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RESUMEN (en espafiol)

El céncer de mama es un tumor que destaca por su elevada incidencia, y un prondstico
dependiente del estadic y de la expresion de receptores celulares que actian como factores
pronosticos y predictivos de respuesta a tratamiento. En las dltimas décadas se ha puesto de
manifiesto la relacién existente entre la inflamacion y la oncogénesis y progresion del cancer. El
efecto de la inflamacién sobre distintos tipos tumorales es mediado a través de la produccion
de determinadas citoquinas inflamatorias por las propias células del cancer y el microambiente
en el cual se desarrollan las células tumorales. Estas citoquinas podrian mediar su efecto por
mecanismos autocrinos y paracrinos y por su interrelacion con las proteinas de la matriz
extracelular. Estudios recientes han investigado la posible relacién entre los mecanismos que
rigen la inflamacién y su relacién con la matriz extracelular como factores pronésticos en el
cancer de mama y podrian llevar al establecimiento de nuevas terapias dirigidas.

En el presente trabajo de tesis doctoral se ha investigado la expresién de las citoquinas
IL-1, IL-5, IL-6, IL-17, IFN-B y NFkB en carcinomas ductales invasivos de mama de 108
pacientes por un método inmunohistoquimico, analizando su expresion por las células
tumorales, los fibroblastos y las células mononucleares inflamatorias (CMis) del estroma
tumoral, y su significacién clinica asi como su relacion con la expresidn de la metaloproteasa
MMP-11 por las CMIs y su influencia en el pronéstico y la capacidad metastasica a distancia.

La inmunotincién para todas las proteinas estudiadas se localizé mayoritariamente en
las células tumorales, sin embargo, la expresion de los distintos factores por los fibroblastos y/o
las CMIs del estroma tumoral se detectd en un porcentaje menor de casos, salvo para el IFNB
que fue positivo en todas las tinciones para los fibroblastos y CMIs. Los resultados mostraron
una correlacion significativamente positiva entre los valores de score de IL-5 e IL-17, IFNB, vy
NFKB; entre IL17 e IFNB y NFkB; y entre la expresion de IFNB y NFkB. Los valores de score
de IL-1B y de IL-17 se relacionaron significativamente con el grado histolégico, de tal forma que
los tumores con valores elevados de esas dos citoquinas se encuentran mas frecuentemente
indiferenciados. También se pudo comprobar que los tumores HER-2 positivos mostraron
valores significativamente mas elevados de IFNB o FNKB. Por otra parte, los tumores con
ganglios negativos mostraron valores significativamente mas elevados de IL-6. Los tumores
con valores elevados de IL-17 se asociaron con elevado grado histolégico, los tumores HER-2
positivos con valores elevados de IFNB o NFKB, los tumores con ganglios negativos y estadio
tumoral mas temprano con valores mas bajos de IL-6, y los tumores de tipo Basal-Like con
valores elevados de IFN.

En cuanto a la relacién con la supervivencia, se ha encontrado que una elevada
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expresion tumoral de IL-6 se asocia con una mayor probabilidad de tiempo libre de enfermedad
(TLE) y de supervivencia global en el subgrupo de pacientes con ganglios negativos, y que la
expresion tumoral elevada de IFNB se asocia con una menor probabilidad de recurrencia
tumoral en el subgrupo de pacientes con ganglios positivos. También la expresién de IL-1B se
asocio con una mayor probabilidad de TLE y supervivencia total en el subgrupo de pacientes
con ganglios negativos. No se encontré asociacion significativa entre la expresion de MMP-11
por las CMIs y las distintas citoquinas estudiadas.

En conclusion este frabajo determina la existencia de una relacién entre la expresion de
determinadas citoquinas inflamatorias y los factores prondsticos cldsicos para el cancer de
mama, que en algunos casos pueden determinar el prondstico de supervivencia y la
probabilidad de desarrollar metastasis.

RESUMEN (en Inglés)

Breast cancer is a tumor that stands out for its high incidence, a stage -dependent
prognosis and the expression of cellular receptors that act as prognostic and predictive factors
of response to treatment. In the last decades it has been shown the relationship between
inflammaticn and oncogenesis or cancer progression. The effect of inflammation on different
tumor types is mediated through the production of certain inflammatory cytokines by cancer
cells themselves and the tumor microenvironment in which tumor cells grow. These cytokines
could mediate its effect through autocrine and paracrine mechanisms and by their interaction
with extracellular matrix proteins. Recent studies have investigated the possible relationship
between the mechanisms governing inflammation and its relationship with the extracellular
matrix as prognostic factors in breast cancer that may lead to the establishment of new
therapeutic strategies.

In this thesis we investigated the expression of the cytokines IL-1, IL-5, IL-6, IL-17, IFNB
and NFkB in invasive ductal breast carcinomas of 108 patients by an immunohistochemical
method, analyzing their expression by tumor cells, fibroblasts and mononuclear inflammatory
cells (MICs) from tumor stroma, and its clinical significance and relationship with the expression
of metalloproteinase MMP-11 by MICs and its influence on prognosis and distant metastatic
capacity.

Immunostaining for all the proteins studied was mainly localized in tumor cells, however,
the expression of the different factors by fibroblasts and / or MICs in tumor stroma was detected
in a lower percentage of cases, except for IFNB that was positive in all staining for fibroblasts
and MICs . The results showed a significant positive correlation between the values of score for
IL-5 and IL-17, IFNB and NFkB; between IL-17 and IFNB and NFkB; and between the
expression of IFNB and NFkB. Score values for IL-1B and IL-17 were significantly related to
histologic grade, so that the tumors with high values of these two cytokines are most often
undifferentiated. The results also showed that HER-2 positive tumors showed significantly
higher levels of IFNB or NFkB. On the other hand, node negative tumors showed significantly
higher IL-6 values. Tumors with high IL-17 values were associated with high histological grade,
HER-2 positive tumors with elevated IFNB or NFkB values, node-negative and early tumor
stage tumors with lower values of IL -6, and Basal-ltke tumors with higher IFNR values.

Regarding to the survival analysis, it has been showed that a high tumor expression of
IL-6 was associated with a higher probability of disease free (DFS) and overall survival in the
subgroup of patients with negative nodes, and that high tumor expression of IFNB was
associated with a lower likelihood of tumor recurrence the subgroup of patients with positive
nodes. Also, the expression of IL-1B was associated with a higher probability of DFS and
overall survival in the subgroup of patients with negative nodes. No significant associations
between the expression of MMP-11 by MICs and the different cytokines studied were found.

In _conclusion, this study establish a relationship between the expression of certain
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inflammatory cytokines and classic prognostic factors for breast cancer, that in some cases
may determine the prognosis of survival and the probability of developing metastasis.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE CIRUGIA Y ESPECIALIDADES MEDICO-QUIRURGICAS

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN
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1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El CM es la neoplasia maligna mas frecuente de la poblacion femenina en los
paises occidentales, una de cada ocho mujeres puede padecerlo, y su incidencia ha
aumentado en los paises en desarrollo en los ultimos afios. Datos de salud publica
indican que la carga global de CM en las mujeres, medida por la incidencia,
mortalidad y costos econémicos, es sustancial y va en aumento (1). A nivel mundial,
se estima que mas de un millén de mujeres son diagnosticadas de cancer de mama
cada afio: en el afio 2008 se diagnosticaron 1.380.000 casos nuevos y mas de
410.000 mujeres moriran de la enfermedad.

El CM representa casi el 30% de los tumores femeninos en nuestro pais,
diagnosticandose unos 22.000 casos nuevos cada afio. Conocer la epidemiologia
ayudara a la identificacion de pacientes de alto riesgo, en las que la investigacion y
la correcta gestion de la enfermedad tienen un papel esencial (2). Su maxima
incidencia ocurre entre los 45 y los 65 afios. En Espafa, que presenta la incidencia
mas baja de Europa, la media se sitia en 50,9 casos/ 100.000 habitantes mientras
gue la tasa ajustada de mortalidad en el afio 2007 por 100.000habitantes fue
del9,20.

En Espafia murieron 131.746 personas de CM entre los afios 1980 y
2005. Las tasas de mortalidad aumentaron hasta 1992, cuando se produjo un
cambio en la tendencia (3). Se ha observado una relacién de la incidencia del CM
con la edad, de modo que se ha podido apreciar un aumento de la misma en
mujeres mayores de 40 afos, lo que se podria explicar por el aumento de su
deteccion, los cambios en la dieta y el aumento de la edad de la mujer en su primer
embarazo, por ello estrategias que identifiguen los factores de riesgo tratables y

mejoren la deteccidn precoz son esenciales (4).

Algunos autores han relacionado su incidencia con la raza, ya que se
encontré que es mas elevada en mujeres caucasianas que afroamericanas (5). En
los paises del norte de Europa su incidencia es elevada. En Alemania, es la primera
causa de muerte en mujeres de 35 a 55 afios, con una mortalidad estimada de

44,9/100000 mujeres (6-7). Las tasas de mortalidad en los paises europeos,



muestran una tendencia a la estabilizacion progresiva, observandose un incremento
de la mortalidad en mujeres mayores de 65 afios y un descenso en grupos de edad
mas jovenes (8). En el afio 2008 se diagnosticaron en Europa 421.000casos de CM,
un 13% del total de tumores.

En nuestro pais, la mortalidad por CM ha aumentado casi un 2,5% anual, lo
gue ha supuesto pasar de una tasa ajustada de 8,5 por 100.000 mujeres-afio en los
afos 50 a una tasa de 24,3 en el Gltimo quinquenio, habiendo sido la causa de 5.663
muertes en el afio 2000, confirmandose como la primera causa de mortalidad por

cancer y primera causa de afios potenciales de vida perdidos.

La difusion de la mamografia se asocié significativamente con un
considerable aumento de la incidencia de CM (6). Esta tendencia ascendente, sin
embargo, se ha interrumpido en los afios 90, de tal forma que actualmente la
mortalidad por CM esta descendiendo desde el afio 1992, a ritmo de un 2% anual.
Este patron de disminucion afecta a todas las comunidades autdbnomas, aunque el
inicio del descenso se produce en diferente momento segun el afio de la
implantacion de los programas de diagnostico precoz, que unidos a los avances en
el tratamiento de la enfermedad explican esta progresiva disminucion de la

mortalidad en los ultimos anos.

La incidencia anual del CM en Espafia es de mas de 22.000 casos,
constituyendo el 28,5% de todos los tumores que afectan a la mujer. La tasa
ajustada de mortalidad en Espafa fue de 15,9 fallecimientos/100.000h/afio en el
2002. En Espana, el fallecimiento por CM representa unas 6000 mujeres al afo,
representando el 16,7 de todas las muertes por cancer en la mujer, y el 3,3% del

total de muertes en la mujer.

Si consideramos la media de edad al fallecimiento, la maxima frecuencia es
de 66 afios. Por regiones, la que se encuentra entre las de menor mortalidad es
Navarra, pionera en 1990 de los programas de diagnostico precoz. En Gran Canaria
y Catalufia estan las mayores tasas de mortalidad. En 2011, el nimero de mujeres
fallecidas por CM fue de 6314, siendo la primera causa de mortalidad por cancer en
la mujer. Aunque, debido a mudltiples factores anteriormente mencionados, estan
aumentando el nimero de casos de CM, la mortalidad se ha estabilizado gracias a la

deteccion precoz y a los tratamientos personalizados.



En Asturias, segun el estudio publicado por el Registro de Tumores del
Principado de Asturias (RTPA) el nimero de casos de CM registrados entre los afios
2001 y 2004 fue de 2.254, constituyendo el 24,9% de los tumores femeninos,
seguidos por el cancer colorectal con un 14,4%, y por el cancer de cuerpo uterino
con un 6,8%. En este mismo informe, las tasas de incidencia ajustadas por
poblacion europea han aumentado de forma significativa un 1,8% de media anual
durante el periodo 1991-2004. En este periodo de tiempo el nimero total de casos
incidentes de CM fue de 7.266 casos, con una media anual de casos incidentes de
519. El nimero de defunciones por CM fue de 2.639, con una media anual del89.
Segun los grupos de edad, la mayor incidencia de CM en el afio 2004 ocurrié en las
mujeres del grupo de 75-79 afios, seguido de las mujeres del grupo de 50-54 afios,
observandose un incremento de la edad respecto a los afios anteriores. La tasa
especifica por 100.000 habitantes en este afio y para el grupo de edad de mayor
incidencia, fue de 242,3. En el Area de salud IV, correspondiente a Oviedo, se
aprecia un aumento de la incidencia del nimero de casos, de 173 en el afio 2001 a
198 en el 2004. En el Area de salud V, correspondiente a Gijon, se aprecia un ligero

descenso, siendo el nimero de casos de 164 en el afio 2001 y 160 en el 2004.

La supervivencia por CM ha aumentado considerablemente en los ultimos
afos, incrementandose anualmente en un 1,4%.La supervivencia global en Espafia
a los 5 afnos del diagnoéstico del tumor es del 82,8% (7), mejor que la media europea

y equiparable a los paises con mayores cifras de supervivencia.

1.2. ETIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

Multiples factores han sido relacionados con el riesgo de desarrollar CM (9),
aunque los estudios realizados reflejan que so6lo explicarian algo menos de la mitad
de los casos diagnosticados. Entre estos factores se incluyen la edad, la historia
familiar, susceptibilidad genética, factores ambientales y reproductivos, exposicion a
hormonas, factores relacionados con la dieta, factores ambientales, factores
socioeconémicos, factores relacionados con los estilos de vida y patologia de la

mama, asi como antecedentes personales de CM.



1.2.1. EDAD

En aproximadamente el 50% de las mujeres que desarrollan CM no se
identifica ningun factor de riesgo asociado, aparte de la edad y el sexo femenino. En
el 80% de los casos son mujeres de mas de 50 afios, aunque los estudios no han
demostrado de forma consistente que los factores de riesgo operen con mas fuerza
en ciertos grupos de edad (10). El riesgo relativo de mas de 50 afios vs. menos de
50 es de 6,5. No obstante, en los paises desarrollados esta aumentando su
incidencia en mujeres mas jovenes. Ademas de la edad propiamente dicha influyen
factores en relacién con la misma, como toma de anticonceptivos orales en edad
cada vez mas temprana, y mayor edad en el primer embarazo, unida a una menor

paridad.

1.2.2. FACTORES HEREDITARIOS

El hecho de tener un familiar de primer grado con CM aumenta de 2 a 3 veces
el riesgo de padecerlo. El riesgo aumenta cuanto mayor sea el numero de familiares
afectados (8). Los ultimos avances en la investigacion del riesgo de cancer de mama
se centran en el descubrimiento de nuevos factores de riesgo del cancer de mama
genético y su significado en el contexto de los factores de riesgo no genéticos
establecidos (11). Estudios epidemiolégicos indican que el 5-10% de los CM pueden
tener su origen en una herencia de alta penetrancia genética, siendo mayor esta
incidencia en mujeres premenopausicas y menores de 35 afios (12-14). También es
importante la edad del familiar con CM y el nimero de familiares afectados: el
aumento del riesgo en una mujer cuya madre ha tenido CM a una edad avanzada
puede ser muy pequefio, mientras que el de una mujer con varios familiares
afectados a una edad temprana es muy superior al de la poblacion general (15-16).
Estudios realizados en familias con tumores multiples de mama y ovario permitieron
identificar dos genes cuya delecion o inactivacion se asocia con mayor probabilidad
a estos tumores, destacando el BRCA1 y el BRCA2, con gran penetrancia para el
CM (17). Estos genes actuan en el mantenimiento de la integridad gendmica y estan
implicados en fenbmenos de trascripcion (18-19). Sus mutaciones se heredan con
un patrén de herencia autosémico dominante, lo que supone que la probabilidad de
transmitir la mutacién a la descendencia es del 50%. El gen BRCAL se descubri6 en

1990, al ser localizado por Hall y posteriormente, en 1994 fue clonado por Miki (20).



Esta localizado en el brazo largo del cromosoma 17, y se expresa en células
con alta tasa de proliferacion, como es el caso de situaciones como la pubertad y el
embarazo, tras ser estimulado con progesterona y estrégenos (13).

Su mutacion daria lugar a una proteina anémala, perdiendo su funcion y
provocando el desarrollo tumoral, todo ello indica que el BRCA1 actia como un gen
supresor de tumores (18). Estudio realizados recientemente valoran la probabilidad
estimada de presentar cancer de mama en mujeres portadoras de los genes BRCA1
y BRCAZ2 en el 69%, mientras que la probabilidad de desarrollar cAncer de ovario es
de aproximadamente 37% y 25% para los genes BRCA1 y BRCA2, respectivamente.
Hay un mayor riesgo marginalmente significativo de desarrollar cancer de ovario en
familias BRCAL1 que en las familias BRCA2 (19). Las mutaciones de este gen
también se implican en la aparicion de cancer de prostata, ovario y colon (20). Estas
mutaciones pueden encontrarse en un 7% de mujeres con historia familiar de CM,
porcentaje bajo si lo comparamos con los casos de cancer de mama y ovario, en los

gue aumenta al 16%.

Un segundo gen implicado en el CM es el BRCA2, localizado en el brazo
largo del cromosoma 13. Sus mutaciones se pueden relacionar con un 30% de los
CM hereditarios. También se ha relacionado con el CM en el varon y con un
aumento del riesgo de desarrollar otros tipos de cancer, entre los que se incluyen
cancer de ovario, préstata, pancreas, esofago, uréter, estbmago y cérvix (21). Este
gen se puede inactivar por un gran niumero de mutaciones que producirian una

proteina alterada, que impediria su actuacién como gen supresor de tumores.

Otros genes relacionados con el CM son el gen TP53, localizado en el brazo
corto del cromosoma 17, el gen de la atasia-telangiectasia, situado en el brazo largo
del cromosoma 11, el gen H-ras 1, que parece estar asociado a CM y ovario, Y el
gen PTEN/MMAC localizado en el brazo largo del cromosoma 10, que esta presente
en un 4% de los CM (22).



1.2.3. FACTORES HORMONALES

Los estrégenos, como factores implicados en la etiologia del CM estimularian
la proliferacion celular, favoreciendo la aparicion de errores genéticos y dando lugar
a la neoplasia. De modo que la menarquia precoz, la menopausia tardia y la
nuliparidad, se asocian a un incremento de riesgo de CM, por la exposicién a
mayores niveles de estrogenos (14)

La edad temprana del primer embarazo seria un factor protector, asi como la
lactancia materna (15), posiblemente en relacion con la maduracion del tejido
mamario como respuesta a los cambios hormonales, con lo que disminuiria el riesgo

de displasia.

Otra asociacion controvertida es la que existe entre los anticonceptivos orales
y el aumento de riesgo de CM (16). Parece existir un aumento de riesgo de CM en
mujeres premenopadusicas en relacion con la estimulacion de la actividad
proliferativa de las células madre del epitelio lobular producido por los
anticonceptivos orales, aumentando el riesgo en relacién a los afios de su uso.
También se ha observado un discreto aumento del riesgo en relacion a la
administracion de estrogenos utilizados como terapia hormonal sustitutiva, cuando

son empleados durante al menos 5 afos (23).

Esta asociacion entre las hormonas reproductivas y el CM (24), ha dado lugar
a la utilizacion de antagonistas selectivos de los receptores estrogénicos como
tratamiento en los tumores hormonodependientes, destacando el uso del
Tamoxifeno. Se ha desarrollado un clasificador genético que puede predecir la
respuesta al Tamoxifeno en relacion a la positividad de los receptores estrogénicos
en el CM.

1.2.4 OTROS FACTORES

Se incluyen factores relacionados con el estilo de vida, alimentacion,
exposiciones ambientales, factores bioldgicos y socioeconémicos. Entre los factores
gue dependen del estilo de vida destacan el tabaco, el alcohol y el sedentarismo. El
tabaco constituye un factor de riesgo y esta directamente relacionado con el nimero
de cigarrillos consumidos. El riesgo aumenta en relacion con el inicio del habito

tabaquico y es mayor en mujeres premenopausicas (25). EI mecanismo de accién
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estaria relacionado con variantes genéticas en la actividad de enzimas como N-
acetiltransferasas e hidroxilasas que actuarian en la metabolizaciéon de los

compuestos carcinogénicos del tabaco.

