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RESUMEN

La proteina STAT3 se ha visto implicada en el desarrollo del cancer de mama porque modula
genes implicados en la carcinogénesis. Bcl-xL es una proteina antiapoptética que favorece
mayor supervivencia a las células neopldsicas. Ambas proteinas se asocian con mal
prondstico. El objetivo de este estudio fue asociar el tipo histolégico, molecular y estadio
clinico con la expresiéon de las proteinas STAT3 nuclear y Bcl-xL en cancer de mama.
Mediante inmunohistoquimica en microarreglos de tumores (TMA) de 310 casos de cancer
de mama, se analizaron la proteina STAT3 nuclear fosforilada (pSTAT3) y Bcl-xL
citoplasmatica y nuclear. Se encontrd expresion nuclear en 78.2% y 72% de los casos de
pSTAT3 y Bcl-xL, respectivamente. Al analizar la expresiéon de pSTAT3 nuclear en relacion al
tipo histoldgico, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P = 0.001) y con
el estadio clinico (P =0.03), pero no con el subtipo molecular (P = 0.52). Se encontraron un
factor protector de pSTAT3 nuclear entre los estadios IIAy 1IB (RR, 0.68; 1IC 95%, 0.517-0.893;
P =0.014) y riesgo relativo entre los estadios IIA y IlIA (RR, 2.696; IC 95%, 1.169-6.218; P =
0.006); asi como entre los estadios NO y N1 (RR 1.845; IC 95%, 1.123-3.029; P = 0.006). La
expresion de Bcl-xL total (nuclear y citoplasmatica) no mostré diferencias estadisticamente
significativas con el tipo histolégico (P=0.06 y P=0.20), con el subtipo molecular (P=0.14 y
P=0.70) ni con el estadio clinico (P=0.56 y P=0.15). Los resultados de este estudio sugieren
que STAT3 tiene una funcién dual en el cdncer de mama, ya que se presenta como un factor
de proteccién en estadios clinicos tempranos y como factor de riesgo en estadios clinicos
localmente avanzados.

Palabras Clave: Tipo histoldgico, estadio clinico, subtipo molecular, inmunohistoquimica,
expresion nuclear.



ABSTRACT

The protein STAT3 has been involved in the development of breast cancer because it
modulates genes involved in carcinogenesis. Bcl-xL is an anti-apoptotic protein that
promotes greater survival to neoplastic cells. Both proteins are associated with poor
prognosis. The aim of the present study was to associate the histological, molecular and
clinical stage type with the expression of nuclear STAT3 and Bcl-xL proteins in breast cancer.
In tumor microarrays (TMA) of 310 cases of breast cancer, the nuclear STAT3 protein
phosphorylated (pSTAT3) and cytoplasmic and nuclear Bcl-xL, were analyzed by
inmunohistochemistry. Nuclear expression was found in 78.2% and 72% of pSTAT3 and Bcl-
xL cases, respectively. In analyzing the expression of nuclear pSTAT3 in relation to the
histological type, statistically significant differences (P = 0.001) and with the clinical stage (P
= 0.03) were found, but not with the molecular subtype (P = 0.52). A protective factor of
nuclear pSTAT3 was found between IIA and IIB stages (RR, 0.68; IC 95%, 0.517-0.893; P =
0.014), and relative risk between stages IIA and IIIA (RR, 2,696; IC 95%, 1,169-6.218; P =
0.006); as well as between stages NO and N1 (RR 1,845; IC95%, 1.123-3.029; P =0.006). The
expression of total Bcl-xL (nuclear and cytoplasmic) showed no statistically significant
differences with the histological type (P = 0.06 and P = 0.20), with the molecular subtype (P
=0.14 and P =0.70) or with the clinical stage (P =0.56 and P = 0.15). The results of this study
suggest that STAT3 has a dual function in breast cancer, as it presents both as a protective
factor in early clinical stages and as a risk factor in locally advanced clinical stages.

Key words: Histological type, clinical stage, molecular subtype, inmunohistochemistry,
nuclear expression.



I. INTRODUCCION

El cdncer de mama es la neoplasia maligna mds comun entre las mujeres en todo el mundo,
representa el 16% de todas las neoplasias malignas en este sexo. Se estima que en 2004
murieron 519,000 mujeres por cancer de mama y aunque este cancer estd considerado
como una enfermedad de los paises con mayor desarrollo econdmico, la mayoria (69%) de
las defunciones por esa causa se registran en los paises en desarrollo (Organizacion Mundial
de la Salud, 2008.)

La incidencia varia mucho en todo el mundo, con tasas normalizadas por edad de
hasta 99.4 casos por cada 100,000 habitantes en América del Norte. Europa Oriental,
América del Sur, Africa Austral y Asia Occidental presentan incidencias moderadas, pero en
aumento. La incidencia mas baja se da en la mayoria de los paises africanos, pero también
en ellos se observa un incremento de la incidencia de cdncer de mama (Organizacién
Mundial de la Salud, 2008).

Las tasas de supervivencia del cancer mamario varian mucho en todo el mundo,
desde el 80% o mas en América del Norte, Suecia y Japdén, pasando por un 60%
aproximadamente en los paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40% en los
paises de ingresos bajos (Organizacién Mundial de la Salud, 2008).

En 2018 un estimado de 2.1 millones de mujeres fueron diagnosticadas de novo con
cancer de mama, aproximadamente un nuevo caso se diagnostica cada 18 segundos;
ademads 626,679 mujeres murieron por esa causa (Harbeck et al., 2019). La incidencia global
del cancer de mama ha ido en aumento cada ano, con un incremento de 3.1%, iniciando
con 641,000 casos en 1980 y un aumento a mas de 1.6 millones en 2010. La carga mundial
del cédncer en las mujeres estd aumentando independientemente del nivel de ingresos,
debido al crecimiento y envejecimiento de la poblacidn. La poblacién femenina representa
49.5% de la poblacion global y representan una gran proporcion de la poblacién de mas de
60 afios de edad (Harbeck et al., 2019).

En paises en vias de desarrollo, las pacientes que son diagnosticadas con cancer de
mama son hasta 10 afios mas jévenes que en paises desarrollados, la proporcion de
pacientes jévenes (menores de 35 afios) varia desde 10% en paises desarrollados a mas de
25% en paises en desarrollo (Harbeck et al., 2019).

En América Latina y el Caribe, en el 2012, mas de 408,000 mujeres fueron
diagnosticadas con cancer de mama y 92,000 fallecieron a causa de esta enfermedad. La
proporcidén de mujeres fallecidas por cdncer de mama con menos de 65 afios es mas alta en
América Latina (57%) que en Norteamérica (41%). Las proyecciones indican que la cantidad
de mujeres diagnosticadas con cancer de mama en América Latina aumentara un 46% en el
2030 (Organizacién mundial de la Salud, 2014).

En el 2014, del total de casos de cancer diagnosticados en la poblacién mexicana
mayor de 20 afios el de mama se ubica en primer lugar entre los tumores malignos (19.4%).
En el 2015 la incidencia de tumor maligno de mama fue de 14.80 casos nuevos por cada



100,000 personas en la poblacién mayor de 20 afios (INEGI 2014, INEGI 2016). Por grupos
de edad, la incidencia alcanza su punto maximo en las mujeres del grupo de 60 a 64 afios
(68.05 casos por cada 100,000 mujeres), aunque el mayor incremento se observé entre las
mujeres de 25 a 44 afos y de 45 a 49 aios, ya que la cantidad de casos nuevos pasan de 13
a 50 por cada 100,000 mujeres de cada grupo de edad, respectivamente (INEGI 2016, INEGI
2014).

En estudios realizados por el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM,
en México se identificd un incremento en la incidencia de casos de cancer de mama en
menores de 40 afios en comparacion con paises desarrollados (Lugo, 2018). Se ha reportado
gue en México y en otros paises de América Latina el cancer de mama se presenta en
promedio 10 afios antes que, en paises desarrollados, ya que mientras en Europa y Estados
Unidos la mediana de edad de presentaciéon del cancer de mama es de 63 afios, en nuestro
pais es de 51 anos (Maffuz-aziz et al., 2016). En el 2016 se detectaron 23,000 casos nuevos
de cancer de mamay 15% (alrededor de 3,000), correspondieron a menores de 40 aios. El
cancer que afecta a las mujeres mds jévenes es mas agresivo y se detecta en etapas mas
avanzadas (Lugo, 2018). Estas cifras coinciden con las que el INEGI reportd en relacién a la
tendencia del cancer de mama hacia una tasa de mortalidad mayor en mujeres mas jovenes
(INEGI, 2016). En Michoacan la poblacion de 45 a 64 anos registrd la cifra mas alta de
defunciones por tumores malignos (17.2%); en las mujeres, destaca el cancer de mama
(20.5%) (INEGI, 2014).

En México se presentd un aumento continuo en la cantidad de decesos, entre 1980
y 2005 pasaron de 5.6 fallecimientos por cada 100,000 mujeres a 10.1 casos por cada
100,000 mujeres en 2006 (Salinas-Martinez et al.,2014); a partir de este afio, el carcinoma
mamario se convirtid en la primera causa de muerte por cancer. Segun datos del INEGI, en
2009 ocurrieron 4,964 decesos atribuibles al cdncer de mama, lo que representd el 2% del
total de defunciones ocurridas en mujeres. Al igual que en el resto del mundo, en México la
tasa de mortalidad se eleva con la edad. En la ultima década se observé que la tendencia es
ascendente en todos los grupos de edad, con un incremento mayor en las mujeres de mas
de 60 afios, en comparacidn con las mujeres de 40-59 afios (Secretaria de Salud, 2011)

El cancer de mama esta incluido en el grupo de enfermedades crénico-
degenerativas que cuentan con tratamiento y posibilidades de curacién, pero que por
diversas complicaciones puede ser causante de la muerte de quien lo padece (INEGI 2016).
Se ha observado que conforme aumenta la edad de la mujer se incrementa la mortalidad
por cancer de mama lo cual podria deberse a la respuesta inmunoldgica del cuerpo al
tratamiento, a posibles diagndsticos tardios, o bien una posible recurrencia de la
enfermedad en la zona, nédulos linfaticos o metastasis (INEGI, 2016).

El carcinoma de mama representa un grupo de tumores que muestran
caracteristicas biolégicas, manifestaciones clinicas y prondsticos muy diversos.
Actualmente se asume que aun en tumores de mama aparentemente semejantes en sus
aspectos clinicos y en sus factores de prondstico clasicos, persiste una diversidad individual



con base en la expresidn, en cada caso, de distintos genes en las células involucradas en el
proceso tumoral (Arrechea et al., 2011).

No obstante, esta diversidad, se ha avanzado mucho en los lineamientos para establecer
los tratamientos del cancer de mama, que incluyen la caracterizacién de la enfermedad
neoplasica de la mama basada en el estatus del receptor de hormonas y otros receptores
en el tejido mamario de las pacientes, asi como la identificacion de anormalidades genéticas
heredables y del riesgo de enfermedad invasiva.

En este sentido, se han estudiado algunas proteinas que podrian estar implicadas en
la progresion del cancer de mama como la proteina transductora de sefiales y activadora
de la transcripcion 3 (STAT3) la cual pertenece a una familia de siete proteinas que
transmiten sefiales de citocina activada y receptores del factor de crecimiento epidérmico
de la membrana plasmatica, al nucleo, donde regulan la transcripciéon génica (Qin et al.,
2019). STAT3 modula la transcripcion de genes implicados en la regulacion de una variedad
de funciones criticas que incluyen diferenciacién celular, proliferaciéon, apoptosis,
angiogénesis, metastasis y respuesta inmunitaria (Johnston et al., 2011).

La mayoria de las principales enfermedades malignas humanas, entre ellas el cancer
de mama, manifiestan niveles elevados de STAT3 activado constitutivamente, asi como
perfiles transcripcionales que son consistentes con la expresion del gen regulado por STAT3.
Para muchos carcinomas, los niveles elevados de STAT3 activado se han asociado con un
mal prondstico (Johnston et al., 2011).

Bcl-xL, es una proteina antiapoptdtica de la familia Bcl-2. Bcl-xL inhibe la activacién

de Bak o Bax, que es un evento esencial para la ejecucidon de la apoptosis (lkesawa et al.,
2017). La sobreexpresién de Bcl-2 o la reduccidn en la expresidén de Bax se asociaron a peor
respuesta al tratamiento y peor prondstico en algunos tumores como el cancer de mamay
el cancer de ovario (Pazo et al., 2012).
Existe muy poco conocimiento de los factores moleculares que incrementan la
carcinogénesis y la capacidad de invasién de las células neopldsicas en el cdncer de mama,
entre estos factores se encuentran las proteinas transductoras de sefiales y activadoras de
la transcripcién 3 (STAT-3) y Bcl-xL; el estudio de la expresién de estas proteinas es
importante para entender las bases moleculares de la enfermedad, lo cual permitira
establecer blancos terapéuticos mas efectivos.



Il. ANTECEDENTES

Glandula mamaria

En el ser humano, las dos glandulas mamarias se encuentran sobre el musculo pectoral en
la pared tordcica superior. La mama esta formada por epitelio especializado y estroma (inter
e intralobulillar) que pueden dar lugar a lesiones benignas y malignas especificas de este
érgano.

Las enfermedades de la mama pueden ser abordadas mejor en el contexto de su
anatomia y su histologia normal. La mama contiene entre seis y diez sistemas ductales
principales. En la mujer adulta, el conducto terminal se ramifica en un grupo de acinos
pequefios, similar a un racimo de uvas para formar un lobulillo. Los conductos y los lobulillos
estan revestidos por dos tipos de células epiteliales; luminales y mioepiteliales. Las células
mioepiteliales descansan sobre la membrana basal, se disponen como una capa discontinua
aplanada de células contractiles que contienen miofilamentos, las cuales pueden dar origen
a los carcinomas triple negativo. Las células epiteliales luminales se superponen a las células
mioepiteliales, se encargan de la formacidn de leche y el revestimiento de los conductos
excretores principales; las células luminales pueden dar origen a los carcinomas de tipo
luminal A, By HER2+. Se ha postulado que una célula madre comprometida en el conducto
terminal puede dar lugar a las células tanto luminales como mioepiteliales (Kumar et al.,
2010).

Los cambios de la mama son dindmicos y profundos durante los anos fértiles de la
mujer, incluyen cambios ciclicos en su estructura y en su funcién. Durante la primera mitad
del ciclo menstrual los lobulillos son relativamente quiescentes, después de la ovulacién,
bajo la influencia de los estrégenos y las concentraciones crecientes de progesterona,
aumenta la proliferaciéon de células y de acinos por lobulillo (Kumar et al., 2010). La
proporcién adecuada de progesterona con los estrégenos y sus concentraciones absolutas,
son los factores que causan el desarrollo y aumento de volumen de la mama. Los cambios
ciclicos que sufre el tejido mamario ocasionado por la estimulacién de los estrégenos vy la
progesterona, hacen de este drgano un blanco susceptible de enfermedades inflamatorias
y neopldsicas tanto benignas como malignas (Kumar et al., 2010).

Sélo con la llegada de la gestacidon, la glandula mamaria alcanza su madurez y
funcionalidad, los lobulillos aumentan progresivamente de nimero y tamafio, al final de la
gestacion la mama estara compuesta casi en su totalidad por lobulillos separados por un
estroma relativamente escaso. Los cambios permanentes inducidos por la gestacion
podrian explicar el menor riesgo de cancer de mama observado en las mujeres que tienen
hijos a edad temprana (primer embarazo a término antes de los 30 afios). Al finalizar la
lactancia, las células epiteliales sufren apoptosis, y los lobulillos, regresion (Kumar et al.,
2010).



Expresion de receptores hormonales en la mama normal

Hay al menos 2 diferentes receptores estrogénicos (ER), ERa y ERB. Por medio de la
inmunohistoquimica se demostré la expresiéon de ERa en el nucleo de células epiteliales
ductales y lobulillares con mayor proporcion en los Iébulos que en los conductos; sin
embargo, aun en los Iébulos, sélo una pequeia proporcion de células presenta ERa., estas
células estdn distribuidas solas o mezcladas con células negativas para ERa (Mills., 2007).
Los ERa se incrementan gradualmente con la edad pero permanecen relativamente
estables después de la menopausia. En mujeres premenopausicas, la expresion de ERo. varia
con la fase del ciclo menstrual, siendo mas alta en la fase folicular que en la fase IGtea. Las
células mioepiteliales no presentan inmunoreactividad para ERa.

Los ERP también se expresan en tejido mamario normal, esta expresion se ha
observado no solo en células epiteliales de conductos y lobulillos, también en células
mioepiteliales, células endoteliales y células estromales. La expresidon de ER3 no varia con
la fase del ciclo menstrual (Mills., 2007).

Los receptores para progesterona (RP) se expresan en el nucleo del epitelio ductal y
lobular; sin embargo, en contraste con la expresidn de ERa, la expresidon de RP no varia con
la fase del ciclo menstrual. (Mills., 2007)

La expresién de receptores de estrogeno (ER) y receptores de progesterona (RP) en
el tejido mamario normal se presenta en un pequefio porcentaje de células menos del 10%;
esto las distingue de las poblaciones de epitelio neopldsico en los cuales hay mayor
expresion de los receptores, el cual puede llegar a ser hasta del 100% (Breastcancer., 2014).

Carcinoma de mama y carcinogénesis

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacién incontrolados de células, las cuales
pueden invadir el tejido circundante y provocar metastasis en puntos distantes del
organismo (Organizacién Mundial de la salud). El cdncer que se origina en el tejido
mesenquimatoso, se denomina sarcoma. Las neoplasias malignas que se originan en las
células epiteliales, se denominan carcinomas. (Kumar et al., 2015)

El carcinoma es la neoplasia maligna mas comun de la mama, mas del 95% de los
tumores malignos de la mama son adenocarcinomas; los demas tipos (es decir, carcinomas
de células escamosas, el tumor filoides, sarcomasy linfomas) representan menos del 5% del
total de neoplasias (Kumar et al., 2015).

Se han establecido factores de riesgo para el desarrollo del cdncer de mama, los mas
importantes estan relacionados con factores hereditarios, exposicion a los estrégenos a lo
largo de la vida y en menor grado, factores ambientales o del estilo de vida (Kumar et al.,
2015), a continuacidn, se mencionan algunos de ellos:

e Mutaciones en la linea germinal: 5-10% de los casos de cancer de mama aparecen

en personas con mutaciones en la linea germinal de genes supresores de tumores.



e Familiares de primer grado con cancer de mama: Del 15 al 20% de las mujeres con
cancer de mama tienen una familiar de primer grado afectada, pero no presentan
mutaciones génicas identificadas en el cancer de mama.

e Raza/grupo étnico: Mujeres blancas no hispanas tienen la incidencia maxima, las
mutaciones de BRCA1 y BRCA2 son prevalentes en las poblaciones judias. La biologia
del tumor también varia por el grupo étnico, el cual tiene implicaciones para la
diferencia en la mortalidad, mujeres africanas y afroamericanas tuvieron Ia
proporcién mas alta de tumores triple negativos comparado con otros grupos
étnicos, este grupo también tuvo la proporcién mas alta de enfermedad metastasica
y de tumores pobremente diferenciados entre los subtipos, lo cual se asocia con baja
supervivencia. (Harbeck et al., 2019)

e Edad. El riesgo de cancer de mama aumenta a lo largo de toda la vida, alcanzando
su maximo a los 70-80 afios.

e Edad de la menarquia/menopausia: El riesgo en mayor cuando la menarquia se
presenta antes de los 12 afios y se reduce incluso hasta 50% cuando se presenta
después de los 13 afios. La menopausia tardia; es decir, después de los 55 anos
incrementa 50% el riesgo de cancer de mama (Sifuentes-Alvarez et al., 2015).

e Edad al tener el primer hijo: Una gestacion a término antes de los 20 afios disminuye
a la mitad el riesgo respecto a nuliparas o que tienen mas de 35 afios la primera vez
gue dan a luz a un recién nacido vivo.

e Enfermedad mamaria benigna: La hiperplasia atipica o alteraciones proliferativas
aumentan el riesgo de carcinoma.

e Exposicion a los estréogenos: La hormonoterapia menopausica aumenta el riesgo de
cancer de mama.

e Densidad de la mama: las mujeres con mamas muy densas en la mamografia tienen
un riesgo de cdncer de mama 6-8 veces superior al de mujeres con una menor
densidad

e Exposicion a la radiacion: La radiacion del térax se asocia a una frecuencia mayor de
cancer de mama, el riesgo es maximo cuando la exposicién ocurre en edades
jévenes y con dosis altas de radiactividad.

e Carcinoma de la mama contralateral: 1% de las mujeres con cancer de mama
desarrollan un segundo carcinoma de mama contralateral cada ano.

e Dieta: En estudios de gran tamafo se ha conseguido encontrar correlaciones sélidas
entre el riesgo de cancer de mama y la ingesta dietética, asi como con el consumo
moderado o importante de alcohol.

e QObesidad: Mujeres obesas de menos de 40 afios tienen menos riesgo como
resultado de los ciclos anovulatorios y las concentraciones menores de
progesterona; por el contrario, las mujeres obesas posmenopdusicas presentan un
riesgo mayor, atribuido a la sintesis de estrégenos en los depdsitos de grasa

e Lactancia materna: La lactancia suprime la ovulaciéon y tal vez active la diferenciacidn
terminal de las células luminales.

