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RESUMEN

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en mujeres a nivel mundial,
representando el 16% del total de casos con cancer. Es bien conocida la funcion
del receptor de prolactina (PRLR) en la proliferacién y diferenciacion de la glandula
mamaria normal; sin embargo, existe controversia respecto a su participacién en la
oncogeénesis mamaria. Se ha encontrado asociado con tumores bien diferenciados
y de buen prondéstico. El objetivo del presente estudio fue asociar la expresion de
PRLR con el tipo histologico, molecular, TNM (sistema de estadificacion del
cancer) y estado clinico de pacientes con cancer de mama. El PRLR se determin6
mediante inmunohistoquimica en microarreglos tisulares de biopsias en 310 casos
de cancer de mama. La edad media al diagnéstico fue de 54.1 anos (rango 25-89).
El estadio clinico IIA fue el mas frecuente con un total de 88 casos (28.5%),
seguido por el estadio IIB con 65 casos (21%). El tipo histolégico mas frecuente
fue el carcinoma ductal infiltrante (86.9%), de acuerdo al SBR, el grado histolégico
predominante fue el moderadamente diferenciado (55%), seguido del
indiferenciado (24%). En cuanto a la clasificacion molecular, el tipo mas frecuente
fue el Luminal B HERZ2 negativo (32.7%), el de menor expresion Luminal B HER2
positivo (7.8%). Al analizar la expresion de PRLR en relacion al tipo histologico no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P = 0.18); sin embargo,
en relacion al grado histolégico si hubo significancia estadistica (P = 0.04). La
relacion entre la expresion de PRLR con tipo molecular y estadio clinico no se
encontré significancia estadistica (P=0.97 y P=0.45). Los resultados sugieren que
PRLR podria utilizarse como marcador de buen prondstico en las pacientes con
cancer de mama, al expresarse principalmente en tumores bien diferenciados.

Palabras Clave: Cancer de mama, estadio clinico, subtipo molecular, SBR, PRLR.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent malignant tumor in women worldwide, accounting
for 16% of all cancer cases. The role of the prolactin receptor (PRLR) in the
proliferation and differentiation of the normal mammary gland is well known; however,
there is controversy regarding its involvement in breast oncogenesis. It has been found
to be associated with well-differentiated tumors with good prognosis. The aim of the
present study was to associate PRLR expression with histologic type, molecular, TNM
(cancer staging system) and clinical status of breast cancer patients. PRLR was
determined by immunohistochemistry on tissue microarrays from biopsies in 310
breast cancer cases. The mean age at diagnosis was 54.1 years (range 25-89).
Clinical stage IIA was the most frequent with a total of 88 cases (28.5%), followed by
stage IIB with 65 cases (21%). The most frequent histological type was infiltrating
ductal carcinoma (86.9%), according to SBR, the predominant histological grade was
moderately differentiated (55%), followed by undifferentiated (24%). In terms of
molecular classification, the most frequent type was Luminal B HER2 negative
(32.7%), the least expressed was Luminal B HER2 positive (7.8%). When analyzing
PRLR expression in relation to histologic type, no statistically significant differences
were found (P = 0.18); however, in relation to histologic grade there was statistical
significance (P = 0.04). The relationship between PRLR expression with molecular
type and clinical stage was not statistically significant (P=0.97 and P=0.45). The
results suggest that PRLR could be used as a good prognostic marker in breast
cancer patients, as it is mainly expressed in well-differentiated tumors.

Key words: Breast cancer, clinical stage, molecular subtype, SBR, PRLR.
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I. INTRODUCCION

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en las mujeres a nivel mundial
y representa 16% de los tumores malignos diagnosticados. En 2017 se reportdé una
incidencia en mujeres de 252 mil 710 casos en todo el mundo (Frenk et al., 2002);
Siegel et al., 2018), 458 mil mujeres fallecen cada afio por este motivo, lo que significa
que cada minuto una mujer en el mundo pierde la vida debido a esta enfermedad;
69% del total de muertes se presentan en paises en vias de desarrollo, donde la
mayoria de los casos se diagnostican en fases avanzadas, dificultando su tratamiento
exitoso. En México, la tasa de mortalidad observada por tumor maligno de mama ha
tenido una tendencia al alza en el periodo de 2011 a 2016; siendo el afio 2016 donde
se ubico la tasa mas alta, con 16 defunciones por cada 100 000 mujeres mayores de
20 afos. Las entidades con mayor mortalidad por cancer de mama son: Sonora
(28.6), Nuevo Leodn (26), Coahuila (25.7), Chihuahua (24.8), Cd. México (24.8) y
Sinaloa (22.2) (CNEGSR, 2016; OMS, 2019). En el ano 2018 se identificaron 27 mil
283 casos nuevos de cancer de mama en México, con lo que se trata de la neoplasia
mas frecuente entre las mexicanas (GLOBOCAN, 2018).

La edad promedio de presentaciéon de los casos de cancer de mama es de 54.9 anos,
la incidencia mas alta con el numero de casos se registra en el grupo de 50 a 59 afios
con el 45% de todos los casos ((CNEGSR, 2016; INEGI, 2019).

La supervivencia por causa especifica a cinco afios para cancer de mama en etapa
local, regional y distante en las mujeres hispanas es de 96%, 85% y 32%
respectivamente. Algunos tipos de cancer de mama son mas agresivos que otros. Las
tasas de supervivencia a cinco afios tienden a ser mas bajas para las mujeres
diagnosticadas con cancer de mama triple negativo (ACS, 2012).

La acelerada transicion demografica, asi como la transicidon epidemioldgica y
nutricional que vive el pais, hace susceptible a la poblacion de presentar diversos
factores de riesgo para cancer, como son el envejecimiento, el consumo bajo de frutas
y vegetales, entre otros, lo que puede conllevar al incremento en el nUmero de casos
y fallecimientos debidos a neoplasias malignas. En el caso del cancer de mama, en el
cual se prevén incrementos durante la presente década, el principal factor de riesgo
es el sexo femenino, siendo relevante ya que la relacién hombre-mujer ha descendido
durante los ultimos afios, superando para el 2015 la poblacién femenina por mas de
tres millones a la poblacion masculina, asi mismo la edad es un factor de riesgo, en
México las mujeres con cancer de mama tienen en promedio 11 afos menos que las
mujeres estadounidenses o europeas (51 afios vs 62 anos) (Sifuentes-Alvarez et al.,
2015), la mortalidad se incrementa a partir de los 55 afos en poblacién mexicana
(Reynoso-Noverdn & Torres-Dominguez, 2017).

El cancer de mama es un grupo heterogéneo de enfermedades con un
comportamiento clinico muy variable. Los patdlogos han reconocido durante mucho

13



tiempo esta diversidad a nivel morfologico y se refleja en los diversos tipos
histologicos especiales de cancer de mama con sus caracteristicas microscopicas
distintivas. Sin embargo, entre el 70 y el 80% del cancer de mama pertenece al tipo
histologico ductal infiltrante, que, en lugar de representar una entidad unica, muestra
una marcada heterogeneidad con respecto a la morfologia tumoral, biologia molecular
subyacente y pronéstico.

El diagndstico temprano y las nuevas terapias para el cancer de mama han llevado a
mejorar la supervivencia. No obstante, determinar el riesgo de recurrencia distante
continua siendo un reto mayor. Este riesgo tradicionalmente se ha evaluado usando
factores clinicopatologicos como la edad de la paciente, el estado de los ganglios, el
tamano del tumor y el tipo histologico. La informacion de la expresion génica se esta
usando actualmente en combinacion con los factores clinicopatoldgicos para definir
los subtipos del cancer de mama y predecir este riesgo con mayor exactitud.

La elaboracion de perfiles de expresion génica usando analisis de algoritmo de
agrupamiento ha llevado a la identificacion de subtipos intrinsecos de cancer de
mama, los cuales estan asociados con patrones unicos de metastasis y diferencias
notables en la tasa de supervivencia. A la fecha se han caracterizado cuatro subtipos
intrinsecos: luminal A, luminal B, HER2-enriquecido, y triple negativo (Cardenas-
Sanchez et al., 2019). Los subtipos luminales generalmente estan asociados con una
mayor supervivencia global que los subtipos HERZ2 y triple negativo.

El objetivo principal del manejo oncolégico moderno es la medicina personalizada, con
una determinacion mas precisa del prondstico del paciente basado en la biologia
tumoral y las aberraciones moleculares subyacentes que impulsan el crecimiento de
tumores individuales. Existe poco conocimiento de los factores moleculares que
incrementan la oncogénesis del cancer de mama. Entre estos se encuentran las
proteinas transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (STAT) (Walker
et al, 2009). Una variedad de tumores sdlidos, leucemias y trastornos
mieloproliferativos (MPD) se caracterizan por la presencia de STATS, participando en
la supervivencia y proliferacion celulares (Hennighausen & Robinson, 2008).

La prolactina es la principal citocina desencadenante de la activacion fisiologica de
STATS a través del PRLR en la glandula mamaria, al final del embarazo y durante la
lactancia. STAT5 estimula los genes anti-apoptéticos, como Bcl-xL y también los
genes que codifican proteinas que se encuentran en la leche, como la beta-caseina y
la proteina acida del suero; se ha encontrado activa en tumores de mama sensibles a
hormonas, RE+ (receptor de estrogeno), RP+ (receptor de progesterona). Se ha
demostrado que la ruta PRL-PRLR-STAT5 impide la invasiéon de las células
tumorales, por lo que parece contribuir a tumores menos agresivos (Walker et al.,
2009; Hachim et al., 2019).
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La terapia contra el cancer puede desencadenar una reaccion inflamatoria importante.
La radioterapia y algunas quimioterapias causan la muerte de células tumorales, que
a su vez lleva a una respuesta inflamatoria sistémica capaz de estimular la
presentacion de antigenos tumorales (Jacobo Velazquez et al., 2017). Lo anterior
destaca la importancia de una terapia individualizada de acuerdo a las caracteristicas
biolégicas del tumor, por lo consiguiente evitar efectos adversos, entre los cuales
destaca la progresion tumoral y toxicidad innecesaria.
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Il. ANTECEDENTES
Anatomia de la glandula mamaria

El primer indicio de las glandulas mamarias es un engrosamiento a manera de banda
de la epidermis, la linea mamaria o cresta mamaria, en el embridén de siete semanas,
se extiende a ambos lados del cuerpo desde la base de la extremidad superior hasta
la regién de la extremidad inferior. Hacia el final de la vida intrauterina, los brotes
epiteliales se canalizan y forman los conductos galactéforos, mientras que los
esbozos constituyen los conductos de menor calibre y los alveolos de la glandula
(Gonzalez & Ugalde, 2012).

La glandula mamaria se encuentra revestida por un epitelio escamoso queratinizado,
al profundizar a la mama se transforma en epitelio cubico de doble capa que tapiza los
conductos, la ramificacion sucesiva de los conductos grandes acaba conduciendo a la
unidad lobulillar de los conductos terminales. En las mujeres adultas el conducto
terminal se ramifica en un grupo de acinos pequefios para formar un lobulillo. Los
conductos y los lobulillos estan tapizados por dos tipos de células: las células
mioepiteliales contractiles con miofilamentos se disponen como una malla sobre la
membrana basal, esas células ayudan a la eyeccién de la leche durante la lactancia,
proporcionan soporte estructural a los lobulillos. Por otro lado, las células epiteliales
luminales, se superponen a las células mioepiteliales, sélo las células luminales
lobulillares son capaces de producir leche. También existen dos tipos de estroma
mamario. El estroma interlobulillar corresponde a un tejido conjuntivo fibroso denso
mezclado con tejido adiposo. El estroma intralobulillar rodea a los acinos de los
lobulillos y esta constituido por células similares a los fibroblastos con respuesta
hormonal, especifica de la mama y mezcladas con linfocitos diseminados (Kumar, et
al., 2010).