Otro factor de riesgo es el consumo de alcohol (26), sobre todo antes del primer
embarazo, el cual se asocid consistentemente con mayor riesgo de CM, aunque no se

ha demostrado una relacion directa entre el tiempo de consumo y el riesgo de CM.

El ejercicio fisico es un factor protector, y esta en relacion a la alteraciéon que

produce en los niveles hormonales de estrogenos.

En relacién con los factores socioeconémicos, el CM es mas frecuente en
mujeres de clase social elevada, asociacion que quizas sea consecuencia de una
menor paridad. En cuanto a la raza algunos autores han relacionado su incidencia con
la raza blanca (27), ya que se encontré que el CM es mas frecuente en mujeres

caucasianas que afroamericanas (5).

En relacion con la alimentacion, el consumo de acidos grasos omega-3
poliinsaturados, que se encuentran en los aceites procedentes del pescado, constituye
un factor protector. Estudios recientes han encontrado una asociacion positiva entre
acidos grasos omega-6 y el aumento de riesgo de CM (28). El consumo de frutas y
vegetales podria ser un factor protector del CM por su alto contenido de vitaminas y su

efecto antioxidante, especialmente B-carotenos y vitaminas A, C y E.

La obesidad esta asociada con un mayor riesgo de CM , y un mayor riesgo de
recurrencia (29). El exceso de peso se considera factor de riesgo en mujeres
postmenopadusicas, en relaciébn con los altos niveles que presentan de hormonas
esteroideas y la relacién del tejido graso con su metabolismo. Estas mujeres con
sobrepeso presentan hiperinsulinemia y aumento del factor de crecimiento insulinico,
gue inhibe la apoptosis y estimula la proliferacién celular, contribuyendo al desarrollo

tumoral.

Las radiaciones ionizantes también han sido asociadas con un incremento del
riesgo de CM (30-31). Son contundentes los indicios de los efectos de las radiaciones
ionizantes sobre las mamas y el desarrollo del carcinoma, derivados de estudios de

seguimiento de los sobrevivientes de las explosiones atdbmicas de Japon, y en mujeres
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expuestas a altas dosis de radiaciones ionizantes para el tratamiento de la tuberculosis

y las mastitis.

1.3. PROGRESION CANCERIGENA Y BIOLOGIA MOLECULAR

La progresion del CM se debe a la capacidad de las células tumorales para
producir sefiales de crecimiento autocrino, insensibilizar a los mecanismos
responsables de inhibir su crecimiento, evitar la apoptosis y poder replicarse,
posibilitando la angiogénesis, la invasion tisular y la diseminacion metastasica (32).

Entre los genes implicados en todos estos mecanismos destacamos los
siguientes, por su implicacion en las alteraciones del control celular, de la proliferacion

celular y de la apoptosis o muerte celular programada.
1.3.1. ONCOGENES

Son genes que han sufrido alguna alteracion en su funcién de codificar
proteinas responsables del control de la proliferacion y diferenciacion celular, de modo
gue permiten a la célula pasar de una mitosis a otra, manteniéndola continuamente

estimulada.
1.3.1.1. Oncogén HER-2

También denominado c-erbB-2, localizado en el cromosoma 17, codifica la
proteina p185, es analogo al receptor del factor de crecimiento epidérmico (33). Su
sobreexpresion, en el 15-30% de los CM invasivos y en el 80% de los no invasivos, se
ha relacionado con un mayor tamafo tumoral, tipo histolégico desfavorable, pobre
grado histoldgico, alta actividad proliferativa, alto indice mitético y ganglios positivos
(34). Por otra parte, su sobreexpresién induce en las células tumorales un aumento de
la motilidad y adhesion relacionadas con el incremento de su potencial metastatico.
Tiene relevancia la sobreexpresion de este gen para predecir la respuesta a la
guimioterapia y a la terapia hormonal, identificando a las mujeres con CM que podrian
beneficiarse con el tratamiento. De manera que en los pacientes con sobreexpresion

de este gen se ha observado menor respuesta a la quimioterapia, mayor tendencia a la
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recurrencia tumoral y menor supervivencia en pacientes con ganglios linfaticos axilares
sin afectacion tumoral (35). Actualmente ha demostrado ser de gran utilidad un
anticuerpo especifico contra el dominio extracelular del c-erbB-2, el trastuzumab,
incluido en el tratamiento de CM, con una respuesta significativa y mayor
supervivencia. No obstante, al ser uno de sus efectos secundarios la cardiotoxicidad,
se estan desarrollando nuevos inhibidores de tirosin-cinasa (36).

1.3.1.2. c-myc

Este protooncogén, que inhibe la diferenciacién celular y por lo tanto actia
como factor inmortalizante, esta amplificado en aproximadamente el 20% de los CM, y
se asocia con un comportamiento clinico mas agresivo del tumor. El potencial
tumorigénico de la sobreexpresion de c-myc en el tejido mamario ha sido confirmada
por tanto in vitro como en modelos in vivo de cancer de mama. Se ha visto que la

radiacion ionizante induce la expresion de c-myc (31).
1.3.1.3.Int 2

El gen Int 2, localizado en el brazo largo del cromosomal3, codifica una
proteina homaologa al factor de crecimiento fibroblastico. Esta amplificado en un 15%
de los TM y se relaciona con un pronostico mas desfavorable. En los pacientes con
ganglios negativos, la amplificacion del gen Int-2 podria ser un factor pronostico
importante e independiente, Util para identificar pacientes con alto riesgo de recidiva
locorregional independientemente de la edad del paciente. Int-2 podria ser un
marcador de la inestabilidad genética que ocurre en etapas tempranas y tardias de

desarrollo del tumor (37).
1.3.1.4. bcl-1

El prooncogen bcl-1 codifica la ciclina D1, proteina relacionada con la
regulacion del ciclo celular. Su sobreexpresién en CM se asocia con un prondéstico
mas desfavorable. Se ha hecho referencia a una proteccién especifica contra el CM

mediante la ablacion de la ciclina D1 (38).
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1.3.1.5. bcl-2

El oncogen bcl-2 sintetiza una proteina que protege de la muerte celular
programada o apoptosis, pero no promueve la proliferacion celular. Su papel es
contradictorio, ya que su sobreexpresién se asocia a mejor respuesta a las terapias
adyuvantes y un pronéstico mas favorable, pudiendo tener valor predictivo en la
respuesta a tamoxifeno como tratamiento adyuvante de CM con ganglios positivos
(39). Se asocia también a tumores de bajo grado, indices mitéticos bajos, sin
necrosis y que no expresan la proteina p53.

1.3.1.6. Hras

La sobreexpresion de la proteina Hras ha sido relacionada con la afectacion
ganglionar y un mayor tamafio tumoral. Se trata de un oncogén involucrado en el
proceso de carcinogénesis con efectos directos sobre la proliferacion celular y la

tumorigénesis. Su expresion puede ser modulada por metales como el cadmio (40).

1.3.2 GENES SUPRESORES TUMORALES

Son genes que controlan el ciclo celular, inhibiendo la proliferacion celular
excesiva. Si sufren una mutacién y pierden su funcion aumenta la probabilidad de
gue se produzca un tumor. Se pueden encontrar en la mayoria de los carcinomas
(42).

1.3.2.1. TP53

Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 17. La fosfoproteina
gue codifica activa la transcripcion de genes que frenan el ciclo celular, activa
ademas genes que promueven la apoptosis y la reparacion del ADN dafiado.
También interviene en la estabilidad gendmica y en la segregacion de cromosomas.
Su mutacién produce una proteina incapaz de controlar la proliferacion celular,
dando como resultado el desarrollo del tumor (42). Ante la exposicion a agentes que
dafian el ADN, como carcindgenos, citostaticos, radiaciones ionizantes y luz UV, se

elevan los niveles celulares de esta proteina.
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La mutacion del gen p53 es la anomalia genética que mas se observa en los
CM, estimandose que se produce entre el 14 y el 58% de los casos,
correspondiendo las menores tasas de expresion a carcinomas no invasivos vy

llegando a expresarse en el 50% de los CM familiares (43).

Numerosos estudios correlacionan la expresion de esta mutacién con tumores
mas agresivos (44), asociandose a variables pronosticas adversas como mayor
tamafo tumoral, grado histoldgico indiferenciado, aneuploidia, sobreexpresion del
oncogen c-erb-2, estado negativo de RE/RP, invasién vascular y resistencia a la
terapia (45). Por ello, la determinacion de la sobreexpresion de este gen, o de su
producto inactivo, ha adquirido importancia en la valoracién pronostica de los
pacientes con CM, y se relaciona con una menor supervivencia libre de enfermedad
y con una menor supervivencia global, tanto en pacientes con ganglios negativos

COmo positivos (46).
1.3.2.2. Gen del retinoblastoma

Este gen, que se activa a través de un complejo sistema de ciclinas y
guinasas que son inhibidas por otros genes supresores de tumores, tiene un
importante papel en el ciclo celular, constituyendo un eje regulador involucrado en la
mayoria de los tumores humanos. Recientemente, se ha sugerido su importancia en
cuanto a la opcion terapéutica, dado que su ausencia confiere una mejor respuesta

al tratamiento con quimioterapia (47).
1.3.2.3. nm23

Es un gen supresor de metastasis y su pérdida aumenta el potencial
metastasico de estas células (48). Su expresion reducida lleva a un comportamiento
tumoral mas agresivo y se ha relacionado con aneuploidia celular y estado

ganglionar positivo.
1.3.3. OTRAS ALTERACIONES ONCOGENICAS
1.3.3.1. Factores de crecimiento y sus receptores

Los factores de crecimiento son polipéptidos que intervienen en la regulacién

autocrina del crecimiento, y las células que los segregan poseen receptores
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especificos para ese factor respondiendo a su estimulacion. Su sobreexpresion daria

como resultado una accion oncogeénica.

Los factores de crecimiento involucrados en el CM son : el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGF-R), las proteina c-erbB-2, c-erbB-3 y c-erbB-4, los
receptores del factor de crecimiento insulinico (IGF-R) y factores de crecimiento
afines (IGF-I-R, IGF-1I-R), el receptor del factor de crecimiento transformante  (TGF-
B-R), los receptores de factores de crecimiento fibroblastico (FGF-R), el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y su receptor (PDGF-R), el factor de
crecimiento hepatocitico (HGF) y su receptor (Met) y el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF).

1.3.3.1.1 Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El factor de crecimiento epidérmico se compone de 53 aminoacidos que
forman una cadena polipeptidica que, tras unirse al dominio externo de su receptor
en la superficie celular, da lugar a respuestas celulares entre las que se incluyen la
estimulacion de la replicacion del ADN vy la division celular. Dicha accion es mediada
a través de su receptor (EGFR), que es una glicoproteina transmembrana con un
dominio extracelular y un dominio tirosin-cinasa intracelular. Su forma activada que
es una fosforilacion del EGFR (PEGFR) se correlaciona con un peor pronostico y

mayor agresividad del CM(49).
1.3.3.1.2. El factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

Constituye una familia de siete péptidos con accién mitdgena y de mediacion
en la angiogénesis (50). Aunque se ha demostrado que las células del CM son

capaces de producir FGF, su papel pronéstico en el CM es controvertido.
1.3.3.1.3. El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Posee accion mitbgena sobre las celulas tumorales al unirse a su receptor, el
PDGF-R, el cual se ha visto expresado en los tumores de mama. Se relaciona su
presencia con un estadio avanzado de la enfermedad, menor supervivencia y mal

prondstico (51).
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1.3.3.1.4. Receptor del factor de crecimiento insulinico (IGF-R)

Su sobreexpresion se ha relacionado con mayor tamafio tumoral y grado
histologico indiferenciado. Su activacion se produce por autofosforilacién por su
ligando, el IGF-I, que se ha visto aumentado en el suero de los pacientes con CM
(52).

IGF-1 actia como regulador del ciclo celular mediante el control de
proliferacién celular, diferenciacion y apoptosis, estimulando la sintesis de hormonas
sexuales esteroideas y aumentando su biodisponibilidad (53).

Se han observado niveles plasmaticos aumentados de IGF-II-R e IGF-Il en
pacientes con CM, lo que apoya el papel mitogénico de esos factores en esta

neoplasia, aunque no parece que dicha expresion tenga valor pronaostico.
1.3.3.1.5. El factor de crecimiento transformante g (TGF-B)

El TGF-B, ligando del TGF-B-R posee un importante efecto inhibidor de
progresion tumoral al actuar sobre el ciclo celular, de modo que su expresion se ha
relacionado con un pronéstico favorable (54), dado que el TGF- es un modulador
de la angiogénesis al regular la proliferacion endotelial, la migracion celular, el

metabolismo de la matriz extracelular y la expresion de moléculas de adhesion.
1.3.3.1.6. El factor de crecimiento hepatocitico (HGF)

El HGF induce la proliferacion celular y la angiogénesis (55). En el CM se ha
relacionado con mal prondstico, mayor tamafo tumoral, estado nodal positivo y

evidencia histologica de invasion vascular.
1.3.3.1.7. El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El VEGF es el factor angiogénico mas importante, y se ha demostrado que los
pacientes con altos niveles de VEGF presentan menor supervivencia libre de
enfermedad y menor supervivencia global, asi como una mayor tasa de recurrencias
locales. EI VEGF-A y el VEGF-C se han caracterizado por un peor prondstico

mediante la induccion de la angio y linfogénesis (56).
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1.3.4. MOLECULAS DE ADHESION

Son moléculas directamente relacionadas con la invasién tumoral y la
formacion de metastasis. Se trata de estructuras situadas en la superficie celular
cuya funcién es la interaccion célula-célula y célula-matriz extracelular. Se agrupan
en cuatro grupos principales: integrinas, cadherinas, selectinas y miembros de la

familia de las inmunoglobulinas.
1.3.4.1. Integrinas

Son heterodimeros compuestos de subunidades alfa y beta, que se pueden
combinar dando como resultado distintas funciones. Interaccionan con componentes
de la matriz extracelular y cierto tipo de células, mediando la adhesion celular y la
adhesion con la matriz extracelular. Segun el tipo de integrina y la cantidad que esté
presente, el pronadstico varia, asi niveles altos de la integrina A2B1 confiere mejor
prondstico. La expresion de la A3B1 se asocia con un mayor poder invasivo y

metastasis, al aumentar la produccion de la proteasa gelatinasa (57).
1.3.4.2. Cadherinas

Son moléculas de adhesion celular, calcio-dependientes, mediante
interacciones homofilicas. La cadherina relacionada con el CM es la E-cadherina, los
niveles reducidos de esta molécula en pacientes con CM se asocia a un peor
prondstico, siendo tumores de mayor potencial metastasico, independientemente del
estado ganglionar y tamafio tumoral. E-cadherina se clasifica como un supresor
tumoral (58).La determinacion de E-cadherina por inmunohistoquimica esta siendo

usada como herramienta para diferenciar entre lesiones ductales y lobulares.
1.3.4.3. Selectinas

Se trata de receptores de adhesion cuya estructura esta formada por: un
dominio lectina, un dominio tipo factor de crecimiento epidérmico, dos o mas
dominios tipo proteina reguladora del complemento, una region transmembrana y
una region intracitoplasmatica corta en el extremo carboxilo terminal. Se distinguen
3tipos: L-selectina, P-selectina y E-selectina; que se unen a través de su dominio
lectina a diversos oligosacaridos, que estan conjugados con proteinas

transmembrana. La selectina relacionada con el CM es la E-selectina, que se
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expresa por las células endoteliales que rodean a las células tumorales y se une a
través de su lectina a un carbohidrato de dichas células, contribuyendo a la unién de
las células tumorales y el endotelio vascular y facilitando asi la diseminacién tumoral,

por lo que se utiliza como marcador de metastasis a distancia (59).
1.3.4.4. CD44

Estas moléculas de adhesidn son antigenos de superficie relacionados con la
interaccion célula- matriz extracelular y la motilidad que tienen lugar en el fenémeno

de invasion tumoral.

Se ha relacionado la expresion de formas variables de CD44 con metastasis
en ganglios linfaticos regionales y factores prondsticos adversos, siendo la
determinacion de CD44, uno de los factores pronosticos independientes mas
importantes para predecir la invasion ganglionar en tumores mamarios menores de 2
cm. En los ultimos afios, CD44 ha llamado la atencion debido a su utilidad como
marcador de células madre y ha surgido como una diana terapéutica potencial (60).

1.3.4.5. Tenascina

Glicoproteina de la matriz extracelular que disminuye la adhesion celular, se
correlaciona significativamente con el grado nuclear, grado histologico y la mitosis, y
en su localizacion periductal se asocia con una mayor probabilidad de invasion,
siendo un factor prondstico adverso de recidiva local y metastasis. Participa en la
migracion celular y su expresion elevada en el borde invasivo tumoral, se relaciona
directamente con un aumento en la expresion de marcadores de proliferacion celular
(61).

1.3.4.6. Sialyl Lewis X

Se trata de un antigeno expresado por las células tumorales, que facilita la
adhesion al endotelio vascular, permitiendo la invasividad y las metastasis, La

determinacién de sus niveles séricos puede tener valor pronostico (62).
1.3.4.7. Otras

El producto de la expresién del gen MUC1 puede expresar las siguientes

glicoproteinas de membrana en las células mamarias: CA 15.3, MCA, CA 459, CA
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27.29, CASAy Truquant BR. Actlan interfiriendo en el proceso de adhesion celular y
escapan al reconocimiento del sistema inmune, de modo que la determinacion en
plasma de niveles elevados de estas proteinas se relaciona con una mayor
diseminacion tumoral (63). El uso de ADNc que codifica MUC1, puede permitir el
procesamiento de antigeno enddgeno y, por lo tanto, aumentar la inmunogenicidad y
mejorar la su pervivencia de los pacientes con tumores malignos epiteliales

metastéticos (64).
1.3.5. ANGIOGENESIS

En 1972 Brem y cols. relacionaron la intensidad de la angiogénesis tumoral
con la agresividad tumoral, ya que aporta los nutrientes esenciales para la
progresion de las células tumorales. Cuanto mas intensa sea la angiogénesis peor
sera el prondstico y mayor la probabilidad de desarrollar recurrencias,
independientemente del estado ganglionar. Ademas, se ha relacionado la
angiogénesis con mayor radioresistencia (65). Actualmente se contempla como

opcion terapedutica el uso de inhibidores de la angiogénesis.
1.3.6. ENZIMAS PROTEOLITICOS Y SUS INHIBIDORES

Entre los mecanismos de propagacion tumoral destacan estas proteinas que
tienen la capacidad de degradar la matriz extracelular y la membrana basal,
estimular la proliferacion y diferenciacion celular, reducir la adhesividad de las
células cancerosas y promover la migracion celular y la angiogénesis. Por lo tanto,
son factores muy importantes en la tumorogénesis. Estas proteinas pueden ser
producidas tanto por las células tumorales como por células del tejido mesenquimal,
gue circundan el tejido lesionado, cobrando importancia el tejido circundante como
caracteristica fenotipica del CM (66). Cada tipo de tumor utiliza de manera diferente
estos enzimas en los mecanismos de actuacion implicados en la propagacion

tumoral.

