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RESUMEN

El carcinoma escamocelular de cabeza y cuello es una de las neoplasias mas frecuentes y
agresivas del tracto aerodigestivo superior, caracterizado por una alta heterogeneidad que
influye en la supervivencia de los pacientes. La interaccion entre células tumorales,
inmunitarias y estromales define el microambiente tumoral, representando un ecosistema
altamente complejo y un desafio para su caracterizacion, dado que la sefial transcriptomica
total refleja la aportacion variable de cada grupo celular. En este contexto, el presente trabajo
tuvo como objetivo identificar poblaciones celulares del microambiente tumoral asociadas a

la supervivencia global a partir de datos transcriptomicos de una base de datos publica.

Se procesaron datos de RNA-seq de la cohorte TCGA-HNSCC (520 muestras), aplicando
filtros de calidad, eliminaciéon de genes no expresados y duplicados, y transformacion
logaritmica, obteniendo una matriz final de 16.766 genes. Las proporciones celulares se
estimaron mediante CIBERSORTx en 381 muestras significativas (p < 0.05), evidenciando
predominio de células T CD4 memoria (18%) y macréfagos MO (17%), con distintos

patrones de infiltracion inmune entre pacientes.

Se construyd un modelo Random Survival Forest integrando proporciones celulares y
variables clinicas en 381 pacientes (C-index OOB = 0.645). El puntaje de riesgo generado se
asocid6 significativamente con la mortalidad (HR = 1.041; IC 95%: 1.034-1.048; p < 0.0001),
con diferencias significativas en supervivencia global entre grupos. Las variables mas
relevantes fueron la edad, los macrofagos MO, el estadio patologico tumoral y el compromiso

ganglionar.

En conclusion, los resultados permiten evidenciar la relacion entre la composicion del
microambiente tumoral y la supervivencia en pacientes con HNSCC, destacando el papel del
componente mieloide, principalmente los macrofagos MO, como posibles factores

pronosticos en esta neoplasia.
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INTRODUCCION

El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) constituye el subtipo mas
comun de las neoplasias del tracto aerodigestivo superior, incluyendo la cavidad oral, la
faringe, la laringe, la cavidad nasal y las glandulas salivales (1,2). A nivel mundial representa
el sexto cancer mas comun y comprende el 6% de todas las neoplasias descritas, con una
incidencia estimada de 650.000 casos anuales, aproximadamente y 350.000 muertes
relacionadas con el (3).

El HNSCC presenta diversos factores de riesgo, como el consumo excesivo de tabaco, el
alcohol, la dieta y la genética (3), aunque existen conocimientos previos de otros factores de
riesgo importantes como la prevalencia de esta enfermedad en hombres, adultos mayores y
personas de nivel socioecondmico bajo (2); en las ultimas dos décadas la incidencia del
HNSCC ha aumentado en pacientes jovenes, especialmente en paises desarrollados (3). Este
incremento se ha asociado a la prevalencia de infecciones virales, como el Virus del Papiloma
Humano (VPH) y el Virus de Epstein-Barr (VEB), los cuales no solo participan en la
carcinogénesis, sino que modulan las interacciones entre las células tumorales y el
microambiente tumoral, influyendo en la respuesta inmune y el comportamiento clinico de la
enfermedad (1,4).

El desenlace clinico desfavorable suele relacionarse con la compleja y heterogénea naturaleza
del microambiente tumoral (TME). Este se define como un conjunto de células tumorales,
inmunes y estromales que rodean el tumor y modulan su progresion (5). Los tratamientos
oncologicos usados actualmente para HNSCC contintian representando un desafio clinico
significativo debido a su heterogeneidad tumoral que condiciona su progresion, respuesta
terapéutica, pronostico y la seleccion de terapias efectivas (6,7), pues suelen centrarse en
eliminar las células tumorales, sin considerar el microambiente tumoral y las poblaciones
inmunes presentes en este.

En este contexto la deconvolucion transcriptomica de datos de RNA-seq ha sido una

herramienta emergente para la estimacion de poblaciones inmunes presentes en el
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microambiente tumoral mediante su expresion génica, facilitando la comprension de su
composicion, dindmica y su biologia. No obstante, la interpretacion de estos datos suele estar
limitada por la complejidad, ya que los componentes del microambiente tumoral contribuyen
de manera diferencial a la sefal transcriptomica global (8).

Herramientas bioinformaticas como CI/BERSORTx, basada en algoritmos aprendizaje
automatico (9), permiten estimar la proporcion de poblaciones celulares inmunes a partir de
datos transcriptomicos, proporcionando un acercamiento al microambiente tumoral en
muestras de HNSCC provenientes de bases de datos publicas como The Cancer Genome
Atlas (TCGA).

A pesar de los distintos avances en el estudio del TME, su caracterizacion sigue siendo
limitada cuando se utilizan enfoques transcriptémicos convencionales (10). Frente a esta
limitacidn, han surgido metodologias alternativas que permiten abordar la heterogeneidad del
microambiente tumoral con mayor resolucion. Sin embargo, técnicas como la secuenciacion
de célula tnica (scRNA-seq) y otras aproximaciones experimentales presentan limitaciones
tanto en costo como a nivel complejidad, lo que limita su aplicacion (11).

Los métodos de deconvolucién transcriptomicos mencionados anteriormente se han
consolidado como una estrategia bioinformatica eficiente para la identificacion de la
composicion celular del microambiente tumoral a partir de datos de expresion génica,
facilitando el estudio en cortes amplias (12,13).

Adicionalmente, la integracion de estas estimaciones celulares con variables clinicas
mediante modelos de aprendizaje automadtico, como el Random Survival Forest (RSF), han
demostrado una aproximacién en la prediccion de supervivencia en pacientes con cancer
(14), al identificar relaciones no lineales entre las caracteristicas del microambiente tumoral y
el prondstico clinico.

En este sentido, el objetivo del presente estudio es estimar la composicion celular de
poblaciones del microambiente tumoral en muestras de HNSCC mediante el uso de métodos
de deconvolucion transcriptomica a partir de datos de RNA-seq, e integrar la informacion
resultante con variables clinicas para la construccion de un modelo predictivo de

supervivencia global.
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1. ANTECEDENTES

En los tltimos afos distintos estudios han abordado la epidemiologia y caracteristicas clinicas
del carcinoma escamocelular de cabeza y cuello desde distintas perspectivas. En
Heterogeneity of the Head and Neck Squamous Cell Carcinoma Inmune Landscape and
Impact on Immunotherapy (15) se evidencid que en el HNSCC presenta una marcada
heterogeneidad dentro del TME, la cual esta asociada a diferencias en la progresion tumoral y
la respuesta a la inmunoterapia. Estos hallazgos se complementan con lo reportado por Farah
et al. (16), donde se demostrd que la heterogeneidad intratumoral se relaciona con un peor
pronostico y una mayor mortalidad en los pacientes, asi como una influencia directa en su
progresion, resistencia y respuesta a tratamientos convencionales (16,17).

Esta complejidad bioldgica se manifiesta en la elevada incidencia a nivel mundial y su
relacion con factores de riesgo como el consumo de tabaco, alcohol e infecciones por VPH o
VEB (1). Molecular Landscape of Head and Neck Cancer and Potential Targets for Therapy
(18) describid que las alteraciones moleculares y transcriptomicas presentes en el HNSCC
contribuyen a la variabilidad clinica observada entre pacientes, reforzando la necesidad de
enfoques terapéuticos mas especificos. Es por ello que se ha planteado la necesidad de
implementar enfoques mds especificos que permitan una mejor caracterizacion del
microambiente tumoral, asi como distintas herramientas que acerquen a una estimacion de
supervivencia basadas en el (18).

Por otra parte, el TME se ha establecido como un componente clave en la biologia del
HNSCC. Se han descrito las complejas interacciones entre células tumorales, inmunes y
estromales, las cuales favorecen diferentes mecanismos de evasion inmune y contribuyen a la
progresion tumoral. En particular, la activacion de vias inmunosupresoras, la infiltracion de
poblaciones inmunes como macrdéfagos asociados a tumores (TAMs) y Linfocitos T, junto
con la regulacion de moléculas como PD-L1 y TGF-B, ha sido asociada con condiciones
hipoxicas e inflamatorias que promueven la heterogeneidad tumoral y limitan la eficacia de
los tratamientos (19).

En relacion con el analisis molecular del HNSCC, diversos estudios han empleado tanto
bases de datos publicas, como proyectos como TCGA-HNSC y herramientas bioinformaticas
para identificar genes diferencialmente expresados asociados a la progresion tumoral;
Johnson et al. (20) describe en su estudio multiples alteraciones moleculares y
transcriptomicas implicadas en el desarrollo y progresion del HNSCC, destacando el

potencial de lo analisis genémicos para la identificacién de biomarcadores y posibles dianas
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terapéuticas. Estos resultados se complementan con lo expuesto por Canning et al. (15) donde
evidenciaron una marcada heterogeneidad inmunoldgica y molecular dentro del TME del
HNSCC, destacando la importancia de caracterizar los perfiles transcriptomicos asociados
con la respuesta terapéutica.

Mediante el analisis de multiples conjuntos de datos transcriptomicos, se han identificado
diversos genes implicados en la progresion tumoral que podria tener relevancia clinica tanto
en el diagndstico como en el pronostico de la neoplasia (21).

Recientemente, la deconvolucion transcriptomica ha surgido como wuna estrategia
prometedora para caracterizar la composicion celular del TME a partir de datos de RNA-seq
de tejido completo. Esta aproximacién computacional permite estimar la abundancia relativa
de diferentes tipos celulares mediante el uso de algoritmos que comparan los perfiles de
expresion génica de muestras heterogéneas con matrices de referencia de poblaciones
celulares purificadas. Herramientas como CIBERSORTZX, que utilizan la matriz de referencia
LM22 compuesta por 22 subtipos de células inmunes, han demostrado ser efectivas para
cuantificar poblaciones especificas como macrofagos, linfocitos T CD4+ y CD8+, células NK
y células dendriticas en diversos tipos de cancer, incluyendo HNSCC (19). Este enfoque
computacional ofrece la ventaja de analizar retrospectivamente grandes cohortes de datos
publicos, como los disponibles en TCGA, sin requerir técnicas experimentales adicionales
como la secuenciacion de célula nica (22).

Los modelos de aprendizaje automatico surgen de igual manera como herramienta importante
para la prediccion de supervivencia en pacientes con cancer. El Random Survival Forest, es
una extension del algoritmo Random Forest (23) adaptada para datos de supervivencia, ha
logrado demostrar una capacidad de integrar variables clinicas y moleculares de manera
simultanea. Estudios recientes han aplicado enfoques bioinformaticos basados en
transcriptomica y modelos de supervivencia en cohortes TCGA-HNSC. Por ejemplo, Zhang
et al. (2024) (24), mediante el uso de modelos de regresion LASSO-Cox y Random Survival
Forest, desarrollaron una firma prondstica asociada a genes relacionados con el aparato de
Golgi, reportando valores C-index entre 0,62 y 0,72 en distintos tipos de cancer, incluyendo
neoplasias como HNSC, lo que respalda el uso como una estrategia valida para la
estratificacion prondstica de pacientes (25).