Fisiologia de la glandula mamaria

La funcion principal de la mama durante la gestacion es prepararse para la produccion
de leche; la proporcion adecuada de progesterona y estrogenos, son factores que
causan el desarrollo y aumento de volumen de la mama. La adenohipdfisis contribuye
a la preparacion de la mama para la produccion de leche, por medio de la liberacion
de prolactina que en conjunto con los estrogenos, estimulan el crecimiento de los
conductos galactoforos y alveolos.

En términos generales, se acepta que el factor mas importante en el desarrollo de la
mama esta determinado por las hormonas ovaricas, somatotropina y prolactina, las
glandulas mamarias experimentan cambios ciclicos que dependen del mismo
mecanismo que controla el ciclo menstrual. Después de la menstruacién el aumento
progresivo de los estrégenos, favorece la proliferacion y desarrollo de las células
ductales y lobulillares. Durante la fase secretora del ciclo menstrual, bajo la influencia
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de la progesterona, aumenta la proliferacion de la estructura de los conductos
terminales y existe vacuolizacién y aumento de la actividad mitdésica de las células
epiteliales basales. Las células del estroma proliferan y, ademas existe edema del
estroma. Este efecto del estrogeno y progesterona sobre los elementos
intralobulillares de la mama son la causa de la sensacion de tumefaccion que
experimentan las mujeres en la fase premenstrual del ciclo. Cuando ocurre la
menstruacion, la caida de los niveles del estrégeno y progesterona va seguida de la
descamacion de células epiteliales, atrofia del tejido conectivo intralobulillar,
desaparicion del edema del estroma, y de una disminucion generalizada del tamafo
de los conductos.

Solo al comienzo del embarazo la glandula mamaria completa su maduracion y su
actividad funcional.

Durante el climaterio la mama sufre de manera progresiva, la carencia de actividad
hormonal. Los lobulillos pueden llegar a desaparecer en la mujer senil, dejando solo
conductos para formar un patrén similar al del hombre. En muchas ocasiones queda
suficiente estimulo estrogénico posiblemente de origen suprarrenal o de conversion
periférica, para mantener los vestigios de los lobulillos (Frenk, et al., 2002).

Historia natural del cancer

El origen del cancer se relaciona con alteraciones en oncogenes, genes supresores
tumorales y microRNAs. Estas alteraciones son eventos somaticos, aunque
mutaciones germinales pueden predisponer a una persona al cancer hereditario o
familiar. Un solo cambio genético rara vez es suficiente para el desarrollo de un tumor
maligno. La mayor parte de la evidencia respalda a multiples alteraciones
secuenciales en varios o incluso muchos oncogenes, genes supresores tumorales y
microRNAs de células neoplasicas. Los tumores frecuentemente poseen clones
citogenéticamente diferentes que surgen de la transformacion mediante alteraciones
genéticas secundarias o terciarias de una célula inicial. Esta heterogeneidad
contribuye a las diferencias en el comportamiento clinico y respuesta al tratamiento en
un mismo tipo tumoral. Ademas del clon inicial y subclones, los tumores también
pueden contener células neoplasicas progenitoras, que constituyen un espectro de
células con diferentes alteraciones genéticas y estados de diferenciacion. Estas
poblaciones pueden diferir en sensibilidad a la quimioterapia, radioterapia y otros
tratamientos, lo que dificulta el manejo clinico (Croce, 2008).

Factores de riesgo del cancer de mama

El cancer de mama probablemente es causado por una combinacion de factores
hormonales (fisioldgicos y terapéuticos), factores genéticos, otros factores fisiolégicos
no hormonales (por ejemplo, la edad), factores ambientales y estilo de vida, (OMS,
2019), a continuacion se mencionan algunos de ellos:
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1° Factores genéticos

Aproximadamente del 5% al 10% de las neoplasias de mama son atribuibles a
factores genéticos. Los genes de predisposicion al cancer de mama mas frecuentes
son BRCA1, BRCA2, PTEN (sindrome de Cowden) y TP53 (sindrome de Li-
Fraumeni); actualmente se siguen explorando otros genes de predisposicion, asi
como sus interacciones con el medio ambiente. La progenie de un progenitor que
porta una mutacion tiene una probabilidad del 50% de heredarla. Las personas
portadoras de mutaciones en los genes BRCA1 o BRCAZ2 tienen un riesgo calculado
de contraer cancer de mama a los 70 afos de edad de alrededor del 55% al 65% en
el primer caso y del 45% al 47% en el segundo caso.

2° Antecedentes personales y familiares de cancer de mama

Las mujeres con antecedentes personales de cancer de mama (carcinoma ductal in
situ o cancer de mama invasor) tienen un mayor riesgo de desarrollar un segundo
cancer, ya sea en la misma mama o en la otra (los calculos indican un aumento de
mas del 4% a lo largo de 7,5 afios).

3° Exposicion a radiacion ionizante

La exposicion a radiacion ionizante en térax a una edad temprana (el riesgo mas
elevado se presenta cuando la exposicion ocurre entre los 10 y 14 afos de edad)
aumenta el riesgo, pero este disminuye de forma extraordinaria si la radiacion se
administra después de los 40 afios. Las mamografias y radiografias del térax no
parecen aumentar el riesgo de cancer de mama.

4° Factores hormonales y reproductivos

Las hormonas enddgenas, en particular la exposicidon a estrégenos, desempefian una
funcion en el crecimiento y la proliferacion de las células mamarias. Los niveles
elevados o prolongados de estrogenos enddgenos estan relacionados con un riesgo
mayor de padecer cancer de mama en las mujeres posmenopausicas. Los factores
conocidos de riesgo de cancer de mama estan asociados a factores reproductivos que
prolongan la exposicion natural a las hormonas producidas por los ovarios, como el
inicio de la menstruacion a una edad temprana, el comienzo tardio de la menopausia,
edad tardia del primer embarazo (mas de 30 afos de edad) y nuliparidad
(Momenimovahed & Salehiniya, 2019).

5° Hormonas terapéuticas o exégenas de estrogenos

El uso prolongado del tratamiento hormonal sustitutivo después de la menopausia se
ha asociado a un mayor riesgo de padecer cancer de mama. En un amplio ensayo
aleatorizado, las mujeres que tomaron una combinacion de estrogenos y progesterona
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por mas de 5 afos después de la menopausia presentaron un mayor riesgo de cancer
de mama.

6° Obesidad

Se piensa que la asociacion entre la obesidad y el riesgo de cancer de mama se
relaciona, al menos en parte, con la funcién de los adipocitos, que contribuyen a
elevar la concentracion de las hormonas circulantes y otros factores. La adiposidad
puede afectar a las hormonas circulantes, ya que los precursores de estrégenos se
transforman en estrégenos en los adipocitos.

Factores protectores
1° Lactancia materna

Muchos estudios epidemiologicos han analizado la relacidn entre la lactancia materna

y el riesgo de padecer cancer de mama; en términos generales, amamantar parece
reducirlo. Un estudio revel6 que por cada 12 meses que una mujer amamanta a su
bebé, el riesgo relativo de cancer de mama disminuye 4,3%, y otro 7% por cada bebé
amamantado. Los expertos indican que la lactancia materna puede reducir la
incidencia del cancer de mama hasta en un 11%.

2° Actividad fisica

El ejercicio regular parece tener un efecto protector contra el cancer de mama. Los
estudios revelan que es posible alcanzar una reduccion promedio del riesgo del 25%
al 40% entre las mujeres que se mantienen fisicamente activas por comparacion con
las menos activas (OMS, 2019).

Clasificacion histolégica del cancer de mama

Mas del 95% de las neoplasias malignas mamarias son adenocarcinomas, divididos
en carcinomas in situ y carcinomas invasivos. El término carcinoma in situ, se refiere
a una proliferaciébn neoplasica limitada a los conductos y los lobulillos por la
membrana basal. El carcinoma invasivo (infiltrante) ha penetrado en el estroma a
través de la membrana basal. En este caso las células ya pueden invadir la
vascularizacién vy, por tanto, alcanzar los ganglios linfaticos regionales y sitios
distantes (Kumar et al., 2010).

El carcinoma in situ representa entre el 15 al 30% de los casos de cancer de mama.
Tiene dos variantes, el carcinoma ductal in situ (CDIS) que corresponde al 80%, se
sospechan inicialmente por la existencia de un hallazgo mastografico anormal
(microcalcificaciones, masa o un area densa asimétrica) o por la existencia de un
tumor palpable o secrecion por el pezén; el carcinoma lobulillar in situ (CLIS) que
representa el 20%, lesion poco frecuente, en general no se relaciona con masa
palpable o cambios mastograficos especificos, se considera como un marcador de
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riesgo y no un cancer que evolucione hacia la forma invasora de manera directa
(Cardenas-Sanchez et al., 2019).

El carcinoma invasor representa del 70-85% del total de casos de cancer de mama,
las variantes mas frecuentes son: el carcinoma ductal, abarca entre 70% y 80% de
todos los casos y el carcinoma lobulillar, con una presentacion del 10% de los casos,
respectivamente (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

Clasificacion del grado histolégico Scarff-Bloom- Richardson (SBR)

El grado histologico de malignidad constituye un reflejo de la diferenciacion celular y
es ampliamente utilizado entre los factores prondsticos clasicos para el cancer de
mama. Numerosos investigadores han intentado establecer prondsticos en el cancer
de mama basados en parametros puramente morfologicos. Entre estos métodos se
utiliza, aun en nuestros dias, el sistema de graduacion histologica de malignidad
propuesto por Bloom y Richardson en el afio 1957 y luego modificado por Scarff, el
cual sugiere que el grado histolégico mejora la estimacién prondstica de las pacientes
con cancer mamario mas alla de lo que se estima con el estado ganglionar. Este
grado histologico, que se basa en una combinacion de mediciones del grado nuclear,
el indice mitético y el grado de diferenciacion dado por la formacion glandular
(tubular), posee valor predictivo, pero esta claro que para su utilizacion se requieren
rigurosos programas de control de calidad con el objetivo de homogenizar su
reproductibilidad y disminuir las diferencias inter observadores (Cardenas-Sanchez et
al., 2019).

Tabla 1. Sistema de estadificacion SBR

CALIFICACION | FORMACION DE | GRADO NUCLEAR NUMERO DE
TUBULOS MITOSIS
1 75% o mas del | Nucleo pequefio, < 12 mitosis en 10
tumor uniforme, cromatina CGA*
densa
2 10-75% del tumor | Nucleo con moderada 13 a 24 mitosis en

variacion en tamafioy | 10 CGA
forma; puede
observarse nucleolo
poco aparente

3 <10% del tumor Nucleo con marcado = 25 mitosis en 10
incremento en tamano, | CGA

forma y contornos
irregulares, 2 o0 mas
nucleolos prominentes,
cromatina gruesa

Tomado de Cardenas-Sanchez et al., 2019. *CGA, campos de alto poder.
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Se deberan reportar por separado los tres parametros mencionados y el puntaje final
para determinar el grado histoldgico, el cual sera como sigue (Cardenas-Sanchez et
al., 2019):

Grado I: 3 a 5 puntos.
Grado II: 6 a 7 puntos.
Grado lll: 8 a 9 puntos.
Receptores hormonales

La determinacion de los receptores esteroideos ha permitido clasificar los tumores
mamarios, segun su contenido en receptores de estrogenos y/o de progesterona, en
hormono-dependientes (RE+RP+, RE+RP- y RE-RP+) y hormono-independientes
(RE-RP-). Esta clasificacion ha resultado de gran utilidad, puesto que permite
seleccionar a las pacientes candidatas a terapia hormonal, reconocer a aquellas con
mayor riesgo de recurrencia y asociar el estado de receptores de estradiol con una
serie de caracteristicas: los tumores RE+ suelen observarse en pacientes de mayor
edad y ser de menor tamano, histolégicamente mas diferenciados y con pequefio
porcentaje de células en fase S (Sunderland & Mcguire, 1991; Cano et al., 1995).

