 2 2 (18.2%)
Grado 3 9 (81.8%)
No registrado 2
Invasion linfovascular

Positivo 3 (60.0%)
Negativo 2 (40.0%)
No registrado 8
Subtipos

Triple negativo 3 (30.0%)



Receptor hormonal (+) /HER2 (+)
HER2 (+)
Receptor hormonal (+) /HER2 (-)

No registrado

Tipo histoldgico de la pieza operatoria

Ductal

NOS/NST

Lobulillar

Respuesta patologica completa (pCR)
NOS

NST

Margenes

Negativo

Positivo

Tamafio tumoral, mm
Mediana [RIC]

Ganglios linfaticos resecados
Mediana [RIC]

Ganglios linfaticos comprometidos
Mediana [RIC]

EC patoldgico

pCR

A

1B

A

1B

I"nc

Ki-67

20

60

70

Frecuencia (%)
3 (30.0%)
2 (20.0%)
2 (20.0%)
3

6 (46.2%)
3 (23.1%)
1 (7.7%)
1 (7.7%)
1 (7.7%)
1 (7.7%)

10 (76.9%)
3 (23.1%)

30 [20-50]

15 [8-19]

2 [0-7]

1(7.7%)
3 (23.1%)
2 (15.4%)
3 (23.1%)

1(7.7%)
3 (23.1%)

1 (16.7%)
2 (33.3%)
2 (33.3%)



80

No registrado
Neoadyuvancia

Si

No

Tipo de cirugia
Mastectomia
Conservacion

Sitio de metéstasis
Pulmon

Piel

Mama contralateral
Partes blandas

Pleura

Min: minimo, Max: maximo, RIC

: rango intercuartil

Frecuencia (%)
1 (16.7%)
7

8 (61.5%)
5 (38.5%)

11 (84.6%)
2 (15.4%)

3 (23.1%)
3 (23.1%)
3 (23.1%)
3 (23.1%)
1 (7.7%)



Tabla 2. HLA-A (MHC-I) al diagndstico, a la cirugia y a la metastasis.

HLA-A, mediana [RIC]

Intensidad

Porcentaje
Diagnéstico 2.935[1.036-17.210]
Cirugia 2.217 [0.748-15.605]
Metastasis 4.479 [2.396-20.708]

549.795 [375.744-1507.531]
356.381 [258.282-522.094]*
415.689 [244.503-708.068]

* Diferencia significativa respecto al diagnostico, p=0.027. RIC: rango intercuartil.



Figura 1. Seguimiento del porcentaje de HLA-A (MHC-1).
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Figura 2A. Seguimiento de la intensidad de HLA-A (MHC-1).
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Figura 2B. Variacion de la intensidad de HLA-A (MHC-I)
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Tabla 3. HLA-DR (MHC-I11) al diagnéstico, a la cirugia y a la metastasis.

HLA-DR, mediana [RIC]

Porcentaje Intensidad
Diagnostico 0.573 [0.206-4.56] 476.721 [419.166-856.522]
Cirugia 0.818 [0.356-14.576] 577.188 [373.557-920.583]
Metéastasis 2.027 [0.747-13.348] 594.28 [365.904-867.488]

RIC: rango intercuartil



Figura 3. Seguimiento del porcentaje de HLA-DR (MHC-I11) en el tumor.
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Figura 4. Seguimiento de la intensidad de HLA-DR (MHC-11) en el tumor.
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Tabla 4. Seguimiento del HLA (MHC-I, MHC-II) segun estado vital

(vivo/fallecido)

Estado final, mediana [RIC]

Fallecidos, N =3

Vivos, N =10

HLA-A porcentaje
Diagndstico

Cirugia

Metéstasis

HLA-A, intensidad
Diagndstico

Cirugia

Metéstasis

HLA-DR, porcentaje
Diagnostico

Cirugia

Metéstasis

HLA-DR, intensidad
Diagndstico

Cirugia

Metéstasis

1.063 [0.867-2.197]
1.730 [1.000-1.973]
3.396 [2.171-5.816]

321.282 [304.005-470.659]
508.190 [359.727-522.094]
458.510 [415.689-692.617]

0.491 [0.262-0.573]
12.136 [6.243-14.576]
1.877 [1.010-37.358]

492.963 [411.622-578.311]
879.302 [670.174-920.583]
495.205 [422.178-1,283.660]

11.779 [1.955-23.405]
10.800 [0.871-23.480]
4.967 [2.879-49.734]

602.594 [496.805-1,730.899]
345.159 [268.786-621.069]*
368.866 [217.872-699.802]

0.940 [0.255-13.249]
0.700 [0.358-14.285]
2.176 [0.857-12.631]

460.479 [424.057-978.644]
545.717 [276.246-1,038.164]
693.356 [371.489-835.635]

* Diferencia significativa respecto al diagndstico, p=0.031. RIC: rango intercuartil.



Figura 5. Curva estimada de la sobrevida global (SG) en pacientes peruanas

con cancer de mama

1.00+

0.757

0.501

Supervivencia global

0.251

0.001

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144
Tiempo, meses