Esto resalta la necesidad de implementar enfoques que integren herramientas bioinformaticas,
como la deconvolucion transcriptdmica, para estimar la composicion celular del TME y

profundizar en la comprension de su heterogeneidad del TME en el HNSCC, con el fin de
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evaluar si la composicion del microambiente tumoral podria estar relacionada con la

supervivencia de los pacientes con esta neoplasia.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El carcinoma escamocélular de cabeza y cuello sigue representando un importante problema
de salud publica debido a su alta incidencia, agresividad bioldgica y limitadas tasas de
supervivencia en estadios avanzados. A pesar de los avances en el conocimiento molecular de
esta neoplasia y del desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, aun persisten dificultades
para comprender completamente los mecanismos asociados con la progresion tumoral, la
heterogeneidad clinica y el pronéstico de los pacientes.

Este caracteristico microambiente tumoral limita la capacidad de diferenciar las distintas
poblaciones celulares presentes en el TME, dificultado su caracterizacion y la comprension
del papel de la heterogeneidad tumoral en neoplasias como HNSCC (19,26).

Técnicas como scRNA-seq permiten analizar la heterogeneidad celular con mayor resolucion,
sin embargo, la implementacion de este tipo de técnicas en estudios a gran escala se suele ver
restringida por temas de costos y procesamientos, la necesidad de protocolos complejos para
la obtencion y preservacion de las muestras, asi como la generacion de datos altamente
dimensionales que requieren analisis bioinformdaticos avanzados y problemas técnicos como
el ruido transcriptomico, los efectos de lote y los eventos de dropout, los cuales pueden
afectar la deteccion precisa de genes y poblaciones celulares. Adicionalmente, la
disponibilidad y calidad de las muestras tumorales representan una limitacion importante para
su aplicacion rutinaria en cohortes clinicas amplia (27,28).

En este contexto, los métodos de deconvolucion transcriptomica han surgido como una
alternativa bioinformatica que permite estimar la proporcion de diferentes conjuntos celulares
a partir de datos de expresion génica derivados de muestras heterogéneas (29). Herramientas
como CIBERSORTx han demostrado gran utilidad para inferir la composicion celular del
TME en diversos tipos de cancer, facilitando su estudio en cohortes amplias (30).

Por lo tanto, surge la necesidad de implementar enfoques informaticos basados en la
deconvolucion transcriptdmica que permitan la caracterizacion de manera mas precisa de las
poblaciones celulares presentes en el TME en pacientes con HNSCC, contribuyendo a una

mejor comprension de su heterogeneidad.
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3. JUSTIFICACION

El presente estudio se justifica en la necesidad de transformar datos transcriptomicos masivos
y complejos en informacion con utilidad clinica para el carcinoma escamocelular de cabeza y
cuello. Actualmente se reconoce la importancia del TME, sin embargo la naturaleza de los
datos predominantes en cohortes como TCGA, basados en Bulk RNA-seq, presenta una
limitacién critica: la mezcla de senales celulares que oculta la verdadera composicion
biologica del tumor (1,15).

La deconvolucién transcriptomica es una alternativa bioinformatica que permite estimar las
proporciones de las poblaciones celulares a partir de datos de expresion génica derivados de
muestras heterogéneas (29). Al aplicar herramientas como CIBERSORTX, es posible alcanzar
una resolucion celular detallada a partir de datos masivos ya existentes, lo cual otorga una
mayor potencia estadistica al que ofrecen técnicas como el scRNA-seq, cuyas limitaciones de
costo y complejidad técnica restringen su uso a gran escala (15,28). Este enfoque permite
identificar a las poblaciones clave como:linfocitos, fibroblastos o células supresoras, que
estan asociadas con la progresion de la enfermedad, optimizando recursos y aprovechando la
disponibilidad de datos publicos (29,31).

A diferencia de los andlisis estadisticos convencionales que asumen linealidad, el RSF
captura la complejidad bioldgica del HNSCC, donde las variables interactian de forma
dindmica y no lineal (32). La utilidad del RSF para el estudio de la supervivencia destaca ya
que permite identificar firmas celulares que actian como biomarcadores prondsticos con una
precision superior (32,33). Al alimentar el modelo simultaneamente con la composicion del
TME y variables clinicas, se genera una herramienta capaz de predecir con mayor robustez el
riesgo de recurrencia o mortalidad, facilitando una estratificacion de pacientes (34,35).

El conjunto de ambas herramientas (deconvolucion + RSF) permite hacer una descripcion
bioldgica a la prediccion clinica. Por lo tanto, surge la necesidad de implementar enfoques
informaticos basados en la deconvolucion transcriptdmica que permitan la caracterizacion de
manera mas precisa de las poblaciones celulares presentes en el TME en pacientes con
HNSCC, e integrar dicha informacion con variables clinicas mediante modelos de prediccion
de supervivencia. Esto contribuye a una mejor comprension de su heterogeneidad y
comportamiento clinico, estableciendo una base solida para la identificacion de nuevos
blancos terapéuticos y el disefio de modelos predictivos que impacten directamente en la

personalizacion del tratamiento y el prondstico de los pacientes con esta neoplasia.
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OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Identificar poblaciones celulares asociadas a la prediccion de la supervivencia global con
carcinoma de célula escamosa de cabeza y cuello, mediante deconvolucion de RNA-seq

provenientes de cohortes disponibles en bases de datos publicas.

4.2 Objetivos especificos

e Compilar y procesar datos transcriptomicos (RNA-seq) de muestras tumorales de
pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello obtenidos de bases
de datos publicas, asegurando su normalizacion y calidad para anélisis posteriores.

e Estimar proporciones de subpoblaciones celulares presentes en muestras tumorales de
pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello mediante
deconvolucion transcriptomica.

e Implementar un modelo de prediccion de supervivencia basado en las proporciones
celulares obtenidas por deconvolucion y las variables clinicas asociadas a los

pacientes de la cohorte TCGA-HNSC.



4 MARCO REFERENCIAL

Carcinoma escamocelular en cancer de cabeza y cuello

Definicidn y caracteristicas principales

El carcinoma escamocelular de cabeza y cuello es una de las neoplasias mas malignas que
afecta la cavidad oral, la faringe, la laringe, la cavidad nasal y las glandulas salivales (1). A
nivel mundial representa el sexto cancer mas comin y comprende el 6% de todas las
neoplasias, con una incidencia estimada de 650.000 casos anuales y 350.000 muertes
relacionadas (19).

El HNSCC presenta diversos factores de riesgo, como el consumo excesivo de tabaco, el
alcohol, la dieta y la genética (19). Adicionalmente, se ha documentado mayor prevalencia en
hombres, adultos mayores y personas de nivel socioeconémico bajo (1). En las tltimas dos
décadas, la incidencia del HNSCC ha aumentado en pacientes jovenes, especialmente en
paises desarrollados (19,20).

Uno de los principales desafios en el manejo de esta neoplasia radica en la deteccion tardia y
la falta de biomarcadores fiables que permitan una estratificacion precisa del riesgo (36). La
mayoria de los pacientes son diagnosticados en estadios locorregionalmente avanzados, lo
que limita las opciones terapéuticas y aumenta el riesgo de recurrencia y metastasis (37). Esta
situacion subraya la necesidad de comprender con mayor profundidad los mecanismos

bioldgicos subyacentes a su progresion y resistencia.

Epidemiologia

El carcinoma escamocelular de cabeza y cuello es el sexto cancer méas comun (19),
representando aproximadamente 890.000 casos nuevos (el 4,5% de todos los diagndsticos de
cancer en el mundo) y 450.000 muertes por afio. La incidencia incluye aproximadamente
380.000 casos de cancer de labio y cavidad oral, 185.000 de laringe, 133.000 de nasofaringe,
98.000 de orofaringe, 84.000 de hipofaringe y 54.000 de glandulas salivales (1,38).

La tasa de incidencia y mortalidad de esta neoplasia puede presentar una variacion bastante
amplia segin la region geografica y las caracteristicas demograficas. A nivel mundial, el
HNSCC es méas comun en hombres que en mujeres, con una proporcion hombre-mujer de
2:1, y en adultos mayores de 50 afios (38). Las tasas de incidencia de HNSCC son mas altas

en el sur de Asia, seguidas por Europa central y oriental, y por Sudamérica (2).
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En los ultimos afios, la incidencia global del HNSCC ha mostrado un aumento sostenido,
especialmente en poblaciones jovenes, con una proyeccion de incremento del 20% para el
afio (38). Este fenomeno se atribuye tanto a cambios en los estilos de vida, incluyendo el
aumento del consumo de tabaco y alcohol, como a la mayor prevalencia del cancer

orofaringeo asociado al virus del papiloma humano (2).

Factores de riesgo

El HNSCC presenta diversos factores de riesgo bien establecidos. A nivel mundial, el tabaco
y el alcohol representan aproximadamente el 72% de los casos, con un efecto sinérgico que
puede incrementar el riesgo hasta 40 veces cuando se combinan (39,40).

El consumo de tabaco, principal factor etiologico, estd implicado en el 75% de los casos en
Europa Occidental, principalmente debido a su contenido de carcindogenos como
hidrocarburos aromadticos policiclicos y nitrosaminas que generan dafio directo al ADN
(40,41). Los fumadores activos tienen un riesgo 5-25 veces mayor de desarrollar HNSCC en
comparacion con los no fumadores(40).

El riesgo de desarrollar HNSCC aumenta de manera dependiente de la dosis, cantidad y
frecuencia del consumo de alcohol. Se ha demostrado que las personas que consumen mas de
tres bebidas alcohdlicas por dia tienen mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad (1,40).

A nivel mundial, el tabaco y el alcohol representan el 72% de los casos de HNSCC, y el 35%
(casi la mitad) se atribuye a la combinacién de ambos(40).

En las ultimas dos décadas, la infeccion por el virus del papiloma humano ha surgido como
un factor de riesgo critico, especialmente en paises desarrollados, donde representa el 72% de
los casos orofaringeos. Se han identificado mas de 20 serotipos del virus; sin embargo, el
VPH16 es responsable de aproximadamente el 80-85% de los casos orofaringeos
relacionados con este tipo de cancer (2,42).

La oncogénesis ocurre con la infeccion viral de los queratinocitos basales, expuestos a micro
abrasiones causadas por el contacto sexual (42). Los factores de riesgo para el cancer
orofaringeo asociado al VPH incluyen antecedentes como multiples parejas sexuales, sexo
oral y un sistema inmunologico debilitado(40). La prevalencia de esta neoplasia asociada al
VPH ha aumentado en los paises desarrollados en los ultimos afios, particularmente en
adultos jovenes, superando incluso los casos de cancer de cuello uterino reportados en paises
desarrollados como Estados Unidos (43).

El HNSCC presenta caracteristicas distintivas en cuanto a su relacion con el virus del

papiloma humano. Mientras que los tumores VPH-negativos se caracterizan por mutaciones
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en el gen supresor tumoral TP53, una disminucion de pl6 y alteraciones en el gen del
retinoblastoma (Rb), los tumores VPH-positivos presentan un perfil molecular distintivo
caracterizado por la inactivacion de p53 mediada por la proteina viral E6, sobreexpresion de
p16 por inactivacion de Rb via E7, y mutaciones en el gen PIK3CA (19,44).