Existen dos tipos de RE, REa y REB este ultimo con cinco isoformas de las que
destacan REB1 y REB2, que presentan una elevada homologia pero diferentes
propiedades de unién al ADN y al ligando, asi como un patrén de expresion celular y
tisular ligeramente distinto, lo que indica que probablemente estén implicados en
distintos procesos biologicos (Kuiper et al., 1997; Grandien, 1997). Asi REa es un
activador transcripcional mucho mas potente que REB y es considerado el marcador
predictivo de la respuesta a una terapia antiestrogénica. La implicacion del REB en
cancer de mama no esta clara, pero podria antagonizar los efectos del REa al
heterodimerizar con éste (Peng et al., 2003). Cabe sefalar, que en ausencia de REq,
el REB media parcialmente, los efectos de los estrégenos sobre la transcripcion de
genes. La accion de la progesterona esta mediada por RP, del que se han descrito
dos isoformas, RP-A y RP-B, codificadas por un mismo gen a partir de promotores
diferentes. En la mayoria de los contextos celulares, RP-B es un activador de la
transcripcion génica muy potente, mientras que RP-A puede actuar como un represor
trans de los RP-B y de otros receptores esteroideos, como RE, o formando
heterodimeros. Elevadas cantidades de progesterona, en combinacion con estradiol,
tiene actividad proliferativa importante en glandula mamaria adulta de roedores y
humanos, mediada por RP; aun asi en general, la sintesis de RP, asi como la mayor
prevalencia de RP-B, son de buen prondstico, mientras que la pérdida de RP o una
elevada penetrancia de RP-A indican mayor agresividad tumoral y mayor probabilidad
de metastasis (Clarke et al., 2004).

21



Sin embargo, la determinacién de los receptores no es suficiente para discernir la
hormono-dependencia funcional, como lo demuestra el hecho de que entre un 20 y
30% de los tumores con receptores no responden a la terapia, o desarrollan
resistencia durante la realizacion de la misma.

Clasificacion molecular del cancer de mama

El trabajo de medicina traslacional sobre los cuatro fenotipos moleculares del cancer
de mama (luminal, con sobre-expresion de HER2, fenotipo basal y el similar a mama
normal) definidos inicialmente mediante gendmica, ha permitido aproximarse a esta
clasificacion mediante metodologias mas accesibles como la inmunohistoquimica
(IHQ), empleando marcadores rutinarios como RE, RP y HER2. En poblacién
mexicana, la frecuencia promedio de subgrupos definidos por estos marcadores es la
siguiente: receptores hormonales positivos 60%, HER2 positivos 20.4% vy triples
negativos 23.1%. En la Tabla 1 se muestran los subtipos moleculares de cancer de
mama y su aproximacioén por IHQ (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

La Sociedad Americana de Oncologia Clinica, recomienda que a todas las pacientes
con diagnostico de cancer de mama, se les realice la determinacion de los RE y RP
para incluir el beneficio del tratamiento endocrino. Lo mismo sugiere con la
determinacion de HER2, en los casos del subtipo invasor al diagnostico o en la
recaida, los cuales se ven beneficiados con el tratamiento de trastuzumab (anticuerpo
monoclonal contra HER2) (Kumar, V et al., 2010; Shemanko, 2016). En cuanto al
Ki67, no se ha conseguido establecer un punto de corte 6ptimo, aunque se acepto el
valor del 20% en el Consenso de St. Gallen de 2015 (Coates et al., 2015). El subtipo
luminal A, se considera el mas diferenciado y por lo tanto de mejor prondstico, el
subtipo basal (pertenece al subtipo triple negativo) esta asociado frecuentemente a
metasisis y un pobre prondstico (Cardenas-Sanchez et al., 2019).
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Tabla 2. Clasificacion molecular del cancer de mama

SUBTIPO RE RP HER2 KI67* GRADO
HISTOLOGICO

Luminal A + >20% - <20% 102

Luminal B + <20% - >20% 3

HER?2 -

Luminal B[ + <20% + >20% 3

HER2 +

HER2 - - + Usualmente alto 3

Triple - - - Usualmente alto 3

negativo

Tomado y adaptado de Cardenas-Sanchez et al., 2019.

*Ki67, marcador celular de proliferacion.
Clasificacion TNM

El sistema de estadificacion de cancer de mama de la Sociedad Americana en Cancer
brinda informacion pronéstica importante. EI comportamiento del cancer de mama se
ha comprendido tanto por la etapa clinica, como por la identificacion y validacion de
marcadores biolégicos prondstico que son determinantes para el tratamiento
(Cardenas-Sanchez et al., 2019; Giuliano et al., 2017).

Esta clasificacidon tiene como fin, determinar la extensién anatémica de las neoplasias
basadas en apreciaciones clinicas o patologicas. Toma en cuenta para estratificar el
cancer al tamafio del tumor (T), presencia de metastasis a nddulos (N) y la presencia
de metastasis a distancia, a otros érganos o tejidos (M). Las pacientes con cancer de
mama se clasificaran en alguno de los ocho subtipos de estadio clinico (TNM)
acuerdo a las caracteristicas descritas por Cardenas-Sanchez et al. (2019) y Giulano
et al. (2017).

Mientras que las siete primeras ediciones de la TNM se crearon como un sistema de
clasificacion estandarizado, la rapida evolucion de la biologia del cancer cuestioné la
utilidad de la TNM con un enfoque clinico individualizado. Por este motivo la 8va
edicion anade algunas modificaciones con respecto a las ediciones anteriores, y
ademas, se incorpora la evaluacion de los RE, RP, HER2 y Ki67. Esto se traduce en
la combinacién de la clasificacién histolégica con la molecular que permite clasificar a
estas pacientes de una forma mas individualizada en funcion del riesgo definiendo un
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manejo personalizado que se basa en factores prondsticos del riesgo de recidiva y
factores predictivos de la respuesta al tratamiento (Alcaide Lucena et al., 2021).

Tratamiento del cancer de mama

El tratamiento integral del cancer de mama es multidisciplinario, los manejos
locorregionales son cirugia y radioterapia en cualquiera de sus tres modalidades
(neoadyuvante, adyuvante y paliativa) y el tratamiento sistémico incluye la
quimioterapia, la terapia endocrina y la terapia dirigida a blancos moleculares.

Cirugia

El tratamiento quirdrgico del tumor primario en el cancer de mama ha pasado por
multiples modificaciones. En la actualidad, las opciones de tratamiento incluyen la
cirugia conservadora, la mastectomia total con o sin reconstruccion inmediata y la
cirugia oncoplastica de la mama.

Recomendaciones para mastectomia total (Cardenas-Sanchez et al., 2019):

*

s Enfermedad multicéntrica

+ Relacion mama- tumor desfavorable

+ Imposibilidad de conseguir margenes negativos (sin tumor en tinta)
+ Deseo del paciente

Cirugia conservadora. La cirugia conservadora de mama se define como escision
completa del tumor primario con margen quirurgico negativo, debe complementarse
con radioterapia adyuvante, y es el tratamiento estandar en etapas tempranas
(Cardenas-Sanchez et al., 2019).

En diversos estudios la cirugia conservadora y radioterapia adyuvante, han
demostrado resultados similares en cuanto a recurrencia loco-regional y supervivencia
global en comparacioén con la cirugia radical (Houssami et al., 2010).

Algunas de las contraindicaciones son la presencia de carcinoma inflamatorio,
imposibilidad de recibir radioterapia adyuvante, imposibilidad de obtener margenes
negativos (multicentralidad) (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

Ganglio centinela. Otro aspecto fundamental en el tratamiento quirdrgico del cancer
de mama es el manejo de los ganglios axilares, esto tiene fines prondsticos para la
estadificacion y terapéuticos con el fin de disminuir la recurrencia local. Por muchos
anos, la diseccion de la axila ha sido el estandar de tratamiento, sin embargo, el
beneficio de este procedimiento en pacientes con ganglios clinicamente negativos es
muy bajo y sus complicaciones son relativamente frecuentes. En la actualidad la
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diseccién del ganglio centinela es el abordaje quirurgico de eleccion en los casos en
que la axila es clinicamente negativa (Veronesi et al., 2003).

El carcinoma ductal in situ puede tratarse con cirugia conservadora mientras se
obtengan margenes adecuados (>2 mm), la radioterapia adyuvante disminuye la
recaida local, la mastectomia total es una opcion de tratamiento en pacientes
seleccionados que tengan un riesgo mayor para recaida local (alto grado, <40 afios,
multicéntrico, >2 cm); es controvertida la utilidad del ganglio centinela (GC) sin
embargo este grupo de pacientes es el que tiene la mayor posibilidad de enfermedad
con invasioén por lo que se recomienda su uso (Veronesi et al., 2003; Luini et al.,
2009).

Diseccion radical de axila. Es indicada a pacientes con manejo quirurgico primario
(cirugia conservadora o mastectomia total), en quienes se ha corroborado la afeccion
ganglionar mediante una biopsia o clinicamente, se recomienda en cualquiera de los
casos la evaluacion de un minimo de 10 ganglios para una adecuada estadificacion
(Cardenas-Sanchez et al., 2019).

Tratamiento sistémico adyuvante (hormonoterapia * quimioterapia *
trastuzumab)

Con el objeto de determinar la terapia adyuvante 6ptima, el oncélogo clinico debera
contar con una informacion completa de las caracteristicas biolégicas del tumor. En
particular, la expresién o no de los receptores hormonales y el HER2 neu (potenciales
blancos terapéuticos) tienen importancia trascendental para brindar el mejor
tratamiento individualizado. La terapia sistémica debera iniciarse tan pronto como sea
posible, de preferencia antes de 6 semanas de realizado el tratamiento quirurgico
(Cardenas-Sanchez et al., 2019).

Pacientes con ganglios positivos. A causa del alto riesgo de recaida en este grupo,
todas las pacientes con ganglios positivos deberan recibir tratamiento sistémico
adyuvante (quimioterapia + hormonoterapia * trastuzumab) sin importar el nimero de
ganglios afectados.

Pacientes con ganglios negativos. Se recomienda la administracion de tratamiento
adyuvante sistémico (quimioterapia + hormonoterapia + trastuzumab) cuando exista
alguna de las siguientes condiciones (Cardenas-Sanchez et al., 2019):

% Tumor >1 cm (mas de 3 cm para histologia favorables como cancer tubular y
mucinoso) con receptores hormonales positivos y HER negativo
(hormonoterapia + quimioterapia).

*

% Tumor triple negativo > 5mm (quimioterapia).
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% Tumor >5mm con sobreexpresion HER2 (quimioterapia + trastuzumab *
hormonoterapia).

% Firma genomica de alto riesgo de recurrencia en los casos en que esté
disponible (quimioterapia + hormonoterapia).

Los esquemas de quimioterapia de dosis densas con adriamicina + ciclofosfamida
bisemanal seguido de paclitaxel semanal mas filgrastim logran una reduccion de 26%
en el riesgo de recurrencia y de 31% en la posibilidad de muerte. Con respecto a la
secuencia de aplicacion entre antraciclinas y taxanos, un meta-analisis publicado
apoya el uso de taxanos seguido de antraciclinas como una opcion razonable en la
practica clinica diaria. Los resultados obtenidos en respuestas patoldgicas en algunos
ensayos clinicos fase Ill también apoyan dicha sugerencia. La inclusion en adyuvancia
de otros medicamentos como la gemcitabina, las sales platinadas o la capecitabina a
los esquemas con antraciclinas y taxanos no se recomienda, ya que los estudios en
neoadyuvancia no han demostrado beneficio clinico (Cardenas-Sanchez et al., 2019).

Terapia Endocrina. Entre 50 y 70% de los pacientes con cancer de mama, el tumor
sera hormonosensible por lo que se podran beneficiar de una de las siguientes
modalidades de manejo. La decisién dependera de las condiciones de la paciente,
comorbilidades, biologia tumoral y perfil de seguridad de cada tratamiento (Waks &
Winer, 2019).

En el terreno adyuvante, la administracién de tamoxifeno durante cinco afios ha
demostrado una disminucién en el riesgo de recurrencia de 40% y en riesgo de
muerte de 35%, asi como reduccion en el desarrollo de otro cancer de mama. Los
beneficios de tamoxifeno son similares en mujeres premenopausicas que en
posmenopdausicas. Es importante considerar que el uso de tamoxifeno esta
relacionado con eventos adversos mayores tales como cancer endometrial en 1% y
enfermedad tromboembdlica en 2% (Arce et al., 2011).