En un estudio realizado en México se determinaron como los factores de riesgo mas

importantes para las poblaciones mexicanas y México-americanas la obesidad y el tipo de



dieta, en particular la ingesta excesiva de carbohidratos y alcohol, la falta de actividad fisica
y la historia familiar; se conservan como factores protectores la dieta rica en folatos y
complejo B, embarazos a edad temprana y lactancia materna (Grajales et al.,2014).

El cancer de mama puede ser hereditario (familiar), apareciendo en mujeres con
mutaciones de genes supresores de tumores en la linea germinal, o esporadico. No
obstante, los factores ambientales influyen claramente en la penetrancia de las formas
hereditarias del cdncer de mama. El cancer de mama hereditario representa el 12% de los
casos de cancer de mama; los principales genes de susceptibilidad conocidos para el cadncer
de mama hereditario son: BRCA1, BRCA2, TP53 y CHEK2; todos ellos genes supresores de
tumores que participan normalmente en la reparacién del DNA y el mantenimiento de la
integridad gendmica (Kumar et al., 2015). El cdncer de mama asociado a BRCA1, con
frecuencia es mal diferenciado y bioldgicamente muy similar a los casos negativos para RE
y para HER2 identificados como de tipo basal. Los carcinomas de mama asociados a BRCA2
también tienden a ser mal diferenciados, pero son positivos para ER con mds frecuencia que
los BRCA1. Los factores de riesgo principales del cancer de mama esporadico estan
relacionados con la exposicién a las hormonas: sexo femenino, edad en la menarquia y
menopausia, antecedentes reproductivos, lactancia materna, estrégenos exdgenos,
exposicion a la radiacion y a sustancias quimicas con efectos estrogénicos (Kumar et al.,
2015).

Papel de los estrégenos en el cancer

Es un hecho conocido que las hormonas femeninas se relacionan con el cancer de mama;
hace ya mas de 100 afos se practicaba la ooforectomia para detener la evoluciéon del cancer
en mujeres premenopausicas (Majlis, 2008). Todas las hormonas esteroideas entre ellas
estrégenos y progesterona se originan del LDL-colesterol del cual se sintetizan precursores
androgénicos como la testosterona y la androstenodiona de los cuales por medio de las
enzimas aromatasas se formardn estrégenos (estrona y estradiol). Las enzimas aromatasas
se encuentran en la granulosa del ovario, el tejido adiposo, los fibroblastos de la piel, la
placenta y el cerebro; su sintesis es estimulada por la hormona foliculo estimulante (FSH).
En la posmenopausia, los sitios de metabolizacién extraovarico cobran importancia,
fundamentalmente el tejido adiposo vy la piel, por lo que la aromatizacion de los andrégenos
estd directamente relacionada al volumen de tejido adiposo presente en cada mujer; la
aromatasa tisular a diferencia de la ovérica no es regulada por la FSH sino por citocinas,
factores de crecimiento y glucocorticoides (Samavat et al., 2015. Céppola et al., 2005). El
rol oncogénico de los estrogenos esta dado en parte por la hidroxilacion de sus moléculas
a nivel celular, la generacion de radicales que pueden dafar el DNA, junto con la potencial
genotoxicidad de los estrégenos y algunos de sus metabolitos. Los metabolitos hidroxilados
son: 2-hidroxy-estradiol (2 OHE1), 2-hidroxy-estrona (2 OHE2), 4-hidroxy-estradiol (4
OHER1), 4-hidroxy-estrona (4 OHE2), 16-alfa-hidroxy-estradiol (16 alfaOHE1) y 16 alfa-
hidroxy-estrona (16 alfa OHE2). Los estrogenos 2-hidroxilados poseen baja afinidad para
unirse con receptores de estréogeno, son inhibidores de la proliferacién celular. Los



estrégenos 4-hidroxylados poseen potencial carcinogénico debido a su habilidad para
causar dano del DNA por la formaciéon de aductos depurinantes, los cuales generaradn
mutaciones con el subsecuente dafio oxidativo e inicio del cdncer de mama. El 16a-hidroxy-
estrona es un potencial iniciador tumoral, el cual promueve la sintesis de DNA y el
crecimiento celular independiente. Los metabolitos oxidativos de los estrogenos afectan la
proliferacion y apoptosis del tejido mamario por lo que son potencialmente carcinogénicos
(Samavat et al., 2015).

Los estrégenos pertenecen a la familia de hormonas esteroides las cuales, ejercen
una gran variedad de efectos sobre el crecimiento, desarrollo y diferenciacion a través de
sus receptores nucleares: los receptores alfa y los beta (ERa y ERB) los cuales son factores
de transcripcién que regulan la expresion génica de manera dependiente de su unién a
ligando con la consecuente induccién de proteinas y enzimas que activan la sintesis de
acidos nucleicos (Noriega-Reyes et al., 2008) con un efecto proliferativo directo. Los
estrégenos también ejercen un efecto indirecto estimulando factores de crecimiento, como
el factor de crecimiento epidérmico a través de un tercer receptor de estrégenos
transmembranal conocido como GPR30 que actua de manera independiente de ERay ERf3
(Noriega-Reyes et al., 2008). El estradiol puede ser reconocido por la proteina G acoplada
al receptor 30 (GPR30), en respuesta al estrégeno, GPR30 inicia funciones no gendmicas
como estimulacidn de adenilciclasa, sintesis de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), y
activacion de las vias de sefalizacion proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) y
fosfoinositol 3- cinasa (PI3K).

Finalmente, el estradiol puede activar miRNAs para regular la expresion de genes y
los ERa pueden ser activados a través de fosforilacion por sefiales provenientes de
receptores de superficie celular tirosina cinasa activados por factores de crecimiento
peptidicos (Parl et al., 2018).

Carcinogénesis

Cuando la formacién de un tumor ocurre en una glandula hormono-dependiente por una
excesiva estimulacién hormonal, conduce a una progresién celular desde un crecimiento
normal, hiperplasia y, por ultimo, a una transformacién neoplasica. Los diversos aspectos
histolégicos de los carcinomas y las posibles lesiones precursoras son las manifestaciones
externas de cambios genéticos complejos y epigenéticos que impulsan la carcinogénesis
(Kumar et al., 2010).

Un modelo general de carcinogénesis postula que una célula normal debe adquirir
varias capacidades nuevas para convertirse en maligna (Kumar et al., 2010). Cada una de las
funciones nuevas puede alcanzarse por un cambio en uno de muchos genes que pueden
producir una autosuficiencia en las sefiales de crecimiento (ER, EGFR, RAS o HER2/neu) o
una alteracidn celular en el control del ciclo celular, la reparacidon del DNA y la apoptosis
(p53) (Kumar et al., 2010).

El tipo de célula donde mas probablemente se originan la mayoria de los carcinomas
es la luminal que expresa ER, puesto que la mayor parte de los casos son ER positivos. Los
carcinomas ER negativos pueden originarse en células mioepiteliales ER negativas, eso



puede explicar porque muchas proteinas presentes en las células mioepiteliales son
compartidas por los tumores “triples negativos” o similares a las células basales (Kumar et
al., 2010).

La oncogénesis no puede centrarse exclusivamente en la célula epitelial, también
participan otros componentes tisulares (Kumar et al., 2010). En el caso de los tumores,
interactian con las células malignas un conjunto de células que colaboran con el
crecimiento tumoral dando soporte funcional y nutricional, estableciendo lo que se conoce
como microambiente tumoral; entre estas células se encuentran fibroblastos anormales,
células endoteliales y del sistema inmune innato y adaptativo (Sdnchez, C. 2013). La
estructura y la funcion de la mama normal requieren interacciones complejas entre células
luminales, células mioepiteliales y células estromales. Las mismas funciones que permiten
la formacién normal de nuevas ramas ductales y lobulillos durante la pubertad y el
embarazo pueden desempefiarse durante la carcinogénesis por células epiteliales y/o
estromales anormales. La pérdida de estas funciones normales también se produce con la
edad y podrian influir en el riesgo mayor de cancer de mama en mujeres mayores (Kumar
etal., 2010).

No se conoce bien el ultimo paso de la carcinogénesis, es decir la transicion de
carcinoma limitado por la membrana basal dentro de conductos y lobulillos (carcinoma in
situ) a carcinoma invasor; es posible que esta transicion se deba principalmente a la pérdida
de la membrana basal y de la integridad tisular por una funcién anormal de las células
mioepiteliales y estromales (Kumar et al., 2010). Algunas células adquieren mutaciones que
les permiten desarrollar el potencial de invadir el tejido que las rodea (Invasion) y
posteriormente a sitios distantes (metdstasis), dentro de estas mutaciones, la mejor
caracterizada es la que provoca la disminucidn en la expresidn de E-cadherina en
carcinomas, una proteina fundamental en la adhesion con otras células y con la matriz
extracelular (MEC) por lo que las células tumorales pierden el anclaje al epitelio (Sadnchez,
C. 2013). Las células tumorales con capacidad invasiva cambian su fenotipo haciéndose mas
parecidas a las células mesenquimales, en un proceso denominado transicion epitelio-
mesenquimal (TEM). Las células pierden las uniones adherentes, cambian su morfologia
epitelial pareciéndose a los fibroblastos, aumentan la expresién de enzimas que degradan
la MEC y aumentan su motilidad, lo que favorece la invasidn. Por otra parte, los fibroblastos
gue rodean a las células tumorales también se modifican favoreciendo el proceso
carcinogénico y TEM generando un microambiente pro-tumoral, denominado “estroma
reactivo” (Sanchez, C. 2013).

Clasificacion histoldgica

Mas del 95% de las neoplasias malignas mamarias son adenocarcinomas; éstos se dividen
en carcinomas in situ y carcinomas invasores. El carcinoma in situ hace referencia a una
poblacién neopldsica de células limitada a conductos y lobulillos por la membrana basal, no



invade los ganglios linfaticos ni los vasos sanguineos ni puede dar metastasis. En cambio, el
carcinoma invasor es aquel que ha invadido mas alld de la membrana basal hasta el
estroma, donde las células también pueden invadir los vasos sanguineos y de ahi, llegar a
los ganglios linfaticos regionales y otros sitios distantes (kumar et al., 2010)

El carcinoma in situ se clasifica en ductal y lobulillar, representa del 15 al 30% de todos los
carcinomas de mama; el carcinoma ductal in situ representa el 80% de los carcinomas, el
lobulillar in situ representa el 20%.

El carcinoma invasor representa del 75 al 85% de los casos de cdncer de mama. Se distribuye
al menos en 8 tipos diferentes, siendo los mas frecuentes el carcinoma ductal sin tipo
especial (ductal STE) y el carcinoma lobulillar, con una presentacion del 79 y 10% de los
casos, respectivamente (Kumar et al., 2010).

Clasificacion molecular

Debido a que la clasificacion histoldgica es compleja, extensa, laboriosa y la respuesta a los
tratamientos es diversa, se inicid con la caracterizacién celular en relacidn con la expresion
de proteinas mediante inmunohistoquimica. De esta manera se encontré que la mayoria de
los carcinomas son positivos para receptores de estrégenos (ER). Entre los tumores
negativos para ER, muchos pertenecen a un grupo definido que se llama “similar al basal”
(Kumar et al., 2010; OMS, 2003; Harris et al., 2007). De esta manera, se logré identificar
subtipos de carcinoma con caracteristicas morfolégicas diferentes, pero con fenotipos
similares que presentaron respuesta favorable al tratamiento.

Asi, mediante el estudio de la expresidn del receptor estrogénico (ER), receptor de
progesterona (RP) y del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2), se subclasificaron
los carcinomas de mama en Luminal A, Luminal B, Normal, similar a las células basales y
HER2+, a la cual se le conoce como clasificacién molecular (Kumar et al., 2010). De hecho,
la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) recomienda que a todas las pacientes
con diagndstico de cdncer de mama se les realice la determinacién de los ER y RP para incluir
el beneficio del tratamiento endocrinolégico (Hammond et al., 2010). Lo mismo se sugiere
con la determinacién del HER2 en los casos del subtipo invasor al diagndstico o en la recaida,
los cuales se ven beneficiados con el tratamiento de trastuzumab (inhibidor selectivo de
HER2) (BREASTCANCER, 2013).

A continuacion, se presentan las caracteristicas de los subtipos de cancer de mama de
acuerdo a la clasificacién molecular (Sen Kus et al., 2015; Uribe et al., 2010):

e Luminal A: (40 — 55% de los carcinomas STE) este es el grupo mds amplio y se
caracteriza por ser ER positivos y HER2/neu negativos. La mayoria son bien o
moderadamente diferenciados; suelen afectar a mujeres posmenopdausicas. Estos
carcinomas son en general de crecimiento lento y responden bien a los tratamientos
hormonales y solo un pequefio nimero responde a la quimioterapia.
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e Luminal B: (15 — 20% de los carcinomas STE) expresan ER, pero en general son de
grado mas alto; tienen una tasa de proliferacién mas elevada y se pueden clasificar
en los que sobreexpresan HER2/neu y los que no la sobreexpresan, estos tienen una
expresion de menos de 20% de RP. Los tumores Luminales B tienen mayor
probabilidad de metastasis en los ganglios linfaticos y pueden no responder a la
quimioterapia.

e Similar al basal: (13 — 25% de los carcinomas STE) son notables por la ausencia de
ER, RP y HER2/neu (denominados triple-negativos) y la expresion de marcadores
tipicos de las células mioepiteliales (queratinas basales, P-cadherina, p63, etc.).
Tienen interés particular por sus caracteristicas genéticas y epidemiolégicas
distintivas, son mas frecuentes en ciertas poblaciones étnicas y en mujeres jovenes.
Se asocian con un curso agresivo, metdstasis frecuentes y prondstico desfavorable;
sin embargo, responden a la quimioterapia.

e HER2 positivo: (7-12% de los carcinomas STE) este grupo comprende carcinomas RE
negativos que sobreexpresan la proteina HER2/neu. Suelen ser poco diferenciados,
tienen una tasa de proliferacién elevada y se asocian a una frecuencia alta de
metastasis encefalicas (Sen Kus et al., 2015; Uribe et al., 2010).

El dltimo Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen 2013 incluyé el nivel de
expresion de Ki67 como marcador fenotipico para diferenciar entre los subtipos
moleculares del cancer de mama (Harbeck et al., 2013). En este consenso se utilizo el Ki67
como marcador diferencial principal, entre los subtipos moleculares del cancer de mama,
por ejemplo, el Luminal A, presenta un Ki67 bajo o menor del 20%, mientras el Luminal B,
presenta valores de Ki67 altos o mayores de 20%. Igualmente se reconoce que hasta ahora
siguen existiendo dificultades para la unificacion de la medicién de Ki67, asi como la
definicion del punto de corte para clasificar Ki67 de alto o de bajo grado (Panal et al., 2014).

La clasificacion molecular revolucioné el tratamiento del cancer de mama, por ejemplo,
se consideran de buen pronédstico aquellas pacientes con expresién positiva de ER por
presentar buena respuesta al tratamiento, mayor tasa de supervivencia y curacién; sin
embargo, se llegan a presentar algunos casos en los que la respuesta al tratamiento y
evolucidn clinica es contradictoria a la esperada en relacion a su caracterizacidn histoldgico-
molecular. Esta variabilidad en la respuesta al tratamiento derivd en una investigacion
gendmica en pacientes con cancer de mama (Curtis et al., 2012), en la que encontraron diez
subgrupos de pacientes de acuerdo al patrén de expresidn génica y su evolucion clinica. De
forma interesante un subgrupo de pacientes del tipo luminal con expresién de ER, presentd
altas tasas de mortalidad, por lo que se le asigné como grupo de mal prondstico; mientras
tanto, la mayoria de los casos del tipo semejante al basal (triples negativos) con mas de 5
afos de seguimiento, se comportaron como de buen prondstico habiendo pasado este
tiempo critico (Curtis et al. 2012).
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Clasificacion histoldgica de Scarff Bloom Richardson para el cancer de mama

Este sistema de clasificacion histoldgica, que posee valor prondstico, fue propuesto por
Bloom y Richardson en 1957 y luego fue modificado por Scarff (Sanz et al., 2005; Ornelas-
Aguirre et al., 2013); se basa en una combinacién de mediciones del grado nuclear, el indice
mitético y el grado de diferenciacion dado por la formacién glandular (tubular). Toma en
consideracion los siguientes parametros (Cardenas-Sanchez et al., 2017):

-Diferenciacion glandular:

Formacion de tubulos en el 75% o mas del tumor 1
Formacion de tubulos en el 10 — 75% del tumor 2
Formacion de tubulos en menos del 10% del tumor 3

-Pleomorfismo nuclear:

Variabilidad escasa en forma y tamano respecto a las células epiteliales normales 1
Variabilidad moderada en forma y tamafio respecto a células epiteliales normales 2
Variabilidad marcada en forma y tamafio respecto a células epiteliales normales 3

-indice mitético:

De 0 a 6 mitosis por 10 campos (40x) 1
De 7 a 10 mitosis por 10 campos (40x) 2
Mas de 10 por 10 campos (40x) 3

Una vez determinados los indicadores, se realiza la suma de los 3 nimeros obtenidos,
resultando un valor maximo posible de 9, quedando establecido el grado histolégico
como sigue:

- Grado I: Bien diferenciado 3-5

- Grado ll: Moderadamente diferenciado 6-7

- Grado lll: Pobremente diferenciado 8-9

Factores prondsticos y predictivos en el cancer de mama

El prondstico de las mujeres con cancer de mama depende de las caracteristicas bioldgicas
del carcinoma (tipo molecular o histoldgico) y la diseminaciéon del cancer (estadio) al
momento del diagndstico. Muchas mujeres con cdncer de mama tienen una esperanza de
vida normal, mientras que otras solo tendran una probabilidad del 10% de estar vivas a los
5 afos. Los tumores que se presentan con metdastasis a distancia (< 10% de los casos de
cancer de mama) o carcinoma inflamatorio (< 5%) muestran un prondstico especialmente
malo (Kumar et al., 2015). Los factores prondsticos se pueden clasificar en 2 grupos: los
relacionados con la extension del carcinoma y los asociados a la biologia del cancer:
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1.

Factores prondsticos relacionados con la extensién del carcinoma:

a)

b)

c)

d)

f)

g)

Carcinoma in situ tiene un prondstico excelente en comparacién con el
carcinoma invasor.

Metdstasis a distancia; cuando estd presente, la curacién es improbable, aunque
es posible conseguir remisiones y alivio a largo plazo en mujeres con tumores
positivos para ER.