Clinicamente, los tumores inducidos por VPH se presentan predominantemente en pacientes
jovenes que no suelen tener antecedentes de tabaquismo o consumo excesivo de alcohol, se
localizan mas cominmente en las amigdalas de la orofaringe (19), lo que probablemente
contribuye a mejores resultados y tasas de supervivencia en comparacion con los pacientes
con tumores VPH-negativos.

Por su parte, el Virus de Epstein-Barr esta fuertemente asociado con el carcinoma
nasofaringeo, particularmente en regiones endémicas del sur de Asia, el Mediterraneo y el
norte de Africa, especialmente en la forma no queratinizante-indiferenciada, lo que lo
convierte en un factor etiologico central para este subtipo de tumor (20). A nivel molecular, la
oncogénesis mediada por VEB se explica mediante la expresion de genes virales como
EBNAI1, LMP1 y LMP2A, asi como pequefios microARN virales (EBERs, miRNA BART)
que reprograman la célula (44,45). LMP1 actia como un activador constitutivo de vias
proliferativas e inflamatorias como NF-kB y MAPK, promoviendo la supervivencia celular y
resistencia a la apoptosis, mientras que LMP2A contribuye a sefiales de supervivencia y
mantenimiento de la latencia viral (45,46). Los tumores asociados al VEB presentan tasas
mas bajas de mutaciones en genes supresores de tumores, se asocian con menor consumo de
tabaco y alcohol, y son mas sensibles a radiacion y quimioterapia (43).

La inmunodeficiencia resultante de la infeccion por VIH o un trasplante de érgano solido se
ha relacionado con una mayor susceptibilidad al HNSCC(40). Finalmente, la exposicion a
carcindgenos ocupacionales o ambientales, una higiene bucal deficiente y una predisposicion
genética pueden representar factores de riesgo en menor medida (40,47).

La heterogeneidad etiologica del HNSCC se refleja en distintos perfiles moleculares, clinicos
e inmunolégicos que influyen directamente en el microambiente tumoral, la respuesta
terapéutica y el prondstico de los pacientes. A pesar de los avances en la comprension de
estos factores, este tipo de cancer continia diagnosticandose en etapas avanzadas, lo que se
traduce en una supervivencia global inferior al 50% a los 5 afios (48). Los desafios actuales
se centran en el diagndstico temprano, la identificacion de biomarcadores predictivos y el
control de los factores de riesgo modificables, con el fin de reducir la recurrencia y la

resistencia terapéutica en pacientes con HNSCC (49).
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Heterogeneidad y microambiente tumoral

El microambiente tumoral es un ecosistema altamente complejo que se compone tanto de
células no cancerosas como de matriz extracelular que rodea el tumor (50).

Las células no cancerosas que componen el microambiente tumoral incluyen células inmunes
como macrofagos asociados a tumores, células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs),
células T reguladoras (Tregs), células dendriticas (DCs) y células Natural Killer (NK) ( The
role of the tumor microenvironment in HNSCC resistance and targeted therapy), asi
como células no inmunes tales como fibroblastos asociados a cancer (CAFs) y células
endoteliales (51). Los componentes no celulares del microambiente tumoral suelen contener
colageno, laminina, fibronectina y elastina, entre otros (50). Estas poblaciones y componentes
celulares se infiltran en el tumor e interactian con las células tumorales y entre si, generando
redes complejas de interaccion.

El HNSCC logra evadir el reconocimiento y la eliminacidn por parte del sistema inmunitario,
activa la inmunosupresion y facilita la progresion tumoral (50), proporcionando un entorno

favorable para la progresion tumoral, el desarrollo de resistencia y la metastasis.

Papel del sistema inmune en el HNSCC

El complejo microambiente tumoral del HNSCC abarca componentes celulares y moleculares
diversos, los cuales se interrelacionan directamente con el pronostico de los pacientes que
padecen esta neoplasia. Entre estos componentes, el sistema inmunitario desempena un papel
indispensable desde el inicio de la progresion tumoral. Se ha descrito que la inmunosupresion
es un factor de riesgo importante en el desarrollo de esta enfermedad. La insuficiencia de la
respuesta inmunitaria contra las células cancerosas se puede atribuir a la formacién de células
inmunitarias inhibidoras y a la secrecion de citocinas y mediadores represores, lo que
conlleva a la evasion inmune (52).

Las células inmunitarias como las Tregs, los TAMs y las MDSCs favorecen la progresion del
cancer y el escape inmunitario (52,53). Las Tregs son un subtipo de células T CD4 que
previenen enfermedades autoinmunitarias; sin embargo, estas se subdividen en dos grupos:
las derivadas del timo (Tregs) y las derivadas de la periferia (pTregs) (52). Estas células se
ensamblan en el microambiente tumoral como respuesta a las quimiocinas liberadas por las
células tumorales y los macrofagos, actuando como supresoras de la respuesta inmunitaria

antitumoral (54). Las Tregs inactivan directamente las células T efectoras mediante la
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liberacion de citocinas inmunosupresoras como IL-10, IL-35 y TGF-f, debilitando la
secrecion de IL-2, la cual es esencial para la supervivencia de las células T efectoras (52).

La proporcion de los diferentes subgrupos de células T es clave para estimar la aparicion y
progresion tumoral (55). Las proporciones de CD8,CD4 y CD8 FOXP3 suelen ser las
medidas mas utilizadas para evaluar la potencia de la actividad inmunitaria (52).
Especificamente, estas proporciones solo se consideran supresoras de tumores si las células T
CD8+ aumentan en comparacion con las células T FOXP3+ y/o CD4+ después del
tratamiento con radioterapia o inhibidores de puntos de control inmunitarios (52,55). La
elevada proporcion de CD8+/FOXP3+ indica que las células tumorales se han escapado del
control inmunitario, teniendo en cuenta que suprimir otras células inmunitarias es una de las
funciones mas relevantes de las células Tregs (53) .

Ademas, se ha descubierto que las células Tregs FOXP3+ intratumorales de pacientes con
HNSCC generan un microambiente tumoral inmunosupresor mediante la regulacion positiva
de los receptores de puntos de control inmunitarios (56).

Las células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs) son un grupo de diversas células que
nacen a partir de la médula 6sea y pasan por diversos procesos de diferenciacion hasta que se
convierten en macréfagos, neutréfilos o células dendriticas. No obstante, estas células se
producen y activan en condiciones patoldgicas como el cancer (52). Las MDSCs restringen la
actividad antitumoral de los linfocitos T citotoxicos, ademas de reducir la accion de las
células proinflamatorias como las NK y las DCs.

Los macréfagos asociados al tumor son macrofagos que se infiltran en el microambiente
tumoral. Estas células desempefian un papel importante en la carcinogénesis oral al influir en
el crecimiento, la progresion y la metastasis tumoral mediante mecanismos de
inmunosupresion (52). Existen dos fenotipos principales de TAMs: el fenotipo M1, que
corresponde a la activacion clésica con actividad antitumoral, y el fenotipo M2, de activacion

alterna, que posee actividad promotora de tumores (57).

Biomarcadores inmunes

El desarrollo y progresion del carcinoma escamocelular de cabeza y cuello no dependen
unicamente de alteraciones intrinsecas de las células tumorales, sino también de la compleja
interaccion con el microambiente tumoral , el cual desempena un papel fundamental en la
invasion, metastasis y evasion inmunologica de la neoplasia (35). En este contexto, la célula

tumoral promueve la generacion de un entorno inmunosupresor mediante la disfuncién de
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células inmunitarias, alteracion de citocinas inflamatorias e induccion de puntos de control
inmunitario (58). Entre los principales biomarcadores inmunes implicados en este proceso
destacan PD-L1 y CTLA-4, moléculas reguladoras que inhiben la activaciéon y funcion
efectora de los linfocitos T. PD-L1, expresado tanto en células tumorales como en células
inmunes del TME, interactua con el receptor PD-1 presente en linfocitos T, reduciendo su
proliferacion, secrecion de citocinas y capacidad citotoxica, favoreciendo asi la apoptosis de
células efectoras y la expansion de linfocitos T reguladores (Tregs) (58,59). De manera
similar, CTLA-4 limita la activacion de los linfocitos T al competir con CD28 por los
ligandos CD80/CD86 en células presentadoras de antigeno, promoviendo un microambiente
inmunosupresor asociado con menor infiltracion de células T efectoras (60). Por otro lado,
los linfocitos T CD8 constituyen uno de los principales mecanismos de defensa antitumoral
mediante la liberacion de perforinas y granzimas; sin embargo, su actividad puede verse
limitada por fendémenos de agotamiento inmunologico mediados por puntos de control
inmunitarios como PD-1 y TIM-3 (61). En contraste, las células T reguladoras caracterizadas
por la expresion del factor de transcripcion FOXP3 favorecen la inmunosupresion tumoral
mediante la secrecion de IL-10, IL-35 y TGF-B, ademas de inhibir la proliferacion de
linfocitos T efectores, asociandose con resistencia terapéutica y peor prondstico clinico en
HNSCC (60). Finalmente, el interferon gamma (IFN-y), producido principalmente por
linfocitos T CD8 y células NK, participa en la activacion de respuestas inmunes
antitumorales promoviendo la presentacion antigénica y la polarizacion de macréfagos hacia
fenotipos M1 proinflamatorios; niveles elevados de esta citocina se han relacionado con

microambientes inmunoldgicamente activos y mejores respuestas terapéuticas (62).

Transcriptdmica y métodos de caracterizacion celular

Transcriptomica bulk vs. secuenciacion de célula tnica

La transcriptomica bulk ha representado uno de los enfoques mas ampliamente utilizados
para el estudio de tumores solidos, permitiendo cuantificar los niveles promedio de expresion
génica provenientes de una mezcla de células en una misma muestra. Esta aproximacion
ofrece una vision global del transcriptoma tumoral, reflejando la actividad promedio de todos
los tipos celulares presentes, aunque sin discriminar las contribuciones especificas de cada
uno. Entre sus principales ventajas se destacan su robustez técnica y su bajo costo relativo, lo

que la convierte en una herramienta idoénea para estudios con grandes cohortes de pacientes.
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Gracias a ello, existen repositorios publicos como The Cancer Genome Atlas, que
proporcionan datos de expresion asociados a metadatos clinicos y de supervivencia,
facilitando analisis correlacionales de gran alcance (43).
En contraste, la secuenciacion de ARN de célula Unica permite cuantificar la expresion
génica en cada célula individual, lo que permite identificar subtipos celulares, estados
funcionales transitorios y poblaciones raras que pueden pasar inadvertidas en andlisis
masivos. De igual manera, permite la reconstruccion de redes de interaccion célula a célula
dentro del microambiente tumoral, proporcionando una comprensiéon mas precisa de los
mecanismos inmunolédgicos y de resistencia terapéutica (59,61).
Existen diversas ventajas tanto estadisticas como de rangos de referencia al momento de usar
scRNA-seq; sin embargo, su elevado costo, la exigencia de un procesamiento y conservacion
de tejido especifico, pueden permitir que ocurra "dropout" (genes con lecturas ausentes en
muchas células), y presentar problemas de batch effect y de representatividad cuando las
cohortes clinicas son grandes (59).