Los inhibidores de aromatasa, representan otra opcidon terapéutica en el tratamiento
adyuvante exclusivo de mujeres posmenopausicas. La decisién del tipo de inhibidor
se relaciona con el perfil de toxicidad y caracteristicas de riesgo en cada paciente. La
duracion optima recomendada es de cinco afios. El beneficio absoluto es de 3% de
disminucion de recurrencia (Riemsma et al., 2010).

Terapia Bioldgica. Aproximadamente 15 a 25% de las neoplasias de mama tendra
sobreexpresion del gen HER2. El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal
humanizado dirigido en contra de la proteina HER2. Diversos estudios han evaluado
el beneficio de trastuzumab concomitante o secuencial con quimioterapia de forma
adyuvante, los resultados combinados demuestran disminucion relativa del riesgo de
recurrencia o muerte del 38% (Arce et al., 2011). En pacientes con sobreexpresion de
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HER2 y considerados de alto riesgo de acuerdo al tamafio tumoral y estado
ganglionar se justifica el tratamiento con pertuzumab (Waks & Winer, 2019).

Factores pronésticos y predictivos en cancer de mama

Historicamente se han intentado establecer grupos de riesgo con base en factores
prondsticos para determinar si las pacientes son candidatas a terapia adyuvante, de
acuerdo a una serie de parametros clinico-patoldgicos (estado de los ganglios
linfaticos, tipo y grado histologico, tamafio del tumor, estado de los receptores
hormonales y del oncogén HER2, entre otros). Existe una nueva clasificacion del
cancer de mama, la cual se fundamenta en el andlisis de la expresion de multiples
genes en cada tumor. En los ultimos afios se han relacionado los fenotipos tumorales
con los perfiles de expresion gendmica, tras el analisis por microarreglo de ADN de
las variaciones en los patrones de expresion genémica. Algunas de las metodologias
para la evaluacion del perfil gendmico son: el uso de microarreglo de ADN, que
requiere de tejido congelado o fresco y el uso de la RT-PCR (reaccién en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa) para cuantificar la expresion de los genes
seleccionados prospectivamente sobre el tumor embebido en parafina. Uno de los
ejemplos mas exitosos y ahora mas conocido es el denominado Oncotype DX (Vega
et al., 2014). Este método revela la biologia individual del tumor basandose en la
medida de expresion de 21 genes por RT-PCR, esta siendo empleado en pacientes
con cancer de mama en estadio inicial RH+, HER2-, NO, es comercializado en
diversas partes del mundo debido a su facil utilizacion al basarse en biopsias
diagnosticas fijadas en formol e incluidas en parafina; ha demostrado alta
reproducibilidad y consistencia en sus resultados, ademas de un gran beneficio al
lograr seleccionar pacientes que no podrian necesitar un tratamiento con
quimioterapia (Sparano et al., 2019).

PRL Y PRLR

La prolactina es una hormona polipeptidica, sintetizada y secretada principalmente por
las células lactétrofas de la pituitaria anterior. Estudios han demostrado la sintesis y
secrecion de prolactina extrahipofiaria (ePRL) en varios tejidos y érganos periféricos,
regulada por mecanismos diferentes de los que regulan la prolactina pituitaria (pPRL).
Las diferencias entre pPRL y ePRL, son que el ARNm de la ePRL contiene 150 pares
de bases adicionales, debido a la transcripcidn extrapituitaria del exén no codificante
1a bajo el control de un promotor distal. Las estructuras proteicas de pPRL y ePRL
son idénticas y ambas formas se unen al PRLR. Los principales sitios de sintesis y
secrecion de ePRL son la decidua, la glandula mamaria, el ovario, la prostata, los
testiculos, los linfocitos, las células endoteliales, el cerebro, piel, foliculos pilosos,
tejido adiposo y coclea (Bernard et al., 2015).

Las acciones de la prolactina estan mediadas por su receptor transmembrana, PRLR
(Bernard et al., 2019). Constituye un sistema receptor complejo, vinculado a mas de
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300 funciones bioldgicas que van desde la reproduccién y la diferenciacion celular
hasta la respuesta inmunitaria (Bugge et al., 2016).

La funcion de la prolactina durante la lactancia ha sido establecida por décadas, sin
embargo, siguen surgiendo nuevos conocimientos. Tiene funcion crucial en la
reproduccion al contribuir al desarrollo de la glandula mamaria durante el embarazo y
periodo post-parto tempano, en la formacion del cuerpo luteo y provee condiciones
favorables para la implantacion al favorecer la secrecion de progesterona y expresion
del receptor de progesterona por las células epiteliales uterinas (Gorvin, 2015).

Pacientes con hiperprolactinemia presentan una variabilidad de anormalidades en la
reproduccion. El 40% de las mujeres con hiperprolactinemia tienen amenorrea, otras
pacientes manifiestan galactorrea, infertilidad e hipogonadismo (Devi & Halperin,
2014). La prolactina es menos abundante en el hombre, sin embargo tiene funciones
especificas, los pacientes con hiperprolactinemia manifiestan disfuncion eréctil (16%)
y oligospermia (10%) (Kokay et al., 2011).

Se requiere de la isoforma corta y larga del PRLR para la expresién de las proteinas
de la leche y lactacion.

El PRLR pertenece a la familia de receptores de citocinas tipo I. El gen que codifica el
receptor de prolactina se localiza en el cromosoma 5 y contiene 11 exones, con una
longitud aproximada de 100 Kb, tiene el potencial de producir multiples isoformas del
receptor, conformadas por tres dominios: extracelular, transmembrana e intracelular
(Brooks, 2012; Abramicheva & Smirnova, 2019).

El dominio extracelular esta compuesto por 210 aminoacidos, se divide a su vez en
dos dominios de fibronectina tipo Il, D1 (membrana distal) y D2 (membrana proximal),
de los cuales este ultimo contiene un motivo WS, que actia como un interruptor
molecular para el PRLR durante la activacién ligando a ligando; un dominio
transmembrana conformado por 24 aminoacidos y un dominio intracelular
desordenado. El dominio intracelular incluye al dominio Caja-1, motivo rico en prolina
que interactua con las cinasas de la familia JAK2 y SRC, tres dominios de interaccién
lipidica y Caja-2, la funcion de Caja-2 sigue sin estar clara, aunque algunos estudios
han sugerido que participa en la asociaciéon con JAK2 (Figura 1). Estudios han
revelado que la homodimerizacion de los receptores de citocinas tipo | puede ocurrir
en ausencia de hormona y es insuficiente para la activacion del receptor. La unién de
una hormona al dominio extracelular conduce a la formacion de un complejo ternario
asimétrico que consiste en una hormona y dos cadenas receptoras (Qazi et al., 2006),
los heterodimeros de isoformas largas y cortas del PRLR son funcionalmente inactivos
(Bernard et al., 2015).

En humanos el PRLR se expresa constitutivamente en la membrana celular (Bernard
et al., 2019), como todos los receptores de la familia de citocinas tipo |, el receptor de
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prolactina no tiene actividad enzimatica, sin embargo la unidén ligando-receptor,
favorece la dimerizacion del PRLR, la aproximacion y autofosforilacion de Jak2, que a
su vez contribuye a la fosforilacion del PRLR, generando un receptor con multiples
residuos de fosfotirosina. Las fosfotirosinas y sus secuencias aminoacidicas
adyacentes son dominios de union de proteinas con dominios SH2 presentes en
STAT. La proximidad de Jak2 a las proteinas STAT, permite a esta tirosina cinasa
fosforilarlas. Una vez fosforiladas en tirosina, se disocian del receptor, y homo- o
heterodimerizan y se traslocan al nucleo donde interaccionan con secuencias
promotoras especificas facilitando la transcripcion génica (Figura 2). Aunque la PRL
parece enlazarse solo al PRLR, el PRLR puede unir tres ligandos diferentes (PRL,
lactdgeno placentario y la hormona del crecimiento), lo que podria dificultar determinar
los efectos especificos de la prolactina in vivo (Shemanko, 2016; Brooks, 2012).

P @

Puente disulfuro

e  |\lotivo WS

» Caja1

emmmms (Caja 2

Figura 1. Representacion esquematica de las tres isoformas del receptor de
prolactina. El dominio extracelular idéntico esta dividido en dos sub-dominios. La porcién
intracitoplasmatica difiere en tamano y composicion (Blanco-Favela et al., 2012).
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Figura 2. Activacion de la via de sefalizaciéon Jak/Stat por unién de PRL a su
receptor membranal. La union hormona-receptor provoca dimerizacion de éste y su
posterior fosforilacion en tirosinas por una proteina Jak asociada. Las tirosinas
fosforiladas del receptor funcionan de anclaje para que se unan las proteinas STAT, que
son a su vez fosforiladas por las Jak y después liberadas para dimerizarse y translocarse
al ndcleo, donde estimulan la transcripcion de sus genes blanco (Locia Espinoza et al.,
2013).

Se han identificado en roedores y humanos multiples isoformas del PRLR que
resultan del empalme alternativo de la transcripcién primaria del ARNm. Estas
isoformas tienen dominios extracelulares idénticos, pero difieren en el tamano y la
secuencia de la porcién intracelular, que puede ser corta, intermedia o larga. La
isoforma principal del PRLR que se encuentra en los seres humanos es una proteina
larga compuesta de 598 aminoacidos, en su dominio intracelular existen multiples
motivos cortos, los cuales fundamentan la idea de que puede interactuar con varias
cinasas o vias de sefalizacion simultdneamente. La activacion de las vias de
sefalizacion rio abajo puede producir diferentes respuestas celulares, lo que explica
en parte la versatilidad de las acciones ejercidas por la prolactina en algunos tejidos
(Bernard et al., 2019; Abramicheva & Smirnova, 2019). En la isoforma corta del PRLR
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no hay fosforilacion de tirosinas, lo cual impide que interactue directamente con
proteinas con dominios SH2, como las proteinas STAT (Bernard et al., 2015).

La primera caracterizacion estructural integral del dominio intracelular del PRLR
muestra que esta intrinsecamente desordenado a lo largo de toda su longitud e
interactua especificamente con los lipidos distintivos de la membrana plasmatica
interna a través de clusters (Haxholm et al., 2015). La estructura completa del receptor
se generd hace unos afos combinando hallazgos experimentales y computacionales
con datos publicados anteriormente, incluyendo espectroscopia de resonancia
magneética nuclear, dispersion de rayos X de angulo pequefio, espectrometria de
masas y modelado molecular (Bugge et al., 2016). Los resultados proporcionaron la
primera vista completa de un receptor de citoquina de clase 1, que ejemplifica la
arquitectura de mas de 40 receptores diferentes.

El dominio intracelular puede interactuar con numerosas cinasas y vias de
sefnalizacion debido a su flexibilidad estructural. Esta vision innovadora del receptor
revela que el dominio extracelular es simplemente la punta de un enorme iceberg
molecular (Bernard et al., 2019).

Ademas de las diferentes isoformas unidas a la membrana, se ha identificado un
PRLR soluble (llamado proteina de unidon a PRL), que contiene solo el dominio
extracelular del receptor de membrana. Dependiendo de la especie, la proteina de
unién a PRL se puede generar a partir de empalme alternativo del ARNm del PRLR o
escision del receptor de membrana (Bernard et al., 2015).

Receptor de prolactina (PRLR) y su asociacién a cancer de mama

Los informes sobre la expresion del PRLR en el cancer de mama humano son
contradictorios. Esto se debe en parte al uso de diferentes metodologias, la
sensibilidad y especificidad de las pruebas. En un inicio la union de PRL radiomarcada
al tejido se utilizd para detectar la presencia del PRLR y cuantificar su nivel de
expresion relativa, estos estudios detectaron la expresion del PRLR en un 20-60% de
los tumores de mama en humanos. Mas tarde, la expresion del PRLR se re-examino
cuantificando el ARNm utilizando PCR en tejido sano y tumores de mama. En
paralelo, las mismas muestras fueron analizadas mediante inmunohistoquimica. Los
autores no encontraron una correlacion entre los niveles de expresion relativa del
PRLR evaluados por las dos técnicas (Galsgaard et al., 2009).