Dependiendo de los sustratos de la matriz celular sobre los que actuen:
elastina, trombospondina, &cido hialuronico, factor von Willebrand laminina,
colageno, fibronectina, y proteoglicanos, se distinguen cuatro familias de enzimas
proteoliticos: serin-proteasas, cistein-proteasas, aspartil-proteasas y

metaloproteasas.
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1.3.6.1. Serin-proteasas

Grupo de enzimas proteoliticos que, mediante un residuo de serina activado
se unen al sustrato para catalizar la hidrdlisis de grupos peptidicos. Existen varias

serin-proteasas implicadas en procesos tumorales:

El activador del plasmin6geno tipo uroquinasa (UPA) que interviene en la
cascada de coagulacion, ya que cataliza el paso de plasminégeno a plasmina, y
actla en la degradacién de la matriz extracelular, tanto en condiciones normales, en
la remodelacion extracelular, como en la progresion metastasica del tumor (67). Las
células tumorales poseen en su superficie receptores para el uPA, de tal manera que

de esa unién resulta un potencial para la propagacién e invasion tumoral.

El uPA puede, ademas, activar determinadas metaloproteasas de la matriz
extracelular, estimular la angiogénesis, inhibir la apoptosis y favorecer la
diseminacion celular y metastasis en diversos tumores sélidos (68). De modo que la
expresion del uPA esta relacionada con un prondstico mas desfavorable en
pacientes con CM y, especialmente, en aquellas pacientes con ganglios negativos,

en las que se puede identificar subgrupos de mayor agresividad (35).

Dentro del grupo de serin-proteasas relacionadas con el CM esta el tPA. A
diferencia del uPA, la expresion del tPA se relaciona con menor agresividad, un
prondstico mas favorable y con la positividad de receptores estrogénicos. Se ha
descrito, ademas, que los niveles de tPA en el CM muestran una correlacion inversa
con el uPA. Aunque los niveles de tPA no predicen la respuesta al tratamiento,

especialmente la terapia sistémica adyuvante (69).

Otro miembro de la familia de las serin proteinasas es el antigeno especifico
prostatico (PSA), con actividad proteolitica similar a la tripsina y quimotripsina. Su
produccion tisular esta regulada por los andrégenos. Ademas de ser producido por la
glandula prostética, también puede ser producido por el tejido mamario, aunque no
estd clara su posible relacion con la afectacibn ganglionar y la formacion de

metéastasis a distancia (70).
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1.3.6.2. Cistein-proteasas

Son enzimas proteoliticos lisosémicos, que contienen un residuo de cisteina
como centro activo de su molécula, se sintetizan en forma inactiva, y su funcion
radica en el recambio tisular fisiolégico. Las enzimas cistein proteasas implicadas en
el CM son, la catepsina B (cat B) y la catepsina L (cat L), que se relacionan con
prondstico adverso y mayor poder invasivo y formacién de metastasis (71).

1.3.6.3. Aspartil-proteasas

Son enzimas proteoliticos con acido aspartico en su lugar activo. En relacion

con el CM se han descrito dos: el pepsindégeno C y la catepsina D (cat D).

La Cat D es un enzima proteolitico que se encuentra, en bajas
concentraciones, en los lisosomas de todas las células. Es producido por las células
tumorales mamarias bajo la influencia estrogénica (72). Entre sus funciones estan
promover la proliferacion celular, degradar la matriz extracelular y activar a otros
enzimas proteoliticos involucrados en la invasion tumoral, como la catepsina B y la
catepsina L. Su expresion se asocia a mal pronostico, ya que sus niveles
aumentados indican mayor agresividad tumoral. Para ello, es necesaria la mutacion
de los aminoéacidos 27-44 de la region de activacion peptidica, siendo esta mutacion

la que estimula las acciones de la cat D en el CM (73).

El pepsinégeno C (pep C) es una proteasa que interviene en la digestion de
las proteinas en el estobmago, pero también puede ser sintetizado por células
cancerosas de origen mamario y por células epiteliales de los quistes mamarios.
También se ha descrito que los niveles de expresion tumoral de Pep C estan
relacionados con el grado histologico bien diferenciado de los tumores y con el
estado positivo de sus RE. Ademas, la produccién de Pep C esta inducida por
androgenos, por lo que los tumores productores de Pep C tendrian dependencia
androgénica. Por otro lado, ha sido demostrada que la expresién tumoral de pep C
es un factor prondstico favorable, que independiente del estado ganglionar esta
asociado a una evolucion favorable (74). Asi mismo, se ha comprobado la expresion
de PepC en ginecomastias y en un alto porcentaje de CM en varones, por lo que el
Pep C puede jugar un papel importante en la fisiopatologia de las enfermedades

mamarias de los varones.
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1.3.6.4. Metaloproteasas de matriz extracelular

Las MMPs constituyen un grupo de enzimas proteoliticos con caracteristicas
comunes: dos &tomos de zinc necesarios para la actividad proteolitica, un residuo de
cisteina que interactla con el zinc y una metionina que mantiene estable el lugar
activo de zinc (75). Pueden clasificarse en 4 familias con diferente especificidad de
sustrato: colagenasas, gelatinasas, estromalisinas y metaloproteasas de membrana.
Ademas, existen MMPs que poseen caracteristicas especiales, y por tanto
constituyen entidades propias, no siendo incluidas en los grupos anteriores, como
son la macrofago-metaloelastasa, la estromalisina-3 , la enamelisina y la MMP-19.
Las MMPs desempefian un papel importante en comportamientos celulares tales
como la diferenciacion, proliferaciéon, migracion celular, angiogénesis, apoptosis y
defensa del huésped. Estan ampliamente distribuidas en el organismo humano con
un papel esencial en diversos procesos fisiolégicos como el desarrollo y la
remodelacion tisular (76), la menstruacion la cicatrizacion de las heridas (77).
También las MMPs han sido implicadas en procesos patolégicos, destacando las
enfermedades degenerativas, enfermedad periodontal, artritis, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades pulmonares inflamatorias y desoérdenes
hematolégicos (78). Pero su principal interés se ha centrado en el proceso de
invasion tumoral y potencial metastasico (79). Su papel en la tumorogénesis viene
dada a través de varios mecanismos tales como estimular el crecimiento celular
tumoral activando factores de crecimiento, promover la angiogénesis gracias a su
actividad fibrinolitica y colagenolitica, activacion de integrinas y VEGF, e induciendo
metastasis mediante la degradacion de componentes de la membrana basal y de la

matriz extracelular.

Se ha observado mediante estudios de hibridacion in situ que en los CM la
mayor cantidad de MMPs se encuentran en el estroma peritumoral, especialmente
en los fibroblastos (80). Asi se ha descrito que los fibroblastos expresan MMPs e
inducen a las células tumorales a sintetizarlas a través de un mecanismo paracrino
mediante la secrecion de interleuquinas, interferones, factores de crecimiento e
inductores de metaloproteasas de matriz extracelular (EMMPRIN) contribuyendo a la
angiogénesis, al estimular la produccion de MMPs por las células endoteliales, y al
crecimiento tumoral (81). De modo que la expresion de MMPs en CM se asocia con

un prondstico desfavorable.
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Las MMPs principalmente relacionadas con el CM son:
1.3.6.4.1. MMP-1

La MMP-1 (colagenasa intersticial) es una colagenasa que degrada el
colageno tipo | y lll, asi como la gelatina. Se encarga del recambio normal del
coldgeno, y aumenta su actividad en la cicatrizacién de las heridas para lograr la
remodelacion de la matriz extracelular. Su presencia en el CM, se relaciona con un
mayor tamafio tumoral (82) ,y su expresion por parte de los fibroblastos se
correlaciona con la aparicion de metastasis (83).

Sus niveles elevados se han relacionado en el CM con una elevada
capacidad de producir metastasis 6seas, asi como de invasién de tejidos blandos a
traves de mecanismos de degradacion de la matriz, angiogénesis y activacion de

osteoclastos (84).

Existen estudios que han establecido una correlacion positiva y significativa
entre la expresion global de MMP-1 en el ganglio centinela positivo, y la afectacion
de los ganglios no centinela; de manera que, en ninguno de los casos de ganglio
centinela con expresion negativa de MMP-1 en las CMIs presentaba ganglios no
centinela afectados; mientras que todos los casos de ganglios no centinela
afectados mostraron una expresion positiva de MMP-1 por las CMis del ganglio
centinela, siendo la sensibilidad de la expresion de MMP-1 por las CMIs de los
ganglios centinela positivos del 100%, con un valor predictivo negativo del 100% y
una especificidad del 61,5% para predecir la afectacion de los ganglios linfaticos
axilares no centinela. Si este resultado se confirma en estudios mas amplios, podria
ayudar a evitar la realizacion de disecciones axilares innecesaria en un porcentaje
significativo de casos (50-68%) después de la identificacion de un ganglio centinela

metastatico (85).
1.3.6.4.2. MMP-2

La MMP-2 es una gelatinasa (gelatinasa A) que degrada el colageno IV,
componente fundamental de la membrana basal, los colagenos V, VII, IX y X, la
gelatina y la elastina. Su sintesis se puede llevar a cabo tanto por las células
tumorales como por el estroma peritumoral, reflejando el importante papel en la

fisiopatologia tumoral de la interaccion tumor-estroma (86). Se asocia la expresion
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de MMP-2 con la progresion tumoral, siendo por tanto un buen determinante de
malignidad en CM (87). También se ha visto en el CM una correlacién de la MMP-2 y
el estado menopausico, de modo que hasta tres cuartas partes de los tumores
mamarios de mujeres pre menopausicas muestran elevados niveles de MMP-2,
mientras que en las mujeres post menopausicas solamente se encuentran en una

cuarta parte de los casos (88).
1.3.6.4.3. MMP-7

La MMP-7 (matrilisina) es una estromalisina que degrada la fibronectina, la
laminina y el colageno tipo IV. Puede ser expresada por los fibroblastos y por las
células inflamatorias mononucleares. Se ha demostrado que su eliminacion
disminuye la invasividad y enlentece el crecimiento tumoral (89) y sus niveles
elevados se asocian con mayor agresividad y mayor aparicion de metastasis a
distancia (83).

1.3.6.4.4. MMP-8

La MMP-8 o colagenasa-2 o neutrofilica, producida fundamentalmente por
neutrofilos. Esta asociada a muchos procesos inflamatorios.En el CM su expresion
se correlaciona con baja afectacion ganglionar y buen prondstico. Se trata de un
factor de proteccién que reduce el potencial metastasico de las células tumorales
(90).

1.3.6.4.5. MMP-9

La MMP-9 o gelatinasa B interviene en la degradacion de colageno 1V, V, VII,
IX y X, gelatina y elastina. Su elevacion se produce al iniciarse el proceso de
malignizacion, y se ha detectado su expresion en los CM "in situ". Destaca su papel
prondstico, util en el seguimiento de pacientes intervenidas de CM, al observarse

tras la cirugia un destacado descenso de sus valores séricos (91).
1.3.6.4.6. MMP-11

La MMP-11 o estromalisina-3 se expresa por las células del estroma
peritumoral interviniendo en la degradacién de laminina proteoglicanos, fibronectina
y regiones no helicoidales del colageno IV (82). Su expresion por las células

moleculares inflamatorias del estroma peritumoral esta asociada a mayor invasividad
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y peor pronéstico (83)., asi como con un elevado perfil molecular inflamatorio de los

carcinomas mamarios.
1.3.6.4.7. MMP-13

La MMP-13 o colagenasa-3 es un enzima proteolitico que tiene un papel
importante en la destruccién del cartilago articular al degradar el colageno tipo Il.
También puede degradar otros componentes de la matriz extracelular como
proteoglicanos, gelatinas, colageno tipo 1V, tenascina y fibronectina. La MMP-13 se
puede expresar por las células tumorales y por los fibroblastos, y mientras que para
unos autores predomina en las células tumorales (92) y para otros en los
fibroblastos, aunque recientemente se ha observado igual grado de expresién por
ambos tipos celulares .También se ha sefialado que puede facilitar la progresion de

carcinoma in situ hacia la carcinoma invasivo.

Ademas, la elevacion de sus niveles se ha correlacionado con mayor
afectacion de los ganglios linfaticos, por lo que tiene un importante papel como

marcador de metastasis ganglionares (93-94).
1.3.6.4.8. MMP-14

La MMP-14 o metaloproteasa de membrana tipo 1, es una enzima llave y su
mecanismo de accion consiste en activar la pro-MMP-13 y la MMP-2 en la superficie
celular. Su expresion se asocia a evolucion desfavorable y presencia de metastasis
ganglionares. Se ha encontrado una fuerte asociacion entre su expresion por las

células estromales y mal prondstico (83).
1.3.6.5. Inhibidores de los enzimas proteoliticos

Para cada familia de enzimas proteoliticos se han descrito inhibidores
especificos. Estos pueden ser producidos tanto por las células tumorales como por
el estroma adyacente al tejido lesionado. Dentro de ellos, tenemos basicamente dos
tipos, los inhibidores de las metaloproteasas (TIMPs) y los inhibidores de los

activadores de plasminogeno (PAIS).

Los TIMPs descritos en la actualidad son el TIMP-1 TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-
4. Se trata de glicoproteinas que se unen a las formas activas de las MMPs

inhibiendo su actividad. Y dado que los TIMPs son inhibidores de las
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metaloproteasas, puede resultar paraddjico la existencia de relacidén positiva entre
ellos y la progresion tumoral, pero los TIMPs también pueden promover la
proliferaciéon de algunos tipos celulares y favorecer la expansion tumoral,
disminuyendo la apoptosis (95). Se ha relacionado la expresion aumentada del
TIMP-1y TIMP-2 en el CM con un pronéstico desfavorable . Se ha evidenciado que
la expresion de TIMP-2 por las células tumorales y las células inflamatorias
mononucleares, TIMP-3 por los fibroblastos y TIMP-1 por las células mononucleares
inflamatorias esta asociada con un mayor indice de metastasis a distancia (83).En
relacién a los inhibidores de los activadores del plasmindégeno existen dos tipos PAI-
1 y PAI-2. Existen estudios que demuestran que la expresién de PAI-1 se
correlaciona con peor prondéstico (96), quizas por el papel importante que
desempeiia en la angiogénesis. También puede ser utilizado como marcador
prondstico en pacientes con ganglios negativos, de modo que aquellas pacientes
con CM y ganglios negativos y que no expresan PAI-1, no sean consideradas como
candidatas a recibir quimioterapia adyuvante (97).

Respecto al PAI-2, sus niveles elevados estan relacionados con un prondstico
favorable. La determinacion de estos factores en los tejidos ha sido realizada por
test inmuno-enzimaticos (ELISA) (98). Se ha considerado que podria ofrecer un
efecto beneficioso en el tratamiento de CM la utilizacion de inhibidores sintéticos de
enzimas proteoliticos, ya que dos de ellos, el batimastato y el marimastato (99),
inhibidores sintéticos de las MMPs, disminuyen la progresion tumoral en diversos

tipos de carcinomas.

1.4 FACTORES PRONOSTICOS

1.4.1. TAMANO TUMORAL

Numerosos estudios han demostrado que los tumores de mayor tamafo
tienen recurrencias en periodos mas breves de tiempo y menor supervivencia. Por
ello el marcador pronéstico mas importante en pacientes con CM y ganglios axilares
negativos es el tamafio tumoral, correlacionandose con la supervivencia libre de

enfermedad y con la supervivencia total (100).
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1.4.2. HISTOPATOLOGIA

Aunque existe una relacion entre algunos de los subtipos histolégicos y el
pronéstico en el cancer de mama, los mas potentes predictores prondsticos

patoldgicos son el grado histoldgico y el estadio patoldgico.

Todos los CM deben ser graduados. Actualmente el sistema de graduacion
empleado es el grado hsitologico combinado de Nottingham (Elstén-Ellis,
modificacién del sistema de Scarff-Bloom-Richardson). El grado histologico
combinado evalla la formacion de tabulos, el pleomorfismo nuclear y la ratio de
mitosis. Cada variable se evalla en un score de 1, 2 6 3, y los scores son sumados
para producir un grado combinado. Existe una relacion entre el grado y el pronostico
en términos de supervivencia a cinco afios, de modo que en estado ganglionar
positivo y grado I, la supervivencia es del 86%, del 70% en grado I, y del 57% en
tumores de grado histoldgico 1l (101).

1.4.3. CONTENIDO DE ADN E INDICES DE PROLIFERACION CELULAR.

Las células cancerosas de muchos CM tienen cantidades anormales de ADN
y son aneuploides, a diferencia de las células normales que son diploides. Se ha
relacionado los tumores diploides con mejor pronéstico, siendo el indice de
supervivencia sin enfermedad mayor para los tumores diploides que para los
aneuploides. En diversos estudios se ha encontrado que la ploidia o cuantificacion
del contenido de ADN, es factor prondstico en pacientes con estadio ganglionar
positivo, aunque no en pacientes con ganglios libres de enfermedad. La citometria
permite determinar la capacidad de proliferacion del CM y la proporcion de células
en fase S (SPF). De manera que a mayor SPF peor es el pronostico, y su
determinacién a través de una muestra obtenida por puncion aspiracion con aguja

fina puede ser relevante en pacientes no sometidas a cirugia (102).

Otro elemento utilizado como factor pronéstico, es la determinacion, mediante
anticuerpos monoclonales, de antigenos asociados al ciclo celular, que son
expresados Unicamente por células en divisiébn continua. Entre estos, destaca la
determinacién del Ki67 mediante el anticuerpo monoclonal MIB-1 (103), siendo un
excelente marcador de proliferacion, que se relaciona con el tamafio tumoral, la

afectacion axilar, el grado histologico y la invasion vascular, siendo un marcador de
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mal pronostico en relacion con la supervivencia y la probabilidad de recidiva
local(104). También se incluirian en este apartado el KiS1 y 5, el antigeno de
proliferacion nuclear (PCNA) y la familia de las ciclinas, destacando las ciclinas D1,
E1l y E2, cuya sobreexpresion en CM se asocia a tumores mas agresivos y con
mayor resistencia al tratamiento. La sobreexpresion de ciclina A también se ha
asociado a peor pronéstico y ha sido identificada como marcador independiente de
recurrencia de CM (105).

1.4.4. RECEPTORES HORMONALES Y PROTEINAS REGULADAS
HORMONALMENTE

Existe una relacion entre CM y las hormonas, y por ello los tumores hormono-
dependientes son susceptibles de tratamiento con terapia hormonal (106-107).
Demostraron el valor predictivo de la determinacion de receptores estrogénicos
(RE). La positividad de RE se correlaciona con mayor supervivencia, y es un factor
prondstico independiente para predecir la supervivencia tras la recaida (108).

Del mismo modo, la positividad de los receptores de progesterona (RP)
también es indicativo de buen prondstico en el CM, prediciendo un intervalo libre de
enfermedad superior y una mayor supervivencia total, especialmente en CM en
estadio Il y en aquellos pacientes tratados con quimioterapia y/o hormonoterapia
(108).. E igual que ocurre con los RE, en caso de recurrencia local, la presencia de
RP también es indicativo de mayor supervivencia y supervivencia libre de
enfermedad (109).

También ha sido demostrado, que los receptores de andrégenos (RA), se
asocian a un pronéstico favorable en los pacientes con CM, y son indicadores de

respuesta al tratamiento con progestagenos (110).

Ademas de los receptores hormonales, existen proteinas reguladas
hormonalmente: la pS2 y la apolipoproteina D (apo D), con significacion clinica en el
CM. La expresion de la pS2, proteina de bajo peso molecular similar a los factores
de crecimiento, esta regulada por estrégenos. Por ello esta proteina se relaciona con
la presencia de RE y RP en los CM y su expresién se relaciona con un prongstico
mas favorable (111). La apo D es una glicoproteina involucrada en el transporte

lipidico, y sus niveles elevados se relacionan con CM bien diferenciados,
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observandose niveles bajos en los tumores moderadamente o pobremente
diferenciados. Los niveles bajos de apo D también estan asociados a un menor
tiempo libre de enfermedad y menor supervivencia (112). En relacién a la expresion
de apo D en los ganglios linfaticos afectados, no se ha demostrando una relacion
con el pronéstico de la enfermedad, lo que sugiere una mayor importancia de las

caracteristicas bioldgicas del tumor primario (113).
1.4.5. GANGLIOS LINFATICOS AXILARES

En el CM la regién fundamental de drenaje es la axilar, y por ello la afectacion
de los ganglios axilares se considera uno de los factores pronésticos mas
importantes del CM, tanto como predictor de recurrencia de la enfermedad, como de
supervivencia libre de enfermedad. Actualmente se considera su afectacion como el
principal factor pronostico de esta enfermedad (114-115). Se ha sefialado que el
riesgo de padecer recurrencia local a los 10 afios es de un 30-40 % en aquellas
pacientes con mas de 4 ganglios afectos y de un 7-15 % en aquellas mujeres sin

afectacion ganglionar.