Por otro lado, bulk RNA-seq ofrece potencia estadistica y acceso a grandes muestras, pero
promedia sefiales y oculta subpoblaciones (60).

Muchos estudios recientes han usado ambos enfoques de manera complementaria
(scRNA-seq para derivar firmas y definir poblaciones, y bulk RNA-seq para analizar grandes
cohortes y asociarlas con desenlaces clinicos), demostrando que la integracién aporta mayor

comprension biologica y clinico-pronostica (43,64)

The Cancer Genome Atlas (TCGA) como recurso para estudios del TME

The Cancer Genome Atlas es uno de los repositorios piblicos méas importantes en oncologia,
que proporciona datos gendmicos, transcriptomicos y clinicos de mas de 33 tipos de cancer,
incluyendo el HNSCC (65). El proyecto TCGA-HNSC comprende datos de expresion génica
(RNA-seq) de aproximadamente 500 muestras tumorales primarias, acompanadas de
informacion clinica detallada que incluye estadio tumoral, estado de VPH, tratamiento
recibido y datos de supervivencia (66).

La disponibilidad de estos datos de acceso abierto ha facilitado el desarrollo de estudios
retrospectivos de gran escala que permiten identificar firmas moleculares asociadas al
pronostico, validar biomarcadores y caracterizar la heterogeneidad del TME sin requerir
nuevas cohortes experimentales (67). En el contexto del HNSCC, multiples estudios han

utilizado datos de TCGA para estratificar pacientes segun perfiles de infiltracion inmune,
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correlacionar la expresion de genes inmunoldgicos con la supervivencia global y evaluar la
relacion entre la composicion del TME y la respuesta a terapias (68).

Principio de la deconvolucion transcriptomica

La deconvolucion transcriptdmica es una estrategia computacional que busca descomponer la
sefial global de un bulk RNA-seq en las contribuciones relativas de distintos tipos celulares .
Su funcionamiento se basa en el siguiente principio: si se conoce o se estima un conjunto de
firmas genéticas representativas de cada tipo celular (es decir, genes que se expresan
diferencialmente en esa poblacion), se puede modelar la expresion observada en la mezcla
como una combinacidon lineal ponderada de esas firmas y, a partir de alli, estimar las
proporciones relativas de cada tipo celular (59).

Elementos clave del enfoque:

e Firmas de referencia: Matrices como LM22 (utilizada por CIBERSORTXx) que
contiene 22 subtipos inmunes, o firmas derivadas de scRNA-seq de referencia.
Estudios recientes en HNSCC han construido matrices especificas a partir de
scRNA-seq y las han usado para refinar estimaciones en cohortes bulk (9,59,64).

e Modelado estadistico: Los métodos varian e incluyen regresion (support vector
regression en CIBERSOFT), métodos basados en enriquecimiento de firmas (xCell),
optimizacién de mezcla no negativa, o enfoques bayesianos, cada uno con supuestos
distintos respecto a ruido, colinealidad entre firmas y presencia de tipos no modelados
9).

e Salida: Proporciones relativas (valores entre 0 y 1 que suman 1) o scores de
enriquecimiento. Algunas implementaciones como CIBERSORTx permiten ademas
imputar perfiles de expresion especificos por tipo celular dentro de la muestra (9).

La deconvolucién transcriptomica representa una herramienta poderosa para caracterizar el
infiltrado inmune a partir de datos bulk RNA-seq, aprovechando el amplio repositorio de
bases publicas como TCGA. Su principal fortaleza radica en la capacidad de estimar
proporciones celulares y correlacionarlas con variables clinicas y de supervivencia a gran
escala; ademas, cuando se emplean firmas derivadas de scRNA-seq del mismo tipo tumoral,
como HNSCC, la precision del modelo aumenta notablemente (64,69).

Sin embargo, su desempefio depende de la calidad de la matriz de referencia y puede verse
afectado por la colinealidad entre firmas o la subrepresentacion de poblaciones raras (20). Por
ello, es necesario normalizar adecuadamente los datos, aplicar correccion por lote y validar

los resultados con marcadores especificos. Este enfoque metodoldgico resulta especialmente
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pertinente para el presente estudio, ya que permite identificar poblaciones inmunes asociadas
al prondstico clinico en HNSCC mediante la integracion de cohortes transcriptomicas
amplias y su validacion con andlisis de supervivencia, fortaleciendo la robustez y la
interpretacion biologica de los hallazgos (69)

Aplicaciones clinicas y perspectivas

La caracterizaciéon del microambiente inmune en el carcinoma escamocelular de cabeza y
cuello ha cobrado especial relevancia en los tltimos afios debido a su impacto directo en el
pronostico y la respuesta terapéutica de los pacientes. El estandar de atencion para HNSCC
ha evolucionado favorablemente con la incorporacion de inhibidores de puntos de control
inmunitario. Los farmacos anti-PD-1/PD-L1, como pembrolizumab y nivolumab, son los
primeros que han demostrado beneficios pronosticos significativos para el tratamiento de esta
neoplasia, tanto en enfermedad recurrente como metastasica (20,69)

Sin embargo, a pesar de estos avances, la tasa de respuesta global a la inmunoterapia en
HNSCC sigue siendo limitada, oscilando entre el 13% y el 18% en monoterapia (19). Esta
baja tasa de respuesta subraya la necesidad critica de identificar biomarcadores predictivos
que permitan seleccionar a los pacientes que se beneficiaran de estas terapias. En este
contexto, la expresion de PD-L1 mediante inmunohistoquimica ha sido el biomarcador mas
estudiado; no obstante, su valor predictivo es limitado debido a la heterogeneidad de
expresion intratumoral y a la falta de estandarizacion en los umbrales de positividad.

La composicion del microambiente inmune ha emergido como un factor pronostico
independiente en HNSCC. Estudios han demostrado que una alta infiltracion de linfocitos T
CDS8 se asocia con mejor supervivencia global, mientras que la presencia predominante de
macrofagos M2 y células T reguladoras (Tregs) se correlaciona con peor prondstico y
resistencia terapéutica. Especificamente, la proporcion CD8,FOXP3 ha mostrado ser un
indicador robusto del balance entre inmunidad antitumoral e inmunosupresion, con potencial
para predecir la respuesta a inhibidores de puntos de control inmunitario.

La identificacion de subpoblaciones inmunes especificas mediante deconvolucion
transcriptomica ofrece una ventaja significativa para comprender los mecanismos de
resistencia y progresion tumoral. Este enfoque permite no solo cuantificar la infiltracion de
diferentes tipos celulares, sino también correlacionar estos perfiles con desenlaces clinicos
como la supervivencia libre de enfermedad, la supervivencia global y la respuesta a
tratamientos especificos. Ademas, facilita la estratificacion de pacientes en subgrupos de

riesgo, lo que podria guiar decisiones terapéuticas mas informadas.
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El futuro de la inmunoterapia en HNSCC se orienta hacia estrategias combinadas que
integren inhibidores de puntos de control con otros agentes que modulen el microambiente
tumoral. Por ejemplo, terapias dirigidas a reducir la actividad inmunosupresora de MDSCs y
TAMs M2, o estrategias que potencien la actividad de células T efectoras, podrian mejorar
significativamente las tasas de respuesta. En este sentido, la caracterizacion molecular y
celular del TME mediante deconvolucion transcriptdmica no solo contribuye a la
identificacion de biomarcadores prondsticos, sino que también abre la puerta al desarrollo de
terapias dirigidas y personalizadas basadas en el perfil inmunologico especifico de cada
paciente.

Asimismo, desde una perspectiva traslacional, los hallazgos derivados de analisis de
deconvolucion en grandes cohortes como TCGA pueden ser validados experimentalmente
mediante técnicas como citometria de flujo multiparamétrica o secuenciacion de célula tnica,
generando asi un ciclo de retroalimentacion que fortalece tanto el conocimiento basico como
la aplicacion clinica. La integracion de datos gendmicos, transcriptomicos y clinicos

representa un pilar fundamental para avanzar hacia la medicina de precision en oncologia.

Modelos algoritmicos para la prediccion prondstica

La estimacion de la composicion celular del TME mediante técnicas de deconvolucion
transcriptomica ha permitido integrar variables biologicas en modelos de Machine Learning
cada vez mas precisos para la estratificacion del riesgo y la prediccion de supervivencia
global (OS) en pacientes con HNSCC (33). La combinacion de perfiles inmunolégicos con
datos genomicos y clinicos ha demostrado mejorar la capacidad predictiva de los modelos
pronosticos frente a los métodos clinicos convencionales. Se ha evidenciado que la
integracion de datos transcriptomicos, mutacionales y de composicion celular inferida
mediante deconvolucion resulta fundamental para refinar la clasificacion molecular del

HNSCC y caracterizar subtipos tumorales con implicaciones prondsticas y terapéuticas (70)

Dentro de estos enfoques, algoritmos como Random Forest, han mostrado un desempefio
superior en la identificacion de patrones complejos asociados con progresion tumoral, riesgo
metastasico y respuesta a inmunoterapia (70,71). Asimismo, el uso de métodos de seleccion
de variables como LASSO Cox Regression ha permitido identificar firmas génicas reducidas
asociadas con perfiles de baja infiltracion inmune y mayor riesgo de escape inmunologico,

los cuales se correlacionan con peor supervivencia global en HNSCC (71) .
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En particular, el algoritmo Random Survival Forest ha emergido como una de las
aproximaciones de ML mas robustas para el analisis de supervivencia en oncologia, debido a
que constituye una extension del algoritmo Random Forest disefada especificamente para
datos censurados (23). A diferencia de la regresion de Cox convencional, el RSF no requiere
asumir proporcionalidad de riesgos ni relaciones lineales entre las variables predictoras y el
desenlace, permitiendo modelar interacciones complejas entre variables clinicas,
transcriptomicas y componentes del TME. Adicionalmente, el RSF permite estimar la
relevancia de cada predictor mediante el indice de importancia de variables (Variable
Importance, VIMP), el cual cuantifica la contribucién individual de cada variable al
desempefio global del modelo. Valores positivos de VIMP indican variables con aporte
prondstico relevante, mientras que valores cercanos a cero o negativos sugieren baja utilidad

predictiva.

El desempeiio de los modelos de supervivencia suele evaluarse mediante el indice de
concordancia de Harrell (C-index), métrica que mide la capacidad discriminativa del modelo
para ordenar correctamente a los pacientes seglin su riesgo de mortalidad. Sus valores oscilan
entre 0.5, equivalente a una prediccion aleatoria, y 1.0, correspondiente a una discriminacion
perfecta; en modelos oncolégicos basados en transcriptomica, valores superiores a 0.60
suelen considerarse clinicamente relevantes (32). Ademas, la evaluacion prondstica puede
incluir modelos de regresion de Cox para estimar el Hazard Ratio (HR), curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier y pruebas de log-rank para comparar diferencias de
supervivencia entre grupos de riesgo. Finalmente, los modelos RSF utilizan predicciones
out-of-bag (OOB), generadas a partir de muestras no utilizadas en el entrenamiento de cada
arbol, lo que permite estimar internamente el desempefio predictivo del modelo sin requerir

un conjunto de validacion independiente.