Estudios in vitro e in vivo, destacaron la participacién de la via de sefalizacion
prolactina/Jak2/Stat5, en el desarrollo de la glandula mamaria y la diferenciacion
terminal de las células epiteliales de la mama (lavnilovitch et al., 2002; Hennighausen
& Robinson, 2008; Walker et al., 2016). Por otro lado, el rol de la PRL en el desarrollo
y progresion del cancer de mama, no esta del todo claro. Estudios previos sugieren
que la PRL podria contribuir al desarrollo del cancer de mama al funcionar como un
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factor de crecimiento local, a través de un bucle autécrino PRL/ PRLR. Ademas, los
estudios con ratones transgénicos diseflados para sobre-expresar PRL en células
epiteliales mamarias dieron como resultado el desarrollo de tumores mamarios. Al
mismo tiempo, se descubrié que PRL y PRLR desempefian un papel permisivo en los
tumores mamarios inducidos por oncogenes. Ademas, PRL y PRLR estuvieron
recientemente implicados en la diseminaciéon metastasica del cancer de mama
(Blanco-Favela et al., 2012).

Si bien los estudios anteriores destacan el rol de la PRL en el desarrollo de la
oncogénesis, estudios recientes, proponen un papel diferente como supresor
potencial de la oncogénesis mamaria.

Recientemente se descubrié que la expresion de PRL y PRLR en el cancer de mama,
se correlaciona con un prondstico favorable del paciente (Lépez-Ozuna et al.,
2016).En apoyo a estos hallazgos, se encontré que la expresion de PRL y PRLR
estaba regulada negativamente en pacientes con cancer de mama y lineas celulares
de cancer de mama (Volker et al., 2018). Faupel-Badger y colaboradores evaluaron la
relacion entre la expresion del PRLR y las caracteristicas histologicas del tumor,
encontrando que los tumores de gran tamafno y mal diferenciados se asociaron a una
tincion negativa para el PRLR (Faupel-badger et al., 2013). Ademas, se descubrié que
la expresion/activacion de PRL, molécula efectora STAT5a, se asocia con mayores
niveles de diferenciacion histoldgica en los tejidos de cancer de mama vy distingue a
pacientes con pronostico favorable y respuesta a la terapia endocrina. La pérdida de
expresion de STAT5a también se asocié con la progresion tumoral y resultados
clinicos desfavorables. La proteina acida del suero (WAP) y la a-caseina, que se
sintetizan ante el estimulo de la PRL, también mostraron inhibicién de la oncogénesis
y la invasién de células de cancer de mama. Juntos, estos hallazgos proporcionan
evidencia convincente sobre el papel de la via de sefializaciéon de la PRL en el
mantenimiento de la diferenciaciéon de tejidos y como un supresor de la oncogénesis
mamaria. Este papel supresor inesperado de PRL en el cancer de mama todavia esta
emergiendo y necesita ser mas explorado (Lépez-Ozuna et al., 2016).

El proceso de EMT (transicion epitelial-mesenquimal) es un paso esencial en la
propagacion de las células tumorales y progresion tumoral, se atribuye su
participacion principalmente en diversas funciones, incluyendo la iniciacién del tumor,
migracion celular, afectacion de ganglios linfaticos, metastasis, asi como resistencia a
la terapia. Varios estudios asignan al PRLR una funcién supresora de la transicion
epitelial-mesenquimal.

En un estudio se evaluod la expresion de PRLR/TGFB y su correlacion con parametros
clinicopatoldgicos, mediante la elaboracion de TMA (microarreglo tisulares) de 102
casos de cancer de mama y el analisis de una base de datos (GOBOCAN),
obteniendo como resultado que el nivel de coexpresion entre los receptores de TGF(
y PRLR disminuy6é con la progresion tumoral, las etapas mas avanzadas de la
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enfermedad y los tumores ganglio linfaticos positivos; una alta expresiéon de la firma
genética PRLR/TGFB-RI/TGFB-RII fue un indicador de tumores de bajo grado y un
marcador de mejores resultados para el paciente (Hachim et al., 2019). Shams y col
(2021), encontraron que al interferir con la expresiéon del receptor de prolactina en
células de cancer de mama representativas de los subtipos luminal y epitelial
(receptor hormonal positivo) y enriquecido con HER2, existia una pérdida de su
estado de diferenciacién y un aumento en su capacidad oncogénica especifica. La
pérdida de expresion de PRLR en las células de cancer de mama HR+ causé su
desdiferenciacion generando un fenotipo mesenquimal-basal, con alta capacidad
oncogeénica, metastasica y resistencia a la terapia hormonal. Mientras que la pérdida
de la expresion de PRLR en las células de cancer de mama HER2 dio lugar a la
pérdida de su diferenciaciéon luminal, mostrando una elevada propagacion oncogénica,
metastasis multiorganica y resistencia a la terapia anti-HER2.

En conjunto los estudios mencionados anteriormente definen al PRLR como un
impulsor de la diferenciacion luminal y epitelial, limitando la plasticidad celular,
estabilidad y oncogénesis. Por lo tanto, una mejor comprension de los mecanismos
moleculares que regulan la EMT, y posteriormente el cambio/conversién critico de las
células de cancer de mama de epitelial a la adquisicion de propiedades
mesenquimales y similares a las células madre, que conducen a la heterogeneidad
tumoral y al fenotipo agresivo puede ofrecer un nuevo objetivo muy necesario para el
prondstico y la terapia en el cancer de mama (Moamer et al., 2019).

La diferenciacion celular mamaria causada por la sefalizacion PRL-PRLR-JAK2-
STATS5 es un mecanismo por el cual un embarazo en edad temprana reduce el riesgo
de cancer de mama. Sin embargo, la activacion de STATS en lesiones preneoplasicas
preexistentes en ratones provoca una progresion acelerada del cancer a través de la
supresion de la apoptosis. Este hallazgo proporciona una explicacion para el aumento
del riesgo de cancer de mama asociado con un embarazo en edad avanzada cuando
las lesiones tempranas pueden haberse formado ya. Se han notificado formas activas
de JAK2 y STAT5 en lesiones mamarias premalignas, cancer de mama y otras
neoplasias (Johnston et al., 2018).

La via PRL-PRLR-STATS5 debe ser especifica, el microambiente y contexto celular,
pueden contribuir en la eleccién y funcionalidad de la via de sefalizacion, la rigidez de
las matrices de colageno se ha identificado como un factor clave en las opciones de
dicha via. El uso de matrices de colageno in vitro, demostr6 que una matriz de
colageno sin alteraciéon, promovia la activacion de PRL-STAT5 vy la diferenciacion
celular; mientras que una rigidez en la matriz de colageno, activaba la sefializacion
PRL-SRC-FAK (cinasa de adhesion focal)-MAPK (proteina cinasa activada por
mitdégenos), favoreciendo la progresion del cancer de mama, a través de la
proliferacion, invasién y resistencia a medicamentos (tamoxifeno), en lugar de
fomentar la diferenciacion (Shemanko, 2016). Estas observaciones explican el porqué,
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en algunos casos PRL o el PRLR se asocian con un pronéstico bueno o
alternativamente pobre.

En otros estudios, la activacion de PRL-STATS5 se asocid con caracteristicas invasivas
reducidas in vitro en células T47D. (Shemanko, 2016).

Descifrar estos factores y vias de senalizacion en un futuro préoximo ayudara a definir
tanto los aspectos protectores como las dianas terapéuticas.
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lll. JUSTIFICACION

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en las mujeres a nivel mundial,
representa 16% de los casos con cancer y 458 mil mujeres fallecen cada afo por este
motivo. El 69% de muertes por cancer de mama se presenta en paises en vias de
desarrollo donde la mayoria de los casos se diagnostican en fases avanzadas,
dificultando un tratamiento exitoso. El grupo de edad mas afectado se encuentra entre
los 40 y los 59 afos de edad (INEGI, 2019). En México las tasas de mortalidad
observadas por tumor maligno de mama han tenido una tendencia al alza en el
periodo de 2011 a 2016; siendo el afio 2016 donde se ubicé la tasa mas alta, con 16
defunciones por cada 100,000 mujeres mayores de 20 afos (INEGI, 2019).

Michoacan ocupa el lugar 22 a nivel nacional en diagnostico de pacientes con cancer
de mama. De todos los casos que se atienden en el Centro Estatal de Oncologia, el
17 al 20% se detectan en estadio clinico |, el 40% o mas en estadios avanzados Il o
IV, generando un alto impacto en la economia familiar del paciente y secuelas
psicosociales (SSA, 2019).

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, con un amplio espectro de
factores clinicos, patoldgicos y moleculares, que estan intimamente relacionados, no
solo con el prondstico de la enfermedad, sino que también intervienen en la toma de
decisiones terapéuticas; entre los mas importantes estan: la edad, el tamano tumoral,
el estado ganglionar y la metastasis (estadio clinico), el tipo y grado histologico, el
estado de los receptores hormonales (estrégenos y progesterona) y la sobre-
expresion de oncoproteinas y factores de proliferacion celular. Con base en lo anterior
es factible categorizar a las pacientes en diferentes grupos de riesgo, individualizar
esquemas de tratamiento e indicar terapias blanco, todo ello con el propdsito de
obtener mejores tasas de supervivencia.

Existen evidencias, en algunos subtipos del cancer de mama, que la expresion
alterada de PRLR, participa activamente como potencial supresor en la oncogénesis
mamaria, al reducir las propiedades invasivas de las células en la glandula mamaria,
correlacionando su sobre-expresién con un prondstico favorable. Sin embargo, hay
pocos estudios en relacidon a esta proteina y por lo tanto, aun no se considera dentro
de los marcadores que debe formar parte de la evaluacién en pacientes con cancer de
mama.

El objetivo de esta investigacion es analizar la expresiéon de PRLR en muestras
histologicas de pacientes con cancer de mama, asociar su expresion con subtipos que
presenten un elevado nivel de diferenciacion histolégica. Este proyecto de
investigacion tendra trascendencia, ya que si se comprueba su expresion, esta
proteina nos permitira distinguir a pacientes con buen prondstico, logrando asistir en
la toma de decisiones en un grupo especifico de pacientes, con la finalidad de
desescalar el tratamiento y evitar toxicidad innecesaria.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ La sobreexpresion del receptor de prolactina estara asociado al subtipo histoldgico
mas diferenciado y de mejor prondstico en pacientes con carcinoma ductal invasor de
mama?

V. HIPOTESIS

La sobreexpresion del receptor de prolactina en muestras histologicas de pacientes
con cancer de mama se asocia al subtipo histolégico mas diferenciado y de buen
pronéstico.

VI. OBJETIVO GENERAL

Asociar la expresion de PRLR con el tipo histologico, molecular y el estado clinico de
pacientes con cancer de mama.

VIl. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Clasificar los casos de cancer de mama por tipo histoldgico, molecular y TNM.

2. Analizar la expresion de PRLR en muestras histolégicas de pacientes con cancer
de mama.

3. Correlacionar la expresion de PRLR con tipo histolégico, molecular, TNM y estado
clinico de las pacientes.
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Figura 3. Algoritmo del disefio experimental.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS
8.1 Diseno del estudio
Ambispectivo, descriptivo, transversal y observacional.
8.2 Universo de trabajo

Pacientes del género femenino con diagnéstico de cancer de mama que ingresaron a
los Servicios de Medicina Interna y Ginecologia del Hospital Regional No. 1 IMSS,
Charo y del Hospital General “Doctor Miguel Silva”, durante el periodo de Enero de
2015 a Diciembre de 2017, con expediente clinico y que en el Servicio de Patologia se
dispusiera con bloque de la biopsia del tumor; la seleccion de pacientes se realizd
mediante la técnica de muestreo no probabilistica por conveniencia.