El ganglio centinela, primer ganglio que recibe la linfa desde la mama, tiene
un gran interés, tanto si es negativo y ya no sera necesaria la realizacion de la
reseccion de los ganglios axilares, como si es positivo, ya que en un elevado
porcentaje de los casos la enfermedad esta confinada en dicho ganglio. Por lo tanto
es un marcador de buen prondstico la no afectacion del ganglio centinela, que refleja
el estadio ganglionar en las pacientes con CM (116). Actualmente se emplean
diversos métodos para evaluar la afectacion del ganglio centinela durante la cirugia
como citologia por impronta o raspado, inmunocitoquimica rapida, secciones
congeladas y combinaciones de los mismos, junto a nuevas técnica moleculares,
como el OSNA (One-step-nucleic acid amplification). La afectacion ganglionar
metastasica y el numero de ganglios afectados, se relaciona directamente con el
tiempo libre de enfermedad y la supervivencia global del CM (117). La reseccion del
ganglio centinela se disefié para disminuir los efectos secundarios de la cirugia de
los ganglios linfaticos, pero cuando el ganglio centinela esta afectado se completa la
diseccién de los ganglios linfaticos axilares de forma rutinaria debido a la posibilidad
de que los ganglios no centinelas estén afectados por células tumorales. Segun

estudios existe entre un 50 y un 68% de las pacientes con ganglio centinela positivo,
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siendo éste es el Unico ganglio de la axila afectado por células tumorales (118). Hoy
en dia se pretende evitar las disecciones de los ganglios linfaticos axilares extensas

en pacientes con un bajo riesgo de recurrencia axilar.

1.5. ESTROMA TUMORAL

A pesar de que hasta hace pocos afos las células epiteliales malignas han
marcado la evaluacion de los factores prondsticos de los tumores, al principio de los
70, Folkman (119) estudi6 el papel esencial de los vasos sanguineos en el desarrollo
tumoral, y a partir de ese momento aumenté el interés en el papel del estroma
tumoral. El estroma tumoral esta compuesto por una gran variedad de tipos celulares
no-epiteliales, que incluyen células inflamatorias, fibroblastos y células vasculares.
En el CM se encuentra alterado, tanto en su composicién celular, como en el
fenotipo de su matriz extracelular y de los fibroblastos que lo componen. Los
resultados que se presentan en estudios actuales ponen en relieve los mecanismos
por los que las células epiteliales del CM pueden aprovechar la biologia de células
del estroma para soportar la progresion tumoral (120). En condiciones fisiologicas el
estroma actia como una importante barrera a la transformacion de las células
epiteliales, pero en el CM su comportamiento cambia y se esta dando cada vez mas
importancia a la influencia de las células del estroma tumoral sobre las células
tumorales, siendo reconocido su papel de apoyo en la carcinogénesis (121). Se ha
demostrado que el compartimiento estromal experimenta cambios en respuesta a
lesiones epiteliales emergentes, y tiene un papel destacado en la iniciacion del
cancer y su progresion, incluyendo el reclutamiento de nuevas células estromales
gue estimulan el crecimiento y la remodelacién de la matriz extracelular, de modo
gue el fenotipo del tumor se regula de una manera compleja como resultado de las
interacciones entre células malignas y el estromal (122). Asi como la variacion en los
programas transcripcionales refleja la diversidad biologica de las células tumorales, y
el tipo de expresion génica de las células epiteliales malignas mamarias distingue
grupos asociados con la expresion de RE o el estado de HER2 (123), la expresion
de genes del estroma tumoral distingue grupos relacionados con el prondstico y

puede predecir el resultado clinico en el CM (124).
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Actualmente mudltiples estudios demuestran la sobreexpresion de distintos
factores por el estroma peritumoral y su relacion con el CM. Se ha descrito que la
expresion de MMP-11 por las CMI de los carcinomas de mama se relaciona con una
elevada probabilidad de desarrollar metastasis a distancia, asi como con la
expresion de niveles elevados de IL-1, IL-5, IL-6, IL-17, IFN-B Y NFkB. Por tanto
estos factores, estan implicados en la diafonia entre los tumores y su microambiente
inflamatorio, como factores prondsticos y pueden presentar atractivas dianas
terapéuticas (125). Se ha demostrado la existencia de un fenotipo alterado en los
fibroblastos asociados al CM, sugiriendo que el CM podria alterar la naturaleza de
sus fibroblastos peritumorales e incrementar su capacidad proliferativa y la secrecion
de factores de crecimiento, proteasas y proteinas de la matriz extracelular(126). De
manera que los fibroblastos derivados del tumor exhiben caracteristicas biologicas
diferentes a las de los fibroblastos procedentes del tejido mamario no tumoral.
Ademas, se ha demostrado que las células malignas del CM son capaces de reclutar
fibroblastos en el interior de los tumores produciendo un microambiente idoneo para
el crecimiento tumoral. Y se ha demostrado que los fibroblastos del estroma tumoral
afectan al crecimiento, diferenciacion e invasion de las células epiteliales normales y
malignas de mama. Sin embargo, a pesar del creciente reconocimiento de la
importancia de las interacciones entre estroma y tumor en la progresion del cancer,
se sabe poco acerca de los factores responsables de la regulacién de la diafonia
entre los fibroblastos del estroma y las células neoplasicas (127), aunque se sugiere
un papel activo del estroma tumoral en la progresion del cancer. Asi, multiples
estudios han acumulado evidencias de que cambios en el comportamiento del
estroma y su interaccion con las células tumorales estan intimamente ligadas con el

proceso de tumorigénesis, invasion tumoral y metastasis (128).

1.6. INFLAMACION Y CANCER

La respuesta inflamatoria es una secuencia de eventos desencadenada por
una lesién fisica, quimica o infecciosa de los tejidos. La inflamacién es un
mecanismo que elimina el agente responsable de la lesion e inicia la reparaciéon de

los tejidos mediante una respuesta inmunitaria innata y adaptativa bien coordinada.
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Pero un fallo en el preciso control de esta respuesta inmune, puede perturbar el
microambiente celular, conduciendo a alteraciones en los genes relacionados con el
cancer, y modificando proteinas cruciales implicadas en el ciclo celular, la reparacion
del ADN y la apoptosis. Esta relacion ya fue descrita en el siglo | por el médico
romano Aulus Cornelius Celsus. Rudolf Virchow, médico aleman del siglo XIX,
postulé que la microinflamacién que resulta de la continua irritacion, conduce a la
mayoria de las enfermedades crénicas, como puede ser el cancer (129). En los
ultimos afios estudios experimentales y clinicos han podido confirmar esta hipétesis
(130). Hoy se estima que las infecciones subyacentes y las reacciones inflamatorias
estan vinculadas al 25% de todos los casos de cancer.

La evidencia indica que la infiltracion de leucocitos puede promover fenotipos
tumorales, tales como la angiogénesis, el crecimiento y la invasion(131). Esto puede
ser debido a que células inflamatorias probablemente pueden influir en la promocién
del cancer mediante la secrecion de citoquinas, factores de crecimiento,
guimioquinas y proteasas, que estimulan la proliferacion y la invasividad de las

células cancerosas (132-133).

La acumulacion de datos clinicos para tumores soélidos muestra una
correlaciéon entre la alta densidad de la infiltracion de leucocitos en los tumores y la
mala evolucién de los pacientes con tumores malignos de distintos origenes, como
el de mama (134).

Destacan asociaciones ya conocidas entre procesos inflamatorios y cancer,
como la esofagitis cronica y el carcinoma esofagico sobre esofago de Barrett (135),
la enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) y el
cancer colorrectal(136), la hepatitis viral B 'y C o cirrosis hepatica alcohdlica y el
hepatocarcinoma , la infeccion cervical por virus del papiloma humano y el cancer de
cuello de utero, la prostatitis y el cancer de préstata, la pancreatitis y el cancer de
pancreas, o la infeccion gastrica por el Helicobacter pyloriy el cancer de estbmago
(137).

Cuando se produce una lesion tisular, ya sea fisica, quimica o infecciosa, se
desencadena una secuencia de eventos que constituyen la respuesta inflamatoria,
gue generalmente elimina el agente responsable de la lesion e inicia la reparacién

de tejidos mediante una respuesta inmune. Este proceso acumula en los tejidos

33



lesionados células y mediadores solubles de manera coordinada y, generalmente,
después de la eliminacion del patégeno invasor y la cicatrizacion de heridas, la
inflamacion disminuye. Sin embargo, una inflamacién sin resolver por cualquier fallo
en el control preciso de la respuesta inmune puede continuar perturbando el
microambiente celular, conduciendo a alteraciones en los genes relacionados con el
cancer y a la modificacién de proteinas de sefializacion celular, involucradas en el

ciclo celular, reparacion del ADN y la apoptosis.

Se ha demostrado que las células inflamatorias mononucleares (CIM) a
menudo estan presentes en una etapa muy temprana del desarrollo del tumor (138).
Las células inmunes( macréfagos, mastocitos, granulocitos, linfocitos, células natural
Killer (NK), y células dendriticas), representan la primera linea de defensa,
activandose y dando lugar a la de secrecion de citoquinas y quimiocinas que
provocan una remodelacion de la matriz celular y activan células estromales locales;
tales como adipocitos, fibroblastos, células vasculares, que reclutando leucocitos
circulantes en el tejido dafado (inflamacién aguda) que, finalmente, llevan a cabo la

eliminaciéon de los agentes patdgenos.

Esta secrecion de citoquinas, por parte de las células inflamatorias, tales
como el interferdn-y, el factor de necrosis tumoral (TNF), las interleuquina (IL)-1a /8
o IL -6 y el factor nuclear-kappa B (NF-kB), constituye uno de los principales enlaces
entre la inflamacion y la tumorogénesis, y puede ser clave para permitir que células
tanto preneoplasicas como malignas, escapen a la apoptosis (139), actuando como

factores iniciadores y promotores de la carcinogénesis.

1.6.1. CITOQUINAS

Las citoquinas son un conjunto de proteinas de pequefio peso molecular
sintetizadas por multitud de células, especialmente las células del sistema inmune.
Su funcién es inmunorreguladora, siendo fundamentales en la comunicacién y en las
interacciones que establecen las células del sistema inmune entre si y con otras
células, regulan la duracion y la amplitud de la respuesta inmune, tanto innata como
especifica, reclutan células a la zona de conflicto e inducen la generacion de nuevas
células a partir de los precursores hematopoyéticos. Los objetivos altimos consisten

en eliminar el patdégeno y reparar los tejidos dafiados y para ello intervienen en la
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inflamacion y en la hematopoyesis de distintos tipos celulares activando a

macroéfagos, eosindfilos, células NK y neutrofilos.

Dentro de las citoquinas tenemos las interleuquinas, los interferones, los
factores de necrosis tumoral, los factores estimulantes de colonias, los factores
estimulantes de crecimiento y las quimioquinas, que desempefian funciones

importantes revisadas en multiples estudios (140-141).
En relacién al CM tienen especial importancia las siguientes citoquinas.
1.6.1.1. Interleuquina-1 (IL-1)

La familia de la IL-1 esthd compuesta por dos factores (IL-1a e IL-1B), dos
receptores transmembrana (IL-1RI e IL-1RIl) y el receptor antagonista IL-1Ra. La IL-
1a se localiza en la membrana celular o en el citosol, y se cree que regula el medio
intracelular. Los genes que la codifican se encuentran en el brazo largo del
cromosoma 2. Se produce principalmente en los macrofagos, aunque también
puede ser sintetizada por los neutrofilos, linfocitos T y B, células epiteliales y
fibroblastos. La enzima convertidora de IL-1B (ICE) la transforma en su forma activa

madura.

La IL-1 es una citoquina pluripotente responsable del funcionamiento
fisiolégico normal, que puede ir desde la permeabilidad vascular, la aparicion de
fiebre durante una sepsis, hasta la secrecion de citoquinas adicionales en
enfermedades autoinmunes. La IL-1 es un mediador clave en la respuesta
inflamatoria ocasionando fiebre, neutrofilia y produccion de proteinas de fase aguda.
Actla sobre el sistema nervioso central produciendo suefio y anorexia. La IL-1
también estimula la liberacién de hormonas hipofisarias e incrementa el numero de
células precursoras en la médula 6sea, estimula la expresion de CD 54 en las
células endoteliales, la liberacion del factor tisular, la activacion linfocitaria, la
produccion de IL-6 Y CSF, promueve la expresion de los genes que la producen, asi
como lasintesis de prostaglandinas, hormonas pituitarias, colagenasas,
leucotrienos, interleukina-8 y de ciertos prooncogenes como c-fos y c-jun. Ademas

estimula el sistema inmunolégico para impulsar la produccion de los linfocitos.
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Asi pues, existe un equilibrio entre los efectos beneficiosos y perjudiciales de
la IL-1, que puede tener acciones estimuladoras e inhibitorias sobre diversos
tipos celulares y promover la apoptosis de otras. Actualmente se estudia su papel en
CMy en la regulacién de la proliferacion de células mamarias (142).

1.6.1.2. Interleuquina-5 (IL-5)

Es una glicoproteina que forma parte de la familia hematopoyética y esta
producida por los Linfocitos T Helper-2 y por los mastocitos. Es secretada en forma
glicosilada por LT CD4+ activados del tipo Th2. Es esencial en la proliferacion y
diferenciacion de las células precursoras de los eosinéfilos, asi como en el
mantenimiento de la actividad de los eosinéfilos maduros, siendo la responsable de
la eosinofilia en infecciones parasitarias. Sobre los linfocitos B actta incrementando
su proliferacion y estimulando la produccion de IgA. Induce la proliferacion de la
célula T y la generacion de LTC, coestimula la proliferacion de la célula B, sinergiza
con la IL-3 en la proliferacion del mastocito, estimula la produccion de Ig E e Ig G 4,
induce la expresion y liberacion de CD 23, la clase Il del CMH en la células B, y
cambia de TH a TH2. Aumenta la secrecidon de inmunoglobulinas y actia como
mediador en la activacion de los eosinofilos. El aumento de los niveles de IL-5 en
suero en el momento del diagndstico es indicativo de alteraciones inmunoldgicas
posiblemente relacionadas con marcadores genéticos de susceptibilidad de CM
(143).

1.6.1.3. Interleuquina-6 (IL-6)

Es una glicoproteina cuyo gen esta localizado en el cromosoma 7. Esta
potente citoquina pleiotrépica puede ser expresada por diferentes tipos celulares
como fibroblastos y células tumorales en respuesta a una amplia variedad de
estimulos, como infeccion bacteriana o viral, inflamacién y citoquinas inflamatorias.
Su liberacion esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNFa. Es una
citoquina con actividad antiinflamatoria y proinflamatoria que interviene en un gran
numero de actividades bioldgicas de procesos inflamatorios normales, mecanismos
de defensa inmune y modulacion del crecimiento celular. La IL-6 ha sido conocida
por ser miembro del triunvirato de citoquinas que dirige la respuesta inflamatoria
aguda (TNF, IL-1, IL-6). Es un pirégeno endogéno que estimula la produccion

de ACTH en lahipdfisis, interviene en la produccion de inmunoglobulinas,
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diferenciacién de linfocitos B, activacion de linfocitos T citotdxicos y células
plasméticas. Es la responsable, junto con la IL-1, de la sintesis de proteinas de fase
aguda en el higado, induce la diferenciacion de eosindfilos y la produccion de Ig A.
También desempefia un papel importante en la regulacion de la hematopoyesis, la

activacion de células inmunes, la inflamacion y la carcinogénesis.

La mayoria de los genes diana de la IL6 estan involucrados en la progresion
del ciclo celular y supresion de la apoptosis, o que apoya la importancia de la IL6 en
la formacion del tumor. Ademas la expresion elevada de sus niveles en suero se
relaciona con el estad6o del CM y con un pronéstico desfavorable y desarrollo de
metastasis, ya que la IL-6 activa los factores de crecimiento del epitelio, HGF y otros
factores promoviendo la proliferacion celular y el crecimiento del tumor (144-150).
También estimula la angiogénesis y la vascularizacion tumoral a través de la
regulacion en la sintesis de VEGF (151) y la migracion de las células endoteliales,
facilitando la diseminacion de los tumores solidos. Por ello multiples estudios han
relacionado la IL6 con el CM y su mal pronostico (146). También se ha relacionado
Su expresion con la resistencia a tratamientos antitumorales, de modo que las
células tumorales resistentes a agentes quimioterapicos producen altos niveles de
IL6 (152), por lo que, esta citoquina promueve que la célula tumoral escape de la
muerte celular inducida por la quimioterapia. Lo que ha abierto nueva lineas

terapéuticas que antagonizan la sefalizacion de IL-6 (153).
1.6.1.4. Interleuquina-17

La familia de la IL-17 esta compuesta por seis miembros (IL-17A o IL-17, IL-
17B, IL-17C, IL-17D e IL-17F) y es producida por células T helper (TH) 17 y por otras
células inmunolégicas, como las CD8+ citotdxicas (TC17), células T natural killer
(NKT), células de la inmunidad innata y neutréfilos o monocitos, que tienen la
capacidad de producir IL- 17 bajo determinadas condiciones patolégicas. Su gen se
encuentra en el cromosoma 6pl2. Es una citoquina que actia como un potente
mediador en reacciones de tipo retardado mediante el aumento de la produccion de
guimioquinas en diversos tejidos para reclutar monocitos y neutréfilos al lugar de la
inflamacion. Induce la proliferacién, la diferenciacion y la citotoxicidad de las células
de las NK.
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La interleuquina 17 actia de forma sinérgica con el factor de necrosis
tumoral yla IL-1. Participa en la induccion y la mediacion de respuestas
proinflamatorias y se asocia con las respuestas alérgicas. Induce la produccion de
prostaglandinas y muchas otras citoquinas como IL-6, IL-13, TGF-, TNF-qa, IL-8,
fibroblastos, queratinocitos, macréfagos, células endoteliales y células epiteliales.

La IL-17 parece proporcionar una relacion directa o indirecta entre las células
T y la respuesta inflamatoria y hematopoyética. Entre sus efectos destaca la
remodelacion de las vias respiratorias y se ha relacionado con muchas
enfermedades como esclerosis multiple, artritis reumatoide, asma, lupus, rechazo
de aloinjertos y proceso inflamatorio en relacién con infartos. Determinados estudios
han demostrado que la expresién de la IL-17 por los macréfagos, promueve una
mayor invasion celular en el CM y aumenta la densidad de los microvasos, por ello
para el CM puede ser un importante factor prondstico y potencial diana terapeutica.
(154).

1.6.1.5. Interferén-beta (IFN-B)

El IFN- B estd producido por fibroblastos y células epiteliales. Su sintesis
puede ser inducida por virus, ARN de doble cadena, microorganismos, TNF e IL-1.
Es una glicoproteina cuyo gen se ubica en el cromosoma 9p22. El IFN- B esta
implicado en la regulacidon de las respuestas inmunes humorales inespecificos y la
respuesta inmune contra infecciones virales. Aumenta la expresiéon de antigenos
HLA de clase 1y bloquea la expresion de antigenos de HLA de clase 2 estimulados
por IFN-y. Estimula las células NK y la citotoxicidad dependiente de anticuerpos, la
actividad de las células T supresoras y la sintesis de la IgE. En monocitos el IFN- 3
induce la sintesis de neopterina. También mejorala concentracion de B-2-
microglobulina en suero e inhibe selectivamente la expresion de algunos genes
mitocondriales.