Metdastasis en ganglios linfaticos; en ausencia de afectacién ganglionar, la
supervivencia libre de enfermedad a 10 afos es del 70 — 80%, en pacientes con 1
— 3 ganglios positivos es de 35 —40% y con mads de 10 ganglios positivos es de 10
- 15%.

Tamariio del tumor; los carcinomas inferiores a 1cm de tamaifio sin ganglios,
tienen una supervivencia a 10 afos superior al 90%, mientras que la
supervivencia desciende al 77% para los tumores mayores de 2cm.

Enfermedad localmente avanzada; los carcinomas que invaden la piel o el
musculo esquelético tienen un peor prondstico ya que resulta dificil tratarlos
quirargicamente.

Carcinoma inflamatorio; los tumores de mama que se manifiestan con eritemay
engrosamiento de la piel tienen un prondstico malo ya que en la mayoria de las
pacientes se demuestran metdstasis a distancia, la supervivencia a 3 afios es solo
del 3—-10%. Estos carcinomas no tienen un tipo histolégico o molecular uniforme,
pero mas de la mitad (60%) son negativos para RE y el 40 — 50% tienen
sobreexpresion de HER2.

Invasidn linfovascular; la presencia de células tumorales en espacios vasculares
(linfaticos o capilares) se asocia a la presencia de metdstasis en los ganglios
linfaticos y a un factor de riesgo de recidiva local.

Factores prondsticos relacionados con la biologia del tumor:

a)

b)

Subtipo molecular; estd determinado por la expresion de ER y HER2 y la
proliferacién, siendo un factor prondstico importante.

Tipos histoldgicos especiales; la supervivencia de las mujeres que presentan
ciertos tipos especiales de carcinomas invasivos (tubular, mucinoso, lobulillar,
papilar, adenoideo quistico) es mayor que la correspondiente a mujeres con
carcinomas no clasificados. Las mujeres con carcinoma metaplasico o
micropapilar tienen peor prondstico.

Malignidad histoldgica; el grado nuclear, la formacién de tdbulos y la tasa de
mitosis clasifican a los carcinomas invasores en tres grupos muy correlacionados
con la tasa de supervivencia global y libre de enfermedad, el de grado 3 es el de
peor prondstico.
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d) Tasa de proliferacién; la proliferacion puede medirse por el nimero de mitosis o
mediante la deteccidon inmunohistoquimica de ciclinas o Ki-67. Los carcinomas
con tasas altas de proliferacidon conllevan peor prondstico, pero es posible que
respondan mejor a la quimioterapia. La mayoria de los carcinomas negativos para
ER y/o positivos para HER2 tienen tasas de proliferacion elevadas.

e) Receptores de estrogenos y progesterona; el 80% de los carcinomas que son
positivos para ER y RP responden a la manipulacién hormonal, mientras que solo
lo hacen cerca del 40% de los positivos Unicamente para ER o RP. Los casos con
expresion intensa de ER tienen menos probabilidad de responder a la
guimioterapia. Al contrario, aquellos tumores que no expresan ER y RP presentan
una probabilidad inferior al 10% de responder al tratamiento hormonal, pero
mas posibilidades de responder a la quimioterapia.

f) HER2; su sobreexpresidn se asocia a supervivencias mas cortas, pero su
relevancia principal es como factor predictivo de respuesta a los farmacos
dirigidos frente a este receptor.

Estadificacion del cancer de mama

De forma habitual, el prondstico de las pacientes con cancer de mama se ha estimado
determinando la extensidon de la enfermedad en la mama, la afectacién de ganglios
linfaticos regionales y la presencia o ausencia de metdstasis a distancia propagadas por via
hematdgena. El sistema principal de estadificacion utilizado en la actualidad es el del
American Joint Committee on Cancer; se basa en una clasificacion denominada sistema
TNM, donde T indica el tamafio del tumor primario, N la afectacién (presencia de células
tumorales) de los ganglios linfaticos regionales y M la presencia de metastasis a diferentes
organos (Kumar et al., 2015).

La estadificacion TNM sigue principios generales; la lesién primaria se caracteriza
como T1 a T4 conforme va aumentando de tamafio el tumor, TO denota una lesidn in situ.
NO indica la ausencia de afectacion ganglionar, mientras que N1 a N3 sefiala la afectacién
de un nimero y extension de ganglios crecientes. MO quiere decir que no hay metastasis a
distancia, y M1 sefiala la presencia de metdstasis (Kumar et al., 2015).

En la tabla 1 se presenta la clasificacion completa TNM del cancer de mama (Secretaria de
Salud, 2011)
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Tabla 1. Clasificacion TNM del cancer de mama

Estadio Tamariio del tumor | Ganglio linfatico Metdstasis
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
A T0 N1 MO

T1 N1 MO
T2 NO MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
A T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lHc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1

T: Tumor primario

TO: No hay evidencia de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ

T1: Tumor de 2cm 0 menos en su mayor dimension

T2: Tumor de mas de 2cm pero no mas de 5cm en su mayor dimension

T3: Tumor mide mas de 5cm en su mayor dimensidn

T4: Tumor de cualquier tamano con extension directa a la pared tordcica o piel

N: Ganglios linfaticos regionales

NO: No hay metadstasis regional de los ganglios linfaticos

N1: Metastasis a ganglio linfatico axilar ipsilateral movil

N2: Metastasis a ganglios linfaticos ipsilaterales unidos entre si 0 a otras estructuras

N3: Metastasis a ganglios linfaticos mamarios internos ipsilaterales

M: Metastasis distantes

MO: No hay metastasis distantes

M1: Presencia de metastasis distantes

Tomado de NOM-041-SSA2 (Secretaria de Salud, 2011)

Los cinco estadios (0 a IV) definidos por el American Joint Committee on Cancer se

correlacionan fuertemente con la supervivencia.

Heredia-Caballero et al (2018) en su estudio realizado para determinar la

supervivencia a 5 afios postratamiento de cancer de mama, encontraron por etapa clinica
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a 5 afios lo siguiente: | (83%), Il (79%), Il (82.5%), IV (0%) y reportaron diferencias
significativas en la supervivencia al comparar las etapas clinicas I, Il y Ill con la etapa clinica
IV, en donde se demostrd una supervivencia de 0% (4 casos) y una media de supervivencia
de 6.8 meses. La supervivencia global encontrada en este estudio a 5 afios fue de 81%,
equiparable con la de Europa (81%) y estados Unidos (84%). Para todos los estadios
combinados la tasa de supervivencia a 5 afios para el cancer de mama es de 89%, la tasa a
10 afos es de 83% y la tasa a 15 afios de 78%; todas relacionadas con el diagndstico en
etapas tempranas | a lIA (Allemani et al., 2012).

En la Norma Oficial Mexicana para la prevencion, diagndéstico, tratamiento, control
y vigilancia epidemioldgica del cancer de mama se establecen algunos estandares de
referencia en relacidon con la supervivencia esperada vinculada con la etapa clinica, para la
etapa | (93%), Il (72%), Il (41%), IV (18%) (Secretaria de Salud, 2011).

Tratamiento del Cancer de mama

El tratamiento integral del cdncer de mama es multidisciplinario, los manejos
locorregionales son cirugia y radioterapia y el tratamiento sistémico incluye Ia
quimioterapia (adyuvante y neoadyuvante), la terapia enddcrina y la terapia dirigida a
blancos moleculares; la eleccion del tratamiento mdas adecuado para las pacientes se
relaciona directamente con el estadio clinico del cdncer de mama. A continuacién,
describimos los diferentes tipos de tratamiento de acuerdo con la Guia de Practica clinica
de la Secretaria de Salud en México (Torres-Arreola et al., 2009):

En el carcinoma ductal in situ la opcién primaria de tratamiento es la escision
completa del tumor mas radioterapia, la segunda opcidén es la mastectomia con o sin
reconstruccidon y la tercera alternativa es la escisién seguida con observacion clinica, la
decision sobre el procedimiento a realizar esta en relacién al tamafio tumoral,
caracteristicas histolégicas tumorales, multicentricidad y el margen obtenido con la cirugia.
La diseccién axilar no debe realizarse. En el carcinoma lobulillar in situ se debe realizar
biopsia excisional y posteriormente solo vigilancia. Se debe considerar el uso de tamoxifeno
en pacientes premenopausicas y en posmenopausicas tamoxifeno o raloxifeno con el objeto
de reducir la recurrencia.

En el cdncer de mama estadio | y Il existen dos procedimientos quirdrgicos bien
establecidos; la cirugia conservadora, que incluye la extirpacion tumoral con un margen de
tejido normal con la preservaciéon de la mama y la mastectomia radical. La cirugia axilar es
necesaria para la completa estadificacion de la enfermedad, la diseminacién metastasica a
los ganglios axilares es criterio para indicar un tratamiento sistémico adyuvante. Las
pacientes con cirugia conservadora deben recibir radioterapia porque se reduce de 20 a
25% la posibilidad de recurrencia loco regional. En las pacientes con mastectomia si el
tumor mide mas de 5cm o hay mas de 4 ganglios linfaticos positivos esta indicada la
radioterapia.
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Las opciones de manejo para el cancer de mama estadio Ill son: Mastectomia
seguida de quimioterapia adyuvante y luego radioterapia o quimioterapia neoadyuvante
para intentar disminuir el tamafio de la lesion para efectuar un tratamiento conservador
seguido de radioterapia. En los estadios IlIA, IlIB y IlIC se considera enfermedad irresecable
de inicio por lo que el primer tratamiento debe ser quimioterapia neoadyuvante, seguido
de una mastectomia radical si hay respuesta al tratamiento. Si no hay respuesta a la
quimioterapia neoadyuvante se debe considerar un tratamiento sistémico adicional de
segunda eleccidn y/o radioterapia preoperatoria con valoracidn posterior de cirugia y en
caso de continuar sin respuesta se debe individualizar el tratamiento.

Las pacientes en estadio IV o recurrente se tratan considerando los siguientes
factores sitio o sitios metastasicos, estado de receptores de estrégenos, progesterona y
HER2/neu y estado funcional del paciente. La OMS recomienda tratamiento para el dolor
en pacientes con cancer de mama, iniciando con fdrmacos no opioides y solo en caso de
dolor intenso utilizar medicamentos opioides. Los bifosfonatos pueden ser usados
rutinariamente en pacientes con cancer mamario avanzado con metdstasis Oseas
sintomaticas (Torres-Arreola et al., 2011).

La quimioterapia adyuvante o adyuvancia, es todo tratamiento antineoplasico
administrado después de un manejo quirurgico; sus objetivos son prolongar el periodo libre
de enfermedad, reducir las recurrencia locales y sistémicas y aumenta la supervivencia
global. Todas las pacientes con ganglios positivos deben recibir tratamiento sistémico
adyuvante y en pacientes con ganglios negativos se tomardn en cuenta el tamafio del tumor
y el subtipo molecular.

Los esquemas de quimioterapia adyuvante con mayor evidencia de beneficio son: 5-
fluoruracilo, adriamicina y ciclofosfamida (FAC) o 5-fluoruracilo, epirrubicina vy
ciclofosfamida (FEC), seguidos de taxanos (paclitaxel o docetaxel). También se incluyen
otros medicamentos como la gemcitabina, sales platinadas o la capecitabina. (Cardenas-
Sanchez et al., 2017)

La quimioterapia basada en antraciclinas disminuye 33% las recaidas y 27% la
mortalidad en mujeres menores de 50 afios. Se ha demostrado que la adicion de taxanos a
la quimioterapia adyuvante, ya sea de forma secuencial o concomitante a los antraciclenos
mejora la supervivencia libre de enfermedad, pero no se ha demostrado beneficio en la
supervivencia global (Arce et al., 2011).

Inicialmente la neoadyuvancia se utilizd en estadios localmente avanzados, con la
finalidad de reducir el tamafo tumoral y facilitar asi las diferentes modalidades quirurgicas,
este es un tratamiento sistémico inicial o primario que se administra antes de uno radical
(cirugia o radioterapia), las ventajas del tratamiento neoadyuvante son: incrementar las
posibilidades de cirugia conservadora y conocer la respuesta patoldgica al tratamiento, ya
que esta terapia se asocia con mejor prondstico (Cardenas-Sanchez et al., 2017).

En tumores operables la quimioterapia neoadyuvante tiene como objetivo
identificar a las pacientes respondedoras, con base en la expresiéon de receptores
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hormonales, proliferacién celular (Ki67) y grado nuclear. El éxito de la quimioterapia esta
basado en la obtencién de una respuesta patoldgica completa (Arce et al., 2011).

Se considera que el estandar de quimioterapia es de tres a cuatro ciclos con
antraciclinas seguidos por tres a cuatro ciclos de taxanos (mds trastuzumab en tumores
HER2 neu positivos) antes de la cirugia ya que se asocia con mayores posibilidades de
respuesta patolégica completa. En tumores hormonosensibles con baja tasa de
proliferacién y bajo grado nuclear se recomienda terapia enddcrina neoadyuvante por 6
meses o hasta obtener la maxima respuesta (Cardenas-Sanchez et al., 2017).

Después de cada ciclo de quimioterapia neoadyuvante debe valorarse la respuesta
clinica y tras la administracion de tres a cuatro ciclos se recomienda evaluar la respuesta
clinica y radioldgica al tratamiento mediante mastografia y /o ultrasonido. Cuando el tumor
es operable y se realiza la cirugia, se recomienda hacer la evaluacion de la respuesta
patoldgica al tratamiento mediante el método de Chevallier (Cardenas-Sanchez et al., 2011)
de la siguiente forma:

e (lase 1: Ausencia de tumor (respuesta patolégica completa)

e C(lase 2: Presencia de carcinoma intraductal (carcinoma in situ), ausencia de tumor

infiltrante y ganglios negativos

e Clase 3: Presencia de carcinoma invasor con respuesta estromal

e Clase 4: Poca modificacién del tumor

En caso de que no haya respuesta completa al tratamiento se administrard radioterapia a
la mama y dreas linfoportadoras y quimioterapia de segunda linea.
La respuesta patoldgica a la quimioterapia neoadyuvante, tanto del tumor primario como
de las metastasis ganglionares, se correlaciona con la supervivencia libre de enfermedad y
la recidiva (Tresserra et al., 2013). Actualmente se recomienda reportar los especimenes
post-tratamiento con el indice de carga tumoral residual (RCB) del M.D Anderson Center
(Cardenas-Sanchez et al., 2017), para lo cual se requiere la siguiente informacion: tamafio
del tumor residual, densidad celular del carcinoma invasor, nimero de ganglios linfaticos
positivos y didmetro de la metdstasis mayor en ganglios linfaticos, esta informacién se
integra en una férmula matematica en linea para calcular un valor numérico que determina
4 categorias:

e RCB 0: Respuesta patoldgica completa (no carcinoma invasor ni metastasis a

ganglios linfaticos).

e RCB 1: Respuesta parcial, enfermedad residual minima.

e RCB 2: Respuesta parcial, enfermedad residual moderada.

e RCB 3: Quimioresistente, respuesta minima o ausencia de respuesta.

En cuanto a las Terapias bioldgicas, estas se administraran a las pacientes con cancer de
mama que sobreexpresen HER2neu, el trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humano
dirigido en contra de la proteina HER2. Diversos estudios han evaluado el beneficio de
trastuzumab concomitante o secuencial con quimioterapia de forma adyuvante, los
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resultados combinados demuestran disminucion relativa del riesgo de recurrencia o muerte
por cualquier causa de 38% (Arce et al., 2011).

Las pacientes con cancer de mama con tumores hormonosensibles, se podran beneficiar
de terapia endodcrina, la decision dependera de las condiciones de la paciente,
comorbilidades, biologia tumoral y perfil de seguridad de cada tratamiento, no esta
recomendada la quimioterapia concomitante, hay dos modalidades de tratamiento: el
tamoxifeno y los inhibidores de aromatasa.

La administracion de tamoxifeno durante 5 afilos como terapia adyuvante ha

demostrado una disminucién del riesgo de recurrencia de 40% y el riesgo de muerte 35%,
asi como reduccién en el desarrollo de otro cancer de mama. Los beneficios de tamoxifeno
son similares en mujeres premenopausicas que en posmenopausicas.
En cuanto a los inhibidores de la aromatasa, estos farmacos representan otra opcién
terapéutica en el tratamiento adyuvante exclusivo de mujeres posmenopadusicas,
administrados de forma inicial o secuencial, han demostrado mejorar la supervivencia libre
de enfermedad, no asi en la supervivencia global, la duracién dptima del tratamiento es de
5 afios (Arce et al., 2011).

Mecanismos de accion de los farmacos utilizados en la quimioterapia

Complejos de coordinaciéon de platino (Cisplatino, carboplatino y oxaliplatino) (Hilala-
Dandan et al., 2015): Entran a las células mediante un transportador activo para cobre, dentro
de la célula, los ligandos cloro, ciclohexano u oxalato de los andlogos son desplazados por
moléculas de agua, lo que genera una molécula con carga positiva que reacciona con los
sitios nucledfilos en el DNA y las proteinas. Los complejos de platino activados pueden
reaccionar con regiones ricas en electrones como los sulfhidrilos y varios sitios del DNA,
donde forman enlaces entre las dos cadenas y entre dos puntos de la misma cadena. Los
aductos DNA-platino inhiben la replicacién y transcripcidn, causan ruptura en una o ambas
cadenas y codificacién errdnea; si son identificados por p53 y otras proteinas de puntos de
verificacion, inducen la apoptosis. Los tumores mamarios de tipo basal, como los que tienen
mutaciones de BRCA1 y BRCA2, carecen de amplificacién HER2 y expresiéon de receptor
hormonal y parecen tener una susceptibilidad Unica al cisplatino por su intensificacién de
las vias apoptéticas reguladas por p63 y p73.

Andlogos de la pirimidina (Hilala-Dandan et al., 2015): Los antimetabolitos de la
pirimidina abarcan un grupo diverso de fdrmacos que inhiben la funcién del RNA y el DNA.
Las fluoropirimidinas y ciertos andlogos de la purina inhiben la sintesis de los precursores
esenciales del DNA. Otros, como los analogos de los nucledsidos citidina y adenosina, se
incorporan en el DNA y bloquean su elongacion y funcion. Las estrategias para inhibir la
sintesis de DNA se basan en la capacidad para crear analogos de sus precursores (timina,
citosina, adenina, guanina) que entren con facilidad a las células tumorales y se activen
dentro de la célula, por ejemplo el analogo de pririmidina 5-FU se convierte en un
desoxinucleétido, el monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), que a su vez bloquea la
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enzima TS (Timidilato sintasa), necesaria para la sintesis de nucledétidos de timina que
forman parte del DNA y su carencia implica que el DNA no se podra replicar, lo que inhibe
la divisidn celular y por lo tanto el crecimiento tumoral.

Farmacos que dafian los microtubulos (Hilala-Dandan et al., 2015) : La vinorelbina es

un alcaloide purificado de la planta Catharanthus roseus que tiene actividad sustancial
contra el cdncer pulmonar y mamario. Son farmacos para puntos especificos del ciclo
celular, bloquean las células en mitosis, su actividad bioldgica se explica por su capacidad
para unirse de manera especifica con la tubulina beta y bloquear su polimerizacién con la
tubulina alfa en los microtubulos. El huso mitético no puede formarse, los cromosomas
duplicados no pueden alinearse en la placa de divisidn y la divisidn celular se detiene en
metafase. Las células bloqueadas en mitosis experimentan cambios caracteristicos de la
apoptosis.
Los taxanos (paclitaxel y docetaxel) tienen propiedades farmacoldgicas Unicas como
inhibidores de la mitosis, se unen con un sitio de la tubulina B e inducen, mds que inhibir, la
formacién de microtubulos, antagoniza su desensamble, lo que aglomera los microtubulos
y genera estructuras anormales derivadas de microtubulos en la fase mitdtica del ciclo
celular, esto causa el paro de la mitosis. La muerte celular se produce por apoptosis y
depende de la concentracién farmacoldgica y del tiempo de exposicion al farmaco.