DISENO METODOLOGICO

6.1 Universo

Pacientes diagnosticados con carcinoma escamocelular de cabeza y cuello incluidos en el
proyecto The Cancer Genome Atlas, con datos disponibles de RNA-seq y variables clinicas

asociadas.
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6.2 Poblacion

Todos los pacientes con diagnostico confirmado de carcinoma de célula escamosa de cabeza
y cuello cuyos datos de expresion génica y metadatos clinicos han sido dispuestos en bases de
datos publicas.
e Fuentes de datos: La informacion se obtuvo directamente de la cohorte de The
Cancer Genome Atlas, utilizando la interfaz de TCGA Biolinks para el acceso,

descarga y estandarizacion de los datos.

6.3 Muestra

La muestra del estudio esta conformada exclusivamente por los perfiles transcriptomicos de

muestras tumorales primarias que cumplan con los criterios de inclusion.

6.3.1 Criterios de inclusion

e Se incluyeron muestras de RNA-seq bulk provenientes de cohortes publicas que
presentaran datos completos de expresion génica y disponibilidad de las variables
clinicas consideradas obligatorias para los analisis prondsticos y de riesgo: edad, sexo,
estadio clinico y estado vital. Asimismo, se recopilaron variables clinicas
complementarias, incluyendo sitio anatémico, origen de la muestra, antecedente de
tabaquismo, consumo de alcohol, estado de infeccion por VPH y diagnoéstico
primario. Las muestras que presentaron datos faltantes en cualquiera de las variables
clinicas obligatorias fueron excluidas del analisis, mientras que las variables
complementarias con informacion incompleta se mantuvieron Unicamente para

andlisis descriptivos o exploratorios.

6.3.2 Criterios de exclusion

e Muestras no tumorales
e Muestras de lineas celulares
e Perfiles de baja calidad que no superen los filtros iniciales

e Muestras de metadatos incompletas

6.4 Hipotesis

El analisis de datos transcriptomicos mediante métodos de deconvolucion permite estimar la

proporcion de poblaciones celulares del microambiente tumoral en pacientes con carcinoma



escamocelular de cabeza y cuello a partir de muestras disponibles en TCGA. La integracion
de estas proporciones celulares con variables clinicas mediante un modelo Random Survival
Forest permite identificar poblaciones del microambiente tumoral asociadas con la

supervivencia global.

6.5 Variables e indicadores

Tabla 1.Operacionalizacion de las variables clinicas, sociodemogrdficas, inmunoldgicas y prondsticas incluidas en el
estudio.Presenta la operacionalizacion de las variables utilizadas para la caracterizacion clinica y transcriptomica de la
cohorte TCGA-HNSC, incluyendo variables sociodemogrdficas, clinicas, inmunolégicas y de supervivencia. Se especifica el
tipo de variable, su definicion operacional, los indicadores empleados para su medicion y la fuente de obtencion de los

datos.
Variable Tipo de variable Definicion Indicador Fuente
operacional
Edad Cuantitativa Edad del Afios cumplidos | TCGA-HNSC
continua paciente al
momento del
diagnodstico
Sexo Cualitativa Sexo bioldgico | Masculino/Fem | TCGA-HNSC
nominal reportado en la enino
cohorte
Estado vital Cualitativa Estado de Vivo/Fallecido | TCGA-HNSC
binaria supervivencia al
ultimo
seguimiento
Etnia Cualitativa Grupo étnico Caucésico, TCGA-HNSC
nominal reportado en los | afrodescendient
registros e, asiatico, otros
clinicos
Tabaquismo Cualitativa Antecedente de No TCGA-HNSC
nominal consumo de fumador/Exfum
tabaco ador/Fumador
activo
Consumo de Cualitativa Antecedente de | Si/No/Ocasional [ TCGA-HNSC
alcohol nominal consumo de
alcohol
Estado VPH Cualitativa Presencia de Positivo/Negati | TCGA-HNSC
binaria infeccion por VO
VPH
Sitio anatémico Cualitativa Localizacion Cavidad oral, TCGA-HNSC
tumoral nominal anatémica laringe,
primaria del orofaringe,
tumor hipofaringe,
entre otros
Estadio tumoral Cualitativa Clasificacion L IL III, IV TCGA-HNSC
(TNM) ordinal clinica del




tumor segun
AJCC

Supervivencia
global

Cuantitativa
continua

Tiempo
transcurrido
desde el
diagndstico
hasta el evento
o ultimo
seguimiento

Meses

TCGA-HNSC

Estado del
evento

Cualitativa
binaria

Ocurrencia del
evento de
interés para
analisis de
supervivencia

0 = censurado
vivo; 1 =
fallecido

TCGA-HNSC

Poblaciones
celulares del
TME

Cuantitativa
continua

Proporcion
relativa de
subpoblaciones
inmunes
estimadas
mediante
deconvolucion
transcriptdmica

Porcentaje (%)
de infiltracion
celular

CIBERSORTx /
TCGA-HNSC

Risk score RSF

Cuantitativa
continua

Puntaje de
riesgo generado
por el modelo
Random
Survival Forest

Valor continuo

Modelo RSF

Grupo de riesgo

Cualitativa
binaria

Estratificacion
pronostica
derivada del
risk score

Alto
riesgo/Bajo
riesgo

Modelo RSF

Edad

Cuantitativa
continua

Edad del
paciente al
momento del
diagnostico

Afos cumplidos

TCGA-HNSC

6.6 Técnica y procedimientos

El presente estudio corresponde a una investigacion observacional andlitico retrospectivo. Se
desarrolld bajo un diseno bioinformatico de analisis secundario de datos, basado en la
recopilacion, procesamiento y andlisis de informacion transcriptomica de una cohorte

disponible en la base de datos publica The Cancer Genome Atlas (Ilustracion 1).
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llustracion 1. Diagrama de flujo del disefio bioinformatico y estadistico aplicado en el estudio. El proceso incluyo la

obtencion de datos bulk RNA-seq de cohortes publicas, su normalizacion en RStudio, la deconvolucion inmunocelular

mediante CIBERSORTx

6.6.1 Para dar cumplimiento el objetivo especifico 1

Obtencion y procesamiento de datos

Se descargaron los datos de RNA-seq (tipo bulk) de pacientes con diagnostico confirmado de
HNSCC usando el paquete de TCGA biolinks en R. Los datos de expresion génica fueron
sometidos a un proceso de filtrado y normalizacion, eliminando los genes con niveles de
expresion o varianza insuficientes, con el proposito de maximizar la calidad de la sefal
transcriptomica y la precision del andlisis de deconvolucion. Previo al analisis de

deconvolucion, los datos crudos de RNA-seq fueron sometidos a controles de calidad con el



propésito de garantizar la comparabilidad, reproducibilidad y fiabilidad de los resultados
obtenidos ({lustracion 2).
Filtrados de expresion y control de calidad
La etapa inicial del procesamiento transcriptomico se orientd a la eliminacion de ruido de
fondo, sefiales espurias y mediciones de baja confiabilidad, con el propdsito de mejorar la
estabilidad estadistica del analisis y aumentar la precision de la deconvolucion celular. Todos
los procedimientos bioinformaticos fueron realizados en el lenguaje de programacion R (
version 4.5.1), empleando principalmente los paquetes TCGAbiolinks , edgeR y sva

e Genes sin nombre valido:
Se eliminaron aquellos con valores faltantes (NA) o sin anotaciéon en la columna Gene
Symbol, asegurando la correcta identificacion génica dentro del modelo de deconvolucion.

e Agrupamiento de genes duplicados:
En los casos donde varios registros compartian el mismo Gene Symbol, se calculd la media
de sus valores de expresion para consolidar una tinica entrada representativa por gen.

e Filtro de baja expresion:
Se eliminaron los genes con expresion minima, especificamente aquellos con valores de TPM
<1 en mas del 50 % de las muestras, o con CPM <1 en al menos el 80 % de ellas, ya que su
inclusion podria distorsionar las proporciones estimadas de las subpoblaciones celulares.

e Filtro de baja varianza:
Se calcularon las varianzas de expresion génica y se eliminaron los genes ubicados en el 25
% inferior de varianza, conservando Unicamente los genes con variabilidad biolégicamente
significativa entre las muestras. (Se excluyeron los genes housekeeping, cuya varianza

naturalmente baja podria sesgar el analisis).

Normalizacion de datos

Los datos crudos de conteo obtenidos mediante RNA-seq fueron procesados en R (( version
4.5.1)) utilizando el paquete edgeR. Inicialmente, se calcularon los factores de normalizacion
mediante el método TMM, el cual corrige diferencias de escala entre bibliotecas asociadas a
profundidad de secuenciacion y composiciéon transcriptdmica de las muestras.
Posteriormente, los conteos fueron transformados a unidades CPM ajustadas por los factores

TMM, obteniendo una matriz de expresion normalizada comparable entre muestras.



La matriz final utilizada como entrada para el analisis de deconvolucion en CIBERSORTx
correspondié a una matriz de valores CPM normalizados por TMM, sin transformacion
logaritmica previa. Esta decision metodoldgica se fundament6 en las recomendaciones de la
plataforma, las cuales indican que los algoritmos de deconvolucién basados en mezclas
lineales requieren datos en escala lineal para preservar las relaciones relativas de abundancia

transcriptomica entre genes y muestras.

La transformacion logaritmica mediante log:(CPM + 1) fue aplicada Ginicamente en analisis
estadisticos posteriores y visualizaciones exploratorias, pero no en la matriz destinada al

proceso de deconvolucion celular.

Correccion de defectos por lote

Con el proposito de reducir variaciones técnicas no biologicas derivadas de diferencias entre
centros de secuenciacion, procesamiento experimental o condiciones de adquisicion de datos,
se realizd una correccion del efecto de lote (batch effect correction) utilizando el algoritmo
ComBat implementado en el paquete sva en R (( version 4.5.1)).

La variable de lote fue definida a partir del centro de procesamiento y secuenciacion
reportado en los metadatos de la cohorte TCGA-HNSC. Este ajuste fue realizado sobre la
matriz de expresion CPM normalizada por TMM antes del anélisis de deconvolucion, con el
fin de minimizar sesgos técnicos que pudieran interferir en la estimacion de proporciones
celulares.

La aplicacion del método ComBat permiti6 preservar la variabilidad biolodgica de interés
mientras reducia diferencias sistematicas entre lotes experimentales, mejorando la
comparabilidad y reproducibilidad de los datos transcriptomicos.