El IFN-B muestra una actividad antiproliferativa contra un numero de lineas
celulares establecidas a partir de tumores sélidos. En el CM es un actor implicado en
la diafonia entre los tumores y su microambiente inflamatorio, y puede cobrar valor

como factor prondstico y posible diana terapéutica (125).
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1.6.1.6. Factor Nuclear Kappa Beta (NFKB)

El Factor Nuclear kappa B (NFkB, Factor Nuclear Potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) es un complejo proteico que actla como
factor de transcripcion del ADN. Se encuentra en la mayor parte de tipos celulares
implicado en la respuesta celular a estimulos como el stress, citoquinas, anfigenos
bacterianos o virales y otros, y desempefia un papel en la regulacion de la respuesta
inmune. Todos los miembros de la familia de NFKB comparten una estructura
homoéloga con la oncoproteina retroviral v-Rel. EI Receptor activador del NFkB
(RANK) es un miembro de la familia del Receptor del Factor Necrosis Tumoral
(TNFR). EI NFKB actua como regulador en vias de sefializacién celular promoviendo
la transcripcion de genes fundamentales en relacion con la proliferacion y
supervivencia celular. En células tumorales NFKB puede activarse por mutacion de
genes que codifican sus factores de transcripcion o en genes que controlan su
actividad. Otra forma de activacion es por proceso autocrino debido a la secrecion
por las propias células tumorales. En cancer de mama se ha demostrado que la
expresion del receptor del NFkB en tumores primarios puede ser un marcador

predictivo de metastasis 0seas y mal prondstico (155).
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OBJETIVOS

1. Estudiar la expresion global de las citoquinas IL-1, IL-5, IL-6, IL-17, IFN-B y NFkB
en 108 pacientes con cancer de mama

2. Evaluar la expresioén de las citoquinas en los diferentes tipos celulares principales
qgue forman parte del tumor: células cancerosas y células estromales (fibroblastos y

células mononucleares inflamatorias).

3. Analizar la relacion entre la expresion de las citoquinas y las caracteristicas

clinico-patoldgicas de los carcinomas de mama.

4. Evaluar el impacto de la expresion de las citoquinas en el tiempo de supervivencia
libre de enfermedad y en la supervivencia global de las pacientes con cancer de

mama.

5. Investigar la relacion entre la expresion de MMP-11 por las celular mononucleares
inflamatorias y la expresion de las diferentes citoquinas, asi como evaluar su posible
valor complementario sobre la evaluacion prondstica de las pacientes con cancer de

mama.
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1. CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la
Fundacion Hospital de Jove y el Comité de Etica e Investigacion del Hospital de

Cabueries.

2. SELECCION DE PACIENTES

Estudio retrospectivo de 108 pacientes de sexo femenino con carcinoma de
mama diagnosticadas en los hospitales de Jove y Hospital de Cabuefies del Area V
(Gijon) del Principado de Asturias, cuyas muestras estan almacenadas en los

Bancos de Tumores de dichos centros.

Para el presente estudio se comenzo6 revisando las historias clinicas de las
pacientes con cancer de mama de los archivos de los hospitales antedichos. De
todos estos casos se extrajeronl08 de acuerdo con los siguientes criterios de

inclusién y exclusion.

Los criterios de inclusion en el estudio fueron los siguientes:

Pacientes mujeres intervenidas en hospitales del Area V entre los afios
1992-2002.

Tipos histolégicos de cancer de mama: s6lo se estudiaron casos con

carcinoma ductal invasivo (NOS).

Ausencia de metastasis sistémicas al diagnéstico.

Neoplasias unilaterales.

Como criterios de exclusién se tuvieron en cuenta:

Muestras de tumor primario no 6ptimas para los analisis.

Pacientes sin informacion del estado de los ganglios regionales.

Historia anterior de neoplasias, excepto: cancer de piel no melanoma,
carcinoma de cérvix in situ, carcinoma ductal in situ, o carcinoma
lobulillar in situ de mama.

Tumores no resecables.

Céancer de mama bilateral invasivo.
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- Desarrollo de recurrencia loco-regional durante el periodo de
seguimiento clinico.
- Pacientes que hayan recibido tratamiento neoadyuvante previo a la

cirugia.

Del total de pacientes que cumplieron estos criterios, se extrajo
aleatoriamente una muestra de 108 pacientes que fueron balanceadas en grupos de
tamafo similar, con respecto a la presencia o ausencia de metastasis en ganglios
axilares y al desarrollo de metastasis a distancia durante el periodo de seguimiento
clinico.

Todas las pacientes fueron tratadas en los Hospitales citados de acuerdo a
los protocolos terapéuticos vigentes. El estudio se adhirio a las regulaciones

nacionales en materia legislativa.

3. METODOS

Para la presente tesis se realizaron estudios clinicos, estudios
anatomopatolégicos, estudios inmunohistoquimicos y andlisis estadistico de los
resultados obtenidos. Los datos fueron recogidos en tablas de datos informatizadas

elaboradas de acuerdo con la metodologia expuesta a continuacion.

3.1. Estudio clinico

Se revisaron las historias clinicas y hojas de seguimiento de las 108 pacientes
seleccionadas con carcinoma ductal invasivo de mama considerandose las

siguientes variables clinicas:

Datos clinico-epidemiolégicos:
— nombre, edad, sexo, antecedentes de cancer de mama.
— Fechay tipo de intervencion quirdrgica.
— Recurrencia: definida como toda recidiva tumoral tanto local como a

distancia (metastasis).
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— Supervivencia libre de enfermedad: definida como el tiempo
transcurrido entre la fecha de intervencion quirdrgica y la fecha de
diagnéstico de la recurrencia tumoral.

— Estatus de la paciente: situacion de la paciente al finalizar el estudio,

viva, muerta por causa del tumor, muerta por otras causas.
3.2. Estudio Anatomopatolégico

Para el estudio anatomopatoldgico se revisaron los informes anatomopatoldgicos
conrrespondientes a las 108 pacientes y se extrajeron de los mismos los siguientes

datos:

- Localizacién de la neoplasia: derecha vs. izquierda.

- Tamafo de la neoplasia: dos dimensiones.

Se extrajeron de los archivos de los servicios de Anatomia Patologica las
preparaciones histologicas correspondientes a cada uno de los casos. El numero de
secciones histolégicas con tumor en cada caso oscilé entre dos y seis, con una
media de cuatro. De los bloques con tejido tumoral se realizaron nuevas secciones
gue fueron teflidas con hematoxilina-eosina y que fueron evaluadas
microscopicamente en supervision por dos patologos de reconocida experiencia en

el cancer de mama para obtener los siguientes datos histologicos

- Tipo histolégico. Solamente se estudiaron neoplasias con tipo histologico de
Carcinoma Ductal Invasivo.

- Grado histologico. Se utilizé el sistema de graduacion combinado
Nottingham/Tenovus de acuerdo con las recomendaciones de CAP/AJCC de
2012.

- Carcinoma in situ acompafiante. La clasificaciéon del carcinoma in situ se
realizd segun las recomendaciones del protocolo CAP/AJCC 2012 (101).

- Estatus de margenes quirdrgicos.

- Oftros factores prondsticos: invasion linfovascular, invasion perineural,
presencia de necrosis en componente invasivo.

- Estatus ganglionar. nimero de ganglios aislados del vaciamiento axilar,

namero de ganglios metastatizados.
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- Estadio. Patolégico / clinico de acuerdo con las recomendaciones de
CAP/AJCC 2012 (101).

La Tabla 3.1. recoge las caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes y

de sus tumores.
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Tabla 3.1. Caracteristicas generales de las 108 pacientes con cancer de mama.

Caracteristicas

Sin Recurrencia N

Con Recurrencia N

Casos totales 62 46
Mediana de la edad (afios)

<53 32 (51.6) 21

253 30 (48.4) 25
Menopausia

Premenopausica 28 16

Postmenopausica 34 30
Tamafo tumoral

T1 36 14

T2 26 32
Estatus ganglionar

N- 41 20

N+ 23 33
Grado Histoldgico (N/T)

| 21 10

Il 21 16

1 20 20
HER?2 estatus

Negativo 44 37

Positivo 16 9
Receptores estrogénicos

Negativo 17 16

Positivo 45 26
Receptores de progesterona

Negativo 18 22

Positivo 44 20
Grupos basales

Luminal A 31 19

Luminal B 12 7

Her2 4 2

Basal-like 13 14
No basal vs. basal-like

No basales 47 28

Basal-like 13 14
Estadio tumoral

Estadio | 18 3

Estadio Il 29 20

Estadio IlI 6 8
Radioterapia adyuvante

No 42 25

Si 20 21
Terapia sistémica adyuvante

TMX 23 8

QMT 16 18

QMT+TMX 20 14

Sin tratamiento 3 6
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En las pacientes que desarrollaron metéstasis a distancia se utilizO como

punto final de seguimiento el momento de diagndéstico de la metastasis.
3.3. Estudio inmunohistoquimico

Los estudios inmunohistoquimicos se realizaron sobre tejidos extraidos de los
bloques tisulares que habian sido procesados de forma rutinaria y embebidos en
parafina. Con el objetivo de facilitar la homogeneidad de la técnica, el estudio
inmunohistoquimico se realiz0 sobre secciones montadas en microarrays, de

acuerdo con la técnica descrita a continuacion.
3.3.1. Elaboracion de Microarrays

Para la elaboracién de los microarrays se seleccionaron areas del bloque
tisular con tejido tumoral después de la revision de las secciones tefiidas con

hematoxilina-eosina.

En concreto se crearon mallas de tejido, siendo seleccionadas las zonas no
necroticas del tumor por dos patdlogos con experiencia en el proceso (Dr. Luis
Ovidio Gonzalez y Dr. Francisco Dominguez Iglesias). En cada bloque de tejido se
puncionaron estas areas obteniéndose dos cilindros por cada tumor de 1.5 mm de
diametro, que posteriormente se introdujeron dentro de un bloque receptor de
parafina vacio. Para ello se utiliz6 un sistema manual (Beecker Instruments, Sun
Praerie, WI, USA) (figura 3.1.).

De cada caso se obtuvieron un total de cuatro cilindros del tumor primario.
Dos de esos cilindros correspondian al area central del tumor, y otros dos a la
frontera tumoral invasiva. La frontera invasiva fue definida como el area de avance
tumoral, que corresponde a los 2 mm de margen rodeando al tumor y conteniendo
células tumorales. Con las muestras de las pacientes se elaboraron los bloques
receptores multitejido a los que se afiadid tejido mamario normal como control

interno. Se elabord un bloque para el centro tumoral y otro para la frontera.

De los bloques se procedié a obtener secciones de 5 um de espesor mediante
un micrétomo (Leika Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany), transfiriéndose cada
una de dichas muestras a su correspondiente portaobjetos de superficie adherente.
Una de dichas secciones se tifio con hematoxilina-eosina para comprobar que

contenia las muestras representativas de los diferentes tumores.
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Figura 3.1. Procedimiento de elaboracion de los microarrays. Elaboracion
manual de los bloques de microarrays (izq) y bloque y seccion tefiida con HE
(dcha).

3.3.2. Técnica inmunohistoquimica

Para el procedimiento inmunohistoquimico las secciones de los microarrays
fueron desparafinadas y rehidratadas en alcoholes de graduacion creciente, segun el
modo convencional.

Se realiz6 un procedimiento de recuperacion antigénica mediante un sistema
automatizado PT-Link (Dako, Glostrup, Dinamarca), el cual consta de dos tanques,
uno de ellos con una solucion de recuperacion antigénica Tris-EDTA, pH9 (Target
Retrieval Solution, Dako), mientras el otro contiene como solucion de recuperacion
antigénica tampon citrato, pH6 (Target Retrieval Solution, Dako) usando uno u otro
dependiendo de las caracteristicas del anticuerpo primario. Este sistema provoco el
calentamiento de las muestras a 95°C durante 20 minutos, atemperandolas
posteriormente hasta 65°C. Finalmente, en todos los casos las secciones se

mantuvieron un minimo de 5 minutos en tampdn de lavado.

A continuacién las secciones se introdujeron en bandejas especiales de un
inmunotefidor automatico (Auto-Stainer. Dako) donde se realiz6 la técnica de
inmunohistoquimica siguiendo los siguientes pasos: a) lavado en tampén; b) bloqueo
de la peroxidasa enddgena con peréxido de hidrégeno al 3% durante 5 min; c)
incubacion con anticuerpos primarios (Tabla 5); d) lavado en tampén (Wash Buffer,
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Dako) para eliminar el exceso de anticuerpo; e) incubacién de los cortes con el
sistema de amplificacion de polimeros de dextrano durante 30 min (EnVisionTM
Detection Kit, Dako). El sistema de polimeros de dextrano se basa en la utilizacién
de un polimero de alto peso molecular, al que se conjugan covalentemente un gran
namero de moléculas de peroxidasa y anticuerpo secundario (inmunoglobulinas anti-
ratén/conejo); g) lavados con tampén; h) revelado del marcaje inmunohistoquimico
utilizando como cromdégeno tetraclorhidrato de diaminobencidina (DAB) (Dako)
durante 7 min y 30 seg.; i) contra-tincion con hematoxilina de Harris durante 2 min.; j)
las muestras se lavaron, se deshidrataron con alcoholes de concentracién creciente,
llevandolas a xilol, y se montaron con la ayuda de un montador automatico para

posteriormente ser observadas al microscopio 6ptico Olympus BX51.

En la tabla 3.2. se exponen las principales caracteristicas de los anticuerpos

monoclonales en relacidon con la técnica IHQ empleada.

Tabla 3.2. Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas mediante

imnunohistoquimica.

Ant@cuerpo Referencia Recu_pgra_cién Dilucion .Tiempo.d,e Linker
primario antlgenlca incubacion
L-1g | NB600-633 pH6 1:200 120° NO
Bionova
sc-7887 ) :
IL-5 A pH 6 1:50 30 NO
IL-e | H3569-BOIP pH6 1:300 120° sI
Bionova
251552 _ ,
IL-17 e pH6 1:200 120 NO
73236 _ ,
IFNB Epitomics pHO 1:800 60 NO
NFKB 1546-1 pHO 1:1500 60" NO
Epitomics

Se incluyeron controles negativos y positivos conocidos para asegurar la
especificidad de la técnica. La calidad de las tinciones inmunohistoquimicas fue

evaluada por los pat6logos citados mas arriba previamente a su analisis.
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3.4. Andlisis cuantitativo de las tinciones inmunohistoquimicas

Para cada anticuerpo se estudio la localizacion de la inmunorreactividad en la
muestra, el porcentaje de células tefiidas y la intensidad de la tincion de las mismas.
En todos los casos se realizo una cuantificacion del area tefiida. Para ello se empled
un sistema de andlisis de imagen que utiliza microscopio Olympus BX51 y un

software adaptado al mismo (Analysis, Soft imaging system, Minster, Alemania)
(Figura 3.2).
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Figura 3.2. Programa especifico de software que calcula automaticamente el
porcentaje de células tefiidas.

Cada muestra se tifié con el anticuerpo a estudio y se contrastd con la tincién
con hematoxilina, ya que los umbrales épticos son diferentes para cada tipo de
tincion. Se analizé cada una de las dos muestras de cada paciente con un objetivo
de 400x, estudiando dos areas tefidas con el anticuerpo. Obteniéndose de cada
campo un porcentaje de area tefiida resultante de la relacion entre el area tefiida y el

area no tefiida. Este porcentaje de area tefiida para cada muestra sera la media de
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la obtenida en los dos campos analizados. La intensidad de la tincion se cuantifico
en una escala numérica de 0 a 3, reflejando 0 la ausencia de tincion, 1 la tincion
débil, 2 la tincibn moderada y 3 la tincién intensa. Asi mismo, se calculé un valor de
tincién, mediante hoja de célculo, multiplicando la intensidad de la misma por el
porcentaje de células tefiidas. Este score global fue entonces promediado entre el
namero de cilindros que fueron realizados para cada paciente. Si en un determinado
cilindro no habia tumor, entonces no se dio ningln score para ese cilindro y se tomoé

como resultado definitivo el del otro.

La evaluacion de la tincién inmunohistoquimica global se baso6 sobre la tincidén
de areas correspondientes tanto a las células tumorales como a las células
estromales. No obstante, en el presente estudio también evaluamos la tincion
inmunohistoquimica para cada uno de los principales tipos celulares: células
tumorales, fibroblastos y células mononucleares inflamatorias (CMIs). Se pueden
distinguir las células estromales de las células cancerosas ya que éstas ultimas son
de mayor tamafo. Ademas, los fibroblastos son células alargadas, mientras que las
CMis son células redondas. Por otra parte, mientras que las células cancerosas
estan dispuestas formando un patron acinar o trabecular, las células estromales

estan dispersas.
3. 5. Andlisis estadistico

Para los distintos analisis estadisticos, se utiliz6 el programa SPSS version
17.0 (SPSS Inc. Richmond, CA, USA). Las diferencias en porcentajes fueron
calculadas con la prueba del Chi-cuadrado. Los datos se analizaron dividiendo las
pacientes en grupos de acuerdo con sus caracteristicas clinico-patolégicas. Para
valorar las diferencias entre grupos se aplicaron los test de Mann-Whitney y de
Kruskall-Wallis. La correlacién entre la expresion de los factores a estudio ha sido

llevada a cabo mediante el coeficiente de correlacion de Spearman.

Para la estimacion de probabilidad de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global en las pacientes con cancer de mama, se ha utilizado el
método no paramétrico de Kaplan-Meier y el test de log-Rank. Se consideraron
estadisticamente significativos los resultados con un nivel de probabilidad del 5%
(p<0,05).
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V. RESULTADOS




4.1. TINCION INMUNOHISTOQUIMICA DE IL-1B, IL-5, IL-6, IL-17, IFN-B Y NFkB
EN EL CANCER DE MAMA

Con el objetivo de analizar la expresién de los diferentes factores a analizar,
se realizaron tinciones inmunohistoquimicas para cada factor evaluado (IL-1B, IL-5,
IL-6, IL-17, IFN-B y NFKkB) en los carcinomas mamarios. En la siguiente Figura 4.1 se

pueden observar las imagenes globales de tincién para algunos de los anticuerpos
utilizados.

Figura 4.1.: Ejemplos de inmunotinciones positivas para IL-1B (supra izq.), IL-17
(supra dcha.), IL-6 (infra izg) y INFB1 (infra dcha.) (20x).

La inmunotincion para todas las proteinas estudiadas se localizé en el
citoplasma de los casos positivos de células cancerosas, como de los casos
positivos de fibroblastos o CMls.
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4.2. EXPRESION GLOBAL (SCORE) DE LOS FACTORES EN LOS CARCINOMAS
MAMARIOS

La tabla 4.1. recoge la expresion global (score) de los factores a estudio en
funcion de su mediana e intervalo. Como se puede apreciar existi6 una amplia

variabilidad de esos valores globales de tincién inmunohistoquimica.

Tabla 4.1. Expresion global de IL-1B, IL-5, IL-6, IL-17, IFN-B Y NFKB de los

carcinomas mamarios.

EACTOR Mediana del SCORE SCORE
SCORE (valor minimo) (valor maximo)

IL-1B 163,70 0,00 281,01
IL-5 125,26 0,00 242,33
IL-6 63,58 0,00 231,39
IL-17 159,52 0,00 291,07
IFN-B 145,35 56,44 266,83
NFKB 147,90 0,00 291,62

4.3. EXPRESION DE LOS FACTORES POR LOS DISTINTOS TIPOS CELULARES

En este estudio también se ha evaluado el porcentaje de tinciones positivas
para cada tipo celular analizado (células tumorales, fibroblastos y células
mononucleares inflamatorias (CMIs)). Como se puede apreciar en la tabla 4.2, la
inmunotincion para todas las proteinas estudiadas se localiz6 mayoritariamente en
las células tumorales. Sin embargo, la expresion de los distintos factores por los
fibroblastos y/o las CMiIs del estroma tumoral ocurrid en un porcentaje menor de
casos, salvo para el IFN-B que fue positivo en todas las tinciones para los
fibroblastos y CMls.