Antraciclinas y Antracenedionas (Hilala-Dandan et al., 2015): La doxorrubicina y la
epirrubicina tienen actividad mds amplia contra tumores sdlidos. Estos farmacos capaces
de generar radicales libres, causan una miocardiopatia inusual y a menudo irreversible. Las
antraciclinas tienen cuatro mecanismos de accion: Inhibicién de la sintesis de DNA y RNA
intercalando entre los pares de bases de la cadena DNA/RNA, evitando asi la replicacion de
las células cancerosas de crecimiento rapido, Inhibicidn de la enzima topoisomerasa II,
evitando la relajacién del DNA superenrollado y bloqueando asi la transcripcion vy
replicacion del DNA. Esto conduce a la escision del DNA mediado por la topoisomerasa I,
gue produce rupturas del DNA, generacion de radicales libres de oxigeno generados por
hierro que dafian el DNA, las proteinas y las membranas celulares e Induccidn del desalojo
de histona de la cromatina que desregula la respuesta al dafio del DNA, el epigenoma vy el
trascriptoma.

Inhibidores de HER2/NEU (Hilala-Dandan et al., 2015): Dos anticuerpos (trastuzumab,
pertuzumab) y moléculas pequefias (lapatinib) tienen efectos antitumorales notables en
pacientes con cancer mamario positivo para HER2 y se han vuelto tratamientos esenciales
en combinacién con quimioterapia citotoxica para el cancer agresivo. Los pacientes con
tumores con amplificacién de HER2/neu tienen tasas de recurrencia mas elevadas después
del tratamiento adyuvante estandar y mayores tasas de supervivencia general. El dominio
interno de las glucoproteinas HER2/neu codifica una tirosina cinasa que activa una serie de
sefiales, que incrementan el potencial metastasico que inhiben la apoptosis. El trastuzumab
ejerce sus efectos antitumorales a través de la inhibicién de la homodimerizacién y
heterodimerizacion del receptor, con lo que se evita la activaciéon del receptor de cinasa y
la senalizacion subsiguiente; inicio de la toxicidad celular dependiente de anticuerpos y
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mediada por receptor Fcy; y antagonismo de los efectos angiogénicos de la sefializacion de
HER2.

Moduladores selectivos del receptor de estrégeno (Hilala-Dandan et al., 2015): Los

SERM se unen a ER y ejercen sus efectos estrogénicos o antiestrogénicos segun el érgano
especifico. El tamoxifeno es el farmaco antiestrogénico mas estudiado contra el cancer
mamario, sin embargo; también tiene efectos agonistas estrogénicos en tejidos
extramamarios. El tamoxifeno es un inhibidor competitivo de la unién de estradiol al
receptor del mismo nombre, se conocen dos subtipos de receptores de estradiol: ERa y ERP
que muestran diferentes distribuciones tisulares y pueden presentar homodimerizacién o
heterodimerizacion. La union del estradiol y SERM a los sitios de unién de estrégeno en sus
receptores desencadena un cambio de la conformacién de tales receptores, disociacidon de
los receptores de las proteinas de choque térmico e inhibiciéon de la dimerizaciéon del
receptor. Este ultimo fendmeno (dimerizacién) facilita la unién del ER a elementos
especificos de respuesta estrogénica al DNA (ERE elementos de respuesta a estrégenos) en
la cercania de los genes regulados por estrégenos. Las proteinas correguladoras interactian
con el receptor para intervenir como correpresoras o coactivadoras de la expresion génica.
Es posible que la funcion de las proteinas y los diversos factores de actividad transcripcional,
expliquen la variabilidad de la respuesta al tamoxifeno en mujeres que poseen ER en su
cancer mamario.
El fulvestrant es un antiestrégeno esteroideo que se une al ER con una afinidad que rebasa
en mas de 100 veces a la del tamoxifeno. El fdrmaco inhibe la unidn de estrégeno, pero
también altera la estructura del receptor al grado de que éste queda preparado para la
degradacidn por el proteasoma, también puede inhibir la dimerizacidon del receptor. A
diferencia del tamoxifeno disminuye el nimero de moléculas de dicho receptor en las
células, como consecuencia el farmaco anula la transcripcion de genes estrégeno-
dependienes mediada por ER.

Inhibidores de aromatasa (Hilala-Dandan et al., 2015): la aromatasa convierte los
andrégenos en estrégenos. Los inhibidores de dicha enzima (Al, aromatase inhibitor)
bloquean la actividad enzimatica y aminoran la producciéon de estrégenos. En la actualidad
se considera que los Al constituyen la norma asistencial para el tratamiento
complementario de posmenopadusicas con cancer de mama que posee receptores
hormonales (receptor hormonal positivo) como tratamiento inicial o en forma seriada
después del tamoxifeno.

La aromatasa (CYP19A1) es la encargada de convertir los andrégenos suprarrenales y la
androstenediona y la testosterona gonadales en estrégenos, estriona (E1) y estradiol (E2),
respectivamente. En las posmenopdusicas dicha conversidn constituye la fuente primaria
de estréogenos circulantes, en tanto que la produccién de estos Ultimos en las
premenopausicas estd a cargo predominantemente por los ovarios. En las
posmenopausicas los Al suprimen gran parte de la actividad aromatasa periférica y origina
la privacién profunda de estrégenos. Se ha clasificado a los Al tipo 1 (tipo esteroideo) o tipo
2 (no esteroideo), seguiin su estructura y mecanismo de accidén. Los inhibidores de tipo 1 son
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analogos esteroideos de la androstenediona que se unen de manera covalente e irreversible
al mismo sitio de la molécula aromatasa, por lo que se conocen como inactivadores de la
aromatasa. Los inhibidores de tipo 2 no son esteroideos y se unen de manera reversible al
grupo hem de la enzima y generan inhibicién reversible.

Los inhibidores de tercera generacion incluyen exemestano, agente esteroideo de tipo 1y
anastrozol y letrozol, imidazélicos no esteroideos de tipo 2. Los Al de tercera generacion se
usan como parte del tratamiento del cdncer mamario inicial y en fase avanzada en las
posmenopausicas.

Farmacos alquilantes (Hilala-Dandan et al., 2015): (Ciclofosfamida) Sus efectos
quimioterapeuticos y citotdxicos tienen relacion directa con la alquilacion de las aminas
reactivas, oxigenos y fosfatos del DNA. La capacidad de los alquilantes para interferir con la
integridad y funcién del DNA, y para inducir la muerte celular en tejidos con proliferacion
rapida, establece la base para sus propiedades terapéuticas y toxicas. La letalidad de la
alquilacion del DNA depende de la identificacidn del aducto, la creacidn de rupturas en las
cadenas de DNA mediante las enzimas reparadoras y de una respuesta apoptdtica intacta.
En células que no se dividen, el dafio al DNA activa un punto de revisiéon que depende de la
presencia de un gen p53 normal. Las células bloquedas en la interfase G1/S reparan la
alquilacién del DNA o experimentan apoptosis. Las células malignas con p53 mutante o
ausente no pueden suspender la progresiéon del ciclo celular, no experimentan apoptosis y
son resistentes a estos farmacos.

En la Figura 1 se muestran los mecanismos generales de accion de los diferentes
farmacos antineoplasicos.
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Figura 1. Mecanismos vy sitios de accion de algunos agentes quimioterapéuticos contra
cancer de mama y otras neoplasias. (Tomado de Hilala-Dandan et al., 2015)
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Proteinas transductoras de sefales y activadoras de la transcripcion (STATs)

La familia de proteinas STAT fue descubierta en la década de los 90°s, durante estudios de
sefializacion especificos para receptores de interferdn (IFN), los hallazgos iniciales de una
familia de proteinas relacionadas, cada una activada por un receptor de citocina diferente
sugiere que estas proteinas cumplen los requisitos para llevar informacién de sefializacion
intracelular inherente a las interacciones citosina-receptor (Levy et al., 2002).

Se han identificado en los mamiferos una familia de 7 proteinas STATs (1, 2, 3, 4, 53,
5b y 6) éstas comparten algunos dominios con alta homologia. El dominio N-terminal
promueve la interaccién con el co-activador transcripcional CBP/p300 y puede regular la
translocacidn nuclear y la desactivacion de las STATs. El dominio de superenrollamiento
(coiled-coil) estd involucrado con la unién al receptor, con la fosforilacion en Tyr, (STAT1 en
la 701, STAT2 689, STAT3 705, STAT4 694, STAT5a 694, STAT5b 699 y STAT6 641) y con la
exportacion nuclear. El dominio de unién al DNA es importante para una actividad
transcripcional efectiva, es muy cercano al N-terminal. Dominio SH2 y motivo de activacién
en Tyr juega un importante papel en la sefalizacidon, debido a su capacidad de unir
fosfotirosinas que se encuentran en motivos especificos de otras proteinas. El dominio de
activacion transcripcional (TAD) se encuentra ubicado en el extremo carboxilo terminal; se
han caracterizado isoformas truncadas que parecen funcionar como reguladores negativos
(Valle, 2005; Figura 2).

\EEN) COILED ColL | LD | COOH

Figura 2. Dominios que constituyen a las proteinas de la familia STAT. Descripcion de la
figura, se encuentra en el texto. (Tomado de Horvath et al., 2000).

Las STATSs se localizan en el citoplasma, son una familia de proteinas transductoras
de senal y activadoras de la transcripcidon que no solo transmiten la sefial de la superficie
celular al nucleo, sino que participan directamente en la regulacion de algunos genes. Las
proteinas STAT’s se encuentran involucradas en la sefalizacion intracelular de los
receptores de membrana hacia la transcripcion de los genes a través de muchas citosinas
tales como IL-6 e interferdn, los cuales carecen de actividad de cinasa, por lo cual requieren
de las proteinas Jak’s para fosforilar a las STAT’s en un solo residuo de tirosina y en
respuesta a la estimulacién del receptor por parte de la citocina. Otras proteinas que activan
a las STAT1 y STAT3 son numerosos factores de crecimiento, que incluyen el factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Este receptor puede fosforilar a las STAT's. También puede ser activado
por proteina G, o por cinasas intracitoplasmaticas como Src y Abl (Valle, 2005).

La fosforilacion de la tirosina permite la formacién de homodimeros o
heterodimeros. La base para la dimerizacidn es una interaccién reciproca entre los dominios
SH2 de una subunidad y una Tyr fosforilada en la otra subunidad de las STAT's. Los dimeros
de STAT migran al nucleo y en algunos casos se asocian a otras proteinas, probablemente
chaperonas, o se unen a secuencias de 8 a 10 pares de bases, con la finalidad de activar la
transcripciéon de algunos genes. Estas secuencias de DNA especificas llamadas GAS
(Secuencia activada por interferén gama) se encuentran presentes en la region promotora
de los genes, regulando con ello la transcripcién génica (Figura 3).

Por otro lado, también podemos encontrar activacién de las STAT's en condiciones
patoldgicas. Un ejemplo lo encontramos en la linea Du-145 de cédncer de préstata, donde
una mayor expresion de BRCA 1 resulta en una fosforilacion constitutiva de STAT3 tanto en
Tyr 705 como en Ser 727. Ademads, JAK1 y JAK2 interactian y son activados por BRCA1,
indicandonos que esta molécula puede modular la via JAK-STAT (Valle, 2005). Otro ejemplo
lo hallamos en algunas lineas de cancer de seno. En 6 lineas derivadas de carcinoma de
mama se analizé la expresion de ErbB y STAT, la expresion y activacion de las STATs fue
consistente. Se descubrieron dos niveles de activaciéon de STAT3 en cuanto a su unién al
DNA:

1.- El efecto inducible por el EGF, requiere un alto nivel de actividad de ErbB1 y de JAK

2.- Un efecto que depende de un nivel alto de plasma y es mantenida por una sefal
paracrina/autdcrina y requiere a JAK pero es independiente de ErbB1. La activacion de
STAT3 se correlacioné con proliferacion. También se ha encontrado una activacion
constitutiva de STAT3, 5y 1 en cancer cervical y leucemias aguda y crénica (Valle, 2005).
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Figura. 3 Activacion de la via de transduccion de sefales STAT. (Tomado de Owen et al.,
2014)

La expresion y activacion de los miembros de la familia STAT son regulados en diferentes
niveles incluyendo la transcripcién y modificaciones post-traduccionales, la fosforilacién de
tirosina y su impacto en la funcién celular puede variar con la localizacién nuclear y
citoplasmatica. La baja regulacion de STAT3 y STAT5a/b por diferentes agentes esta
asociado con reduccién en el crecimiento en lineas celulares de cancer de mama (Furth.,
2014).

STATs 1,3 y 5 a/b se expresan en cancer de mama humano ER+y STATs 2,4 y 6 se expresan
en lineas celulares de cancer de mama ER+, se ha reportado un enlace positivo entre la
expresion de STAT1 y la positividad de ER. Un estudio reportd que neoplasias positivas para
STAT5a/b tuvieron un mejor prondstico con una respuesta alta al tratamiento endécrino y
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supervivencia mayor después de la recaida, en contraste la expresién de STAT3 no se asocio
con la respuesta a la terapia o al prondstico (Futh., 2014).

La expresion de STAT3 se ha asociado con amplificacién de HER2, se ha identificado una red
de sefalizacién HER2-STAT3 en células madre de cancer de mama HER2, los mecanismos
de enlace entre STAT3 y HER2 incluye a la leptina, que induce el incremento en la expresién
de HER2 a través de la sefializacion de STAT3. (Furth., 2014).

En el cdncer de mama triple negativo se ha demostrado la expresion de STAT 1, 2,3y 5, en
relaciéon a la expresion de STAT1, en dos estudios su expresion se relacioné con buen
prondstico, mientras que en otro grupo la expresién alta de STAT1 se asocid con
enfermedad con ganglios positivos. En estudios in vitro las células de cancer de mama triple
negativo mostraron que la reduccion en la acetilacion de STAT3 por resveratrol resulté en
un incremento en la expresion de RE y aparicion de sensibilidad al tamoxifeno (Furth.,
2014).

Proteinas STAT 3 y cancer de mama

STAT3 fue inicialmente identificado como un factor de respuesta de fase aguda (Zhang et
al., 2019), es una proteina multifuncional que estd involucrada en un notable nimero de
funciones y activa distintos genes en diferentes contextos via la estimulacién de muchos
factores, modula la transcripcion de genes receptivos implicados en la regulacidon de una
variedad de funciones criticas que incluyen diferenciacién celular, proliferacién, apoptosis,
angiogénesis, metdstasis y respuestas inmunitarias (Banerjee, 2015; Johnston, 2011).

En una ruta de sefal STAT3 tipica, STAT3 se activa mediante Janus quinasa (JAK),
mas frecuentemente JAK1, por fosforilacion de sus residuos de tirosina 705 y serina 727 en
el dominio de transactivacidn, en respuesta a la estimulacién por citocinas o también puede
ser estimulada por el factor de crecimiento epidérmico. Posteriormente, el STAT3
fosforilado se dimeriza a través de la interaccion mutua del dominio SH2. Los dimeros se
translocan desde el citoplasma al nucleo y se unen a elementos de respuesta (GAS) en el
promotor de genes blanco para estimular la transcripcion (Luo et al., 2017; Zhang et al.,
2019). La identidad de las serinas cinasas para STAT3 es controversial muy probablemente
porque diferentes senales de activaciéon conducen a fosforilacion de la serina por alguna de
diferentes cinasas incluyendo ERK1, ERK2, p38, INKy H-7 (Levy et al., 2002). La fosforilacion
de la serina 727 promueve la asociacidon de STAT3 con co-activadores como p68 y p300/CBP
generando la maxima activacidn de genes blanco (Zhang, H. et al., 2019).

El estudio en lineas celulares del papel de STAT3 mediante su activacién por IL-6,
mostraron resultados diferentes dependiendo del tipo celular, por ejemplo, en hepatocitos
respuesta de fase aguda, estimulacién y proliferacion de linfocitos B, arresto del
crecimiento y diferenciacién de monocitos, mantenimiento de la pluripotencia en células
madre embrionarias. En la gldndula mamaria la fosforilacién de STAT3 se presenta con la
involucion de la misma después de la lactancia, la ausencia de STAT3 promueve el retraso
del comienzo de la involucién (Levy, D.E., Lee C., 2002) en estas condiciones fisioldgicas,
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STAT3 es requerido para inducir la muerte celular epitelial mediada por lisosomas donde
LIF funciona como el activador (Zhang et al., 2019). STAT3 como otras proteinas STAT se han
implicado en el desarrollo de cancer, ya que median funciones de supervivencia e induccion
de genes antiapoptdticos como Bcl-2 y Bcl-xL (Levy et al., 2002). Ademads, se ha mostrado
gue STAT3 coopera con c-Jun para suprimir la expresién de FAS, un mediador de la via
extrinseca de la apoptosis (Zhang et al., 2019).

La mayoria de las enfermedades malignas humanas (leucemias, linfomas, cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de pulmon, cancer gastrico) presentan un nivel elevado
de STAT3 activada constitutivamente y se ha asociado a mal prondstico (Johnston., 2011).

Existen multiples vias que conducen a la activacion de STAT3 e incluyen el receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR), miembro de la familia ErbB/HER de
RTK. La familia de receptores de citocina de tipo IL-6 que forman complejos con gp130,
JAKS; varios factores de crecimiento G-CSF, HGF, LIF; IL-12, IL-10, IFNs, hormonas y v-Src
(Zhang et al., 2019) Figura 4. En neoplasias se han detectado niveles elevados de ligandos
activadores de STAT3, tales como TGFa o IL-6 en el suero y/o microambiente tumoral que
pueden producirse de manera autdcrina, paracrina o enddcrina (Banerjee, 2015; Johnston,
2011).
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Figura 4. Vias de senalizacion de STAT3. a) activacidon a través de citosinas b) activacion a
través de factores de crecimiento c) receptores no tirosina-cinasa. También se identifican
los reguladores negativos (f, g, h, i) (Tomado de Banerjee y Resat, 2015).

Proliferation and survival

La inflamacidén crénica se ha asociado con la patogénesis del cancer de mama; las
citosinas de la familia IL-6, pueden promover el desarrollo de esta neoplasia, dependiendo
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del tipo de hormona o receptor de factor de crecimiento presente en la superficie de las
células.

STAT3 esta constitutivamente activada en todos los subtipos moleculares de cancer
de mama, pero se asocia mas frecuentemente con tumores triples negativos; en este, el
mecanismo de activacidén de STAT3 es a través de la produccidn autdcrina y paracrina de IL-
6 (Banerjee, 2015).

Aunque IL-6 se ha descrito como anti-inflamatorio en algunos casos, también juega
un rol esencial en la promocion de la inflamaciéon y la respuesta inmune. La via de
sefializacion cldsica de IL-6 se inicia a través de la unién de IL-6 con la subunidad a del
receptor de IL-6 (IL-6Ra), este complejo se une para la transduccidon de senales a la
glicoproteina 130 (gp130) con lo cual se induce la autofosforilacién y trans-fosforilacion y
activacion de JAK 1y 2 y Tyk2. JAK fosforilado en su residuo de tirosina, sirve como sitio de
union para la sefalizacion de moléculas incluidas STAT1, STAT3, SHP2 y PI3 cinasa, estas
moléculas funcionan como factores de transcripcién o reguladores enzimaticos de cascadas
de sefializacion rio abajo, esta via de sefializacidn esta estrechamente regulada, ya que el
IL-6Ra se encuentra exclusivamente en hepatocitos y algunos leucocitos. Sin embargo, hay
un modo de activacién adicional que involucra mecanismos trans-sefializacion
dependientes de una forma soluble de IL-6Ra (SIL-6Ra). SIL-6Ra se une a IL-6 directamente
en solucidn permitiendo la formacién del complejo IL-6/sIL-6Ra el cual se une en trans para
activar gp130 anclada a la membrana en las células de todo el cuerpo, con lo cual se
expande el pool de células que responden a IL-6 (Fisher et al., 2014).