8.3 Criterios de inclusién
Muestras histolégicas de pacientes con diagnéstico de cancer de mama.
Muestras con expediente clinico.

Muestras con resultados de inmunohistoquimica para receptores de estrogenos,
progesterona y HERZ2.

8.4 Criterios de exclusion

Casos con expediente clinico incompleto.
Casos sin bloque de parafina.

8.5 Criterios de eliminacién
Muestras sin células malignas.

Muestras con abundante necrosis.

8.6 Procedimiento

En el servicio de patologia del Hospital General “Doctor Miguel Silva” y del Hospital
Regional IMSS, Charo, se solicitd la relaciéon de pacientes con diagnostico
histopatolégico de cancer de mama y sus respectivos resultados de
inmunohistoquimica para receptores de progesterona, estrogenos y HER2.
Posteriormente en el servicio de archivo del Centro Estatal de Oncologia y del
Hospital Regional IMSS, se solicitaron los expedientes clinicos de las pacientes, con
la finalidad de verificar que cumplieran con los criterios de inclusion. Los casos
seleccionados, se enviaron al Hospital Infantil de México “Federico Gomez”, donde se
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realizd la construccion de microarreglo de tejidos, los cortes histologicos y mediante
inmunohistoquimica, se determiné la expresion de PRLR.

8.6.1 Montaje del microarreglo de tejidos

La construccion del microarreglo de tejidos se realizd tomando tres microbiopsias de
tejido tumoral (previamente identificado en el microscopio de la laminilla tefida con
HEs de cada bloque de tejido embebido en parafina de las pacientes con diagnédstico
de cancer de mama (bloque donador). Posteriormente se realizd6 el analisis y
preparacion de los bloques donantes: se tomaron laminillas para tincidn con
hematoxilina y eosina de referencia en todos los bloques donadores y se realizo el
marcaje con un marcador indeleble las zonas de interés (focos multiples del tumor).
Se disefd una plantilla y un archivo con los niumeros de identificacion de los tejidos
junto con su localizacién y coordenadas reales en el microarreglo. La distancia entre
las muestras fue de 0.2mm para facilitar la revision al microscopio. Después se realiz6
la preparacion del bloque receptor: se derritié la parafina a 60°C, se filtré y vacié en un
molde de acero, se colocd en un cassette de plastico con ranuras en la parte superior
de la parafina tibia, los bloques de parafina se enfriaron por 2 h a temperatura
ambiente y luego 2 h a 4°C, posteriormente los bloques se removieron de los moldes.

Posteriormente se localizé en los bloques donadores las muestras a adquirir mediante
un microarreglador semiautomatico (ATA-100). Se colocaron las laminillas tefiidas con
hematoxilina-eosina en el microscopio del microarreglador localizando la zona
punteada previamente, se realizaron perforaciones en un bloque de parafina vacio
(bloque receptor) con una pequefia aguja mas larga con un diametro interno de 0.6
mm, se hicieron las perforaciones en el tejido del bloque donador, el cilindro de tejido
obtenido fue transferido a las perforaciones realizadas previamente en el bloque
receptor. Al concluir la colocacién de los cilindros de tejido en el bloque receptor, el
bloque fue calentado a 40°C por 10 min para que los cilindros que se insertaron, se
fundieran con la parafina. Una vez construidos los bloques receptores (Figura 5), con
un microtomo estandar, se seccionaron en laminas de 4 micras de espesor y se
colocaron en laminillas electrocargadas y se realiz6 la inmunohistoquimica con el
anticuerpo anti-PRLR (clona 1A2B1).
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Figura 4. Microarreglo de tejidos con los 310 casos de Cancer de mama (CM).
8.6.2 Inmunohistoquimica para la detecciéon de PRLR

Se realiz6 siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Americana de Oncologia
Clinica y el Colegio Americano de Patélogos (Vaquero M., 2007). Los tejidos se
colocaron en formol amortiguado al 10% y se incluyeron en bloques de parafina. Se
realizaron cortes histologicos de 3-4 ym con ayuda de un microtomo y se colocaron
en laminillas previamente tratadas con poli-L-Lisina y secadas a 60°C durante 30 min.
Los cortes se desparafinaron en la el horno durante 30 min a 60°C, luego se hidrato el
tejido en un tren de solventes: xilol durante 8 min, xilol por 8 min, etanol-xilol por 8
min, etanol al 100% por 5 min, etanol al 100% por 5 min, etanol al 90% 5 por min,
etanol al 70% por 5 min, y agua destilada por 5 min.

Las laminillas se colocaron en una solucion amortiguadora de recuperacién de
antigeno, citrato 0.01M, pH=6.0; y se incubaron en una olla a presion a 15 Ib (120°C)
durante 20 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 20 minutos,
posteriormente se retird la solucidn de citratos y se lavdé con agua destilada, se
colocaron en una rejilla para laminillas con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS),
procurando en los siguientes pasos que la laminilla se mantuviera humeda. Se
bloqueé la peroxidasa enddégena con la adicion de 100 pL de perdxido de hidrogeno al
0.3 % en PBS por 15 minutos en agitacion, este procedimiento se realizd 2 veces.
Posteriormente se bloqued la unidon no especifica de los anticuerpos a las células,
incubando las muestras con leche sin grasas durante 1 h a temperatura ambiente en
camara humeda.
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Se retir6 la leche y se lavé con PBS en agitacion por 5 min, se eliminé el excedente de
PBS con una gasa y se colocoé una gota de anticuerpo monoclonal de ratéon anti-
humano anti-PRLR (clona 1A2B1, Invitrogen) dilucién 1:250.

Se incubd toda la noche a temperatura ambiente en camara humeda y en agitacion
suave, se lavd 5 veces con PBS en agitacién por 8 min, se elimind el excedente de
PBS con una gasa y se colocé una gota de anticuerpo secundario de conejo con
peroxidasa (Vector) se incubd por 30 min en camara humeda a temperatura ambiente
y en agitacion suave, se lavdé 3 veces con PBS en agitacion por 5 min y se anadio
diamino bencidina, durante 10 min y en oscuridad, lo que generd una coloracion sepia
en las regiones inmunorreactivas. Finalmente, se lavaron y contrastaron con
hematoxilina de Harris durante cinco min. Como control negativo se emplearon los
mismos cortes pero sin agregar el anticuerpo primario.

8.6.3 Evaluacion de la técnica inmunohistoquimica

Se realiz6 analisis semicuantitativo de la expresién del PRLR, en las microfotografias
digitalizadas en el programa ImageScope de Aperio (Leica biosystems, Buffalo Grove,
IL. USA). Dos patologos de manera independiente revisaron los casos, determinando
expresion positiva una tincion de membrana en mas del 10% de células malignas
(Hachim et al., 2016). Posteriormente se realiz6 un andlisis cuantitativo mediante el
software Aperio ScanScope CS2 (Leica biosystems, Buffalo Grove, IL. USA), se
digitalizaron las laminillas y un algoritmo especifico capaz de captar y categorizar las
intensidades como tincion leve, moderada y fuerte, asi como el porcentaje de area
tumoral. Una vez obtenidos estos datos, se realizé la suma total y promedio de
intensidades y se dividié entre el porcentaje total de area.

8.6.4 Analisis Estadistico

Las medidas de tendencia central, desviacién estandar y frecuencias se calcularon
utilizando el programa estadistico IBM SPSS. La expresion del PRLR entre el grado
histologico, tipo molecular y estadio clinico se analizaron mediante la prueba
estadistica no paramétrica Kruskal- Wallis. Para el analisis de supervivencia se
utilizaron las curvas de Kaplan y Meier (Log-rank). La diferencia entre dos poblaciones
se considero significativa con intervalos >95% (p<0.05%).
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IX. CONSIDERACIONES ETICAS

Las pautas éticas internacionales para la investigacion relacionada con la salud en
seres humanos, el cédigo de Nuremberg y la declaracion de Helsinki regulan a la
comunidad médica en lo relativo a los preceptos de ética en la investigacion, donde el
principio basico es el respeto por el individuo, su derecho a tomar decisiones una vez
que se le ha informado claramente los riesgos y beneficios de su participaciéon o no en
un estudio de investigacion médica, el aceptar participar debe ser de manera libre, sin
presiones de ninguna indole y con compromiso de que puede retirarse de la
investigacion cuando asi lo decida. Otro precepto es que el bienestar del sujeto
siempre debe estar por encima de los intereses de la ciencia y de la sociedad (OMS,
2016).

La presente investigacién contemplara el uso de bases de datos, expedientes clinicos
y bloques de biopsias de las pacientes del Hospital General Regional No. 1 del IMSS
y del Hospital General “Doctor Miguel Silva”, sin requerir la intervencién de individuos
en el estudio, por lo que fue considerado de un riesgo minimo, segun lo estipulado en
el reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la salud y en
el articulo 23 del reglamento antes mencionado.
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X. RESULTADOS

Se revisaron 1883 casos de mujeres con cancer de mama registrados en el periodo
de enero 2015 a diciembre del 2017 en la base de datos del departamento de
Anatomia Patologica del Hospital General “Dr. Miguel Silva” y del Hospital Regional
N°1 IMSS. Consecutivamente se realizd la revision de los casos que tuvieron
resultado de IHQ para receptores de estrogeno, progesterona, HER2, asi como
suficiente muestra en tejido embebido en parafina, expediente clinico completo,
quedando 310 casos incluidos en los microarreglos tisulares (Figura 5).

Pacientes con diagndstico de
cancer de mama

Enero 2015- Diciembre 2017

N=1850
Hospital Regional No. Hospital General Dr.
1IMSS N=260 Miguel Silva N=1590
Excluidas. Casos que no Excluidas. Casos que no
cuenten con tejido incluido en cuenten con tejido incluido
— parafina/ casos con —— en parafina / casos con
expediente clinico expediente clinico
incompleto. N=50 incompleto. N=1310
Elimnadas. Casos con Eliminadas. Casos con
—  muestra insuficiente en ——  muestra insuficiente en
bloque. N=45 blogue. N=135

Figura 5. Organigrama de la muestra total, de acuerdo a los criterios de inclusién,
exclusioén y eliminacion.

10.1 Estadistica descriptiva de la poblacion de estudio

La edad media al diagnostico fue de 54.1 anos (rango 25-89). En la Figura 6 se
muestra la distribucién por grupos de edad, siendo el grupo entre los 41-52 afnos que
presentd mayor cantidad de casos, seguido por el grupo de 53-64 afos.
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Figura 6. Distribucion del cancer de mama por grupos de edad. Grupo con mayor
numero de casos de 41-52 afios de edad.

La mama izquierda se vio afectada en 171 casos (55.3%), 137 casos (44.3%) en la
mama derecha y un caso con afeccion bilateral (0.3%). El cuadrante superior externo
fue afectado principalmente en 190 casos (65.1%), seguido por el cuadrante superior
interno 29 casos (9.9%).

La mediana del IMC de las pacientes fue de 28.6 kg/m2 En 61 casos (21%) se
presenté normopeso, en 113 casos (39%) sobrepeso, mientras que 64 casos (38.6%)
presento algun grado de obesidad (Figura 7).
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Figura 7. Distribucion de acuerdo al indice de masa corporal (IMC). El grupo

predominante fue sobrepeso (39%), mientras que el de menor incidencia fue el bajo peso
(1%).

La menarca temprana ocurrié en 40 casos (20.1%), menarca normal entre los 12y 16
anos en 154 casos (77.8%) (Figura 8). En cuanto al estado hormonal, 194 casos
(62.6%) fueron menopadusicas y 116 casos (37.4%) premenopausicas.
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Figura 8. Distribucion por edad de la primera menstruaciéon. La mayor parte de las
pacientes presenté una menarca normal.