Por otra parte, cabe sefialar que cuando un factor fue expresado por un

determinado tipo celular, al menos el 80% de esas células fueron positivas.
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Tabla 4.2. Expresion de IL-1B, IL-5, IL-6, IL-17, IFN- B y NFkB por las células

epiteliales, fibroblastos y CMIs de los carcinomas mamarios.

Cel. Tumorales Fibroblasto CMI
FACTOR

N (%) N (%) N (%)
IL-1B 96 (88,9) 77 (71,3) 81 (75,0)
IL-5 86 (79,6) 38 (35,2) 52 (48,1)
1L-6 93 (86,1) 36 (33,3) 42 (38,9)
1L-17 90 (83,3) 60 (55,6) 65 (60,2)
INF-B 98 (90,7) 98 (90,7) 97 (89,8)
NFkB 99 (91,7) 71 (65,7) 71 (65,7)

Los valores estan representados como nimero de casos (porcentajes).

4.4. CORRELACIONES ENTRE LAS EXPRESIONES DE IL-1B, IL-5, IL-6, IL-17,
IFN-B y NFkB

La tabla 4.3 y la figura 4.2 muestran las correlaciones entre todos los factores
analizados en los carcinomas mamarios. Se utiliz6 el método no paramétrico de
Spearman para analizar esos resultados. Como se puede observar en la tabla, se
han encontrado varias correlaciones significativas entre proteinas en los carcinomas
mamarios. Los resultados muestran una correlacion significativamente positiva entre
los valores de score de IL-1B e IFN-B (p:0,043), IL-5 e IL-17 (p<0,0001), IFN-B
(p<0,0001), y NFkB (p<0,0001); entre IL17 e IFN-B (p:0,001) y NFkB (p<0,0001); y
entre la expresion de IFN- B y NFkB (p<0,0001).

Tabla 4.3. Correlaciones entre la expresion simultdnea de los factores a estudio de

los carcinomas mamarios.

IL-1B IL-5 IL-6 IL-17 IFN-B NFkB
T = U U S S S [ ——
IL-5 10,334 | wrmemeon | e | e |
IL-6 P:0,173 | Pi0,696 | cmrmmrmen | mommemmenn | mmemmemee | meemenees
IL-17 | p:0,115 | p<0,0001 | P:0,082 | =rmemmrome | mmemmeomeme | meecmeomees
IFN-B | p:0,043 | p<0,0001 | p:0,917 | P:0,001 | w-omeemem | —mmemmees
NFKB | p:0,478 | p<0,0001 | p:0,279 | p<0,0001 | p<0,0001 | ------v-mm-
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Figura 4.2. Relacion de las correlaciones significativas entre los diferentes factores

del estudio.
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4.5. RELACION ENTRE LA EXPRESION GLOBAL (SCORE) DE LOS FACTORES
CON LAS CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LAS PACIENTES Y
DE SUS TUMORES

La tabla 4.4. representa las relaciones entre la expresion global (score) como
variable continua de los diferentes factores y las caracteristicas clinico-patolégicas
de las pacientes y de sus tumores. Como se puede apreciar en esa tabla, los valores
de score de IL-1B y de IL-17 se relacionan significativamente con el grado
histolégico (p=0.032 y p=0.010, respectivamente). De tal forma que los tumores con
valores elevados de esas dos citoquinas fueron mas frecuentemente indiferenciados.
También se pudo comprobar que los tumores HER-2 positivos mostraron valores
significativamente mas elevados de IFN- o NFkB (p=0,023 y p=0,021,
respectivamente). Por otra parte, los tumores con ganglios negativos mostraron

valores significativamente mas elevados de IL-6 (p=0.018).
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Tabla 4.4. Relacion entre la expresion global de los factores y las caracteristicas clinicopatoldgicas de los carcinomas mamarios.

CARACTERISTICAS

IL-1
N; mediana (rango)

IL-5
N; mediana (rango)

IL-6
N; mediana (rango)

IL-17
N; mediana (rango)

IFN-B
N; mediana (rango)

NFkB
N; mediana (rango)

Edad (mediana)
<53 afios
<53 afios

51; 166.8 (0-278.6)
51: 161.4(54.8-281.0)

48; 127.8(0-170.2)
44; 121.1 (0-242.3)

50; 62.3 (0-231.4)
47, 68.2 (0-177.4)

49; 156.1(39.5-291.1)
41; 161.8 (0-288.8)

51; 149.0(61.1-245.4)
51; 144.2(56.4-266.8)

51; 150.1 (0-291.6)
51; 143.6 (0-266.7)

ESTADO MENOPAUSICO
Premenopausica
Postmenopausica

41; 166.8 (0-274.9)
61; 163.7(54.8-281.0)

38; 135.0(42.0-171.0)
54; 115.4 (0-242.3)

40; 61.5 (0-231.4)
57: 68.2 (0-177.4)

39; 156.1(39.5-286.6)
51; 1615 (0-291.1)

41; 145.2(61.1-266.8)
61; 145.4(56.4-265.5)

41; 146.4 (0-240.7)
61; 148.6 (0-291.6)

TAMANO TUMORAL

T1 44: 163.1(65.9-273.7) | 41; 135.7(19.3-207.7) 42: 65.0 (0-168.0) 40; 155.9 (0-288.8) | 46; 150.2(56.4-265.5) 46;143.6 (0-266.7)
T2 58; 164.2 (0-281.0) 51; 115.1 (0-242.3) 55; 63.6 (0-231.4) 50; 161.7(39.5-291.1) | 56; 139.7(63.7-266.8) | 56; 151.0 (0-291.6)
ESTADO GANGLIONAR p=0.018

N- 53; 162.5(53.9-273.7) | 45; 139.3 (0-242.3) 49; 85.1 (0-177.4) 42:161.1 (0-291.1) | 54; 145.1(56.4-265.5) | 54; 147.1 (0-291.6)
N+ 49: 166.8 (0-281.0) 47;115.8 (0-171.0) 48; 49.8 (0-231.4) 48; 157.3(39.5-268.5) | 48; 146.8(63.7-266.8) | 48; 148.3 (0-273.7)

GRADO HISTOLOGICO
SBR | (bien diferenciado)
SBR Il (mod. diferenciado)
SBR Il (poco diferenciado)

p=0.032

28; 148.4(53.9-275.0)
34; 177.1 (0-281.0)
40; 166.3 (0-278.9)

21; 101.0(19.3-161.9)
35; 115.8(19.5-242.3)
36; 133.3 (0-170.2)

25; 71.4 (0-177.4)
33; 63.3 (0-159.0)
39; 63.6 (3.1-231.4)

p=0.010
21; 149.4 (0-288.8)
33; 155.6(39.5-281.3)
36; 172.6(67.8-291.1)

26; 139.7(56.4-242.7)
36; 153.5(65.6-266.8)
40; 145.3(63.7-265.5)

29; 129.6 (0-223.8)
34; 147.9 (0-291.6)
39; 152.8 (0-273.7)

HER2-neu

p=0.023

p=0.021

Negativo 77; 163.4 (0-278.9) 71; 115.8 (0-242.3) 74; 63.4 (0-231.4) 70; 156.3 (0-291.1) | 77; 141.0(56.4-266.8) | 78; 242.7 (0-291.6)
Positivo 23; 175.2(54.8-281.0) | 20; 139.0(19.5-207.7) | 22;65.1(15.6-165.2) | 19; 177.6(89.3-286.6) | 24; 152.8(72.3-156.1) | 23;159.1 (0-265.8)
R. ESTROGENICOS

Negativos 31; 166.8(54.8-275.1) | 29; 131.5(0-170.2) 28; 65.8 (3.1-152.2) | 27;158.7(65.4-291.1) | 32; 138.4(70.4-265.5) 30; 144.6(0-291.6)
Positivos 68; 162.6 (0-281.0) 61; 121.7 (0-242.3) 66; 70.0 (0-231.4) 61; 160.3 (0-288.8) | 66; 149.4(56.4-266.8) | 68; 149.7 (0-273.7)
R. PROGESTERONA

Negativos 39; 166.8 (0-281.0) 37;134.2 (0-170.2) 36; 65.8 (3.1-168.0) | 34;159.0(39.5-291.1) | 38; 142.9(61.1-265.5) | 37; 148.6 (0-291.6)
Positivos 60; 162.6(53.9-278.9) | 53; 121.7(19.3-242.3) 58; 69.4 (0-231.4) 54; 159.5 (0-288.8) | 60; 149.4(56.4-266.8) | 61; 147.2 (0-273.7)
GRUPOS BASALES

Luminal A 48; 159.7 (0-278.9) 44;121.1 (0-242.3) 47;72.6 (0-231.4) 45;152.9 (0-288.8) | 47;146.5(56.4-266.8) | 49; 141.9 (0-273.7)
Luminal B 18;192.3(148.2-281) | 16; 116.5(19.5-207.7) | 18; 65.1(22.0-165.2) | 15; 176.1(89.3-286.6) | 18;156.1(135.7-256) | 18; 158.5(50.0-265.9)
Basal-like 26; 268.5(74.1-275.0) | 25;124.1 (0-170.2) 24;65.8 (3.1-152.2) | 23;157.7(65.4-291.1) | 26; 140.2(70.4-265.5) | 25; 143.6 (0-291.6)
HER2 5; 147.0 (54.8-259.0) | 4; 156.4(126.4-169.3) | 4; 54.6 (15.6-141.4) | 4; 241.2(145.5-279.4) | 6; 110.2 (72.3-247.2) 5; 159.1 (0-190.2)
ESTADIO TUMORAL

Estadio | 17; 176.3(68.5-273.7) | 15;135.7 (19.3-165.8) 16; 87.9 (0-168.0) 14; 154.0 (0-288.8) | 19; 138.1(56.4-265.5) | 18; 125.6(64.6-266.7)
Estadio Il 49; 166.8 (0-275.0) 44;118.4 (0-242.3) 47;72.6 (0-231.4) 45; 162.3(67.8-291.1) | 48; 143.9(63.7-266.8) | 47; 148.6 (0-240.7)
Estadio Il 14; 163.7(73.6-281.0) | 13; 145.2 (0-169.3) 13; 59.9 (15.6-154.0) | 13; 155.6(69.7-268.2) | 13; 148.8(71.6-247.2) | 13; 141.6(50.0-273.7)
RADIOTERAPIA ADYUVANTE p=0.046

No 62; 166.0(53.9-275.0) | 53;101.0 (0-242.3) 58; 75.9 (0-231.4) 51;161.5 (0-291.1) | 63; 140.5(61.1-256.1) | 63; 149.3 (0-291.6)
Si 40; 159.1 (0-281.0) 39; 141.4 (0-207.7) 39; 55.0 (0-159.0) 39; 157.7(39.5-281.0) | 39; 150.6(56.4-266.8) | 39; 146.4 (0-273.7)

TERAPIA SISTEMICA ADYUV.
TMX

OMT

QMT+TMX

Sin tratamiento

29; 165.2(68.5-269.9)
32; 151.4 (0-273.7)
33; 169.6 (0-281.0)

24; 121.4(19.3-242.3)
30; 130.3 (0-170.2)
32;126.9 (0-171.0)

25; 85.9 (0-231.4)
31;73.1(3.1-177.4)
34; 58.0 (0-175.5)

25; 162.0 (0-288.8)
28; 157.1(65.4-291.1)
31; 158.7(39.5-286.6)

p=0.025
28; 150.2(63.7-256.1)
33; 144.8(56.4-265.5)
33; 147.5(63.7-266.8)

28; 141.2(13.8-245.6)
33; 145.6 (0-291.6)
33; 151.2(50.0-273.7)
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También se analizaron las posibles relaciones de los factores con las
caracteristicas clinico-patolégicas, considerando los tumores dicotomizados de
acuerdo al valor de la mediana del score para cada uno de los factores (Tabla 4.5.).
Asi, los resultados muestran que los tumores con valores elevados de IL-17 se
asocian con elevado grado histoldgico (p=0.032), los tumores HER-2 positivos con
valores elevados de IFN-B o NFkB (p=0.041 y p=0.015, respectivamente), los
tumores con ganglios negativos con estadio tumoral mas temprano con valores mas
bajos de IL-6, y los tumores de tipo Basal-Like con valores elevados de IFN-(3
(p=0.020). Asi mismo, resulté llamativo comprobar que los tumores de tipo Basal-
Like mostraban valores elevados de NFkB, cercanos a la significacion estadistica
(p=0.052).
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Tabla 4.5. Relacion entre la expresion global de factores (score) y

caracteristicas clinico-patolégicas de los carcinomas mamarios.

CARACTERISTICAS No IL-1 1L-5 1L-6 IL-17 IFN-B NFKB

EDAD

<=53 51 27(54) 24(52,29 | 23(47,9) 21(47,7) 27(52,9) 27(52,9)

>53 51 23(46) 22(47,8) 25(52,1) 23(52,3) 24(47,1) 24(47,1)
P:0,552 P:1,00 P:0,614 P:0,298 P:0,692 P:0,692

ESTADO

Premenopausica 41 21(42) 20(43,5) 18(37,5) 17(38,6) 20(39,2) 20(39,2)

Postmenopausica 61 29(58) 26(56,5) 30(62,5) 27(61,4) 31(60,8) 31(60,8)
P:0,871 P:0,832 P:0,594 P:0,505 P:1,00 P:1,00

TAMANO TUMORAL

T1 44 21(42) 24(52,2) 21(43,8) 17(38,6) 28(54,9) 21(41,2)

T2 58 29(58) 22(47,8 27(56,3) 27(61,4) 23(45,1) 30(58,8)
P:0,978 P:0,208 P:1,00 P:0,383 P:0,073 P:0,551

ESTADO GANGLIONAR

N- 53 24(48) 24(52,2) 33(68,8) 22(50) 26(51) 27(52,9)

N+ 49 26(52) 22(47,8) 15(31,3) 22(50) 25(49) 24(47,1)
P:0,557 P:0,677 P:0,001 P:0,683 P:0,843 P:1,00

GRADO HISTOLOGICO

SBRI (bien diferenciado) 28 9(18) 9(19,6) 13(27,1) 6(13,6) 10(19,6) 12(23,5)

SBRII (moderadamente d.) | 34 19(38) 17(37) 16(33,3) 15(34,1) 22(43,1) 17(33,3)

SBRIII (poco diferenciado) | 40 22(44) 20(43,5) 19(39,6) 23(52,3) 19(37,3) 22(43,1)
P:0,111 P:0,637 P:0,958 P:0,032 P:0,196 P:0,472

HER2-neu

Negativo 77 37(75,5) 34(73,9) 36(76,6) 30(69,8) 34(66,7) 33(66)

Positivo 23 12(24,5) 12(26,1) 11(23,4) 13(30,2) 17(33,3) 17(34)
P:0,913 P:0,482 P:1,00 P:0,086 P:0,041 P:0,015

RECEPTORES

ESTROGENICOS

Negativos 31 17(34,7) 16(34,8) 14(29,2) 12(27,9) 12(23,5) 13(26,5)

Positivos 68 32(65,3 30(65,2) 34(70,8) 31(72,1) 39(76,5) 36(73,5)
P:0,616 P:0,760 P:1,00 P:0,749 P:0,073 P:0,511

RECEPTORES

PROGESTERONA

Negativos 39 21(42,9) 21(45,7) 18(37,5) 17(39,5) 17(33,3) 19(38,8)

Positivos 60 28(57,1) 25(54,3) 30(62,5) 26(60,5) 34(66,7) 30(61,2)
P:0.622 P:0,496 P:1,00 P:1,00 P:0,345 P:1,00

GRUPOS BASALES

Luminal A 48 21(43,8) 22(47,8) 24(51,1) 20(47,6) 24(47,1) 21(43,8)

Luminal B 18 10(20,8) 8(17,4) 9(19,1) 10(23,8) 15(29,4) 14(29,2)

Her2 5 15(31,3) 12(26,1) 12(25,5) 9(21,4) 10(19,6) 10(20,8)

Basal-like 26 2(4,2) 4(8,7) 2(4,3) 3(7,1) 2(3,9) 3(6,3)
P:0,620 P:0,268 P:1,00 P:0,240 P:0,020 P:0,052

ESTADIO TUMORAL

Estadio | 17 11(24,4) 8(21,1) 12(29,3) 4(11,1) 7(17,9) 5(14,7)

Estadio Il 49 27(60) 20(52,6) 25(61) 26(72,2) 22(56,4) 24(70,6)

Estadio Il 14 7(15,6) 10(26,3) 4(9,8) 6(16,7) 10(25,6) 5(14,7)
P:0,690 P:0,136 P:0,059 P:0,154 P:0,068 P:0,219

RADIOTERAPIA

ADYUVANTE

No 62 33(66) 21(45,7) 35(72,9) 27(61,4) 27(52,9) 33(64,7)

Si 40 17(34) 25(54,3) 13(27,1) 17(38,6) 24(47,1) 18(35,3)
P:0,392 P:0,035 P:0,016 P:0,505 P:0,103 0,684

TERAPIA SISTEMICA

ADYUVANTE

TMX 32 15(30) 12(26,1) 17(35,4) 15(34,1) 17(33,3) 11(21,6)

QMT 29 12(24) 16(34,8) 17(35,4) 12(27,3) 15(29,4) 16(31,4)

OMT+TMX 32 18(36) 16(34,8) 12(25) 15(34,1) 18(35,3) 19(37,3)

Sin tratamiento 11 5(10) 2(4,3) 2(4,2) 2(4,5) 1(2) 5(9,8)
P:0,429 P:0,849 P:0,052 0,527 P:0,097 P:0,462
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4.6 RELACION ENTRE LA EXPRESION DE LOS FACTORES POR LOS
DISTINTOS TIPOS CELULARES CON LAS CARACTERISTICAS CLINICO-
PATOLOGICAS

A continuacion se analizaron las relaciones entre la expresion de los distintos
factores por los fibroblastos y CMiIs del estroma respectivamente, y las
caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes y sus tumores.

Cabe sefialar que no se analizaron esas relaciones con la expresion de los
factores por las propias células tumorales, ya que estas fueron en casi todos los
tumores positivas para los diferentes factores.

Como se puede observar en las tablas 4.6. y 4.7., los tumores de mujeres de
mas avanzada edad mostraron mas frecuentemente expresion positiva del NFKB en
los fibroblastos y las CMils, si bien esas diferencias no alcanzaron la significacion
estadistica (p=0.058 y p=0.055, respectivamente). Asi mismo una asociacion similar

fue observada para el estado menopausico.
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Tabla 4.6. Relacion entre la expresion de los factores por los fibroblastos del
estroma tumoral y las caracteristicas clinico-patolégicas de los carcinomas
mamarios.