Altos niveles séricos de IL-6 se consideran como un indicador de mal prondstico en
pacientes con tipos histoldgicos diversos de cancer gastrico, pancreaticos, de mama, de
colon, mieloma y cancer de pulmdn (Fisher. D., et al 2014). La fuente primaria de IL-6 en el
microambiente tumoral incluye células tumorales, TAM (macréfagos asociados a tumor),
neutroéfilos, MDSC (células supresoras derivadas de la médula) TCD4 (células T CD4) y
fibroblastos. El inicio de las vias de sefalizacion de IL-6 en células neoplasicas activa
mediadores de proliferacion celular que estan estrechamente controladas bajo condiciones
de homeostasis. La desregulacién de la activacién de STAT3 en cancer es un evento que se
caracteriza por transformacion celular por lo que STAT3 se considera un oncogén (Fisher et
al., 2014).

Se han encontrado mutaciones en STAT3, a menudo en el dominio SH2, el cual
controla la dimerizacién de STAT3, causando hiperactivacidén constitutiva. La activacion de
STAT3 dependiente de la trans-sefializacion de IL-6 puede llevar a la progresion del cancer
a través de la transcripcién de genes blanco incluidos reguladores del ciclo celular como
ciclina D1, el proto-oncogen c-myc, reguladores transcripcionales como junB, cfos y C/EBPB
y C/EBPS y reguladores metabdlicos como mTORC1 (Fisher et al., 2014).

En el caso de c-myc el cual es un importante regulador de la progresion del ciclo
celular de Gi-S, STAT3 activado se une directamente con el promotor de c-myc y ayuda a
conducir la trascripcion de c-myc. STAT3 blinda E2F del complejo represor que
normalmente limita la activaciéon de c-myc por E2F, la activacion de c-myc promueve la
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proliferaciéon por aumento de la expresion de ciclina D1 y reprime el punto de control del
ciclo celular por la proteina p21. IL-6 a través de STAT3 también apoya la supervivencia
celular por induccién de la expresion de proteinas anti-apoptoéticas incluyendo bcl2, Bel-xL
y survivina. Estudios en células de cancer de mama humano reportaron que la expresion de
survivina esta aumentada a través de la unién de STAT3 al promotor de survivina mientras
que la inhibicién de STAT3 bloquea la transcripcién de survivina e induce apoptosis de las
células tumorales (Fisher et al., 2014)

STAT3 es un elemento central de la via de sefalizacién de receptores de la familia
HER; el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) presenta una fuerte
asociacion con la activacién nuclear de STAT3 en el carcinoma de mama primario. El
segundo miembro de la familia HER, HER2/Erb2/neu, es un proto-oncogen que esta
amplificado en cerca de 25-30% de los carcinomas de mama humanos y este rol puede ser
dependiente del estado de receptores hormonales para estrégeno y progesterona (ERy PR).
En un ensayo clinico con 71 muestras en microarreglos de tejido de cancer de mama
primario ER+ se encontrd sobreexpresién de HER2 y fosforilacidon constitutiva de STAT3
(Banerjee et al., 2015).

Las funciones de sefializacion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
y su receptor (VEGFR2) son una importante via de supervivencia en células de cancer de
mama; el VEGF promueve a la célula iniciadora tumoral a través de VEGFR/STAT3. Cuando
se consideran juntas las vias de EGFR y VEGFR directa o indirectamente participan en la
activacion de STAT3 lo que lleva a un comportamiento mas agresivo del tumor de mama
(Banerjee et al., 2015).

En un estudio realizado por Luo et al (2017) en células de cdncer gastrico se
determind que los niveles de expresidn de STAT3 fueron mucho mas altos en las células
neopldsicas que en las células gastricas normales, también determinaron el incremento de
la proliferacion celular por STAT3 y la asociacion positiva entre STAT3 activada y la expresiéon
de ciclina D1, la cual puede ser responsable de promover la proliferacién y progresién en el
ciclo celular en la célula neoplasica (Luo et al., 2017).

Algunas hormonas como la leptina, prolactina e insulina cumplen una funcién
fundamental en la génesis tumoral, su importancia radica en que participan en la cascada
de sefalizacién de las STAT, la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK) y la
fosfatidilinositol 3-cinasa (PKI3), vias que regulan la expresion génica (Herrera-Covarrubias,
etal., 2015).

La leptina es secretada primordialmente por los adipocitos de la grasa subcutanea,
su receptor (OBR) pertenece a la gran familia de receptores de citocinas de clase |, su
activacion puede desencadenar el inicio de vias de sefalizacion a través de la tirosina cinasa
(JAK2), cuya activacion lleva a la fosforilacion de las STAT las cuales son primordiales en la
respuesta inmune y en el microambiente tumoral donde pueden promover o inhibir el
cancer (Herrera-Covarrubias et al., 2015).

Cuando la leptina se une a su receptor OBR promueve la proliferacién y el desarrollo
de las células de cancer de mama. La sintesis y niveles plasmaticos de leptina aumentan de
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acuerdo al total de masa de tejido adiposo y la leptina podria ser producida por fibroblastos
asociados al cancer. La leptina activa la sefializacion del receptor de estrégeno (ER), asi
como las vias de sefializacion JAK/STAT3 y PI3K/AKT promoviendo la proliferacién de las
células de cancer de mama (Wu et al., 2019). Ademas, la leptina aumenta la expresion de
ciclina D y de cinasa dependiente de ciclina 2, las cuales aceleran el ciclo celular de células
de cancer de mama, ademas leptina e IL-1 promueven la expresién de VEGF/VEGFR (Wu et
al., 2019).

La invasion y metdstasis son pasos criticos para el prondstico de la neoplasia,
muchos estudios han mostrado que STAT3 promueve la invasion y el potencial metastasico
de las células neopldsicas ya que activa la transicidon epitelio-mesenquimal via la sobre-
regulacion de Twist-1, Snail y ZEB-1 (Zhang et al., 2019). Ademas, STAT3 incrementa la
expresion de varias metaloproteinasas, las cuales facilitan la capacidad invasora de las
células neoplasicas por degradacion de varias proteinas de la matriz extracelular (Zhang et
al., 2019).

STAT3 es regulada negativamente por: protein-tirosin fosfatasas (PTPs), supresores
de sefalizacion estimulada por citosinas (SOCS) y proteina inhibidora de STATs activada
(PIAS) Figura 4. Las PTPs juegan un rol importante en la estrecha regulacién de los niveles
de STAT3 fosforilada en las células. PTPN2 sirve potencialmente como un supresor de tumor
porque disminuye la fosforilacién de sus sustratos, los cuales incluyen RTKs (receptores
tirosina-cinasa) y familia de cinasas Src (SFKs) (Banerjee et al., 2015; Qin et al., 2019).

Las proteinas SOCS, se encargan de regular las sefiales de citosinas, las cuales son
importantes para la funcién de las células de la mama; como hormonas tréficas y como
mediadores de mecanismos de defensa del huésped contra el cancer de mama. En cancer
de mama, la pérdida de la expresion de SOCS se asocia con pobre prondstico. Ellas suprimen
las sefiales de citosinas por inhibicién directa de JAKs o por union a los receptores de tirosina
fosforilada, asi bloquean la unidn con otras proteinas que contengan en su estructura SH2
(Banerjee et al., 2015).

Las proteinas PIASs son inhibidores enddgenos de las proteinas STAT. PIAS3 controla
el grado y duracién de actividad de STAT3 en células normales y previene su funcién
oncogénica. Su expresidn esta suprimida post-transcripcionalmente en células con cancer,
posiblemente mejorando los efectos oncogénicos de STAT3 (Banerjee et al., 2015).

En 2009, Gough y colaboradores identificaron STAT3 en la mitocondria (Zhang et al.,
2019) y su importancia dependia de la fosforilacion de S727 (Zhang et al., 2019). El STAT3
mitocondrial apoya la actividad de la cadena de transporte de electrones, la cual se requiere
para la produccion de ATP (trifosfato de adenosina) y la apertura del poro de transicion de
la permeabilidad mitocondrial. Estas actividades mitocondriales de STAT3 tienen
consecuencias en la homeostasis del tejido normal por ejemplo en crecimiento neural y
funcién cardiaca y en condiciones patoldgicas como crecimiento tumoral y dafio tisular en
respuesta a lesion por isquemia/reperfusion (Zhang et al., 2019).

El potencial oncogénico de STAT3 ha sido bien documentado; sin embargo, se ha
encontrado evidencia en estudios experimentales y clinicos que sugiere que STAT3 puede
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también tener un rol como supresor de tumor en contextos especificos (Zhang et al., 2016).
Ademas, STAT3 nuclear o pSTAT3"7% se correlaciond con un mejor prondstico en multiples
neoplasias como el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, carcinoma de
glandula salival, carcinoma de mama de bajo grado o con ganglios negativos, carcinoma
colorectal y carcinoma nasofaringeo (Zhang et al., 2016).

Se ha descrito la existencia de dos isoformas de STAT3, STAT3a y STAT3p (Zhang et al., 2016)
STAT3pB es una forma truncada de la longitud total de STAT3a, es generada por splicing
alternativo del exdn 23 (Zhang et al., 2016). STAT3p es idéntica a STAT3a con excepcién de
55 amino acidos en la C-terminal de STAT3a que son sustituidos por una secuencia de 7
amino acidos de STAT3B (Zhang et al., 2016), en comparacién con STAT3a, STAT3j carece
del dominio de activacion transcripcional (TAD) en el C-terminal (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica del splicing alternativo por el cual se forma STAT38
y los dominios funcionales de STAT3a y STAT3B. (Tomado de Zhang et al., 2019)

Schaefer et al. (1997) encontraron que STAT3p activado es mas estable y tiene una
mayor actividad de unién al DNA que el STAT3a activado. Sin embargo, STAT3a muestra
una mayor actividad transcripcional que STAT3p, ellos consideran que esto se debe a la cola
acida en C-terminal de STAT3a la cual puede desestabilizar los dimeros activos de STAT3aq,
resultando en una baja actividad de unién de STAT3a y una desfosforilacion mas rapida
(zhang et al., 2019). STAT3p tiende a estar constitutivamente fosforilado en tirosina 705 y
se une al DNA para promover la transcripcion en ausencia de citocina, mientras que STAT3a
no, indicando el incremento de la vida media de la fosforilacion de tirosina en STAT3p
(Zhanget al., 2019). STAT3p también mejora y prolonga la fosforilacién y retencién nuclear
de STAT3a para lo cual es necesaria su fosforilacion en Y705 y dimerizacién (Zhang et al.,
2019), una razon posible que podria explicar este fendmeno es que la cola hidrofébica de
STAT3p la protege de la desfosforilacion o de la degradacién por proteosomas y de esta
manera se mantienen los dimeros formados con STAT3B (STAT3a/STAT3, STAT3B/STAT3pB)
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constitutivamente fosforilados, una unién al DNA estable y la habilidad para combinarse
con otros co-activadores (Zhang et al. 2019).

Un fendmeno paraddjico es que la expresién forzada de STAT3B incrementa
substancialmente el nivel de pSTAT3a"’% la cual es considerada oncogénica; sin embargo,
STAT3a estd retrasada en presencia de suficiente STAT3 lo cual indica que pSTAT3a"7% es
oncogénica o carcinoestatica dependiendo del estado de expresion de STAT3B (Zhang et al.,
2016). STAT3B también funciona como un regulador transcripcional y especificamente
regula genes por cooperacion con otros factores como C-Jun y STRA13, ya que carece de
TAD (Zhang et al., 2019).

Por otra parte, STAT3p se ha descrito como como supresor de inflamacidn sistémica
ya que participa directa o indirectamente en la regulacion de la expresiéon de IL-10 que
funciona como un regulador inflamatorio (Zhang et al., 2019), En un estudio realizado por
Wang et al (2004) se refiere que STAT3p sobre-regula la expresion de citosinas en células
de melanoma B16, lo cual induce la activacion de macroéfagos, granulocitos y células
dendriticas poniendo en evidencia la funcién antitumoral de STAT3f (Zhang et al., 2019),
ademas la expresion de STAT3B en macréfagos también exhibié efectos antitumorales en
cancer de mama de ratdn, indicando que esta proteina puede jugar un rol muy importante
en las células del microambiente tumoral (Dang et al., 2015).

Hasta la fecha el rol negativo de STAT3p se ha reportado en varios tipos de cancer
como el melanoma, cancer de mama, de eséfago, pulmdn y colon (Zhang et al., 2019), se
ha descrito la induccidon de muerte celular por STAT3f ya que disminuye la expresién de Bcl-
xL, ciclina D1 y factores solubles de necrosis, asi como la disminucidn en la expresiéon de
genes involucrados en la transformacién neopldsica (Zhang et al., 2019). En un estudio
realizado por Zhang et al (2016) en carcinoma escamoso de eséfago se encontré que una
expresion moderada/fuerte de STAT3B se correlaciond significativamente con una
supervivencia global y una supervivencia libre de recurrencia mayor y fue menos probable
gue tuviera metastasis a ganglios linfaticos. Estos hallazgos indican que STAT3p es un factor
protector independiente para la supervivencia de los pacientes (Zhang et al., 2016).

STAT3pB juega un importante papel con regulador/represor de STAT3a, ya que
“amortigua” la actividad transcripcional transitoria e intensa de STAT3q, evitando asi su
activacion excesiva; mientras tanto, los niveles altos de STAT3B amplifican su rol en la
regulacién de la inflamacién, inmunidad y apoptosis, efecto “amortiguador” en cancer
(Zhang et al., 2019).

Proteina Bcl-xL

Bcl-xL es una proteina que pertenece a la familia de proteinas Bcl-2. Dicha familia incluye
moléculas con actividad pro y antiapoptdtica. Aquellas con actividad antiapoptética se
encuentran como proteinas integrales de la membrana mitocondrial externa y también en
la membrana nuclear y el reticulo endoplasmatico, mientras que diversos miembros con
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actividad proapoptética se encuentran en el citosol o en asociacion al citoesqueleto. Una
caracteristica relevante de estas ultimas es su capacidad para traslocarse y asociarse con
proteinas de membrana, regulando la via apoptdtica mitocondrial al controlar la
permeabilidad de la membrana mitocondrial que libera al citocromo ¢ y SMAC (segundo
activador de caspasa derivado de mitocondrias) hacia el citosol, los cuales activan las
caspasas y una serie de eventos posteriores, que finalmente resultan en la muerte celular.
Las proteinas de la familia Bcl-2 se clasifican en 3 grupos, la proteina Bcl-xL pertenece al
grupo 1, con actividad prosupervivencia, cuya funcidn es proteccioén a la célula de diversas
alteraciones citotoxicas (Ramirez-Garcia et al., 2014).

Las células malignas evitan la apoptosis a través de la regulacién positiva de las
proteinas antiapoptéticas y la regulacidon a la baja de las proteinas proapoptéticas. Los
miembros de la familia Bcl-2 antiapoptdticas se sobreexpresan en una variedad de
carcinomas a través de alteraciones genéticas como la translocacién cromosémica (Bcl-2) o
la amplificaciéon (Bcl-xL y Mcl-1). Estas proteinas antiapoptdticas contienen un surco
hidrofébico que se une a las proteinas proapoptéticas, Bax y Bak, que son efectores
esenciales responsables de la permeabilizacidon de la membrana mitocondrial externa, el
equilibrio entre estos dos miembros opuestos es critico para determinar el destino de la
célula. La sobreexpresién de proteinas Bcl-2 antiapoptdticas en carcinomas inclina el
equilibrio hacia la supervivencia celular. La inhibicion farmacoldgica de las proteinas
antiapoptodticas Bcl-2 en el cdncer se ha convertido en una estrategia importante para
inducir la apoptosis y la regresiéon del tumor (Choi et al., 2016).

Estudios realizados en lineas celulares de diferentes tipos de cancer sugieren que
ademas de la regulacidon de la apoptosis, los miembros de Bcl-2 pueden tener otras
funciones bioldgicas; por ejemplo, Bcl-xL promueve la invasiéon y metastasis del tumor
neuroendocrino pancredtico; en células de cancer colorectal la sobreexpresion de Bcl-xL
promueve la migracidon celular y en cdncer de pulmén induce la transicidon epitelio-
mesenquimal, estas funciones son independientes de su actividad antiapoptdtica y el
responsable de esta funcién es el Bcl-xL nuclear, pero no el Bcl-xL mitocondrial o Bcl-xL fuera
del nucleo (Choi et al., 2016).

La sobreexpresidon de Bcl-xL se asocia con crecimiento tumoral, comportamientos
bioldgicos malignos y supervivencia, la regulacién al alza de Bcl-xL se observa con frecuencia
en muestras humanas y se asocia con peor prondstico. En un estudio realizado por lkesawa
etal (2017) en modelos de ratones Bcl-xLTgP-KrasG12D, la sobreexpresion de Bcl-xL aceleré
la carcinogénesis, todos los ratones desarrollaron carcinoma ductal pancreatico
rapidamente (2 meses) en comparacion con ratones mutantes exclusivamente para Kras,
los cuales mostraron solo lesiones de adenocarcinoma in situ; esto sugiere que la regulacion
de Bcl-xL en presencia de la mutacidon Kras causa progresién rapida de carcinomas
pancreaticos in situ de bajo grado a carcinomas in situ y adenocarcinomas ductales
pancreaticos de alto grado, se sugieren dos mecanismos por los cuales la sobreexpresion
de Bcl-xL acelerd la progresion tumoral: inhibicion de la apoptosis e inhibicion de la
senescencia inducida por oncogenes. Con respecto a la senescencia de las células

33



neopldsicas, estudios previos han demostrado que la sobreexpresion de Bcl-xL inhibe la
senescencia al evitar la generacidn de especies reactivas de oxigeno (lkesawa et al., 2017).

Proteina Bcl-xL y cancer de mama

En células metastasicas de cancer de mama presentes en nddulos linfaticos, la presencia de
Bax y Bcl-xL se asocié con el sustrato receptor de la insulina (IRS-1); esto se correlacioné
positivamente con el marcador Ki67 como indicador de crecimiento celular en cancer de
mama primario y metdstasis nodular (Wincewicz et al., 2009). Al evaluar la apoptosis en
relacion a la respuesta a la quimioterapia en pacientes con cdncer de mama avanzado, se
encontrd que el 26% de los casos con expresion de Bcl-xL se asocid con la progresioén de la
enfermedad y el 40% con expresion de Bcl-xL se asocié con respuesta pobre al tratamiento.
Asi mismo, en este mismo grupo de pacientes, al analizar la expresidon de Bcl-xL con los
factores biolégicos del tumor, se encontré que el 43% se asocié a progresion de la
enfermedad y el 23% a respuesta pobre al tratamiento (Sjostrom et al., 2002). El ligando
relacionado al factor de necrosis tumoral (TNF) inductor de apoptosis (TRAIL) es miembro
de la familia del TNF capaz de inducir muerte celular en células tumorales. En modelos
animales, TRAIL suprimié eficientemente los tumores sin toxicidad detectable. Sin embargo,
en la linea celular SK-BR-3, que sobreexpresa Bcl-xL, fue resistente a la apoptosis inducida
por TRAIL. Lo anterior sugiere que algunos tipos de cdncer de mama utilizan la via Bcl-xL
para protegerse de la muerte celular inducida por mecanismos inmunes y tratamientos
farmacoldgicos (Kim et al., 2003).

La sobreexpresion de Bcl-xL induce la transicidn epitelio-mesenquimal con lo cual se
promueve la migracion celular y las metdstasis en lineas celulares de cancer de mama en
modelos de xenoinjerto. Esta sobreexpresidn de Bcl-xL en el cancer de mama esta asociada
con un grado tumoral alto, invasion local en el estroma y metastasis ganglionares. En un
analisis realizado con dos lineas celulares de cdncer de mama humano, MCF-7 (tipo Luminal,
ER+) y HCC1954 (tipo basal, HER2+) y la linea celular N134, Bcl-xL localizado en el nucleo
promovid la migracién e invasién de MCF7 y HCC1954, mientras que la Bcl-xL mitocondrial
no lo hizo, por lo que estos datos sugieren que Bcl-xL funciona en el nlcleo para promover
la migracion y la invasidon de multiples tipos de cancer (Choi et al., 2016).