La edad del primer del embarazo antes de los 30 afios se encontré en 114 casos
(68.2%), posterior a los 30 afios en 12 (7.1%) y el resto nuliparas (Figura 9). En 110
casos (62%) la duracion de lactancia fue menor a 6 meses o no lacto (Figura 10).
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Figura 9. Distribucion por edad del primer embarazo. En naranja los casos con mayor
riesgo.
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Figura 10. Distribucion de lactancia por meses. Tan solo el 38% lactaron por mas de 6
meses, considerado factor protector.
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1. Objetivo. Clasificar los casos de cancer de mama por tipo histolégico,
molecular y TNM.

El tipo histologico mas frecuente fue el carcinoma ductal infiltrante (86.9%), el 2.6%
lobulillar, 2% mucinoso, 2% mixto, 1.3% papilar y el resto otro tipo histolégico. De
acuerdo al SBR, el grado histolégico predominante fue el moderadamente
diferenciado, seguido del pobremente diferenciado y por ultimo el bien diferenciado
(Figura 11).

Frecuencia (%)

I i
Grado histolégico

Figura 11. Distribuciéon del cancer de mama por grado histolégico. A mayor grado
histoldgico peor prondstico.

En cuanto a la clasificacion molecular de acuerdo al Consenso Mexicano sobre el
diagndstico y tratamiento del cancer de mama (Cardenas-Sanchez et al., 2019), el tipo
mas frecuente fue el Luminal B HER2 negativo con 101 casos (32.7%), el de menor
expresion el Luminal B HER2 positivo con 24 (7.8%) (Figura 12).
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Figura 12. Clasificacion molecular del cancer de mama. Se observan los 5 subtipos
moleculares en los cuales se clasifica el cancer de mama. Todos los tumores con
expresion de receptores hormonales se etiquetaron con las barras azules, los tumores
triple negativos (barra naranja) y los casos con sobreexpresion de HER2 (barra amarilla).

De acuerdo a la clasificacion de American Joint Committee on Cancer (Giuliano et al.,
2017), 62 casos (20.1%) presentaron un tumor palpable <2cm (T1), 152 casos un
tumor entre 2 y 5 cm (51.5%), 39 casos con un tumor mayor a 5 cm (12.6%), 48 casos
con cualquier tamafo tumoral mas infiltracion a piel (T4) y sélo un caso carcinoma in
situ (0.3%). El 46.9% de los casos no tenia afeccion a ganglios axilares (NO), 32.4%
presenté afeccion a ganglios axilares homolaterales (N1), el 19.1% conglomerado
glomerular (N2) y el 1.6% restante afeccion a ganglios infra y supraclaviculares (N3).
Tan solo 6 de los casos tenian metastasis. En cuanto al estadio clinico, el IIA fue el
mas frecuente con un total de 88 casos (28.5%), seguido por el estadio 1IB con 65
casos (21%) (Figura 13).
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Figura 13. Distribuciéon del cancer de mama por estadio clinico. El 54% de los casos
se presentaron en estadios localmente avanzados (estadios IIB a V).

10.1.1 Evolucion clinica

La media de meses de evolucidén de las pacientes fue de 41.7 meses, rango (1-76
meses). El 72.9% de la poblacion de estudio se encontro libre de enfermedad, el 9.7%
presentaron recidiva, 6.5% defuncion y el 11% abandonaron el tratamiento.

2. Objetivo. Analizar la expresion de PRLR en muestras histolégicas de
pacientes con cancer de mama

2a) Estandarizacion de la inmunohistoquimica

En laminillas con cortes de tejido de cancer de mama, se realizd6 Ila
inmnunohistoquimica, usando como anticuerpo primario el anticuerpo monoclonal de
conejo anti-humano Bcl-xL (54H6), una laminilla fue un control negativo y no se aplicé
anticuerpo primario (Figura 14A), en la segunda se aplico una dilucién del primario
1:600 (Figura 14B), en la tercera laminilla se colocd una dilucion 1:1200 (Figura 14C)
y en las 3 laminillas la aplicacion del anticuerpo secundario fue directa.
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Obtuvimos como resultado una tincion adecuada a una dilucién 1:600 y mas
especifica en 1:1200, sin embargo, se observo tincion inespecifica en el control,
atribuyendo este fendmeno al excedente del tiempo de revelado con
diaminobencidina, el cual fue de 1 a 2 min, por lo que decidimos buscar una dilucion
del secundario y tratar de saturar nuestra reaccion, el tiempo de revelado a 10 min y
asi el tiempo no intervenga en la expresion del marcador.

Bcl-xL control Bcl- xL 1:600 Bcl-xL 1:1200

® Recuperacion

antigénica/ T2: Citrato

Recuperacion

antigénica/ T2: Citrato

de sodio pH6 0.01M
120°C

20min

aSec: Directo

de sodio pH6 0.01M
e 120°C

e 20min
¢ aSec: Directo

e Tiempo:30min

de sodio pH6 0.01M
® 120°C
e 20min
¢ aSec: Directo
¢ Tiempo:30min

Tiempo:30min

Figura 14. Estandarizacion de la inmunohistoquimica en tejido de cancer de mama
con Bcl-xL. La microfotografia A es el control negativo, se visualiza leve tinciéon en color
marron, la microfotografia B presenta tincion especifica e inespecifica, la microfotografia
C con tincién especifica.

En un segundo ensayo se utilizaron 4 cortes histolégicos de cancer de mama, a una
dilucion del anticuerpo primario Bel-xL de 1:1200 en los 4 y se estandarizé la dilucion
del anticuerpo secundario a 1:10, 1:50, 1:100 y 1:300 con un tiempo de incubacién de
2 h, obteniendo un resultado negativo.

En un tercer ensayo se utilizaron 4 laminillas con cortes histoldgicos de intestino y el
anticuerpo monoclonal Ki67 a una dilucion 1:200, a la primera laminilla no se le coloco
el anticuerpo primario siendo el control negativo (Figura 15A), en la segunda laminilla
se aplicod el anticuerpo secundario de manera directa (Figura 15B), la tercera a una
dilucion 1:2 (Figura 15C) y en la cuarta 1:4 (Figura 15D). Determinando una dilucién
1:4 del anticuerpo secundario como adecuada y especifica.
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Ki67 control negativo

Ki67 1:200

Recuperacién

antigénica/ T: Citrato
de sodio pH6 0.01M

120°C

20min
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Tiempo:2 horas

* Recuperacion

antigénica/ T2: Citrato
de sodio pH6 0.01M

e 120°C

e 20min

e aSec: Directo

e Tiempo:2 horas

Ki67 1:200

Ki67 1:200

Recuperacién

antigénica/ T2: Citrato
de sodio pH6 0.01M

120°C

20min

aSec:1:2
Tiempo:2 horas

® Recuperacion

antigénica/ T2: Citrato
de sodio pH6 0.01M

e 120°C

e 20min

e aSec: 1:4

* Tiempo:2 horas

Figura 15. Estandarizacién de la inmunohistoquimica en tejido de intestino con
Ki67. La microfotografia A es el control negativo, la microfotografia B presenta tincién
inespecifica, la microfotografia C y D con tincién marrén especifica.
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2b) Inmunohistoquimica PRLR

La deteccion de PRLR en los microarreglos de tejidos se realizé a una dilucion de
1:250 del anticuerpo monoclonal de ratén anti-humano anti-PRLR (clona 1A2B1,
Invitrogen) (Figura 16).

A
\

PRLR 40x

10x
40x

Figura 16. Expresion del PRLR en corte histolégico de cancer de mama. En la
microfotografia A no se visualiza tincion positiva para PRLR, en la microfotografia B se
visualiza tinciéon en marrén especifica.
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3. Objetivo. Correlacionar la expresiéon de PRLR con tipo histoldgico,

molecular, TNM y estado clinico de las pacientes.

3a) Asociacion de la expresion de PRLR con tipo histolégico

Al analizar la expresion de membrana del PRLR en relacion al tipo histoldgico, no se

encontré diferencia estadisticamente significativa (P=0.18), (Tabla 3).

Tabla 3. Asociacién de la expresion de PRLR con parametros clinico patolégicos

Tipo histologico
Ductal invasor
Lobulillar invasor
Otro

Grado histoldgico

1
2
3

Clasificacion molecular

Luminal A
Luminal B HER2-
Luminal B HER2+
Triple negativo
HER2

Estadio Clinico
I

ITA

1IB

IITA

I1IB

IIIC

v

T (tamafio tumor)
TO
T1
T2
T3
T4

246

24

58
151
65

83
93
21
59
25

49
82
59
43
38

58
146
33
43

142.50
131.63
111.42

155.22
132.41
133.52

143.47
136.84
139.19
141.64
148.30

147.90
135.78
123.89
127.49
156.99
203.00
11.58

68.00
150.11
127.50
153.97
166.30

0.18

0.04

0.97

0.16

0.02
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N (afectaciéon ganglionar)

NO 132 145.72
N1 92 132.151 0.29
N2 52 139.52
N3 5 194.80

M (metastasis)

MO 274 141.16 0.36
M1 6 110.58

Estado Actual

Libre de enfermedad 214 127.76 0.03
Recidiva 50 152.59

Permeacién Linfovascular

Presente 101 75.46 0.01
Ausente 63 93.79

Lactancia

No lacto 45 66.79

1-6 meses 58 87.23 0.02
>6 meses 60 88.35

N= cantidad de casos, P= significancia estadistica mediante Kruskal- Wallis.

3b) Asociacion de la expresion de PRLR con grado histolégico

Al determinar la relacién entre la expresion de PRLR con el grado histoldgico, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=0.04, Figura 17 y Tabla 3),
por lo que existe una mayor expresion del PRLR en los tumores bien diferenciados
grado 1 comparado con los tumores moderadamente diferenciados grado 2.
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Figura 17. Relacion entre la expresion de PRLR con el grado histolégico. Se observa

una mayor expresion de PRLR en carcinomas bien diferenciados comparado con el
moderadamente diferenciado.

3c) Asociacion de la expresion de PRLR con el subtipo molecular

La relacion entre la expresion de PRLR con los subtipos moleculares, la expresion fue

muy parecida en todos los grupos, por lo que no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (P= 0.97, Tabla 3).

3d) Asociacion de la expresion de PRLR con el estadio clinico

La relacion entre la expresion de PRLR con el estadio clinico, no fue estadisticamente
significativa (P=0.16, Tabla 3). Sin embargo, al analizar por separado las variantes
que constituyen el TMN (Tabla 3), se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la expresion de PRLR con el tamafio tumoral (P =0.03), pero no
con afeccion ganglionar (P=0.29) ni con metastasis (P=0.36).

3e) Asociacion de la expresion de PRLR con el estado actual de la paciente
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La asociacién de la expresion del PRLR con el estado actual de la paciente, fue
estadisticamente significativa (P=0.03, Tabla 3), existiendo una mayor expresion de
PRLR en pacientes con recidiva.

3f) Anadlisis de la supervivencia global en relacion a PRLR

En la curva de superviviencia de Kaplan- Meier para PRLR membranal, no existi6
diferencia estadisticamente significativa entre supervivencia y la expresién del PRLR
(Log Rank 1.374, P= 0.24, Figura 18).

PRLR_SEMICUANTITATIVA

—IPOSITIVO
TINEGATIVGD
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0.2
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Supervivencia en meses (10 Agosto 2020)

Figura 18. Curva de supervivencia global en pacientes con cancer de mama de
acuerdo a la expresiéon de PRLR.
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XI. DISCUSION

El cancer de mama es el tumor maligno mas comun en las mujeres y una de las
principales causas de muerte. Varios factores contribuyen a su aparicion, después del
sexo, la edad es el factor de riesgo mas importante. La edad de presentacién del
cancer de mama en mujeres mexicanas antecede una década comparado con las
mujeres norteamericanas y europeas (Bosch, 2001; Rohrmann et al., 2015; Rojas &
Stuckey, 2016). En nuestro estudio la edad media al diagndstico fue de 54.1 afios;
existen hipotesis que tratan de explicar éste fendmeno, por ejemplo, factores
ginecoldgicos, como la menarca temprana (Cardenas-Sanchez et al., 2019). Las
mujeres que menstruan a edad temprana tienen ciclos menstruales regulares y
ovulatorios en etapas mas tempranas que las mujeres cuya menarca se inicia
después de los 12 afios (Secretaria de Salud, 2008), lo cual sugiere que las
concentraciones altas de progesterona relacionadas con las concentraciones
normales o elevadas de estradiol en la pubertad incrementan el riesgo de cancer de
mama al ser participes de la proliferacion celular en la glandula mamaria. En nuestra
poblacion tan solo el 20.1% presenté menarca temprana, concordando con un estudio
realizado en el Hospital Juarez de México (Lujan et al, 2006) que encontraron una
menarca temprana en el 12.1% de su poblacion de estudio por lo que no hubo
correlaciéon entre la menarca temprana como factor de riesgo de cancer de mama.
Nosotros consideramos que la diferencia en la edad de presentacion se puede
explicar porque en la mujer mexicana existe una mayor frecuencia de antecedentes
heredofamiliares de cancer de mama y ovario comparado con la poblacién
norteamericana y anglosajona (Knaul et al., 2009), asi como al estilo de vida,

relacionado con una dieta carencial en México y un aumento en el tabaquismo.