CARACTERISTICAS N° IL-1 1L-5 1L-6 IL-17 IFN-B NFKB
EDAD
<=53 51 | 38(49,4) 19(50) 17(47,2) | 35(58,3) 50(51) 31(43,7)
>53 51 | 39(50,6) 19(50) 19(52,8) | 25(41,7) 48(49) 40(56,3)
p:1,000 p:0,596 p:0,662 p:0,331 p:1,00 p:0,058
ESTADO
Premenopausica 41 30(39) 17(44,7) 13(36,1) | 28(46,7) | 40(40,8) 24(33,8)
Postmenopausica 61 47(61) 21(55,3) | 23(63,9) | 32(53,3) | 58(59,2) | 47(66,2)
p:0,943 p:0,968 p:0,656 p:0,425 p:1,00 p:0,055
TAMARNO TUMORAL
T1 44 | 34(44,2) 17(44,7) 16(44,4) | 26(43,3) | 42(42,9) | 32(45,1)
T2 58 | 43(55,8) | 21(55,3) | 20(55,6) | 34(56,7) | 56(57,1) | 34(54,9)
p:0,521 p:1,00 p:1,00 p:0,813 p:1,00 p:1,00
ESTADO GANGLIONAR
N- 53 | 45(58,4) 13(34,2) | 21(58,3) | 35(58,3) 50(51) 36(50,7)
N+ 49 | 32(41,6) | 25(65,8) 15(41,7) | 25(41,7) 48(49) 35(49,3)
p:0,029 p:0,070 p:0,414 p:0,006 p:1,00 p:0,741
GRADO HISTOLOGICO
SBRI (bien diferenciado) 28 | 18(23,4) 8(21,1) 12(33,3) 13(21,7) 24(24,5) | 20828,2)
SBRII (moderadamente d.) | 34 | 27(35,1) 16(42,1) 9(25) 22(36,7) | 35(35,7) 22(31)
SBRIII (poco diferenciado) 40 | 32(41,6) 14(36,8) 15(41,7) | 25(41,7) | 39(39,8) 29(40,8)
p:0,885 p:0,835 p:0,274 p:0,717 p:1,00 p:0,492
HER2
Negativo 77 | 56(74,7) 27(73) 29(82,9) 46(78) 76(78,4) | 51(72,9)
Positivo 23 | 19(25,3) 10(27) 6(17,1) 13(22) 21(21,6) 19(27,1)
p:0,441 p:0,214 p:0,394 p:0,981 p:1,00 p:0,213
REC. ESTROGENICOS
Negativos 31 | 23(30,3) 8(21,6) 10(28,6) 16(27,1) | 31(32,6) 17(25)
Positivos 68 | 53(69,7) | 29(78,4) | 25(71,4) | 43(72,9) 64(67,4) 51(75)
p:0,576 p:0,067 p:1,00 p:0,495 p:1,00 p:0,115
REC. PROGESTERONA
Negativos 39 | 27(35,5) 12(32,4) 14(40) 23(39) 38(40) 22(32,4)
Positivos 60 | 49(64,5) | 25(67,6) 21(60) 36(61) 57(60) 46(67,6)
p:0,184 p:0,187 p:0,823 p:1,00 p:1,00 p:0,151
GRUPOS BASALES
Luminal A 48 37(50) 20(55,6) 19(55,9) | 31(53,4) 47(50) 34(50,7)
Luminal B 18 | 14(18,9) 8(22,2) 5(14,7) 11(19) 16(17) 16(23,9)
Her2 5 18(24,3) 6(16,7) 9(26,5) 14(24,1) 26(27,7) 14(20,9)
Basal-like 26 5(6,8) 2(5,6) 1(2,9) 2(3,4) 5(5,3) 3(4,5)
p:0,397 p:0,121 p:0,761 p:0,771 p:1,00 p:0,138
ESTADIO TUMORAL
Estadio | 17 | 15(23,8) 5(16,1) 7(26,9) 11(22,4) 16(20,8) 8(16,7)
Estadio Il 49 | 38(60,3) 17(54,8) 15(57,7) | 32(65,3) | 48(62,3) | 31(64,6)
Estadio Il 14 | 10(15,9) 9(29) 4(115,4) 6(12,2) 13(16,9) 9(18,8)
p:0,471 p:0,119 p:0,763 p:0,152 p:1,00 p:231
RADIOTERAPIA AD.
No 62 | 49(63,6) 18(47,4) | 25(69,4) | 37(61,7) 60(61,2) | 41(57,7)
Si 40 | 28(36,4) | 20(52,6) 11(30,6) | 23(38,3) | 38(38,8) | 30(42,3)
p:0,281 p:0,249 p:0,195 p:0,322 p:1,00 p:0,351
TERAPIA SISTEMICA AD.
TMX 26(33,8) 11(28,9) 14(38,9) 19(31,7) 26(26,5) 17(23,9)
QMT 32 | 21(27,3) 9(23,7) 16(44,4) 17(28,3) | 31(31,6) 20(28,2)
QMT+TMX 29 | 25(32,5) 17(44,7) 5(13,9) 20(33,3) | 34(34,7) 29(40,8)
Sin tratamiento 32 5(6,5) 1(2,6) 1(2,8) 4(6,7) 7(7,1) 5(7)
11 | p:0,038 p:0,090 p:0,004 p:0,605 p:1,00 p:0,119
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Tabla 4.7. Relacion entre la expresion de los factores por las CMIs del estroma

tumoral y las caracteristicas clinico-patolégicas de los carcinomas mamarios.

CARACTERISTICAS N° IL-1 1L-5 1L-6 IL-17 IFN-B NFKB

EDAD 51 | 39481) |29(55.8) | 22(52.4) | 37(56.9) | 50(51,5) | 31(43,7)

;223 51 | 42(51,9) | 23(442) | 20(47.6) | 28(43.1) | 47(485) | 40(56.3)
p:0,594 p:0,953 p:1,00 p:0,485 p:0,984 p:0,058
ESTADO

41 | 31(38,3) | 24(46,2) | 17(40,5) | 31(47,7) | 40(41,2) | 24(33,8)

Premenopausica 61 | 50(61,7) | 28(53,8) | 25(59,5) | 34(52,3) |57(58,8) | 47(66,2)

Postmenopausica

p:0,689 p:0,647 p:1,00 p:0,215 p:1,00 p:0,055
ﬁ‘MANO TUMORAL 44 | 41(41,8) 26(50) 19(45,2) 27(41,5) 42(43,3) 22(45,1)
T2 58 | 57(58,2) 26(50) 23(54,8) 38(58,5) 55(56,7) 39(54,9)
p:0,741 p:0,417 p:1,00 p:0,405 p:1,00 p:1,00

ESTADO GANGLIONAR | 53 | 44543 | 2446,2) | 23(54,8) | 35(53.8) | 49(50,5) | 36(50,7)

H+ 49 | 37(45,7) 28(53,8) 19(45,2) 30(46,2) 48(49,5) 35(49,3)
p:0,472 p:1,00 p:0,725 p:0,078 p:1,00 p:0,741

GRADO HISTOLOGICO

SBRI (bien diferenciado) | 28 | 19(23,5) 14(26,9) 13(31) 15(23,1) 24(24,7) 20(28,2)

SBRII (moderadamente 34 | 30(37) 21(40,4) 12(28,6) 23(35,4) 34(35,1) 22(31)

d.) 40 | 32(39,5) 17(32,7) 17(40,5) 27(41,5) 39(40,2) 29(40,8)

SBRIII (poco p:0,566 p:0,185 p:0,512 p:0,824 p:0,403 p:0,492

diferenciado)

HER2

Negativo 77 | 60(75,9) 40(78,4) 33(80,5) 51(79,7) 75(78,1) 51(72,9)

Positivo 23 | 19(24,1) 11(21,6) 8(19,5) 13(20,3) 21(21,9) 19(27,1)
p:0,801 p:0,769 p:0,588 p:0,995 p:1,00 p:0,213

RECEPTORES

FS TROCENICOS 31 | 25(31,3) | 17(32,7) | 14(333) | 18(28,1) | 30(31,9) | 17(25)

Pogitivos 68 | 55(68,8) 35(67,3) 28(66,7) 46(71,9) 64(68,1) 51(75)
p:0,845 p:0,987 p:0,534 p:0,638 p:0,71 p:0,115

RECEPTORES

EE%%‘EOSSTERONA 39 | 28(35) 20(38,5) 17(40,5) 25(39,1) 37(39,4) 22(32,4)

Pogitivos 60 | 52(65) 32(61,5) 25(59,5) 39(60,9) 57(60,6) 46(67,6)

p:0,076 p:0,571 p:0,699 p:0,980 p:0,837 p:0,151

GRUPOS BASALES 48 | 38(487) | 25(49) | 20(48,8) | 34(54) | 47(50,5) | 34(50,7)

tﬂmm:: g 18 | 15(19,2) | 9(17,6) | 77,1 | 11(17,5) | 16(17,2) | 16(23,9)
Hors 5 | 21(269) |15(294) | 13(3L7) | 16(254) | 25)26,9) | 14(20,9)
Bl like 26 | 4(5,1) 2(3,9) 1(2,4) 2(3,2) 5(5,4) 3(4,5)
p:0,928 p:0,878 p:0,544 p:0,775 p:0,450 p:0,138
ESTADIO TUMORAL 17 | 16(246) | 102L7) |8(42) |11200 | 16(21,1) | 8(16,7)
ST 49 | 36(554) | 27(58,7) | 20(60,6) | 35(63,6) | 47(61,8) | 31(64,6)
ST 14 | 13(20) 9(19,6) | 5(152) |9(164) |13(17,1) | 9(188)

p:0,192 | p:0944 | p:0,893 | p:0,797 | p:0,736 | p:0,231

RADIOTERAPIA

R YUVANTE 62 | 49(60,5) |31(59.6) | 28(66,7) | 38(585) | 59(60,8) | 41(57,7)

N 40 | 32(39,5) | 21(40.4) | 14(33,3) | 27(415) | 38(39,2) | 30(42.3)
p:1,00 | p0500 | p:0,306 | p:0,867 | p:1,00 | p:0,351

TERAPIA SISTEMICA

ADYUVANTE 32 | 27333) | 15(288) | 14(333) | 19(29.2) | 26(26,8) | 17(23,9)

oMT 29 | 22(27.2) | 16(30.8) | 18(42,9) | 20(30.8) | 30(30,9) | 20(28.2)

OMTTMX 32 | 27(333) | 20(385) | 9(2L,4) | 22(33.8) | 34(35,1) | 29(40.8)

11 | 5(6,2) 1(1,9) 1(2,4) 4(6,2) 7(7,2) 5(7)

Sin tratamiento p:0,014 | p:0,096 | p:0,034 | p:0,938 | p:0,535 | p:0,119
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4.7. RELACION ENTRE LA EXPRESION GLOBAL (SCORE) TUMORAL DE LOS
FACTORES Y EL PRONOSTICO DE LAS PACIENTES

En el presente estudio se ha evaluado la significacion pronéstica de todos los

factores analizados en todas las pacientes incluidas en el presente estudio.

Inicialmente se analizé el valor pronéstico de los valores globales (score), y
gue fueron dicotomizados en base al valor de la mediana del score para cada factor,

en el conjunto de mujeres con cancer de mama.

La figura 4.3 muestra las curvas de tiempo libre de enfermedad y de
supervivencia global determinadas para el conjunto de las pacientes. Como se
puede apreciar, las pacientes con valores intratumorales elevados de IL-6 mostraron
unas mayores probabilidades de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia
global en comparacion con las pacientes con valores mas bajos de esa citoquina

(p=0.003 y p=0.004, respectivamente).
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Figura 4.3. Curvas de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global segun

la expresion de IL-6.

También se evalud el impacto prondstico de los valores de score de cada
factor en los diferentes subgrupos de pacientes clasificados de acuerdo al estado de
afectacion ganglionar. Los resultados demostraron que la elevada expresion tumoral
de IL-6 se asoci6é con una mayor probabilidad de tiempo libre de enfermedad y de
supervivencia global en el subgrupo de pacientes con ganglios negativos (p<0.0001
y p=0.003 respectivamente) (figura 4.4). Por otra parte también se observé que la

expresion tumoral elevada de IFN-B se asocia con una menor probabilidad de
67



recurrencia tumoral en el subgrupo de pacientes con ganglios positivos (p=0.034)
(figura 4.5)
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Figura 4.4. Curvas de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global
determinadas en el subgrupo de pacientes con ganglios negativos de acuerdo con la

expresion de IL-6
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Figura 4.5. Curvas de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global

determinadas en el subgrupo de pacientes con ganglios positivos.
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4.8. RELACION ENTRE LA EXPRESION DE FACTORES POR LOS
FIBROBLASTOS DEL ESTROMA TUMORAL Y EL PRONOSTICO DE LAS
PACIENTES

Se analizaron las curvas de TLE y supervivencia determinados en el conjunto
de las pacientes en base a la expresion de cada factor por los fibroblastos del
estroma tumoral. Asi, la expresion de IL-1B por los fibroblastos del estroma tumoral
se asocio con una menor probabilidad de recurrencia tumoral y mayor supervivencia

global de las pacientes (p=0.002 y p=0.007 respectivamente) (figura 4.6).
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Figura 4.6. Tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global segun la

expresion de IL1 en fibroblastos estromales.

La figura 4.7. muestra las curvas de TLE y supervivencia en los subgrupos de
pacientes clasificados en funciéon del estado ganglionar. De entre todas esas
evaluaciones, se encontré que la expresion de IL-1B por los fibroblastos del estroma
tumoral en el subgrupo de pacientes con ganglios negativos se asocio
significativamente con el prondstico. Asi, y de forma similar a lo observado en el
grupo total de pacientes, la expresiéon de IL-1 [ se asoci® con una mayor
probabilidad de TLE y supervivencia en el subgrupo de pacientes con ganglios

negativos (p<0.0001 para ambas) (figura 4.7).

69



T 08 0,87 Fibroblastos IL1(+)
°

g Fibroblastos IL1(+) %

o

‘€ 067 © 061

o 2

o

b4 2

_.§ 0,41 E 0,4

= o

o S

g- (7]

2

027 0.2 Fibroblastos IL1(-)

Fibroblastos IL1(-)
00| p<0.0001 00| p<0.0001

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Tiempo de seguimiento (meses) Tiempo de seguimiento (meses)

Figura 4.7. Curvas de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global segun
la expresion de IL-1B en fibroblastos y estado ganglionar.

4.9 RELACION ENTRE LA EXPRESION DE CITOQUINAS INFLAMATORIAS Y LA
DE MMP-11 POR LAS CMIS DEL ESTROMA TUMORAL

Puesto que las citoquinas seleccionadas para el estudio lo fueron en base a
gue mostraban sobreexpresion previa de los tumores CMIs MMP-11 positivos,
ademas de un pronostico favorable, nos parecido razonable evaluar la posible
relacion entre esas expresiones proteicas, asi como investigar el impacto prondstico
de la expresion de las citoquinas sobre el "status” de expresion de MMP-11 por las
CMis. Como muestra la tabla 4.8., no se encontraron relaciones significativas entre
la expresion de MMP-11 CMis y los valores de SCORE para las diferentes

citoquinas.

Tabla 4.8. Relacion entre la expresion de MMP-11 por las CMIs del estroma tumoral

y los valores de score de las citoquinas en los carcinomas mamarios.

Tumores con CMIs MMP11- Tumores con CMIs MMP11+
Factores - . . :
mediana (intervalo) mediana (intervalo)
IL1 164.2 (0-281.1) 163.9 (60.6-262.0)
IL5 121.7 (0-207.7) 134.2 (50.7-242.3)
IL6 69.2 (0-177.4) 61.9 (0-231.4)
IL17 161.5 (0-291.1) 156.1 (67.8-254.3)
IFNb 145.3 (56.4-266.8) 147.1 (63.7-242.7)
NFkB 145.4 (0-291.6) 151.0 (0-265.8)
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Por otra parte y como muestran las tablas 4.9. y 4.10., tampoco se
encontraron diferencias significativas de las expresiones de citoquinas por las
células del estroma tumoral (fibroblastos o CMIs) entre los grupos de tumores
clasificados en funcion de la expresiéon de MMP-11 por las CMls.

Tabla 4.9. Relacion entre la expresion de citoquinas por los fibroblastos del estroma

tumoral en funcion de la expresion de MMP-11 por las CMls.

Tumores con CMIs Tumores con CMiIs
FACTORES MMP11- MMP11+
N(%) N (%)
IL1 50 (52) 26 (27)
IL5 24 (27) 14 (16)
IL6 19 (20) 15 (15)
IL17 36 (40) 24 (26)
IFNb 63 (64) 35 (36)
NFkB 43 (43) 27 (27)

Tabla 4.10. Relacién entre la expresion de citoquinas por los CMIs del estroma

tumoral en funcion de la expresion de MMP-11 por las CMIs.

Tumores con CMIs Tumores con CMIs
FACTORES MMP11- MMP11+
N(%) N (%)

IL1 52 (53) 28 (29)

IL5 31 (35) 21 (24)

IL6 25 (26) 15 (15)
IL17 39 (43) 26 (29)
IFNb 63 (64) 34 (35)
NFkB 43 (43) 27 (27)

En cuanto al impacto prondstico de la expresion de las citoquinas sobre el
"status" de expresion de MMP-11 por los CMIs del estroma tumoral, se encontraron
diversas asociaciones significativas. De las diversas evaluaciones realizadas, se vio
gue los valores elevados de score para la IL-6 se asociaron significativamente con

un mayor TLE y supervivencia en el subgrupo de pacientes con tumores CMIs
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negativos (figura 4.8.) mientras que los valores de score elevados de IFN-B se
asociaron significativamente con una mayor probabilidad de TLE (figura 4.9.).
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Figura 4.8. Probabilidad de TLE y supervivencia en funcion de los valores de score
de IL-6 dicotomizados en base al valor de su mediana en el subgrupo de pacientes

con tumores con CMIs MMP11 negativos.
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Figura 4.9. Probabilidad de TLE y supervivencia en funcion de los valores de score
de IFN-B dicotomizados en base al valor de su mediana en el subgrupo de pacientes

con tumores con CMIs MMP11 negativos.

Al evaluar el tipo celular que expresa cada factor, los resultados indican que la
expresion de IL-1B por los fibroblastos (figura 4.10.) o por los CMis (figura 4.11.) se
asocia significativamente con un menor TLE y una menor supervivencia en el

subgrupo de pacientes con tumores con CMIs MMP-11 negativos.
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Figura 4.10. Curvas de tiempo libre de enfermedad (TLE) y Supervivencia total en
funcidn de la expresion de IL1 por los Fibroblastos, en el subgrupo de pacientes con
tumores con CMIs MMP11 negativos.
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DISCUSION

El presente estudio analiza por primera vez a nuestro conocimiento la
expresion por técnica inmunohistoquimica de seis citoquinas inflamatorias en el
cancer de mama que pueden tener relevancia bioldgica en este proceso. Nuestros
resultados indican su expresion por las células tumorales en la inmensa mayoria de
los carcinomas mamarios, mientras que existio una variabilidad de su expresion por
los fibroblastos y células mononucleares inflamatorias. Ademas la variabilidad en la
expresion de esas proteinas por esas células estromales mostré en algunos casos
un valor pronéstico significativo. Cada dia se van acumulando nuevos datos que
apoyan la relacion entre la inflamacion y el desarrollo de carcinomas humanos. Es
sabido que existen procesos inflamatorios cronicos que condicionan un mayor riesgo
de desarrollar carcinomas. En este contexto se sitla, por ejemplo, la asociacion
entre colitis y cancer colorrectal (136), la de gastritis por Helicobacter pilori y cancer
gastrico (137), la de prostatitis y cancer de prostata. Ello puede deberse, en parte, a
gue mediadores de la inflamacion, como las citoquinas inflamatorias, pueden influir
en cambios moleculares que facilitan el desarrollo tumoral (139). En relacion con el
cancer de mama cabe sefalar que recientemente se han descrito diferencias en la
expresion quimica de citoquinas y sus receptores como diferencias en sus niveles
séricos, entre mujeres de origen africano y de origen caucasico que pueden explicar
diferencias raciales en la incidencia de esta neoplasia. Por tanto, el estudio de las
citoquinas inflamatorias en el cancer de mama resulta un campo atractivo de
investigacion de cara a conocer mejor el comportamiento evolutivo de este tumor,
obteniendo asi nuevos aspectos biolégicos que contribuyan a una mejor estimacion

prondstica.