Este método es ampliamente reconocido por eliminar variaciones no bioldgicas entre
conjuntos de datos, garantizando consistencia y comparabilidad antes del andlisis de
deconvolucion (72)

Transformacion logaritmica

Finalmente, los valores de TMM corregidos por batch effect fueron transformados mediante
la funcién log: (CPM + 1), lo que permitio estabilizar la varianza y aproximar la distribucion
a la normalidad. Esta transformacion es estandar en analisis de expresion génica y asegurara
el cumplimiento de los supuestos estadisticos necesarios para algoritmos de deconvolucion y

modelos posteriores.
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De manera complementaria al andlisis transcriptomico, se realizé la curacion y exploracion
de los datos clinicos asociados a los pacientes de la cohorte TCGA-HNSC.
La informacidn clinica fue descargada desde el portal GDC Data Portal utilizando el paquete
TCGADbiolinks en R, asegurando la correcta vinculacion entre las muestras transcriptomas y
sus metadatos clinicos.
Filtrados de datos clinicos
Posteriormente, se efectu6 una depuracion sistematica de las variables clinicas para garantizar
su integridad y coherencia. Se eliminaron los registros con informacion incompleta en
campos esenciales como tiempo de supervivencia y estado vital debido a que su ausencia
compromete los analisis de supervivencia y correlacion con las proporciones celulares.
Las variables retenidas incluyen (Tabla 2):

e Edad al diagnoéstico

e Sexo

e [Estado vital (vivo/fallecido)

e Tiempo de supervivencia (dias/meses)

e Grado histologico

e Estadio tumoral (TNM)

e Subsitio anatomico primario

e Consumo de tabaco y alcohol

e Estado de infeccion por VPH

e Normal y tumor

Estas variables fueron analizadas de manera descriptiva para caracterizar la cohorte y
posteriormente integradas con los resultados de la deconvolucion, con el fin de identificar
asociaciones entre las poblaciones inmunes inferidas y los desenlaces clinicos, tales como la
supervivencia global y el prondstico.

Finalmente, se excluyeron a los pacientes con datos de expresion o supervivencia
incompletos, conformando wuna cohorte final depurada que garantiza la validez,

reproducibilidad y solidez analitica del estudio.
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Tlustracion 2. Diagrama de flujo del preprocesamiento bioinformatico de los datos bulk RNA-seq de TCGA-HNSC. El
proceso incluyo¢ filtrado y depuracion de genes, normalizacién CPM, correccion del efecto de lote con ComBat,

transformacion log:(CPM+1) y control de calidad

6.6.2 Para dar cumplimiento el objetivo especifico 2.

Estimacion de subpoblaciones celulares mediante deconvolucion transcriptomica

A partir de la matriz de expresion génica procesada en el objetivo anterior, se estimaron las
proporciones de poblaciones celulares presentes en el microambiente tumoral de los pacientes
con HNSCC mediante el algoritmo de deconvolucion CIBERSORTX (9) ejecutado a través de

su interfaz oficial.

Ejecucion de CIBERSORTx

La matriz de expresion normalizada en formato log:(CPM+1), obtenida tras el procesamiento
descrito en el objetivo 1, fue utilizada como input para el algoritmo CIBERSORTx. Se
empled la firma de referencia LM22, ampliamente validada en la literatura, que permite la

estimacion simultdnea de 22 tipos celulares inmunes, incluyendo las siguientes
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subpoblaciones: linfocitos B naive, linfocitos B memoria, células plasmaticas, linfocitos T
CDS8, linfocitos T CD4 memoria en reposo, linfocitos T CD4 memoria activados, células T
helper, células T reguladoras (Tregs), células T gamma delta, células NK en reposo, células
NK activadas, monocitos, macroéfagos MO, macréfagos M1, macréfagos M2, células
dendriticas en reposo, células dendriticas activadas, mastocitos en reposo, mastocitos
activados, eosindfilos y neutréfilos (9). El analisis fue ejecutado en modalidad de
deconvolucion absoluta (absolute mode), utilizando 1000 permutaciones estadisticas para

aumentar la robustez de las estimaciones celulares obtenidas (Ilustracion 2).

Filtrado de resultados

Con el fin de garantizar la confiabilidad estadistica de las estimaciones obtenidas, se aplico
un criterio de filtrado basado en el p-valor reportado por CIBERSORTx para cada muestra.
Este p-valor refleja la probabilidad de que la composicion celular estimada sea producto del
azar, por lo que se retuvieron Unicamente las muestras con un p-valor menor a 0.005,
considerado el umbral estandar de significancia estadistica. Las muestras que no alcanzaron
este umbral fueron excluidas del andlisis para evitar la incorporacion de estimaciones no

confiables que pudieran comprometer la validez de los resultados ({lustracion 2).

Exploracion de proporciones celulares

Las proporciones celulares inferidas fueron exportadas y analizadas en R (( version 4.5.1))
utilizando principalmente los paquetes ggplot2, pheatmap y ComplexHeatmap, con el
proposito de caracterizar el microambiente tumoral e identificar patrones de infiltracion
inmune entre los pacientes de la cohorte TCGA-HNSC. Este analisis incluy6 los siguientes
componentes:

e Analisis descriptivo: Se calcularon las proporciones medias de cada uno de los 22
tipos celulares en el total de la cohorte, con el fin de identificar las subpoblaciones
predominantes en el microambiente tumoral de los pacientes con HNSCC. Los
resultados fueron ordenados de mayor a menor proporcion media para facilitar su
interpretacion.

e Diagrama de barras: Se gener6 un diagrama de barras horizontales que representa la
proporciéon media de cada tipo celular en la cohorte, permitiendo una comparacion

visual directa entre las distintas subpoblaciones inmunes estimadas.
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e Mapa de calor (heatmap): Se construyé un mapa de calor de las proporciones
celulares en una muestra representativa de 50 pacientes seleccionados aleatoriamente,
con agrupamiento jerarquico tanto de filas (tipos celulares) como de columnas
(pacientes), utilizando el método de enlace completo y distancia euclidiana. Esta
visualizacion permitio identificar patrones de co-infiltracion y subgrupos de pacientes

con perfiles inmunes similares.
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llustracion 3. Diagrama de flujo del andlisis de deconvolucion inmunocelular mediante CIBERSORTXx. El proceso incluyo el

<

uso de la matriz log:(CPM+1) como entrada, estimacion de 22 tipos celulares, filtrado de muestras significativas (p < 0.05)

y exploracion de las proporciones celulares mediante graficos y andlisis de correlacion.

6.7.3 Para dar cumplimiento el objetivo especifico 3

Con el proposito de identificar subpoblaciones celulares del microambiente tumoral asociadas
con la supervivencia global y construir un modelo predictivo con utilidad prondstica, se
implementd un modelo Random Survival Forest (RSF) integrando las proporciones celulares
estimadas mediante CIBERSORTX con las variables clinicas de los pacientes pertenecientes a

la cohorte TCGA-HNSC (Ilustracion 3).



Todos los andlisis estadisticos y de modelamiento fueron realizados en R ( version 4.5.1),
utilizando principalmente los paquetes randomForestSRC, survival y survminer

Integracion de datos

Se realiz6 la integracion de los datos clinicos y las proporciones celulares obtenidas por
deconvolucion mediante la vinculacion de ambas fuentes de informacidén a través del
identificador unico de cada paciente (patientld). Este proceso de integracion permitid
conformar un conjunto de datos unificado que incluye tanto las variables clinicas como las 22
proporciones celulares estimadas para cada paciente. Tras la eliminacion de los registros con
informacion incompleta en cualquiera de las variables incluidas en el modelo, se obtuvo una
cohorte final de 381 pacientes con datos completos de supervivencia global, variables clinicas

y proporciones de los 22 tipos celulares.

Variables incluidas en el modelo

Las variables predictoras incorporadas al modelo fueron seleccionadas con base en su
relevancia clinica y bioldgica para el pronostico del HNSCC, e incluyeron las siguientes:
Variables inmunologicas: proporciones de los 22 tipos celulares estimadas por
CIBERSORTX, correspondientes a linfocitos B naive, linfocitos B memoria, células
plasmaticas, linfocitos T CD8, linfocitos T CD4 naive, linfocitos T CD4 memoria en reposo,
linfocitos T CD4 memoria activados, células T follicular helper, células T reguladoras
(Tregs), células T gamma delta, células NK en reposo, células NK activadas, monocitos,
macréfagos MO, macrofagos M1, macrofagos M2, células dendriticas en reposo, células
dendriticas activadas, mastocitos en reposo, mastocitos activados, eosindfilos y neutréfilos.
Variables clinicas: edad al diagnodstico, sexo, estadio patologico tumoral segun Ila
clasificacion AJCC, tamafio tumoral (PT), compromiso ganglionar (PN), invasion perineural,
grado histologico, sitio anatdmico primario y afios-paquete de consumo de tabaco.

La variable desenlace fue la supervivencia global, definida mediante el objeto de
supervivencia Surv(OS TIEMPO, OS EVENTO), donde OS TIEMPO corresponde al
tiempo en meses transcurrido desde el diagndstico hasta el evento o la fecha de ultimo
seguimiento, y OS EVENTO indica el estado vital del paciente al momento del Gltimo

registro (1 = fallecido, 0 = censurado vivo).



Entrenamiento del modelo Random Survival Forest

Se implementd un modelo Random Survival Forest (RSF) utilizando el paquete
randomForestSRC en el entorno estadistico R. El RSF constituye una extension del algoritmo
Random Forest disefiada especificamente para el analisis de datos de supervivencia
censurados. El modelo fue entrenado con los siguientes pardmetros: nimero de arboles (tree)
igual a 500, regla de division logrank para datos de supervivencia, nimero de variables
candidatas por nodo (mty) calculado como la raiz cuadrada del nimero total de variables
predictoras, tamafilo minimo de nodo terminal (node size) de 15 observaciones para evitar el
sobreajuste, e imputacion de valores faltantes mediante el método na.impute, que realiza

imputacion iterativa durante el proceso de entrenamiento.

Evaluacion del modelo

El rendimiento discriminativo del modelo fue evaluado mediante el indice de concordancia
de Harrell (C-index), que mide la capacidad del modelo para ordenar correctamente los
tiempos de supervivencia de los pacientes. El C-index toma valores entre 0.5 (equivalente al
azar) y 1.0 (discriminacion perfecta), siendo valores superiores a 0.6 considerados
clinicamente relevantes en modelos de supervivencia oncoldgica. El C-index fue calculado a
partir de las predicciones out-of-bag (OOB), es decir, utilizando para cada paciente
unicamente las predicciones generadas por los arboles en cuyo entrenamiento ese paciente no
fue incluido, lo que constituye una estimacion interna no sesgada del poder predictivo del
modelo sin necesidad de un conjunto de prueba independiente. Se obtuvo un C-index OOB
de 0.645, indicando una capacidad discriminativa moderada-buena, comparable con los

valores reportados en estudios similares con datos TCGA en neoplasias de cabeza y cuello.

Importancia de variables

Se calculd la importancia de cada variable predictora mediante el indice VIMP (Variable
IMPortance), el cual cuantifica la contribucion individual de cada variable a la capacidad
predictiva global del modelo. El1 VIMP se estima perturbando aleatoriamente los valores de
cada variable en las muestras OOB y midiendo el incremento en el error de prediccion
resultante. Los valores de VIMP positivos indican que la variable contribuye de manera real a
la prediccion de la supervivencia, mientras que valores negativos o cercanos a cero indican

que la variable no aporta informacion predictiva util o incluso introduce ruido al modelo. Los



resultados fueron ordenados de mayor a menor VIMP para identificar las variables con mayor

relevancia prondstica en la cohorte TCGA-HNSC.