Los mecanismos que incrementan el crecimiento de células que sobreexpresan Bcl-
XL no estdn totalmente caracterizados, pero el consenso general es que Bcl-xL proporciona
ventajas de supervivencia a las células neoplasicas que se encuentran bajo presién
apoptética inducida por la terapia o por alteraciones oncogénicas. La permeabilidad de la
membrana mitocondrial externa es la via primaria por la cual las células neoplasicas mueren
en respuesta a la radioterapia, quimioterapia y a diversos estimulos que les condicionan
estrés, la modificacién de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa es parte
de un mecanismo supresor tumoral intrinseco inducido por alteraciones oncogénicas que
dirigen a una expresién alterada de C-MYC o pérdida del supresor tumoral pRB. Estas
alteraciones imponen una presion sostenida que podrian seleccionar a las células de cancer
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con niveles altos de Bcl-xL. Sin embrago, no todas las sefiales oncogénicas aumentan la
carga apoptotica de las células neopldsicas y en algunos casos la actividad oncogénica la
alivia, por ejemplo, la actividad de RAS inhibe la apoptosis (Trécesson et al., 2017). En un
estudio realizado mediante andlisis protedmico y funcional se determind que en los
carcinomas de mama de tipo basal la expresiéon de Bcl-xL no esta correlacionada con la
expresion positiva de MYC ni con la expresién negativa de pRB; en cambio, se encontré que
los niveles de expresion de Bcl-xL correlacionaron con los de KRAS y rio abajo con activacidon
de RAF. Esto indica un enlace entre la activacion de RAS, la cual es frecuentemente alta en
los carcinomas de mama de tipo basal y la expresion de Bcl-xL cuya expresion estd asociada
con resistencia al tratamiento en el mismo cancer, esta correlacion fue consistente con los
estudios realizados , los cuales proporcionaron evidencia de un proceso autoamplificador
en el que la actividad de RAS conduce a la induccidn de Bcl-xL que a su vez regula los niveles
de RAS y la sefializacion (Trécesson et al., 2017).

También se determiné en este estudio que Bcl-xL y RAS estan implicados en la
induccion de plasticidad fenotipica y autorenovacion por activaciéon de RAS que no sera
automatica, pero ayudara cuando la sefializacion es dptima gracias a la participacion de
reguladores como Bcl-xL; se ha descrito su sobreexpresion en subconjuntos de células de
cancer de mama, dotadas con propiedades de células madre. Se sugiere que Bcl-xL juega
un rol critico en la viabilidad de algunas células embrionarias o células madre malignas y
gue puede tener un rol activo en la biologia de la célula iniciadora de cancer a través de su
habilidad para modular la actividad de RAS. Bcl-xL tiene una potente actividad
antiapoptodtica, su sobreexpresion se correlaciona con quimiorresistencia en lineas
celulares de cédncer y en pacientes con cancer de mama triple negativo (Trécesson et al.,
2017).

En un estudio realizado para determinar el efecto de la expresion de Bcl-xL y la
sensibilidad en las células tumorales al tratamiento con paclitaxel, agente
quimioterapéutico usado en el tratamiento de tumores sélidos, particularmente de mama,
ovario y pulmdn y que actua alterando la dindmica de los microtubulos, se determiné que
el tratamiento con paclitaxel puede modular la actividad de c-Myc para que esta induzca la
transcripcion de dos miRNAs; miR-203b-3p y miR-203a-3p los cuales a su vez regulan la
activacion de Bcl-xL. En tumores de mama la alta expresion de miR-203b-3p y MYC se asocid
con mejor respuesta a la terapia y supervivencia de la paciente, la expresién de MYC se
correlaciona negativamente con la de Bcl-xL pero positiva con miRNAs ya que se promueve
la muerte celular (Aakko et al., 2019).

35



ll. JUSTIFICACION

La edad al momento del diagndstico de cancer de mama es un factor que impacta
significativamente en el prondstico de la enfermedad. En mujeres jévenes predomina
menor diferenciacion celular y mayor frecuencia de tumores con mayor tamaiio e invasion
a ganglios linfaticos (Salinas-Martinez et al., 2014). La clasificacion morfoldgica junto con la
caracterizacion molecular (receptores de estrégenos ER, progesterona RP y del factor de
crecimiento epidérmico HER-2) revolucionaron el tratamiento del cancer de mama. Sin
embargo, a pesar de tener resultados muy favorables con esta estrategia de tratamiento,
se presentan casos en los que la respuesta al tratamiento y evolucién clinica es
contradictoria a la esperada en relacidn a su caracterizacion molecular y el cancer de mama
progresa hasta que finalmente la paciente fallece.

Lo anterior muestra que el cdncer de mama es una patologia de alta complejidad,
en el que a pesar de ser importante la caracterizacion histolégica y molecular para
seleccionar el tratamiento, es importante explorar la expresion de otros genes y sus rutas
de activacion para tener mayor conocimiento de posibles blancos terapéuticos.

Existen evidencias, en algunos subtipos del cdncer de mama, de que la expresion
alterada de algunas moléculas como las proteinas transductoras de sefiales y activadoras
de la transcripcidon (STAT3) y la proteina que confiere resistencia a la apoptosis Bcl-xL,
participan activamente en el potencial metastdsico del cdncer de mama y en la resistencia
al tratamiento quimioterapéutico y bioldgico; sin embargo, existen pocos estudios en
relacion a estas proteinas y por lo tanto auiin no se consideran dentro de los marcadores que
deben formar parte de la evaluacion de las pacientes con cancer de mama.

La determinacion de estas moléculas y su asociacidn con el subtipo molecular de
cancer de mama y el estadio clinico tendrd trascendencia; ya que si se comprueba su
expresion en el tejido afectado, esto ayudara a evaluar mejor a las pacientes y a entender
parte de la biologia de la enfermedad, asi como algunos de los mecanismos de proliferacion
y apoptosis. Asimismo, la informacidon derivada de este estudio, auxiliard a los médicos para
adecuar mejor el tratamiento, ya que pSTAT3 y Bcl-xL podran ser utilizadas como factores
prondsticos y como posibles blancos terapéuticos y asi se tendra mayor probabilidad de
curar a las pacientes con cancer de mama beneficiandolas directamente.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La expresion de la proteina transductora de sefiales y activadora de la transcripcién
3 (STAT3) y la proteina de resistencia a la apoptosis Bcl-xL, en el tejido con cancer de mama,
tienen relacion con el tipo histolégico, subtipo molecular y el estadio clinico del tumor?

IV. HIPOTESIS

La sobreexpresidn de pSTAT3 nuclear y Bcl-xL en cancer de mama se asocia con el tipo
histolégico y molecular mas indiferenciado y con estadio clinico avanzado y, por lo tanto,
con mal pronéstico.

V. OBJETIVO GENERAL

Asociar el tipo histolégico, molecular y estadio clinico con la expresion de las
proteinas pSTAT3 nuclear y Bcl-xL en cancer de mama.

V1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar las muestras histoldgicas con cancer de mama de los ultimos 3 afios que
cuenten con estudio inmunohistoquimico de receptores de estrégenos,
progesterona y HER2.

2. Clasificar los casos de cancer de mama por tipo histoldégico, molecular y estadio
clinico TNM.

3. Analizar la expresidon de pSTAT3 nuclear y Bcl-xL.

4. Correlaciona la expresién de pSTAT3 nuclear y Bcl-xL con el tipo histoldgico,
molecular, estadio clinico (TNM) y evolucién clinica de las pacientes.
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VII. MATERIAL Y METODOS

Estudio ambispectivo, descriptivo, transversal y observacional realizado en los
departamentos de Anatomia Patoldgica del Hospital General “Dr. Miguel Silva” y Hospital
General Regional No.1 del IMSS, asi como en el Centro Estatal de Atencién Oncoldgica. Se
revisaron los casos con diagndstico de cdncer de mama que tuvieron resultados de
inmunohistoquimica para receptores de estrégeno, progesterona, HER2 y Ki67, tejido
incluido en bloque de parafina y expediente clinico completo, en el periodo comprendido
de enero de 2015 a diciembre de 2017.

Las variables analizadas fueron: expresiéon de los receptores de estrogeno,
progesterona, HER2 y Ki67, los subtipos moleculares, la supervivencia libre de enfermedad
y la respuesta al tratamiento, asi como la expresion de las proteinas fosfoSTAT3 y Bcl-xL.

7.1. Clasificacion molecular de cancer de mama

Los subtipos moleculares de cancer de mama se clasificaron de acuerdo al Consenso
de St. Gallen (Harbeck et al., 2013) y Consenso Mexicano sobre diagndstico y tratamiento
del cancer mamario (Cardenas-Sdnchez et al., 2017), que toma en consideracién el
resultado del estudio de inmunohistoquimica para los receptores de estrégenos,
progesterona, HER2 y Ki67. Conforme al porcentaje de expresion de estos marcadores se
clasifican en Luminal Ay B, con sobreexpresién de HER2 y fenotipo basal. (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion molecular del cancer de mama.

Subtipo RE RP HER2 Ki67
BASAL Neg Neg Neg Alta expresion
HER2 Neg Neg Pos
LUMINAL A Pos Pos > 20% Neg Menor de 20%
LUMINAL B- Pos Pos < 20% Neg Mayor de 20%
HER2 (-)

LUMINAL B- Pos Pos o Neg Pos Cualquier %
HER2 (+)

Tomado y adaptado de Cardenas-Sanchez et al., 2017 y Uribe et al., 2010

7.2. Estadificacion clinica de las pacientes con cancer de mama
El estadio clinico se determind con base al sistema TNM (Tabla 1), que toma en

consideracién el tamafio tumoral, la afectacién ganglionar y la presencia o ausencia de
metastasis. La informacion del TNM de las pacientes se obtuvo del expediente clinico.
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7.3 Construccion del microarreglo de tejidos (MAT).

Se concentraron los bloques de tejido de las pacientes con diagnéstico de cancer de mama,
a los que se les denomind bloque donador, se revisaron al microscopio las laminillas teiidas
con hematoxilina-eosina correspondientes a cada caso, se identificaron y marcaron 3 zonas
con tejido tumoral y 1 con tejido adyacente al tumor, es decir no maligno. Luego, se disefié
un mapa que contenia el numero de registro de cada caso y el numero consecutivo
correspondiente y por triplicado, asi como los tejidos adyacentes al tumor. De esta manera
se establecieron las coordenadas de cada caso en el microarreglo de tejido (Figura 6).

En seguida, se prepard el equipo Chemicon Advanced Tissue Arrayer (ATA-100)
semiautomatico (Biomedical Imaging Facility BMIF, Sidney Australia), colocando la laminilla
previamente marcada en el microscopio del microarreglador, su respectivo bloque donador
y un bloque receptor de parafina virgen, en las dreas correspondientes del equipo, que los
posiciona en forma paralela. Se identifico el drea marcada de la laminilla, lo que, al
movimiento de la platina el bloque donador se movié paralelamente al de la laminilla, lo
que permitié colocarlo al centro de una aguja de alta precision de 1mm de didmetro. Luego,
se punciond el bloque donador para obtener la muestra y simultdneamente otra aguja del
mismo calibre punciond el bloque receptor. Se movié la aguja con la muestra del bloque
donador y se descargd en el agujero del bloque receptor. De esta manera, se fueron
colocando las muestras en el microarreglo con base en la Figura 6.

Al concluir la colocacién de los cilindros de tejido en el bloque receptor, el bloque
fue calentado a 40°C durante 10 min para que se fundieran con la parafina de este bloque
(Figura 7). Se elaboraron 11 TMAs con los 310 bloques de parafina con tejido incluido con
cancer de mama, se hicieron tres spots por cada caso con tejido neoplasico y se incluyeron
en 92 spots con tejido no neoplasico adyacente al tumor como controles (Figura 3).

Finalmente se realizaron cortes histoldgicos de 4um de espesor con un micrétomo
estandar, se colocaron en laminillas electrocargadas y se procedié a realizar la
inmunohistoquimica con anticuerpos anti Bcl-xL y anti pSTAT3.
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Mapa de cincer de mama 1

Cadiga ﬂ Carcardemarms
‘ Tuysde sdpamerie al termr

Figura 6. Mapa de microarreglo de tejidos. El circulo en azul marcado con la equis, indica
la orientacion de la laminilla (spot de inicio). Los circulos en negro marcados con un nimero
consecutivo y por triplicado indican los casos de cancer de mama. Los circulos en rojo vy el
numero indican el caso del cdncer de mama, pero representa tejido adyacente al tumor.

Figura 7. Microarreglado Figura 8. Microarreglos elaborados
terminado con los casos de cancer de mama
(CM)
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7.4 Inmunohistoquimica para la deteccion de Fosfo-STAT3 y Bcl-xL.

Los cortes histologicos de los microarreglos, se desparafinaron a 60°C durante 15 min
dentro de un horno, luego se hidrataron los tejidos colocando las laminillas en xilol durante
8 min por dos ocasiones, etanol-xilol 5 min, etanol al 100% 3 min por dos ocasiones, etanol
al 90% 3 min, etanol al 70% 3 min y agua destilada 3 min.

Luego, se hizo la recuperacion antigénica, colocando las laminillas en solucién
amortiguadora de citrato de sodio 0.01M pH 6.0, e incubando a 121°C durante 20 min. Se
dejaron enfriar y se lavaron con PBS tres veces durante 3 min en agitacidén suave para
eliminar el exceso de citrato. Posteriormente, se bloqued la peroxidasa enddégena con
solucién de metanol y H,0; al 3% durante 5 min en agitacion; este procedimiento se realizd
2 veces. Se hizo un lavado con agua en agitacién por 3 min y posteriormente un lavado con
PBS durante 3 min en agitacion. Para bloquear la unidn inespecifica de los anticuerpos a las
células, las laminillas se incubaron en suero normal de cerdo al 2% durante 30 min a
temperatura ambiente en camara himeda, se retiré el suero normal de cerdo y se hizo un
lavado con PBS en agitacién por 3 min. Las laminillas se incubaron con cada uno de los
anticuerpos primarios siguientes: anticuerpo monoclonal de conejo anti Bcl-xL humano
(54H6, Cell Signalling Technology, Danvers, MA. USA) a una dilucién de 1:1000, anticuerpo
monoclonal de conejo anti pSTAT3 humano (Tyr 705, D3A7, Cell Signalling Technology,
Danvers, MA. USA) a una dilucién de 1:250. Los anticuerpos primarios se incubaron toda la
noche a temperatura ambiente en una cdmara humeda. Posteriormente, se lavaron con
PBS 5 veces durante 3 min en agitacidén suave y se incubaron con el segundo anticuerpo
anti-conejo biotilinado durante 30 min en camara humeda a temperatura ambiente.
Después se hicieron lavados con PBS 3 veces durante 3 min en agitacion. El revelado con
Diamino-Bencidina (DAB) (Vector, Burlingame, California USA) se hizo bajo control
microscopico, se prepard la solucién reveladora adicionando 1ul de cromdégeno por cada
300ul de buffer y se colocd una gota con ayuda de una pipeta en la muestra cubriendo
perfectamente el tejido, para detener la reaccion al momento de observar Ia
inmunotincién, las laminillas se lavaron con agua corriente. Finalmente, las laminillas se
contrastaron con hematoxilina de Harris durante 3 segundos, se lavd con agua corriente
para eliminar el excedente y se sometieron al proceso de deshidratacién y montaje con una
gota de resina Entellan (Merck, Kenilworth, N.J., USA) sobre la muestra, se colocé un
cubreobjetos y se dejé secar a temperatura ambiente. Como controles negativos se
emplearon los mismos cortes, pero sin agregar el anticuerpo primario y como control
positivo se utilizaron cortes de carcinoma de pulmon.

7.5 Evaluacion de la tincion inmunohistoquimica.

Todas las muestras (los 11 microarreglos) se procesaron bajo las mismas condiciones y se
evaluaron mediante el software Aperio CS2 ImageScope (Leica biosystems, Buffalo Grove,
IL. USA). Se evalud la expresion nuclear de la tincion de pSTAT3 y Bcl-xL en las células
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neopldsicas. El software determind porcentaje e intensidad de las células neopldsicas
positivas. Los nucleos se graduaron dependiendo de la intensidad de la reaccién de la
siguiente manera:

Grado 0: negativo: cuando la tincidn no se distinguio del fondo

Grado 1: las células malignas presentaron una tincién débil

Grado 2: las células malignas tuvieron una tincién moderada

Grado 3: las células malignas tuvieron una tincion fuerte.
Los grados 1-3 de expresion de la tincidn en el ndcleo, en mas del 5% de las células malignas
se interpretdé como positivo.
Para el andlisis de la expresidn total de Bcl-xL se tomd en cuenta la expresién moderada e
intensa en las células neopldsicas y el total se dividié entre el area tumoral previamente
marcada y analizada por el software.

7.6 Consideraciones éticas.

El estudio fue aprobado por el Comité de ética en Investigacidn y el Comité de investigacién
del Hospital General “Dr. Miguel Silva” con numeros de registro 16-CEI-004-20161212y 17-
Cl-16053153, por el comité local de investigacién del IMSS, con nimero de registro R-2018-
1602-019 por el Comité de Investigacion y Etica en investigacidn de la Facultad de Ciencias
médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” de la UMSNH con numero de registro
003/P/5/2019.

La presente investigacion contemplé el uso de bases de datos, expedientes clinicos y
bloques de biopsias de las pacientes del Hospital General Regional No.1 del IMSS vy del
Hospital General Dr. Miguel Silva, sin requerir la intervencion de individuos en el estudio,
por lo que fue considerado de riesgo minimo, segun lo estipulado en el reglamento de la
Ley General de Salud en materia de investigacién para la salud (1984). Por tal motivo y, con
base en el articulo 23 del reglamento antes mencionado, no fue necesario el otorgamiento
del consentimiento informado por parte de las pacientes incluidas en este estudio,
aclarando que siempre se respetd el anonimato y no fueron revelados los nombres de las
pacientes.

7.7 Andlisis estadistico.

Se realizd estadistica descriptiva obteniendo las medidas de tendencia central media,
desviacion estandar y frecuencias. La expresién de las proteinas pSTAT3 y Bcl-xL entre los
diferentes tipos histoldgicos y moleculares de cdncer de mama y el estadio clinico se
analizaron mediante y2. Estimacion de Riesgo Relativo entre pSTAT3, estadio clinico (TNM)
y subtipo molecular. La expresion total de Bcl-xL (variable cuantitativa) entre los diferentes
tipos histoldgicos, moleculares y estadio clinico se analizaron mediante Kruskal-Wallis. Para
el andlisis de supervivencia se utilizo la prueba de Kaplan y Meier (Log-rank). El analisis se
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realiz6 mediante el paquete estadistico SPSS. La diferencia entre dos poblaciones se
considerd como significativa cuando los intervalos fueron >95% (p<0.05%).
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VIIl. RESULTADOS

1. Objetivo. Identificar las muestras histoldgicas con cancer de mama de los ultimos 3
afos que tuvieron estudio inmunohistoquimico de receptores de estrégenos,
progesterona y HER2.

Se detectaron 1850 casos con diagndstico de cancer de mama de los departamentos de
Anatomia Patoldgica del Hospital General “Dr. Miguel Silva”, Centro estatal de atencidn
Oncoldégica y del Hospital General Regional No. 1 del IMSS de los cuales se excluyeron 1538
por no contar con bloque de parafina o material suficiente en el bloque, resultado de
inmunohistoquimica o expediente clinico. Finalmente, se integraron los especimenes de
tejido incluidos en parafina de 310 pacientes; el promedio de edad al momento del
diagnéstico fue de 54.17 + 12.11 afios, la mediana de 53 afios y la moda de 49 afios, la edad
minima fue de 25 afios y la maxima de 89 afios; los grupos de edad mas afectados fueron
de 45-49 afios con 17.7% de los casos y de 50-54 aifos con 15.5% (Figura 9).
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Figura 9. Distribucidn del cancer de mama por grupos de edad.