La lactancia materna es un factor protector contra el cancer de mama, éste efecto
protector incrementa con el aumento de la duracién de la lactancia (Momenimovahed
& Salehiniya, 2019). La incidencia del cancer de mama desciende de 6.3 al 2.7% si
las mujeres lactan por mas de 6 meses (IMSS, 2020). El 72.3% de nuestra poblacion
lactd y se asocié a mayor expresion del PRLR (P = 0.02), lo cual sugiere que el PRLR
puede ser un factor de buen prondstico en las pacientes con cancer de mama. Sin
embargo, sera necesario aumentar el tamafio de muestra y el tiempo de seguimiento

de las pacientes para ver si se mantiene esta asociacion. Faupel y colaboradores en
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un estudio realizado en una poblacién de Polonia, no encontraron una asociacion

significativa entre lactancia y la expresion del PRLR (Faupel-badger et al., 2013).

De acuerdo a la Sociedad Americana de Cancer, la Sociedad Espafola de Oncologia
Médica y el Consenso Mexicano sobre diagndstico y tratamiento del cancer mamario,
el tipo histolégico mas frecuente es el carcinoma ductal infiltrante, al igual que en
nuestra poblacion de estudio. Cabe destacar que la incidencia del tipo histoldgico
lobulillar de nuestra poblacion fue menor (2.6%) contrastado con los datos reportados
en el Consenso de Colima (10%) (Cardenas-Sanchez et al., 2019), lo cual es benéfico
para nuestra poblacidén ya que éste tipo histologico es mas agresivo y por lo tanto de
peor pronéstico comparado con el ductal (Fabiola et al., 2015). Conforme al estadio
clinico, en nuestra poblacidn de estudio no encontramos pacientes con diagnéstico de
carcinoma in situ y la mayor parte se diagnosticé en estadios localmente avanzados,
por lo cual es necesario enfatizar en los métodos de tamizaje y promocion de la salud
para poder diagnosticar a las pacientes en estadios mas tempranos y brindar un

tratamiento mas oportuno y menos invasivo.

Es evidente la funcion de la sefializacidon del receptor de prolactina en la promocion
del desarrollo y diferenciacion de la glandula mamaria (Swaminathan et al., 2008). No
obstante, su funciéon en la carcinogénesis mamaria sigue siendo poco clara y
controvertida. Se ha detectado la expresion de PRLR en lineas celulares de cancer de
mama, biopsias de tumores de mama, lesiones benignas de mama, incluyendo la
ectasia ductal y mastopatia fibroquistica (Kavarthapu et al., 2014; Johnston et al.,
2018; Abramicheva & Smirnova, 2019). Varios estudios han demostrado que la
activacion de PRLR puede promover la proliferacion, supervivencia y angiogénesis de
células neoplasicas en mama (Sutherland et al., 2016; Shemanko, 2016). Sin
embargo, otros estudios han identificado al PRLR como un potencial supresor de la
oncogénesis mamaria, al ser participe en la via de sefalizacion
PRL/PRLR/JAK2/STATS, favoreciendo la supresion de la transicion epitelial-
mesenquimal y reduciendo las propiedades invasivas de las células del cancer de
mama (Hachim et al., 2016; Motamedi et al., 2020; Shams et al., 2021). El objetivo de
este estudio fue analizar la expresion de PRLR en cancer de mama y correlacionar su

expresion con el tipo histolégico, molecular, estadio clinico y prondstico.
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En el presente estudio, no encontramos relacion estadisticamente significativa entre la
expresion de PRLR con el tipo histolégico, concordando con lo reportado por Faupel
et al (2013) de un total de 713 casos p=0.35, esto puede deberse a que en su mayoria
los tipos histolégicos en nuestra poblacion fueron ductales y lobulillares, los cuales

estan constituidos en su mayoria por mismos tipos celulares.

Nuestros resultados revelaron una asociacion entre la expresiéon de PRLR y tumores
bien diferenciados (P=0.04). En tumores epiteliales solidos, la importancia del estado
de diferenciacién tumoral se ha conocido durante mucho tiempo como un marcador
clinico fundamental para predecir el comportamiento tumoral. De hecho en el cancer
de mama, se ha propuesto que la metastasis y la recurrencia sean consecuencia de la
pérdida de diferenciacion celular tumoral y del aumento de plasticidad con pérdida de
caracteristicas luminales y epiteliales, y con ganancia de caracteristicas
mesenquimales/migratorias (Shams et al., 2021). Extensos estudios in vitro e in vivo
han demostrado la actuacion indispensable de la hormona prolactina y su via de
sefializacion rio abajo (PRLR/JAK2/STATS5) en la promocion de multiples aspectos de
la diferenciacion mamaria y lactancia (Hachim et al., 2016; Abramicheva & Smirnova,
2019). Estos datos destacan la funcion en favor de la diferenciacion de la via PRL-

PRLR en la glandula mamaria normal y neoplasica.

PRLR se expresa en todos los subtipos moleculares de cancer de mama, pero se
asocia mas frecuentemente con tumores receptor hormonal positivos (luminales)
(Glasow et al., 2015). Hachim et al (2019) y Glasow et al (2001) reportaron alta
expresion de PRLR en carcinoma de mama de subtipo luminal en particular en los
luminales A, Kavarthapu et al (2014) mostraron que PRLR y REa se coexpresan en
cancer de mama. Nuestros resultados difieren de lo anterior dado que la expresién de
PRLR fue similar en todos los subtipos moleculares y no mostraron una asociacion
significativa entre la expresiéon PRLR y el estado RE, RP o HER2. Lo cual sugiere que
la expresion de PRLR es independiente del estado RE y por lo tanto la expresion de

PRLR pudiese ser considerado un marcador pronéstico independiente.

No encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de
PRLR y el estadio clinico; sin embargo, de manera interesante al hacer el analisis por

separado de la expresiéon de PRLR con el tamafo tumoral (T), afeccion ganglionar (N)
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y metastasis (M), encontramos asociacién estadisticamente significativa entre la
expresion de PRLR y un aumento del tamafio tumoral (P=0.03). Contrario a lo
reportado por Faupel et al (2014) donde una disminucién de la expresion de PRLR se
asocio con un incremento del tamafo tumoral, por otra parte Glasow et al (2015) y
Motamedi et al (2020) no encontraron asociacion entre el tamafo tumoral y la
expresion de PRLR. Estos resultados controversiales se podrian explicar por la
existencia de diferentes clonas de anticuerpos de PRLR, se han realizado diversos
estudios en los cuales se demuestra una diferencia en cuanto a sensibilidad y
especificidad (Galsgaard et al., 2009), lo cual crea un estrato adicional de complejidad
con respecto a la realizacion de la inmunohistoquimica. En general es dificil atribuir
las diferentes observaciones publicadas a cualquier clona de anticuerpo en la mayoria

de los estudios, a menos que hubiera analisis de variantes de ARNm especificas.

Nuestros resultados revelaron que la expresion de PRLR ejercié un factor protector
frente a la invasion linfovascular, similar a lo reportado por Nouhi et al (2006), quienes
destacan al PRLR como un regulador critico de la plasticidad epitelial y supresor de la
invasion en cancer de mama. No obstante otros autores reportaron en cancer de
mama RE+, que el aumento de colageno tipo | puede desplazar al patron de cascada
de sefializacion PRLR/STATS5 hacia las vias ERK1/2 y AKT que impulsan la
infiltracion linfovascular y metastasis pulmonar (Barcus et al., 2017). Pedraz-Cuesta et
al (2016) determinaron que la sefalizacion PRL/PRLR favorece la invasion a través
de NHE1 en células de cancer de mama (T47D). Los datos contradictorios sobre los
efectos inducidos por PRLR sugieren que otros factores modulan la respuesta del
PRLR, nosotros consideramos que el contexto celular y el microambiente pueden

contribuir en la funcién y eleccién de la via de sefializacion del PRLR.

La expresion de PRLR y la presentacion de recidiva, fue estadisticamente significativa
(P = 0.03). Estudios realizados en modelos experimentales (Sutherland et al., 2016)
(Shemanko, 2016) asocian la expresion de PRLR con mal pronéstico al expresarse en
situaciones de invasion tumoral, sin embargo estudios en poblacion humana no
demuestran dicha asociacion, ésta discrepancia pudiese estar dada por el
microambiente tumoral. Varios autores encontraron una asociacion estadisticamente
significativa entre la expresiéon de PRLR y la supervivencia libre de enfermedad

(L6pez-Ozuna et al., 2016; Hachim et al., 2016), Motamedi et al (2020) reportaron que
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en tumores triple negativos la expresién de PRLR se asocié a una baja recurrencia y
una mayor supervivencia global. Sutherland et al (2016) determinaron que la
expresion alta de PRL y la isoforma larga de PRLR se asoci6 con un tiempo mas corto
para el inicio de metastasis 6seas en cancer de mama. Sin embargo, se han realizado
estudios de fase | en los cuales se administré LFA102 un anticuerpo monoclonal
humanizado contra PRLR, el cual no parece tener eficacia en pacientes con cancer de
mama avanzado (Hironobu, et al; 2020), la posible explicacion a la falta de eficacia
podria incluir que el PRLR no sea un factor oncogénico en el cancer de mama o que
se activen otras vias para eludir el efecto de los inhibidores de PRLR. Por lo tanto,
mientras que PRLR puede contribuir al desarrollo inicial del cancer de mama, también
puede tener funciones especificas del contexto en la restriccion de potencial

metastasico en cancer de mama.
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XIl. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indicaron que PRLR se asocia de manera
positiva con el grado histoldgico, en particular con tumores bien diferenciados,
por lo que la expresion de PRLR podria utilizarse como marcador de buen
prondstico en las pacientes con cancer de mama.

La expresion de PRLR ejerce un factor protector frente a invasion linfovascular,
lo cual podria explicar su funcién supresora en cancer de mama.

La expresién de PRLR se relaciond con lactancia, lo cual podria explicar la
ventaja de fomentar la lactancia, contribuyendo al término de la diferenciacion
y generando una funcién protectora.

La expresion de PRLR se asocié con recidiva, sin embargo se sugiere realizar
el seguimiento del estado clinico de las pacientes por un periodo de tiempo
mayor.
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XIll. PERSPECTIVAS

Realizar PCR para identificacion de isoformas especificas de PRLR y analizar
su expresion en cancer de mama y su asociacion con parametros clinicos,
patologicos y moleculares, la razén de lo anterior es que las diversas isoformas
generan desemejantes efectos hormonales.

Analizar la expresion de PRLR en el microambiente tumoral y determinar el
comportamiento de las células neoplasicas, ya que puede contribuir en la
eleccioén y funcionalidad de la via de sefalizacion.

Analizar la expresién de STATS5 y su asociacién con PRLR y los parametros
clinico- patologicos, con la finalidad de asociar la activacion de una via
especifica.

Realizar seguimiento clinico de las pacientes a 10 afios para evaluar la posible
asociacion en la supervivencia y/o recurrencia.
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