Generacion del risk score y estratificacion de pacientes

A partir de las predicciones OOB del modelo RSF, se generd un puntaje de riesgo continuo
(risk score) para cada paciente, el cual refleja la probabilidad estimada de ocurrencia del
evento (fallecimiento) en funcién de sus caracteristicas clinicas e inmunologicas. Los
pacientes fueron estratificados en dos grupos pronosticos segin la mediana del risk score:
grupo de alto riesgo (risk score superior a la mediana) y grupo de bajo riesgo (risk score
inferior o igual a la mediana), conformando grupos de tamafio equivalente de

aproximadamente 190 pacientes cada uno.

Evaluacion del risk score como predictor continuo

La asociacion entre el risk score continuo y el riesgo de mortalidad fue evaluada mediante un
modelo de regresion de Cox univariado, en el que el risk score fue incluido como variable
predictora continua. Se estim6 el Hazard Ratio (HR) con su intervalo de confianza del 95% y

el p-valor correspondiente.

Analisis de supervivencia Kaplan-Meier

Las diferencias en supervivencia global entre los grupos de alto y bajo riesgo fueron

evaluadas mediante curvas de Kaplan-Meier utilizando los paquetes survival y survminer.

La comparacion estadistica entre curvas se realizdé mediante la prueba log-rank, considerando
significativos valores p < 0.05. Este andlisis permitid evaluar la capacidad del modelo RSF

para estratificar pacientes en grupos con prondsticos clinicamente diferenciables.
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llustracion 4. Diagrama de flujo del desarrollo y evaluacion del modelo predictivo de supervivencia en HNSCC. El proceso

i

ER

o

incluyé la integracion de datos clinicos y proporciones celulares obtenidas por CIBERSORTXx, entrenamiento del modelo
Random Survival Forest, generacion del risk score, estratificacion de pacientes y analisis de supervivencia mediante

Kaplan-Meier y Hazard Ratio.

4. RESULTADOS

7.1 Control de calidad y Normalizacion de datos transcriptomicos

A partir de la matriz de expresion génica de la cohorte TCGA-HNSC, compuesta
inicialmente por 60.660 genes y 520 muestras tumorales en formato CPM. Se realiz6 un
proceso de curacion de datos, con el fin de garantizar la validez y la calidad de los datos para
los analisis posteriores.

Como primer paso de control de calidad, se eliminaron los genes sin expresion detectable en
ninguna muestra, reduciendo el conjunto a 16,768 genes. Posteriormente, se identificaron y
eliminaron genes duplicados mediante promedio, resultando en una matriz final de 16,766
genes, optimizando el conjunto de datos al eliminar ruido técnico y variables no informativas.
Los valores de expresion fueron transformados a escala logaritmica (log2(CPM+1)) para
estabilizar la varianza. La inspeccion visual mediante boxplots confirmé distribuciones

homogéneas a través de la cohorte.



Debido a la magnitud de la cohorte (n= 520), se selecciond una muestra aleatoria de 20
muestras, las cuales mantienen una distribucion simétrica, con una mediana de expresion
normalizada aproximadamente en 4 log 2 CPM+1. Esta distribucion simétrica es clave, ya
que demuestra que no existen sesgos técnicos entre las librerias de secuenciacion,
permitiendo las comparaciones posteriores estén fundamentadas en variaciones bioldgicas

reales ({lustracion 3).

Distribucién log2(CPM+1) — 20 muestras aleatorias
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llustracion 5.Boxplot log2(CPM+1). Distribucion de niveles de expresion logaritmica (log2(CPM+1)) en una muestra de
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expresion aleatoria representativa de la cohorte de TCGA-HNSCC.

Posteriormente, se evaluo la estructura completa de la totalidad de las muestras mediante un
analisis de agrupamiento jerarquico por medio del método de vinculacion de WARD.D2 y la
métrica de Manhattan.

El analisis us6 una totalidad de las 520 muestras y se utilizd como criterio de control de
calidad, con el fin de identificar posibles valores atipicos (outliers) que pudieran sesgar los
andlisis posteriores. La organizacion jerarquica no reveld presencia de muestras aisladas o
agrupamientos fuera de los parametros; confirmando la integridad del conjunto de datos para

su inclusion en los andlisis posteriores (/lustracion 6).
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Ilustracion 6.Dendrograma de agrupamiento jerdrquico de las 520 muestras de la cohorte TCGA-HNSC. Relacion de
similitud global entre la totalidad de las muestras tumorales del estudio, calculada mediante el método de vinculacion de

Ward.D2 y la métrica de distancia de Manhattan

Finalmente, los procesos de filtrado y normalizacion resultaron en una matriz robusta con una
varianza estabilizada, cumpliendo con los estdndares de calidad necesarios para la
identificacion de poblaciones célulares presentes en el TME, mediante el analisis de datos de

RNA-seq

7.2 Caracterizacion del Microambiente tumoral mediante Deconvolucion

Las 520 muestras de expresion génica normalizada fueron procesadas mediante
CIBERSORTx para estimar las proporciones de 22 tipos celulares del microambiente
tumoral. Aplicando el criterio de significancia estadistica (p < 0.005), se retuvieron 381
muestras para el andlisis, asegurando que las proporciones estimadas posean los parametros

necesarios requeridos en cuanto a las firmas genéticas de referencia (LM22).



7.2.1 Heterogeneidad tumoral y Caracterizacion fenotipica

El andlisis de la composicion medial muestra un microambiente tumoral inmunosupresor,

caracterizado por una respuesta inmunitaria inhibida ({/ustracion 7)

Composicion del microambiente tumoral
Macrophages MO
Macrophages M2
B cells naive
NK cells resting
Plasma cells
Macrophages M1

T cells CD8

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Proporcién

Llustracion 7. Grdfico de barras que jerarquiza las poblaciones celulares segun su abundancia relativa media. Se destaca la

dominancia de perfiles de memoria en reposo y macrofagos no polarizados en la cohorte evaluada (n=381).

Células T-CD4 de memoria: La poblacién mas abundante con un 18% de proporcion media.
La prevalencia de esta poblacion en “reposo” indica una exclusion de sefializacion antigénica
ineficaz o una insuficiencia de sefiales de coestimulacion mediada por el microambiente
estromal.

Macrofagos MO: La presencia de marofagos MO (17%), seguida de M2 (10%), es un hallazgo
muy relevante. Los Macrofagos MO representan células sin una especializacion funcional; su
alta prevalencia indica un reclutamiento masivo de monocitos que no logran diferenciarse
hacia un fenotipo pro-inflamatorio (M1). Por otro lado, la relacion M2/M1 (10 % Vs 7%)
indican un microambiente protumoral, asociado a la secrecion de citocinas como IL-10-
Linfocitos B y Células Plasmaticas: La suma de Linfocitos B (10%) y Células Plasmaticas
(9%) indican una participacion importante en la inmunidad humoral del HNSCC, lo que
sugiere una transicion activa desde el momento del reconocimiento antigénico hasta la
diferenciacion de células secretoras Esta coexistencia podria estar vinculada a la formacién de
estructuras linfoides terciarias (TLS), las cuales actuarian como centros operativos para

coordinar una respuesta inmunitaria local y sostenida dentro del microambiente tumoral



Tabla 2. Distribucion descriptiva de las principales subpoblaciones inmunes inferidas mediante CIBERSORTXx en
la cohorte TCGA-HNSC.La tabla presenta las 10 subpoblaciones inmunes con mayor abundancia relativa dentro
del microambiente tumoral de pacientes con carcinoma escamocelular de cabeza y cuello (HNSCC). Se reportan
medidas de tendencia central y dispersion, incluyendo media + desviacion estandar (DE), mediana y rango
intercuartilico (RIC), expresadas como porcentaje de infiltracion celular estimado mediante deconvolucion
transcriptémica con CIBERSORTXx.

Poblacion celular Mediana (%) RIC (%) Media + DE

T CD4 Memoria 19.22 11.59-24.91 18.01 £9.03

Macrofagos MO 12.31 4.50-24.67 16.65 + 14.98
Macrofagos M2 8.68 5.04-13.17 9.55+6.52
Linfocitos B 7.46 3.26-13.91 9.52+8.0
Células plasmaticas 5.60 1.31-13.10 8.31 +£8.65
Células NK en 7.13 4.93-9.96 7.35+4.01

reposo
Macrofagos M1 5.21 1.33-10.72 6.99 + 6.80
Linfocitos T CD8 4.08 0.11-8.60 5.89+6.53
Células dendriticas 1.95 0.20-5.07 3.55+4.42
activadas

Células T helper 0.70 . 0-3.39 2.19+£3.26

Las proporciones relativas de las subpoblaciones inmunes inferidas mediante CIBERSORTx
evidenciaron una marcada heterogeneidad interpaciente dentro de la cohorte TCGA-HNSC
(Tabla 3). Las células T CD4 memoria en reposo constituyeron la poblacién predominante,
con una mediana de infiltracion del 19.22 % (RIC: 11.59-24.91) y una media de 18.01 % =+
9.03 DE.

Entre las poblaciones mieloides, los macréfagos MO mostraron una elevada variabilidad
interpaciente, reflejada por una desviacion estandar de 14.98 % y amplios rangos de
infiltracion tumoral (0-73.29 %). Asimismo, los macrofagos M2, células plasmaticas y
linfocitos T CD8 también presentaron una dispersion considerable entre pacientes, sugiriendo
una composicion inmunoldgica altamente heterogénea dentro del microambiente tumoral de
HNSCC.

En conjunto, estos resultados evidencian la coexistencia de poblaciones inmunes efectoras y
reguladoras dentro del microambiente tumoral, asi como una amplia diversidad inmunolégica
entre pacientes de la cohorte analizada.



7.2.3 Caracterizacion Transcriptomica del Microambiente de HNSCC

La matriz de correlacion de Spearman permite identificar las poblaciones celulares que operan de
forma antagonica y similares ({lustracion 8).
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llustracion 8.Matriz de correlacion de Spearman entre poblaciones celulares . Andlisis de Spearman que revela las
interacciones funcionales en el TME. Los coeficientes positivos indican comunidades celulares cooperativas, mientras que
los negativos sugieren procesos de exclusion competitiva.

e Correlacion de infiltracion linfoide: Se identificd una correlacion positiva (> 0.6)
entre células T CD8, T CD4 activadas, T helper y Tregs. Este hallazgo indica que la
infiltracion linfoide en HNSCC es un evento coordinado y no aleatorio; no obstante,
la co-infiltracion de las Tregs dentro de este conjunto sugiere que, incluso en tumores
con una alta infiltracién de células inmunes, el microambiente establece mecanismos
de contrarregulacion inmediata para mitigar la respuesta efectora antitumoral.

e Antagonismo Mieloide-Linfoide: Se identifica una correlacion negativa significativa
entre los Macrofagos MO y la totalidad de células T ( especialmente CD4 de memoria)
y células B; esto permite identificar un eje de antagonismo en donde predominan los
macrofagos no polarizados, donde se produce un aislamiento del tumor, impidiendo la
supervivencia de las poblaciones linfoides. Biologicamente, esto sugiere un fenotipo
de "exclusion inmune", donde el compartimento mieloide impone barreras fisicas o

metabolicas que restringen la infiltracion linfoide y favorecen la evasion tumoral.