De la amplia gama de citoquinas inflamatorias existentes debemos
seleccionar para su estudio aquellas relacionadas con la mejor, caracterizacion del
proceso inflamatorio asociado al cancer de mama recientemente Eir6 y cols. (156)
describieron que la expresion génica de IL-1B, IL-5, IL-6, IL-17, IFN- B y NFKB, esta
presente en elevados niveles en tumores con alta probabilidad de metéstasis
hematopoyéticas y expresion de MMP-11 por las CMIs del estroma tumoral.

Previamente Vizoso y cols.(83), describieron que la presencia de ese fenotipo de
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CMIs estaba asociada con una elevada ocurrencia de metastasis en el cancer de
mama y que podria, por tanto, resultar indicativa de un perfil inflamatorio asociado a
agresividad en el cancer de mama. Por todo ello, en el presente estudio se
considerd de interés profundizar en el significado clinico de la expresion de esas
citoquinas inflamatorias en el céncer de mama mediante la técnica
inmunohistoquimica que nos permite realizar una evaluacion morfolégica de la
expresion de los diferentes factores. De esta forma podemos diferenciar la expresion
por las células tumorales de la expresion por las células del estroma. Nuestros
resultados evidencian la expresion de las citoquinas investigadas por las células
tumorales en la inmensa mayoria de los carcinomas mamarios analizados. Por ello
podemos asumir que esa situacion representa un hecho casi universal de la
transformacion maligna del epitelio mamario que conduce a la producciéon por las
células transformadoras de mediadores reconocidos de la inflamacion con

propiedades propiciadoras de la progresion tumoral.

La familia de las IL-1 tiene unos 11 miembros que se han relacionado con la
patogénesis de muchas enfermedades (157). En condiciones fisiolégicas, la IL-1B es
esencialmente producida por macrofagos activados, e induce una gran variedad de
genes relacionados como IL-5, IL-6, IL-8, oncogenes (c-fos, c-myc, c-jum) IFN-B ,
MMPs, TNF y TGF-B (158-161). La sobreexpresion de IL-1Bse ha descrito en
tumores sélidos, tales como de mama, colon, pulmén y de cabeza y cuello. En
algunos tumores IL-1, asi como otras citoquinas inflamatorias son inducidas por
oncogenes que trasforman la célula promoviendo asi un microambiente que
favorece la invasividad y la fase de metastasis. La produccion de IL-1 por células
tumorales fue asociada con agresividad tumoral en distintos tipos de carcinomas
murinos y humanos (162). Se ha sefalado que la IL-1 influencia el crecimiento
tumoral y el desarrollo de metéstasis a través de la activacion de la angiogénesis en

la inflamacién (163).

La interaccion de la IL-1B con su receptor IL-1R-1 sobre las células
inflamatorias induce la migracion de las células y la formacion de tdabulos,
principalmente a través de la activacién de la proteina cinasa activada-mitégena-p-
38 (MAPK), y la cinasa-2 MAPK activada (164).
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Ademas, la IL 1-B regula la expresion del VEGF y sus receptores sobre las
células endoteliales (165). Esto resulta relevante ya que la induccién de la
angiogénesis es considerada como un aspecto esencial del céncer para su

crecimiento y diseminacion (166).

Por otra parte, la IL-1B como citoquina pro-inflamatoria tiene efectos
dramaticos sobre la generacion de células mieloides en la célula 6sea y sobre su
reclutamiento en los lugares sonde anida el tumor, asi como el fenotipo y funcién de

esas células en el microambiente tumoral (167).

Recientemente se ha descrito que la inhibicibn de la IL-1B reduce el
desarrollo tumoral en ratones inyectados subcutaneamente con células tumorales
(168). Ademas se han desarrollado nuevos agentes neutralizantes de IL-1 tales
como antilL-1B humanizado, asi como otros agentes que indirectamente inhiben la
produccion de IL-1B que pueden ellos tener efecto potencialmente terapéutico en el
cancer (169).

En el presente estudio se ha encontrado la expresion de IL-13 en el 88,9% de
las células tumorales. Los valores de score (tincion global para la citoquina)
mostraron una cierta variabilidad, o que nos condujo a la identificacion de una
relacion positiva entre esos valores y un mayor grado histolégico de los tumores. Sin
embargo, nuestros resultados demostraron que los valores de score de IL-1f3
dicotomizados de acuerdo a su valor de la mediana no se relacionaron

significativamente con el prondstico de las pacientes.

No obstante, es importante sefialar que los valores de score representan la
expresion de los factores en todo el contexto morfologico de los tumores, incluyendo
tanto las células cancerosas como las células del estroma tumoral (los fibroblastos
asociados a tumores y las CMIs). Pero el andlisis inmunohistoquimico nos permite la
evaluacion diferenciada de las expresiones proteicas entre esos tipos de células

dentro del escenario tumoral.

Asimismo se comprobd que la expresion de IL-13 por los fibroblastos o por los
CMis del estroma tumoral se asocid significativamente con una menor tasa de
recurrencias tumorales y con una mayor supervivencia en el conjunto de las

pacientes y también en el subgrupo de pacientes con glanglios negativos. Estos
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datos son, a nuestro conocimiento, nuevos en la literatura cientifica, y pueden indicar
dos aspectos diferentes. Por un lado, la expresion de IL-18 por las células
cancerosas parece que contribuye a la agresividad biolégica caracteristica de este
proceso. Sin embargo, la expresion de esta citoquina por las celdas del estroma
parece corresponderse mas bien con un fenotipo de estas células con un

comportamiento con menor complicidad con la progresion tumoral.

La IL-5 es esencialmente producida en condiciones fisiol6gicas por los
linfocitos T-helper tipo 2 y los mastocitos, estimula el crecimiento de las células B e
incrementa la produccién de inmoglobulina. Esta proteina ha sido muy poco
estudiada en patologia tumoral. Recientemente se ha encontrado asociado con el
desarrollo de cancer de vejiga urinaria, donde parece que participa en la migracion,
invasion y expresion de MMPs siendo por ello propuesta como diana terapéutica
potencial en esa neoplasma (170). En el cancer de mama, Eir6 y cols. (156)
descubrieron que la expresion génica de esta citoquina en los tumores primarios se
asocia con una mayor ocurrencia de metastasis a distancia. En el presente estudio
la IL-5 fue expresada por las células tumorales en la inmensa mayoria de los
carcinomas mamarios. Ademas nuestros resultados también demuestran la
expresion global (valores de score) de esta citoquina se correlacionan
significativamente con la de IL-17, IFNB y NFKB, en los carcinomas mamarios. Sin
embargo los resultados del presente estudio también muestran que la expresion de
IL-5 por las CMIs se asocié con una mayor probabilidad de supervivencia en el
conjunto de las pacientes, asi como el subgrupo de pacientes con ganglios
negativos. Ello parece indicar también que la expresién de esa citoquina por los
CMis puede resultar indicativa de un fenotipo de células inflamatorias de posible
efecto antitumoral, a pesar de que su expresion por las células cancerosas tenga

otra significacion biolégica mas bien asociada con la agresividad tumoral.

La IL-6 es otra citoquina expresada por las células tumorales en la inmensa
mayoria de los carcinomas mamarios de nuestro estudio. Es sabido que la IL-6,
aparte de ser expresada por células estromales, tales como los linfocitos-T-Like y
fibroblastos, lo es también por las células cancerosas. Sin embargo, los estudios
sobre la significacion biolégica o clinica de los carcinomas mamarios resultan con los
niveles séricos circundantes de IL-6 elevados. Se asociaron con un peor prondstico

en cancer de mama, especialmente en los tumores HER-negativos (171)
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Sin embargo, también se ha descrito una correlacion entre la expresion de IL-
6 con buen prondstico de los carcinomas mamarios mientras que la expresion de
esta citoquina en los tumores avanzados puede contribuir a la progresion tumoral
(172). De alguna forma esta Gltima observacion esta de acuerdo con los resultados
presentados en este trabajo, demostrando una correlacion significativamente
positiva de los vales de score de IL-6 con tumores en estadio menos avanzado asi
como con tumores con ganglios negativos. Ademas, considerando que en la
poblacion a estudio de casos con cancer de mama no se incluye tumores avanzados
localmente 0 con metastasis a distancia, los resultados aqui presentados estan
también en la linea de las observaciones de Karczewska ya que se observa que los
valores elevados de score de IL-6 se asocian con una menor supervivencia libre de
la enfermedad y supervivencia total del conjunto de las pacientes, asi como también
del subgrupo de ganglios negativos. No obstante es importante considerar la posible
contribucion del tipo celular en el prondstico de futuros estudios (célula tumoral/
célula antitumoral). En este sentido resulto llamativo el hallazgo de que la expresion
de IL-6 por las propias células cancerosas se asocio con un mayor grado histologico
de los tumores, si bien como ya se comentd mas arriba existian procesos con
expresion negativa de IL-6 por las células cancerosas. En este contexto también
resulta relevante el reciente hallazgo de Neiva y cols. (173) de que la expresion de
la IL-6 es mas elevada en las células endoteliales que en las células tumorales

mismas y contribuye al crecimiento tumoral.

La IL-17 desempefia un papel relevante en la inflamacion y en enfermedades
autoinmunes. La IL-17 induce la secrecion de cantidad de citoquina y quimoquinas
por distintos tipos celulares tales como células mieloides. Las reclutan monocitos y
neutrofilos en los lugares de inflamacion (174). Su papel en el cancer ha sido muy
poco estudiado y su significacion de acuerdo a diferentes estudios resulta
contradictoria habiéndose descrito tanto papeles pretumorales como antitumorales
en diferentes modelos de canceres (175). Entre los efectos antitumorales se ha
descrito que la IL-17 promueve el rechazo de las células tumorales mediante una
activacion de un mecanismo dependiente de los linfocitos C (176). Entre sus efectos
pretumorales se encuentra la inflacion provocada por el tumor, la cual facilita la
proliferacion y supervivencia de las células malignas, la formacibn de un

microambiente tumoral inmunosupresor mediante la quimio atraccion de células
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inmunosupresoras y citoquinas, la supresiéon de la inmunovigilancia contra el tumor
mediada por células citotoxicas o promoviendo la angiogénesis tumoral. En relacion
con este Ultimo aspecto, se ha descrito que la IL-15 induce a los fibroblastos y a las
células tumorales a producir una variedad e factores angiogénicos, tales como
VEGA, PGE1, PGE2 o quimoquinas | (177). También se ha descrito que en el cancer
de mama la IL-17 induce factores angiogénicos tales como VEGF, CXLL8, MMP-2,
MMP-9 y se asocia con mal pronéstico (178). Recientemente también se ha descrito
un mecanismo por el cual la IL-17 promueve la tumorogénesis memoria a través de
una via antiapoptosica mediada por el NFKB (179). Recientemente también se ha
descrito que la neutralizacion sistémica de la IL-17 reduce significativamente las
metastasis de cancer de mama en un modelo murino de artritis mediante la
reduccion de la expresion de CXCL12/SDF-1 en los nichos metastasicos (180). Asi
mismo se ha descrito que un incremento de las células expresando IL-17 en los
tumores se asocia con un elevado grado histolégico de los tumores y con un periodo
menor libre de enfermedad en pacientes con cancer de mama (181). Los resultados
del presente estudio también muestran una relacion significativamente positiva entre
los valores elevados de score de IL-17 y un grado histologico indiferenciado de los
tumores. Sin embargo, no se pudo encontrar una asociacion significativa de esos

valores con el prondstico de las pacientes.

Es sabido que la produccion de NFkB por los linfocitos T o B, macrofagos,
fibroblastos o células endoteliales es inducida por otras citoquinas tales como IL-1,
IL-2, TNF o CSF. La expresion de IFN-B en el cancer de mama ha sido poco
estudiada. Esta citoquina es conocida principalmente por su accion antiviral y la
Unica relacion conocida hasta hace poco con el cancer de mama se debia la relaciéon

de este proceso con el virus del papiloma humano (182) .

Es sabido que el IFN-B tiene acciones bioldgicas que pueden resultar
antitumorales tales como antiproliferativas, proapoptdsicas, antiagiogénicas e

inmunoreguladoras (183).

Recientemente se ha descrito que IFN- 3 induce apoptosis en la linea celular
de cancer de mama MCF-7. Asimismo nuestros resultados demuestran una relacion
significativamente positiva entre la expresion de IFN-B y el status positivo para HER-

2, lo que podria reflejar un mecanismo inmunitario de respuesta ante la presencia
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oncoldgica. Sin bien la expresion de IFN- 3 también resulta mayor en los tumores
con fenotipo luminal B. También encontramos que los elevados niveles de score de
IFN-B se asocian con una menor probabilidad de desarrollo de metastasis a
distancia en los pacientes con ganglios positivos, esa observacién parece estar en la
linea de recientes hallazgos que demuestran que los interferones tipo 1 secretados
por las células tumorales inducen respuestas inmunes antimetastasicas que

previenen las metéstasis del cAncer de mama al tejido 6seo (184).

El NFkB tiene un papel central en los procesos relacionados con la
inflamacion. Los resultados de este estudio muestran una elevada expresion de este
factor en la inmensa mayoria de los carcinomas mamarios. Ello esta de acuerdo con
observaciones previas que demuestran que el NFkB estd frecuentemente
sobreexpresado en los carcinomas mamarios en comparacion con el tejido mamario
normal (185). El NFKB regula la expresion de numerosas proteinas anti-apoptoticas
asociadas con la supervivencia tumoral tales como bcl-xe, bcl-2, XIAP, C-FLIP, IAP-
1, IAP-2 y Survivina. También regula al alza la expresion de genes relacionados con
la Ciclina D1, C-myc y Cox-2. Ademas existen numerosos estudios que apoyan el

papel de NFkB en la regulacion de la inflamacion y progresion tumoral (186).

Por otra parte la expresion de NFkB es un factor conocido en su promocion de
guimioresitencia de los tumores sélidos (187). Ademas se ha demostrado que la
actividad de cascada de las sefiales activadas por NFkB esta asociada con la
carcinogénesis, especialmente en tumores con un un fenotipo agresivo y con un
estado de negatividad para los RE (188). En esta linea se sitian los resultados aqui
presentados, mostrando una relacion significativamente positiva entre los valores de

expresion global de NFkB y la expresion del oncogén HER-2.

En el presente estudio se han seleccionado las citoquinas a evaluar partiendo
de la base de que previamente se ha demostrado su sobreexpresion génica en
carcinomas de mama que mostraron expresion positiva de MMP-11 por las CMIs de
su estroma tumoral (125). Esta seleccién se considerdé especialmente relevante
considerando que los tumores mamarios con CMIs MMP-11 positivos parecen

corresponder a un fenotipo altamente asociado con el desarrollo de metastasis (83).

Por tanto, se consider6 también razonable analizar la expresion de las

diversas citoquinas en base a la clasificacibn de los tumores en cuanto a la
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expresion de MMP-11 por las CMIs de los tumores. Asi, inesperadamente se pudo
observar que no existieron asociaciones significativas entre los valores globales de
tincidn inmunohistoquimica para las diferentes citoquinas y la expresion MMP-11 por
los CMIs. Ello parece indicar que no existe una relacion directa entre la expresion
génica de esas citoquinas y su expresion proteica evaluada de forma global
mediante técnica inmunohistoquimica. Por otra parte tampoco se encontraron
concordancias significativas entre la expresion de MMP-11 por CMIs y la expresion
de las diferentes citoquinas por los diferentes tipos celulares analizados de los
carcinomas mamarios. Ello conduce a considerar que no existe una relacion directa
entre esas expresiones proteicas y que pueda corresponder a mecanismos
diferentes en el contexto de la fisiopatologia tumoral de los carcinomas mamarios.
Partiendo de este concepto, en el presente estudio también se plante6 si la
evaluacion de la expresion tumoral de las distintas citoquinas analizadas podria
ayudar a complementar y mejorar el valor prondéstico de la expresion de MMP-11 por
CMls.

En la poblacion a estudio se confirmd el potente valor prondstico de la
expresion de MMP-11 por los CMIs del estroma tumoral. Ademas los resultados
también evidenciaron que los valores de score de IL-6 elevados se asociaron con
una menor probabilidad de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global en
el subgrupo de pacientes con CMIs negativos para las MMP-11. Incluso en el
subgrupo de pacientes con tumores MMP-11 positivos y a pesar de que en este
subgrupo la mayoria de las pacientes desarrollaron metastasis, la expresion global
de IFN-B se asocié significativamente con un prondstico mas favorable de las
pacientes. Ello sugiere que la evaluacion de la expresion de determinadas citoquinas
puede mejorar la precision prondstica, ya de por si potente de la MMP-11, en el

cancer de mama.

Ademas se pudo comprobar que la evaluacién de la expresion IL-1B por los
fibroblastos o por los CMIs mejoro significativamente la evaluacién pronéstica en el
subgrupo de pacientes con tumores con MICs MMP-11 negativos. Asi, como la
expresion de las citoquinas por esos tipos tumorales del estroma tumoral se asocia
con unas mayores probabilidades de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia
total en ese subgrupo de pacientes. Esos resultados inducen a considerar que la

expresion de IL-1B puede resultar un posible marcador util de un fenotipo de células
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estromales asociadas con un prondéstico mas favorable contribuyendo asi a una

mejor caracterizacion funcional del estroma de los carcinomas mamarios.

En definitiva, los resultados de este estudio demuestran la existencia de una
variabilidad de la expresion de citoquinas inflamatorias en los carcinomas, que
tienen en algunos casos impactos sobre el prondstico de las pacientes. Por otra
parte, si bien la expresion de las ciotquinas evaluadas fue encontrada en la mayoria
de las células tumorales de la inmensa mayoria de los tumores, la expresiéon por los
fibroblastos CMIs del estroma resulté ser mas variable. Ademas, la expresion de
alguna de esas citoquinas por los tipos celulares podria resultar indicativa de un
fenotipo de células estromales asociadas con una menor agresividad tumoral. En
conclusion, todos estos hallazgos pueden contribuir a una mejor evaluacion
prondstica en el cancer de mama y pueden dar lugar a futuras investigaciones sobre
la dinamica funcional entre el tumor y el estroma de esta neoplasia, que tanta

importancia tiene tanto sanitaria como socialmente.
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VI. CONCLUSIONES
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A continuacion se exponen la conclusiones del estudio a cerca de la
expresion de las citoquinas inflamatorias investigadas en el presente estudio IL-1, IL-

5, IL-5, IL-17, IFN-B y NFkB, en las muestras de pacientes con cancer de mama.

1. Los valores de expresion global (valores de score) de las diferentes citoquinas
mostraron un gran variabilidad de las mismas, con valores de score que van de 0 a
291,62.

2. Mas del 90% de los carcinomas mamarios mostraron la expresion de las
citoquinas por las células tumorales. Sin embargo, ese porcentaje fue menor para
los fibroblastos (del 33,3% al 90,7%) y para las células mononucleares inflamatorias
(del 38,9% al 89,8%) del estroma tumoral.

3. Los valores de expresion global (score) de IL-6 se relacionaron negativamente
con la afectacion ganglionar. Los valores de score elevados de IL-17 se asociaron
con un grado histologico mas indiferenciado de los tumores. Los valores de score de
IFN-B y NFKB se relacionaron significativamente con la expresion de HER-2,
mientras que los de IFN-B se asociaron positivamente con el fenotipo tumoral

luminal-B.

4. Los valores de score de IL-6 se asocian positivamente con una mayor
probabilidad de tiempo libre de enfermedad y de supervivencia total de las
pacientes. Asimismo, la expresion de IL-1 por los fibroblastos y las células
mononucleares inflamatorias (CMIs) del estroma tumoral, y la expresién de IL-5 por

las CMlIs, se asocian con un pronostico favorable de las pacientes.

5. No existieron relaciones significativas entre la expresion de MMP-11 por las CMIs
y la expresion de las diferentes citoquinas en los carcinomas mamarios. Sin

embargo, la expresién tumoral global de IL-6, asi como la expresion de IL-1 por los
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fibroblastos o por las CMIs, se asocian con un pronéstico més favorable en el grupo
de pacientes con tumores con CMIs MMP-11 negativas.
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