Caracteristicas generales de los casos de cancer de mama

1a) Distribucion topogrdfica.

La mama izquierda fue la mas afectada con 171 casos (55.3%) en comparacién con la mama
derecha con 137 casos (44.3%), en un caso ambas mamas estuvieron afectadas, el
cuadrante superior externo fue el mds afectado en 190 casos (65.1%).

45



1b) Andlisis del grado histoldgico.

Sesenta y dos casos (20.7%) fueron grado |, 166 (55.3%) grado 2y 72 (24%) grado 3 (Figura
10).

1c) Andlisis del perfil inmunohistoquimico.
El 66.9% de los casos fueron positivos a receptor de estrégeno, 56.9% positivos a receptor
de progesterona, 17.4% sobreexpresaron HER2 y 69.4% de los casos expresaron Ki67.

B a ®
< .

Frecuencia (%)
(]
<

Grado | Grado Il Grado Il
GRADO HISTOLOGICO

Figura 10. Distribucion del cancer de mama de acuerdo al grado histolégico. El carcinoma
bien diferenciado corresponde al grado |, el moderadamente diferenciado al grado Il y el

poco diferenciado al grado lll. (Escala de Scarff-Bloom-Richardson; Cardenas-Sanchez et al.,
2017).

1d) Andlisis de los factores de riesgo.

La menarca temprana (antes de los 12 afios) se presenté en 20.1% de los casos (Figura 11).
El primer embarazo se presentd en 7.2% (12 casos) después de los 30 afios y el 24.6% de los
casos fueron nuliparas (Figura 12). El 37.4% de las pacientes auin se encontraban en periodo
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reproductivo (menstruantes) al momento del diagndstico y el 62.6% estaban en periodo de
menopausia.

30

20
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Figura 11. Distribucién por edad de la primera menstruacidn. Las barras en rojo muestran
la edad de la menarca con mayor riesgo para el cdncer de mama. (Media 12.82+1.61)
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Figura 12. Distribucion por edad del primer embarazo. En rojo casos con mayor riesgo.
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1e) indice de masa corporal (IMC).

El indice de masa corporal se clasificé de acuerdo a las recomendaciones de la OMS (2016)
y se distribuyd en 35.9% de las pacientes con sobrepeso, 22% obesidad (grado | 14.48%,
grado Il 4.14% vy grado Il 3.45%); 33.8% con peso normal y 8.3% tuvieron bajo peso al
momento del diagnédstico (Figura 13). La media del IMC fue de 29.1445.52, el peso promedio
de las pacientes fue de 69.88Kg +13.34, y la media de la talla 1.54+0.06.
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Figura 13. Distribucién de acuerdo al indice de masa corporal: bajo peso <18.5, normo
peso 18.5-24.9, sobrepeso >25, obesidad >30, obesidad | 30-34.9, obesidad Il 35-39.9 y
obesidad Ill >40 (Clasificacién de la OMS). En rojo los casos con mayor riesgo.

1f) Evaluacion mastogrdfica.
El método diagndstico presuntivo inicial fue la mastografia, el 2.3% presenté Birads 0, 0.4%
Birads 1, 0.4% Birads 2, 7.6% Birads 3, el 36.6% tuvo Birads 4 y el 52.7% con Birads 5.

1g) Andlisis del tratamiento médico.

En cuanto al tipo de tratamiento recibido por cada paciente, 293 pacientes recibieron
tratamiento quirurgico (95.4%) ademads recibieron quimioterapia en sus modalidades,
neoadyuvancia, adyuvancia, hormonoterapia y terapia blanco. El 77.8% de las pacientes
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recibieron radioterapia. En la Tabla 3 se ilustra la distribucién de los diferentes tipos de
tratamiento que recibieron las pacientes.

Tabla 3. Tipos de tratamiento que recibieron las pacientes con cancer de mama

TIPO DE TRATAMIENTO FRECUENCIA
(n/%)

Mastectomia Radical 234/76.0
Cirugia conservadora 59/19.2
Neoadyuvancia 104/33.9
Adyuvancia 174/56.7
Hormonoterapia 208/67.8
Terapia Blanco 48/15.6
Radioterapia 238/77.8

n: cantidad de casos

1h) Estudio de la respuesta al tratamiento con neoadyuvancia.

Se evalud la respuesta al tratamiento neoadyuvante mediante analisis histopatoldgico en
las piezas quirurgicas (mamas) aplicando la clasificacién de Chevallier (cardenas-Sanchez et
al., 2011), encontrando que 13.8% tuvieron respuesta completa al tratamiento con ausencia
de tumor (Chevallier 1), 1.5% con persistencia del carcinoma in situ (Chevallier 2), 55.4%
con respuesta minima al tratamiento ya que persiste el carcinoma invasor (Chevallier 3) y
29.2% tuvieron respuesta nula al tratamiento (Chevallier 4, Figura 14).
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Frecuencia(%)

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Efecto de la terapia neoadyuvante evaluacion de
Chevallier

Figura 14. Distribucion de la respuesta a la terapia neoadyuvante (Evaluacion de
Chevallier). El 15.4% de las pacientes respondieron total o parcialmente al
tratamiento (Clases 1y 2), el 84.6% de las pacientes no respondieron de forma
completa al tratamiento (clases 3 y 4).

1i) Evolucion clinica.

El 75.7% se encontro libre de enfermedad, 17.80% presentaron recaida, 1.29% murieron y
5.18% abandonaron el tratamiento. La media de meses de evolucion de las pacientes fue
31.27+13.5 con un minimo de 1 mes y un maximo de 62 meses.

2. Objetivo. Clasificar los casos de cancer de mama por tipo histolégico, molecular y
estadio clinico TNM

2a) Distribucion de casos por tipo histolégico
El tipo histolégico predominante fue el carcinoma ductal infiltrante sin tipo especifico con
267 casos (87.5%), seguido del carcinoma lobulillar 11 casos (3.6%) y otras variantes

histolégicas medular, metapladsico, neuroenddcrino, mucinoso, papilar, entre otros, 27
casos 8.8%, (Figura 15).
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Tipos histologicos de cancer de mama
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Figura 15. Distribucion del cancer de mama por patroén histolégico. CDI carcinoma ductal
infiltrante sin patrdn especifico, CLI carcinoma lobulillar infiltrante.

2b) Analisis molecular

Los tumores con receptores hormonales fueron los mas frecuentes (70.2%), seguidos de los
triples negativos con 62 casos (20.1%) y por ultimo con sobreexpresion de HER2 con 30
casos (9.7%). Al estratificar los casos de acuerdo al perfil de expresion molecular, se
distribuyeron como se observa en la Figura 16.
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CLASIFICACION MOLECULAR CANCER DE MAMA

Figura 16. Clasificacion molecular de acuerdo con el Consenso Mexicano sobre diagndstico
y tratamiento del cdncer de mama (Cardenas-Sanchez et al., 2017). 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 amarillas, los tumores
triple negativos (barra roja) y los casos con sobreexpresion de HER2 (barra lila). El grupo
adicional denominado Luminal A con Ki67 alto, no relne las caracteristicas descritas en el
Consenso mexicano 2017.

2c) Distribucion por estadio clinico TNM

En relacién al tamafio tumoral (T) el 20.1% presentaron tumores menores de 2cm (T1),
51.5% tumores de 2cm a 5cm (T2), 12.6% con tumores mayores a 5cm (T3) y 15.5% con
tumores de cualquier dimension, pero con extension a piel o pared toracica (T4), solo 1 caso
(0.3%) correspondié a tumor no palpable (T0), la media del tamafio tumoral fue de
4.01+3.06. 145 pacientes (46.9%) fueron negativos (NO) 32.4% tuvieron afectacion del
ganglio linfatico axilar homolateral (N1), 19.1% afectacién de ganglios linfaticos unidos
entre si o a otras estructuras (N2) y 1.6% afectacion de ganglios linfaticos mamarios internos
(N3). Al momento del diagndstico solamente 6 casos (1.9%) presentaron metastasis a
distancia en hueso, cerebro y pulmdn principalmente.
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Al estratificar los casos en estadio clinico, 53 pacientes (17.2%) se encontraron en estadio |,
88 (28.5%) en estadio IlA, 65 (21%) estadio 1IB, 50 (16.2%) estadio IlIA, 43 (13.9%) estadio
1B, 4 (1.3%) estadio llICy 6 (1.9%) estadio IV (Figura 17).
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Figura 17. Distribucion de casos de cancer de mama por estadio clinico. El 45.7% de los
casos se encontraron en estadios no-avanzados (estadios | y I1A) y 54.3% se presentaron
en estadios localmente avanzados (estadios del IIB al V).

3. Objetivo. Analizar la expresion de pSTAT3 y Bcl-xL

Se determind la expresion nuclear de pSTAT3 y las expresiones totales y nuclear de Bcl-xL
mediante tincidon inmunohistoquimica. La expresion nuclear de pSTAT3 se encontrd en 219
casos (78.2%) y 61 casos (21.8%) fueron negativos (Figura 18 a y b). Mientras tanto la
expresion nuclear de Bcl-xL se presenté en 201 casos (72%) y en 78 casos (28%) fueron
negativos. La expresion total de Bcl-xL presentd una media de 34.41+31.36 pixeles/u?, con
expresion minima de 0.27/u? y maxima de 165.77/u? (Figura 18 cy d).
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Figura 18. Inmunohistoquimica representativa para pSTAT3 y Bcl-xL en casos de
carcinoma ductal invasor de mama. En (A) caso negativo y (B) caso positivo de STAT3 nuclear.
En (C) caso negativo y (D) caso positivo de Bcl-xL citoplasmatico. El color marrén en By d indica

expresion de la proteina

4. Objetivo. Correlacionar la expresion de pSTAT3 y Bcl-xL con el tipo histoldgico,
molecular, estadio clinico y evolucidn clinica de las pacientes.

4a) Asociacion de la expresion de pSTAT3 y Bcl-xL con el tipo histolégico.

Al analizar la expresion nuclear de pSTAT3 en relacién al tipo histoldgico, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (X?>= 21.85, P=0.001, Tabla 4). Mientras que al
determinar la expresion nuclear de Bcl-xL respecto al tipo histoldgico no hubo diferencias
estadisticamente significativas, pero si se observé una tendencia (X?= 12.051, P=0.06, Tabla
4). Por otro lado, al analizar la expresién total (citoplasmatica y nuclear) de Bcl-xL en
relacion al tipo histolégico no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

(P=0.20).
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Tabla 4. Distribucion de la expresion nuclear de las proteinas pSTAT3 y Bcl-xL en relacién
al tipo histolégico.

Carcinoma Carcinoma Otros Valor de P
ductal lobulillar (%)
(%) (%)

pSTAT3

nuclear 71.5 2.2 4.3 0.001°
(n=277)

Bcl-xL

nuclear 64.5 2.9 4.3 0.06
(n=276)

n: cantidad de casos, valor de P mediante X2.

4b) Asociacion de la expresion de pSTAT3 y Bcl-xL con el subtipo molecular.

Al determinar la relacidn entre la expresiéon de pSTAT3 con los subtipos moleculares, la
expresion fue muy parecida en todos los grupos, por lo que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (X?=4.184, P=0.52, Tabla 5y Figura 19). Asi mismo, al analizar
las expresiones nuclear y total (citoplasmatica y nuclear) de Bcl-xL respecto al subtipo
molecular, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (X>=8.24, P=0.14 y
P=0.70, respectivamente. Tabla 5 y figura 19).

Tabla 5. Distribucion del subtipo molecular de cancer de mama con relacién a las
expresiones nucleares de pSTAT3 y Bcl-XI

Luminal A | Luminal B | Luminal B- | Triple HER2 | Luminal | Valor
HER2neg | HER2pos negativo A Ki67 deP
pSTAT3 nuclear
(n=279) 22.28 15.8 6.8 15.0 6.8 11.5 0.52°
Bcl-xL  nuclear
(n=278) 21.5 15.8 5.8 11.8 6.1 10.7 0.14

n: cantidad de casos, a: porcentaje de casos, b: valor de P mediante X?
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Figura 19. Distribucion del subtipo molecular respecto a las expresiones nucleares de
pSTAT3 y Bcl-xL.

4c) Asociacion de la expresion de pSTAT3 y Bcl-xL con el estadio clinico

Al estudiar la expresion nuclear de pSTAT3 en relacién al estadio clinico, se encontré una
asociacién estadisticamente significativa (X>=13.908, P=0.03, Tabla 6 y Figura 20). Luego se
hizo el andlisis estadistico de estimacion de riesgo relativo (RR) entre pSTAT3 y el estadio
clinico, encontrandose de forma interesante factor protector de pSTAT3 entre los estadios
[IA'y IIB para el avance de la enfermedad (RR=0.68; IC 95%=0.517-0.893; P=0.014, Tabla 7),
mientras que entre los estadios IIA y IlIA, se observd un RR de 2.6 veces para el avance de
la enfermedad (RR=2.69; IC 95%=1.16-6.21; P=0.006, Tabla 7). Por su parte, al analizar la
expresion nuclear de Bcl-xL con el estadio clinico, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (X?=4.847; P=0.56, Tabla 6 y Figura 20), ni tampoco entre la
expresion total (nuclear y citoplasmatica) de Bcl-xL respecto al estadio clinico (P=0.15)

56



Tabla 6. Distribucion del estadio clinico con relacion a las expresiones nucleares de
pSTAT3 y Bcl-xL

Estadio | Estadio | Estadio | Estadio | Estadio | Estadio | Estadio | Valor
| A 1B 1A 1B 1c v deP
pSTAT3
nuclear 12.52 18.6 18.2 14.3 10.7 1.4 2.1 0.03b
(n=279)
Bcl-xL
nuclear 11.5 18.7 15.1 13.3 10.4 1.4 1.4 0.56
(n=278)

n: cantidad de casos, a: porcentaje de casos, b: valor de P mediante X?
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Figura 20. Distribucion del estadio clinico respecto a las expresiones nucleares de pSTAT3
y Bcl-xL. En la grafica se observa que hay un aumento de casos positivos para pSTAT3 entre
el estadio IIAy el 1IB, este se considera el punto de corte entre las etapas tempranas (1 y l1A)
y las etapas localmente avanzadas (lIB en adelante) en cancer de mama.
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Tabla 7. Riesgo relativo entre la expresion de pSTAT3 nuclear y los estadios clinicos (EC)
en cancer de mama.

ESTADIO Chi Riesgo relativo IC 95%

CLiNICO cuadrada
ECI - ECIA 0.358 1.274 0.747 -2.172
ECI - ECIIB 0.173 0.712 0.454 -1.117
ECI — ECIIIA 0.075 0.661 0.447 -0.977
ECI—ECIIIB 0.792 0.942 0.611-1.454
ECIIA - ECIIB 0.014 0.680 0.517-0.893
ECIIA — ECIIA 0.006 2.696 1.169-6.218
ECIIA - ECIIIB 0.253 0.854 0.662 - 1.102
ECIIB — ECIIIA 0.562 0.872 0.567 -1.341
ECIIB — ECIIIB 0.309 1.259 0.771-2.058
ECIIIA - ECIIIB 0.142 1.600 0.770-3.325

4d) Asociacion de los componentes del TNM y variantes clinicas con pSTAT3 y Bcl-xL

Al analizar el tamafio tumoral, afectacién ganglionar y metastasis (clasificacion TNM del
estadio clinico) con la expresidn nuclear de pSTAT3, solamente se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grados de afectacion ganglionar (P=0.02,
Tabla 8). De manera interesante, al determinar el riesgo relativo entre los estadios NO— N1,
mostrd que la expresion nuclear de pSTAT3 se asocié con 1.8 veces mas riesgo de tener
afectacién ganglionar en el cancer de mama (RR=1.845; IC 95%= 1.123-3.029; P= 0.006,
Tabla 9). Ademds, la expresidon nuclear de pSTAT3 se correlacioné de forma
estadisticamente significativa con la expresion de receptores estrogénicos (P=0.04), con el
grado histolégico (P=0.03) y tipo histoldgico (P=0.02, Tabla 8).

Al analizar la expresién nuclear de Bcl-xL respecto a los parametros clinicos y moleculares
se encontrd una correlacidon estadisticamente significativa con la expresién nuclear de
pSTAT3 (P=0.0001), con la expresién de RE (P=0.03) y con el IMC (P=0.02, Tabla 8).
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Tabla 8. Relaciéon entre la expresion nuclear de pSTAT3 y Bcl-xL con parametros

clinicopatolégicos

pSTAT3 | X? |Valor | Bcl- X2 | Valor
nuclear P xL P
Estadio tumor TO 1 1
T1 43 39
T2 110 2.166 | 0.70 |98 5276 | 0.26
T3 28 29
T4 36 33
Estadio nddulos | NO 89 85
N1 79 9.883 | 0.02 71 4.099 |0.25
N2 45 39
N3 5 5
Estadio MO 211 1.724 |0.22 195 0.081 |0.77
metastasis
M1 6 4
Evolucién Libre de 164 147
clinica (2afios) | enfermedad
Recaida 37 2.270 | 0.51 36 2.552 | 0.46
Abandono/ 17 17
Defuncién
Tipo histologico | CDI 198 178
CLI 6 21.855|0.001 |8 12.051 | 0.06
Otros 12 12
Grado 1 38 35
histolégico
2 125 6.796 | 0.03 113 3.316 | 0.19
3 50 46
pSTAT3 198 27.629 | 0.0001
RE positivos 150 3.450 | 0.04 141 4131 |0.03
RP positivos 125 1.831 | 0.11 118 1936 |0.1
HER? positivo 37 0.010 | 054 |32 0.408 | 0.3
Ki67 139 0.031 |0.49 125 0.025 |05
indice de masa | Bajo peso 14 14
corporal
Peso normal | 62 59
Sobrepeso 80 71
Obesidad GI | 35 10.811 | 0.05 33 12.943 | 0.02
Obesidad Gl | 7 4
Obesidad 8 6
GllI
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Tabla 9. Riesgo relativo entre la expresion de pSTAT3 y el estadio ganglionar

Estadio Chi Riesgo relativo IC 95%

ganglionar/nédulos | cuadrada

NO-N1 0.006 1.845 1.123-3.029
NO-N2 0.09 0.839 0.695-1.013
NO-N3 0.14 0.947 0.903-0.993
N1-N2 0.513 1.127 0.769-1.652
N1-N3 0.366 0.940 0.891-0.992
N2-N3 0.296 0.900 0.821-0987

4e) Anadlisis de la supervivencia global

En la curva de supervivencia de Kaplan-Meier se reflejo el incremento de supervivencia libre
de enfermedad en aquellas pacientes que no presentaron recidiva ni abandono del
tratamiento (Figura 21). Se observé que las pacientes libres de enfermedad tuvieron una
estimacion de supervivencia de 37.10+0.95 meses; en las pacientes con recidiva la
estimacion de supervivencia fue de 31.08+2.18 meses y en las pacientes con
abandono/defuncién el tiempo estimado de supervivencia fue de12.85+4.02 meses. [Log
Rank: 30.854; P=0.0001] (Figura 21).

—1Libre de enfermedad
—1Recidiva
=1 Abandono/defuncidn
4 Libre de enfermedad-
censurado
—Recidiva-censurada
Abandono/defuncian-
censurado

0.6+

Supervivencia acumulada

0.2

0.0+

T T T T
a 20 40 &0

MESES_EVOLUCION

Figura 21. Curva de supervivencia global en pacientes con cancer de mama
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4f) Andlisis de la supervivencia global en relacién a pSTAT3 y Bcl-xL nuclear.