7.3 Modelo de Prediccion de Supervivencia mediante Random Survival Forest (RSF)

Se implementdé un modelo integrativo de supervivencia tipo Random Survival Forest
utilizando como desenlace la supervivencia global OS TIME,OS EVENT, donde
OS_EVENT fue codificado como 1 = fallecido y 0 = censurado vivo. El modelo incluyo
variables clinicas y las proporciones de las 22 subpoblaciones inmunes inferidas mediante
CIBERSORTX. El entrenamiento fue realizado con 500 arboles, regla de division log-rank y
evaluacion mediante predicciones out-of-bag (OOB). Se incluyeron 381 pacientes de la
cohorte TCGA-HNSC con datos clinicos completos y perfiles de deconvolucion

estadisticamente significativos

7.3.1. Desempefio y Capacidad Predictiva del Modelo

El modelo fue entrenado con una arquitectura de 500 arboles, incorporando 22 tipos celulares
y variables clinicas clave (edad, estado VPH, entre otras). El desempefio del modelo alcanz6
un C-index Out-of-Bag (OOB) de 0.645, lo que indica una capacidad discriminativa
moderada-buena para predecir eventos de mortalidad en pacientes con HNSCC basandose en
la heterogeneidad de su microambiente.

El risk score generado por el modelo RSF resultd ser un predictor altamente significativo. El
analisis de riesgos proporcionales mostr6 un Hazard Ratio (HR) de 1.041 (IC 95%:
1.034-1.048, p < 0.0001), lo que sugiere que por cada unidad de incremento en el puntaje de
riesgo derivado de la combinacion clinico-inmune, la probabilidad de fallecimiento aumenta

de manera constante.

7.3.2 Estratificacion del riesgo y Curvas de Kaplan-Meier

La validez del modelo se visualiza mediante la estratificaciéon de la cohorte en dos grupos

(Alto Riesgo y Bajo Riesgo) basados en la mediana del risk score (/lustracion 11).
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llustracion 11.Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier para grupos de riesgo. Estratificacion de 381 pacientes de la

cohorte TCGA-HNSC segun el risk score del modelo RSF.

e Interpretacion de la Supervivencia: Se observan diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia global (log-rank p < 0.0001). El grupo de alto riesgo
presenta una caida en la probabilidad de supervivencia desde los primeros meses de
seguimiento, alcanzando una mediana de supervivencia inferior al grupo de bajo
riesgo, el cual presenta una estabilidad notable en el tiempo evaluado. Esto confirma
que la firma de infiltracion celular, cuando se correlaciona con datos clinicos,puede

ser un marcador biolégico de agresividad tumoral.

7.3.3 Identificacion de predictores Celulares y Clinicos de supervivencia Global en

HNSCC

El analisis de importancia de variables permitid identificar qué factores impulsan la

mortalidad en la cohorte (/lustracion 12).
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[lustracion 12. Importancia de las variables en el modelo Random Survival Forest (VIMP). Clasificacion de los predictores
seglin su contribucion a la precision del modelo. Se destaca la relevancia de los Macrofagos MO como biomarcadores

celulares de supervivencia, posicionando al mismo nivel de importancia que los criterios de estadificacion TNM (AJCC)

e Factores Clinicos: La edad (VIMP = 0.076) se posiciond como el predictor individual
mas fuerte, seguida por el estadio patologico AJCC (0.026) y la afectacion ganglionar
(0.023). Esto es consistente con la practica clinica oncologica actual.

e Factores del Microambiente (CIBERSORTX): De manera relevante, los Macréfagos
MO (VIMP = 0.026) emergieron como la variable celular con mayor peso predictivo,
igualando en importancia al estadio tumoral. Asimismo, la presencia de Neutrofilos
(0.021) y Macrofagos M2 se identificaron como predictores criticos de mal
pronostico.

e Significancia Bioldgica: El hecho de que los macrofagos sin especializacion (MO)
tengan mas peso en el modelo que muchas variables clinicas tradicionales subraya que
un microambiente "inmaduro" o suprimido es tan letal como un estadio avanzado del
tumor.

5. DISCUSION

En el presente estudio se realiz6 un andlisis bioinformatico integrativo de datos
transcriptomicos bulk RNA-seq de la cohorte TCGA-HNSC con el proposito de caracterizar
el microambiente inmune tumoral mediante deconvolucion transcriptomica y evaluar su valor

pronostico a través de un modelo Random Survival Forest

Al analizar la composicion del TME, la marcada heterogeneidad de los macrofagos MO
(17%) y M2 (10%) representa el hallazgo central sobre la arquitectura inmunolédgica de la

cohorte. En la oncologia, el cumulo de macr6fagos MO ya no se considera un estado de



inactividad basal, sino un reservorio de plasticidad mieloide que el tumor secuestra
activamente para su progresion (73). El tumor secreta quimiocinas que reclutan monocitos
periféricos, pero el microambiente metabdlicamente hostil,caracterizado por hipoxia y
acumulacion de lactato impide su diferenciacion hacia el fenotipo antitumoral MI,
desviandose hacia el estado supresor M2. Este predominio de macrofagos pro-tumorales
genera una barrera de exclusion inmune que explica la infiltracién moderada de linfocitos T
CD8+ (6%) observada (73,74). Bioldgicamente, esto sugiere un fenomeno de exclusion
mecanica y quimica donde los macrofagos consumen metabolitos esenciales, provocando la
detencion del ciclo celular de los linfocitos T y limitando su capacidad citotoxica en el nicho
tumoral (74,75). Este hallazgo es consistente con lo reportado por Qi et al (30), quienes
identificaron en una cohorte de HNSCC un perfil de infiltraciéon mieloide dominante con baja
proporcion de células T citotoxicas, sugiriendo que este patron constituye una caracteristica

biologica inherente de esta neoplasia y no un artefacto de la deconvolucion.

La infiltracion moderada de células T CD4 memoria (18%) debe interpretarse en el contexto

del estado del VPH

El modelo Random Survival Forest alcanzé un C-index de 0.645, indicando una capacidad
discriminativa moderada para la prediccion de supervivencia global en pacientes con
HNSCC. Este desempefio es comparable al reportado en estudios previos que han utilizado
modelos de aprendizaje automatico aplicados a datos transcriptémicos de TCGA-HNSC,
donde los valores de C-index suelen oscilar entre 0.60 y 0.70 para firmas inmunes y
transcriptomicas derivadas de RNA-seq bulk. Estos resultados son particularmente relevantes
considerando que, en este tipo de datos, la sefial proveniente de poblaciones inmunes puede
verse parcialmente diluida por la abundancia de ARN tumoral y estromal, lo que representa

un desafio para la construccion de modelos prondsticos robustos (72).

Diversos estudios han demostrado la utilidad de modelos de supervivencia basados en
transcriptomica para integrar variables clinicas e inmunologicas en HNSCC. Fang et al. (70)
desarrollaron una firma inmune pronodstica basada en genes inmunorrelacionados derivados
de TCGA-HNSC, logrando una adecuada estratificacion de pacientes segun riesgo y
diferencias significativas en supervivencia global. De manera similar, Wu et al.(71)
identificaron una firma transcriptomica inmunorrelacionada capaz de clasificar pacientes en
grupos de alto y bajo riesgo con diferencias prondsticas significativas, destacando el valor de

las sefiales inmunologicas derivadas de transcriptomica bulk en HNSCC.
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Finalmente, la separacion altamente significativa en las curvas de Kaplan-Meier (p < 0.0001)
consolida la utilidad clinica de este estudio para el area de la salud. El risk score derivado del
modelo RSF no solo predice la supervivencia global, sino que permite identificar a una
subpoblacion de pacientes "criticos" que, a pesar de presentar estadios clinicos aparentemente
favorables, poseen un microambiente tumoral altamente hostil que predice una progresion

rapida (84,85).

No obstante, estos hallazgos deben interpretarse considerando ciertas limitaciones. En primer
lugar, el uso de datos de RNA-seq bulk implica que las estimaciones de composicion celular
derivadas de herramientas deconvolutivas dependen de firmas de referencia y pueden no
capturar completamente la complejidad del microambiente tumoral. Adicionalmente, aunque
el uso de datos de The Cancer Genome Atlas permite trabajar con cohortes amplias y bien
caracterizadas, la naturaleza retrospectiva de estos datos limita la generalizacion clinica
inmediata (78,79). Asimismo, la ausencia de validacion externa en cohortes independientes
restringe la extrapolacion del modelo a otras poblaciones (80)

A pesar de estas limitaciones, el estudio presenta implicaciones clinicas relevantes. La
integracion de variables inmunoldgicas con caracteristicas clinicas en un modelo predictivo
sugiere que el microambiente tumoral puede aportar informacion adicional para la
estratificacion prondstica mas alla de los factores tradicionales. En particular, el papel de los
macrofagos resalta posibles blancos terapéuticos y biomarcadores que podrian ser explorados
en el contexto de terapias inmunomoduladoras. Ademas, el puntaje de riesgo generado podria
servir como herramienta para identificar pacientes con mayor probabilidad de mal pronostico,
lo que facilita la toma de decisiones clinicas mas personalizadas.

Finalmente, futuras investigaciones deberian enfocarse en validar estos hallazgos en cohortes
externas y en integrar datos multi-Omicos que permitan una caracterizacion mas profunda del
microambiente tumoral. La incorporacion de datos de transcriptomica de célula tinica podria
mejorar la resolucion de los analisis y superar las limitaciones inherentes a los datos bulk.
Asimismo, el desarrollo de modelos hibridos que combinen enfoques estadisticos y de
aprendizaje automatico podria optimizar la capacidad predictiva y su aplicabilidad en

entornos clinicos reales.

6. CONCLUSIONES

En el presente estudio se realiz6 un analisis bioinformatico integrativo de datos

transcriptomicos bulk RNA-seq de la cohorte TCGA-HNSC con el propdsito de caracterizar
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el microambiente tumoral mediante deconvolucion transcriptomica y evaluar su valor
pronostico a través de un modelo Random Survival Forest. El procesamiento sistemdtico de
los datos garantiza la obtencion de una matriz de expresion confiable, minimizando sesgos

técnicos y conservando informacidn biologicamente relevante para los analisis posteriores.

La deconvolucion transcriptdmica evidencid un microambiente predominantemente
inmunosupresor, caracterizado por la abundancia de macroéfagos MO y M2 y una infiltracion
moderada de linfocitos T CD8, hallazgos coherentes con la literatura y que refuerzan el papel
del sistema inmune en la progresion tumoral. Esta caracterizacion permitio identificar
patrones de infiltracion que reflejan la heterogeneidad bioldgica del tumor y su posible

influencia en la respuesta terapéutica.

Adicionalmente, el modelo predictivo de supervivencia basado en Random Survival Forest
evidencié un desempefio adecuado, logrando estratificar a los pacientes en grupos de riesgo
significativamente diferenciados. La relevancia de variables como la edad, los macrofagos y
los neutrofilos resalta la importancia de integrar factores clinicos e inmunolédgicos en la
prediccion del prondstico. En conjunto, estos resultados sugieren que el microambiente
tumoral no solo es un reflejo del estado biologico del tumor, sino también un componente

clave en la determinacion del desenlace clinico.
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