La curva de supervivencia de Kaplan-Meier en la que se comparo la expresion de pSTAT3
con el estado actual de la paciente (viva o defunciéon/abandono) no mostré diferencias
estadisticamente significativas, ya que se estimd una supervivencia de 58.45 meses para los
casos positivos para expresion de pSTAT3 nuclear y de 52.53 meses para los casos negativos.
[Log Rank: 0.678; P=0.41] (figura 22).
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Figura 22. Curva de supervivencia en pacientes con cancer de mama de acuerdo a la
expresion de pSTAT3.

La curva de supervivencia de Kaplan-Meier en la que se compard la expresion de Bel-xL con
el estado actual de la paciente (viva o defuncidon/abandono) no mostré diferencias
estadisticamente significativas, ya que se estimé una supervivencia de 58.25 meses para los
casos positivos para expresion de Bcl-xL y de 55.49 meses para los casos negativos. [Log
Rank: 0.304; P=0.58] (figura 23).
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IX. DISCUSION

La proteina transductora de sefiales y activadora de la transcripcién 3 (STAT3) es una
proteina pleiotrépica que se activa a través de multiples receptores de citocinas y factores
de crecimiento por fosforilacion en su tirosina 705 (Zhang et al., 2019). Modula la
transcripciéon de genes implicados en la regulacién de funciones criticas que incluyen
diferenciacién celular, proliferacién, apoptosis, angiogénesis, metdstasis y respuestas
inmunitarias (Banerjee 2015; Johnston 2011). Muchas enfermedades malignas humanas;
entre ellas el cancer de mama, expresan nivel elevado de STAT3 activada constitutivamente
(pSTAT3), lo cual se han asociado con un mal prondstico (Johnston 2011).

STAT3 parece ser un punto de convergencia de numerosas vias de sefializacion oncogénicas,
por lo que se podria esperar que tumores de mama que expresan constitutivamente pSTAT3
estén asociados a prondstico pobre, como son los casos de tumores que sobre-expresan
HER2 o triple negativo (Sonnenblick et al., 2013; Qin et al., 2019) Sin embargo, existen
estudios que asocian la expresién de pSTAT3 a buen prondstico en cancer de mama
(Aleskandarany et al., 2016; Sonnenblick et al., 2012). El objetivo de este estudio fue
analizar la expresion de pSTAT3 y Bcl-xL en cancer de mama y correlacionar su expresion
con el tipo histolégico, subtipo molecular, estadio clinico y el pronéstico.

En el presente estudio, encontramos relacidon estadisticamente significativa (P=0.001),
entre la expresion de pSTAT3 nuclear con el tipo histolégico, observando mas expresidon en
el carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico y en el carcinoma lobulillar lo cual
difiere de lo reportado por Aleskandarany et al (2016) que encontraron expresién mayor de
pSTAT3, en particular con los tipos histoldgicos especiales de cancer de mama.

STAT3 esta activada constitutivamente en todos los subtipos moleculares de cancer
de mama, pero se asocia mas frecuentemente con tumores triples negativos (Banerjee
2015). Sonnenblick et al (2018) y Aleskandarany et al (2016) reportaron alta expresion de
pSTAT3 en carcinomas de mama de subtipo luminal en particular en los Luminales A y
relacionaron a pSTAT3 como marcador prondstico favorable; esto, difiere de lo encontrado
por nosotros ya que la expresion de pSTAT3 entre los diferentes subtipos moleculares de
cancer de mama fue similar y no encontramos diferencias significativas. Pero nuestros
resultados fueron similares a lo referido por Furth (2014) quien informd que la expresidon
de STAT1, 3 y 5 puede ser encontrada en todos los subtipos de cancer de mama. Nosotros
consideramos que esto se explica porque STAT3 puede ser activada rio arriba a través de
varios receptores y no-receptores tirosina cinasa asociados con los diferentes subtipos
moleculares de cancer de mama como IL-6, EGFR, leptina, ER, en particular una variante
descrita recientemente ERa-36 al cual se une STAT3 favoreciendo la expresion de MMP2 y
MMP9 en cancer de mama (Xiang et al., 2019). Nuestros hallazgos refuerzan la relacién de
pSTAT3 con ER, ya que encontramos asociacion significativa entre estas proteinas (P=0.04),
similar a lo reportado por Sonnenblick et al (2018) y Aleskandarany et al (2016).
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Nosotros encontramos asociacién estadisticamente significativa entre la expresion
nuclear de pSTAT3 y el estadio clinico (P=0.03), similar a lo reportado por Chen et al (2013),
quienes informaron una correlacién significativa entre el estadio clinico y la expresién de
STAT3. Nosotros reportamos por primera vez el analisis de riesgo relativo (RR) en donde
encontramos que pSTAT3 puede expresarse como un factor protector para el avance de la
enfermedad entre estadios clinicos lIA y |IB, considerandose el estadio [IB como el punto de
corte en donde inician los estadios localmente avanzados (Cardenas-Sanchez et al., 2017) y
como un factor de 2.6 veces mas riesgo para el avance de la enfermedad entre estadios
clinicos lIA y lIlIA. De manera interesante al hacer el anadlisis por separado de la expresion
nuclear de pSTAT3 con el tamafio tumoral (T), afectacidon ganglionar (N) y metastasis (M),
nosotros hayamos diferencias significativas en relacién al grado de afectacion ganglionar
(P=0.02); ademas, al determinar el riesgo relativo entre los estadios NO-N1 encontramos
gue la expresién nuclear de pSTAT3 se asocia con 1.8 veces mas riesgo de tener afectacion
ganglionar. Estos hallazgos son similares a los descritos por Chen et al (2013), donde la
expresion de STAT3 fue el predictor mas importante de metastasis a ganglios linfaticos en
el cancer de mama y concluyeron que STAT3 favorece la metastasis a ganglios linfaticos, lo
cual conduce a un mal prondstico de las pacientes con cdncer de mama. Sin embargo se han
reportado resultados contradictorios en relacidén a la expresion de pSTAT3 en células de
carcinoma de mama por ejemplo Aleskandarany et a/ (2016) y Sonnenblick et al (2012 y
2013) no encontraron asociacién significativa entre la expresién de pSTAT3 y el grado de
afectacién ganglionar, ellos reportaron que pSTAT3 se asocia con parametros de buen
prondstico en cdncer de mama, otros investigadores sugieren que pSTAT3 puede actuar
como un supresor tumoral con un rol en la diferenciacidn celular y apoptosis en el tejido
mamario (Sonnenblick et al., 2012). Estos resultados controversiales pueden explicarse por
la existencia de dos isoformas de STAT3; STAT3a y STAT3p, la cual fue descrita en los 90s
por Caldenhoven et al (1996). Investigaciones previas sugieren que STAT3 es un supresor
tumoral (Zhang et al 2016) que tiene funciones transcripcionales especificas bajo
condiciones basales y es capaz de ejercer acciones directas para modular la activacion de
STAT3a después de la estimulacidn con citosina ademas de ser un importante modulador
de la expresion génica (NG et al., 2012). STAT3B también mejora y prolonga la fosforilacion
y retencidn nuclear de STAT3a por lo que se ha reportado que el incremento de los niveles
de STAT3p contribuyen a aumentar los niveles de pSTAT3 en lineas celulares de cancer de
mama (Bharadwaj et al., 2014), la asociacién entre los niveles aumentados de STAT3 con
el incremento de los niveles de pSTAT3 constitutivo y consecuente oncogénesis, contrastan
con hallazgos publicados previamente demostrando que la sobreexpresiéon de STAT3f
antagoniza los efectos transformantes de STAT3a en lineas celulares NIH-3T3 (Bharadwaj
et al., 2014). Nosotros reportamos como un factor protector y de riesgo la expresién de
pSTAT3 dependiendo del estadio clinico, estos resultados son consistentes con lo reportado
por Ranger et al en un modelo murino de cdncer de mama con ErbB2 activado en donde
encontré que STAT3 no tiene un rol en la iniciacion del tumor, pero tiene un efecto
dramadtico en la progresion metastasica (Hughes et al., 2018), lo cual puede estar
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directamente relacionado con el microambiente tumoral; Jones et al, reportaron que STAT3
en el epitelio expresa un rol en la promocién de un microambiente tumoral inmunosupresor
durante estadios tempranos de la iniciacién del tumor y progresién en un modelo murino
con poliomavirus (Hughes et al., 2018). En nuestro caso se evalud en promedio 31.27+13.5
meses de evolucion y reportamos que no hay diferencias significativas entre la expresion
de pSTAT3 nuclear y la supervivencia de las pacientes. En otros estudios realizados se ha
reportado la expresidon de pSTAT3 como un marcador de buen prondstico en cancer de
mama; por ejemplo, Sonnenblick et al (2011) reportan que pacientes con tumores positivos
para pSTAT3 tuvieron significativamente una mejor supervivencia libre de enfermedad a 5
afos, ademads la expresién nuclear de pSTAT3 correlaciond significativamente con una
mejor supervivencia a 5 y 10 afios. Aleskandarany et al (2016) refieren que la expresién
nuclear de pSTAT3 usando inmunohistoquimica se asocié con un mejor prondstico en las
pacientes lo cual se corrobord mediante el estudio de la expresion de genes. El tiempo de
evaluacién de supervivencia de nuestras pacientes es muy corto para poder determinar el
valor de pSTAT3 como un factor prondstico por lo que seria necesario dar un seguimiento
de la evolucién de las pacientes por mas tiempo.

En el desarrollo del cdncer no solo estdn implicadas proteinas que favorecen la
proliferacidon celular, también estan involucradas proteinas que bloquean la apoptosis y que
le confieren a las células neoplasicas mayor supervivencia; tal es el caso de la proteina Bcl-
XL la cual pertenece a la familia de proteinas Bcl-2, con actividad antiapoptética
principalmente (Ramirez- Garcia et al., 2014) pero, cuando se localizan en el nucleo de la
célula, le confiere otras funciones, como promocién de la migracién, invasion y metastasis
(Choi et al., 2016). Nosotros encontramos la expresion nuclear y citoplasmatica mediante
inmunohistoquimica de dicha proteina en tejido mamario neoplasico humano en el 72% de
los especimenes evaluados. Esta expresidon fue similar en todos los tipos histolégicos y
moleculares de cancer de mama; no encontramos antecedente de estudios similares, sin
embargo, la explicacidn a dichos resultados puede ser por el hecho de que nuestros casos
presentaron una expresion similar de pSTAT3 en todos los subtipos moleculares de cancer
mama, pSTAT3 activa a Bcl-xL por lo cual esta proteina se encuentra expresada de manera
similar en todos los subtipos independientemente del grado de diferenciaciéon celular.
Ademads no encontramos correlacidon de la expresion nuclear ni de la citoplasmatica de Bcl-
xL con estadio clinico avanzado, la expresion fue similar en todos los casos, al analizar por
separado el tamafio tumoral (T), el grado de afectacion ganglionar (N) y la metastasis (M)
tampoco encontramos diferencias significativas; estos hallazgos difieren de lo reportado en
un estudio en lineas celulares de cancer de mama y de carcinoma neuroendocrino de
pancreas en donde encontraron que la expresién nuclear de Bcl-xL promueve la migracion
celular y la invasién, no asi la expresion mitocondrial (Choi et al., 2016). En otro estudio en
lineas celulares de cdncer de pancreas, en un modelo murino y en cortes histoldgicos
humanos para evaluar si Bcl-xL promueve la carcinogénesis, se encontrd que los niveles de
expresion de Bcl-xL aumentan con la progresidon de la neoplasia pancreatica (lkesawa et al.,
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2017). También se ha reportado la expresién de Bcl-xL nuclear en cancer de pulmén
humano y su correlacién con metastasis a distancia (Sdnchez-Ceja et al., 2006).

En esta investigacion se encontrd que la expresion nuclear de Bcl-xL se asocié con la
expresion de pSTAT3 (P=0.0001) lo cual apoya la relacidn existente con STAT3, ya que esta,
media funciones de supervivencia e induccidon de genes antiapoptdticos como Bcl-2 y Bcl-
xL en el cancer (Levy et al., 2002).

Bcl-xL se ha relacionado con el desarrollo de resistencia al tratamiento
quimioterapéutico, en el estudio realizado por Williams et al (2005), reportaron en una
cohorte de pacientes con cédncer de ovario resistente al cisplatino, que el 61.5% de las
pacientes mostraron alta expresién de Bcl-xL y en un modelo de xenoinjerto en ratén
desnudo se encontrd que los tumores con sobreexpresion de Bcl-xL eran resistentes al
cisplatino, paclitaxel, topotecan y gemcitabine (Santanu et al., 2017). En nuestros casos
encontramos que un 84.61% de las pacientes que recibieron neoadyuvancia presentaron
resistencia al tratamiento evaluado histolégicamente y aunque no encontramos relacién
significativa con la expresidon nuclear y citoplasmatica de Bcl-xL es un hallazgo que requiere
de mayor investigacién. De manera interesante encontramos correlacién en la expresion de
Bcl-xL nuclear con la expresidn de ER en cancer de mama, Liu et al (2017) reportaron la
expresion de ERB2, Bcl-xL y bax en carcinoma de pulmdn de células no pequefas y una
asociacion significativa entre ERB2 y Bcl-xL; esto sugiere que la expresion de ERB2 puede
estar asociada con mecanismos antiapoptosis de las células neoplasicas (Liu et al., 2017).Por
otro lado Krajewski et al (1999) reportaron que por medio de estudios de
inmunohistoquimica encontraron correlacién significativa entre Bcl-xL y ER en cancer de
mama.

En nuestro estudio se analizé el indice de masa corporal, el cual es un indicador que
se utiliza para identificar el sobrepeso y la obesidad en adultos (OMS, 2020) y encontramos
una correlacién significativa entre la expresion nuclear de Bcl-xL y el indice de masa
corporal. De acuerdo a nuestro analisis el 35.9% de nuestros casos presentd sobrepeso vy el
22% presentd obesidad, que se definen como la acumulacién anormal o excesiva de tejido
adiposo (OMS, 2020). Recientemente se ha considerado al sobrepeso y la obesidad como
factores de riesgo para el desarrollo del cdncer debido a que en estas pacientes se
presentan mayores niveles de estrés oxidativo que puede producir inflamacién crénica,
alteraciones en el funcionamiento del sistema inmune y la produccion aumentada de
algunos tipos de hormonas (Herrera-Covarrubias et al., 2015) La leptina es una hormona
secretada por el tejido adiposo (Santillan et al., 2012), la cual activa al ER y la via de
sefializacion JAK2/STAT3 a través de la cual se activa la transcripcion de genes implicados
en la diferenciacién y proliferacion celular y en la resistencia a la apoptosis a través de la
proteina Bcl-xL (Wu, et al., 2019; Herrera-Covarrubias et al., 2015) por lo que nuestros
resultados son consistentes con la asociacidén que existe entre la obesidad y la activacidén de
vias de sefializacion en donde participan Leptina/STAT3/Bcl-xL involucradas en el desarrollo
del cancer de mama.
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En nuestros casos se evalud en promedio 31.27+13.5 meses de evolucion vy
reportamos que no hay diferencias significativas entre la expresién de Bcl-xL nuclear y total
y la supervivencia de las pacientes, estos datos son diferentes de los reportados por
Krajewski et al (1999) quienes refieren que contrario a lo esperado, altos niveles de
expresion de Bcl-xL se asociaron con supervivencia libre de enfermedad en pacientes con
estadios | y Il de cdncer de mama, aunque consideran que no debe tener un fuerte
significado prondstico en pacientes con estadios tempranos que hayan recibido
tratamiento. EI 54.3% de nuestras pacientes se encontraban en estadios clinicos localmente
avanzados (lIB a IV), lkesawa et al (2017) reportan mayor expresion de Bcl-xL nuclear en
neoplasias en estadios avanzados, por lo cual no se presentaron diferencias en la
supervivencia de nuestras pacientes.

Por ultimo, reportamos el hallazgo de un grupo de carcinomas de mama de tipo
luminal A que presentaron alta expresién de Ki67 (mas de 20%). Ki67 es un marcador de
proliferacién celular cuya expresion en cancer de mama se asocia con peor prondstico y
buena respuesta al tratamiento con quimioterapia (Panal et al., 2014), generalmente se ha
visto que los subtipos HER2 vy triple negativo muestran un porcentaje de expresion mayor
de Ki67, asi como algunos luminal B, pero no se han reportado luminal A con alta expresion
de Ki67. Durante la revisidn de los datos clinicos de los casos aqui incluidos, encontramos
gue tumores ER positivos se presentaron con caracteristicas clinico-patoldgicas asociadas a
mal prondstico y ademas mostraron alta expresion de Ki67, lo cual difiere de las
caracteristicas establecidas para carcinomas de mama de tipo luminal A, por lo que
consideramos que aun y cuando los carcinomas de tipo luminal A son de buen prondstico,
es importante tomar en consideracidn la expresidon de Ki67 ya que si este es alto, estas
pacientes tendran mas riesgo de recaida en un tiempo menor. Cabe destacar que Hashmit
et al (2019) reportaron asociacion del indice de Ki67 principalmente con tumores de mama
triple negativos seguido por HER2 y con un indice mas bajo los luminales A; sin embargo,
reportan una media de 23.6+19.7% de expresion de Ki67, es decir por arriba del punto de
corte establecido para los tumores luminales A. Ademas, el indice de Ki67 se asocié con los
tipos histoldgicos de cancer de mama metaplasico y medular y reportan asociacién del
indice de Ki67 con la edad en subtipos triple negativos y luminal A.
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X. CONCLUSIONES

e Laexpresion de pSTAT3 nuclear en relacidn al estadio clinico tuvo un papel dual, en
estadios tempranos (1 y Il1A) en los que el cancer no ha avanzado localmente, pSTAT3
se identific6 como un factor protector para el avance de la enfermedad; mientras
que en estadios localmente avanzados (estadios IIB al IV) pSTAT3 se identificé como
un factor de riesgo para el avance de la neoplasia.

e La expresion de pSTAT3 nuclear se identific6 como un factor de riesgo para
metastasis ganglionar (estadios NO-N1).

e La expresion nuclear de Bcl-xL se relaciond con la expresiéon nuclear de pSTAT3 lo
gue podria explicar la resistencia a la quimioterapia encontrada en mas del 80% de
nuestros casos tratados con neoadyuvancia.

e Bcl-xL nuclear se asocid con la expresion de ER y con el IMC lo cual podria explicar la
relacion existente entre el sobrepeso y obesidad con la activacion de vias de
sefializacion como Leptina-STAT3-Bcl-xL y Leptina-ER-Bcl-xL que favorecen el
desarrollo de cancer de mama.

e Los carcinomas de mama de tipo Luminal A pueden presentar una expresioén alta de
Ki67 (>20%), lo cual puede explicar la presencia de recaida en corto tiempo de estas
pacientes.

e La expresion de pSTAT3 y de Bcl-xL (nuclear y total) no se asociaron con menor
supervivencia en pacientes que recibieron tratamiento para el cdncer de mama.
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XI. PERSPECTIVAS

Realizar PCR para identificacion de isoformas de STAT3 y analizar su expresién en
cancer de mama y su asociacién con parametros clinicos, patoldgicos y moleculares.
Analizar la expresion de STAT3 en el microambiente tumoral y como se relaciona
con el comportamiento de las células neoplasicas.

Analizar porque, aunque nuestra poblaciéon no tiene muchos de los factores de
riesgo establecidos para otras poblaciones, el cancer de mama se presenta a edad
menor a la establecida en paises desarrollados.

Analizar la expresidn de Leptina con el IMC, STAT3 y Bcl-xL en pacientes con cancer
de mama.

Asociar a los carcinomas de mama Luminal A con Ki67 alto con parametros clinicos
y moleculares y analizar la evolucion de las pacientes.

Analizar la relaciéon de Bcl-xL y STAT3 con la resistencia a la quimioterapia y la
expresion de estas proteinas en pacientes que recibieron neoadyuvancia.
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