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RESUMEN

Antecedentes. El estudio de nuevos biomarcadores ha permitido una mejor
comprensiéon sobre la biologia del cdncer, esencial para abordajes oncoldgicos
individualizados. La activaciéon del Transductor de Sefial y Activador de la
Transcripcién 3 (STAT3), en su residuo de Serina 727 (pSer”), puede explicar parte del
comportamiento del tumor a través de asociaciones clinico-patolégicas y
supervivencia global (SG).

Métodos. En este estudio de cohortes retrospectivo evaluamos el riesgo
individual y probabilidad de SG de 292 pacientes con seguimiento a 5 afios mediante
andlisis de expresién nuclear de pSer’”-STAT3 por inmunohistoquimica y patologia
digital.

Resultados. pSer’”-STAT3 se sobreexpresé en 55.4% de casos, asocidndose
positivamente con factores de mal prondstico como obesidad II (p=0.0201), tumores de
mayor tamafio con afectacién tisular (pT3-pT4) (p=0.0301), receptores hormonales
negativos (p=0.04), HER+ (p=0.0404). Asimismo, el patrén pSer’+/pTyr’®+ se asocié
a >41 afos (p=0.0435) y, en ausencia de pTyr’®, se asoci6 a estadios avanzados (IIIB)
(p=0.0082). Por otro lado, se asoci6é a factores de buen prondstico como indices
estrogénicos bajos (p=0.0395) y ausencia de nédulos (pNO) (p=0.033). A pesar de no ser
un factor independiente de SG, nuestros resultados mostraron que pSer’”-STAT3 fue
coadyuvante en SG empeorada en pacientes con caracteristicas prondsticas adversas.

Conclusiones. pSer’”-STAT3 se asoci6 a factores de mal prondstico
determinantes de una sobrevida menor, demostrando que su expresién aunada a
factores de riesgo contribuye al mal prondstico general de las pacientes.

Impacto. Nuestro estudio es el primer estudio poblacional mexicano de
patologia digital aplicada a CM que combina evaluacién inmunohistoquimica y
variables clinico-patolégicas.

Palabras clave: cancer de mama, STAT3, pronédstico, prediccion de riesgo,
supervivencia.



ABSTRACT

Background. The study of novel biomarkers has allowed a better understanding
of the biology of cancer, essential for individualized oncological approaches. The
activation of Signal Transducer and Transcription Activator 3 (STAT3), at its residue
of Serine 727 (pSer’”), may explain part of the behavior of the tumor through clinical
and pathological associations and overall survival (OS).

Methods. In this retrospective cohort study, we evaluated individual risk and
probability of OS of 292 patients with 5-year median follow-up through nuclear
expression analysis of pSer’”-STAT3 by immunohistochemistry and digital pathology.

Results. pSer’”-STAT3 was overexpressed in 55.4% of cases, positively
associated with poor prognostic factors such as obesity II (p=0.0201), larger tumors
with tissue involvement (pT3-pT4) (p=0.0301), negative hormone receptors (p=0.04),
HER + (p=0.0404). Likewise, pSer’”+/pTyr’®+ was also associated with groups >41
years (p= 0.0435) and, in the absence of pTyr’®, pSer’” was associated with advanced
stages (ITIB) (p= 0.0082). On the other hand, it was associated with good prognostic
factors such as low estrogenic index (p= 0.0395) and absence of nodules (pNO) (p=
0.033). Despite not being an independent factor of OS, our results showed that pSer’-
STAT3 was an adjuvant factor in worsened OS in patients with adverse prognostic
characteristics.

Conclusions. pSer’”-STAT3 was associated with poor prognostic factors
determining a lower survival, demonstrating that its expression, along with risk
factors, contributes to the poor overall prognosis of the patients.

Impact. Our study is the first Mexican population study of digital pathology
applied to CM that combines immunohistochemical evaluation and clinical-
pathological variables.

Keywords: Breast cancer, STAT3, prognosis, risk prediction, survival.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia mas prevalente en el género femenino, con
una incidencia global estimada en 2020 de 2.261.419 casos [1], siendo también la
principal causa de mortalidad en mujeres en todo el mundo. Entre los factores de riesgo
asociados, los bien establecidos son aquellos dentro del contexto clinico de la paciente,
asi como las caracteristicas propias del tumor, resultando asi en la adicién de maltiples
elementos para la evaluaciéon del cdncer de mama a propdsito de definir prondstico,
valor predictivo ante tratamientos y estimacién de supervivencia. Los factores
prondsticos cldsicos, como el tamafio del tumor, nédulos y metdstasis, se han
integrando en sistemas para la clasificacién de los pacientes, tales como el sistema de
estadios TNM cldsico o la clasificacién histolégica del tumor, dando enfoques mads
certeros para el tratamiento de los pacientes; sin embargo, el diagndstico y tratamiento
contindan siendo un gran reto traducido en indices de supervivencia reducidos en
paises de Latinoamérica como México, donde la mayor parte de los casos se encuentran
en etapas localmente avanzadas y metastasicas al momento de diagndstico [2,3].

No obstante, la identificacién de nuevos marcadores ha permitido conocer
mejor la biologia del tumor, establecer diagndsticos moleculares, prondstico y
prediccién, posiciondndose también como elementos indispensables para el enfoque
de tratamientos individualizados; entre ellos se distinguen los receptores de estrégeno
(RE) y progesterona (RP) y receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER?2) [4,5]. Bajo este contexto, el estudio de nuevos biomarcadores para cdncer de
mama, tales como la proteina transductora de sefial y activadora de la transcripcién 3
(STATS3), podran explicar parte del comportamiento del tumor mediante su asociacién
con variables prondsticas. Este estudio buscé (i) caracterizar y describir los factores de

riesgo clinico-patolégicos individuales entre las mujeres con cdncer de mama primario,
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(ii) asociar la expresion del residuo serina 727 (pSer’”) de STAT3 con las caracteristicas
clinico-patolégicas; y (iii) estimar el prondstico en pacientes con cdncer de mama y
expresion de pSer’”-STAT3 con una media de seguimiento clinico de 5 afios, haciendo

énfasis en supervivencia global.

1.1. Factores de riesgo

El cdncer de mama comprende un grupo heterogéneo de neoplasias que se
originan en el tejido mamario a partir de alteraciones funcionales y morfolégicas en las
células que le permiten escapar de los mecanismos normales de control biolégico;
dicha heterogeneidad parte del cardcter dindmico entre las células que conforman a la
glandula mamaria (Figura 1-1), y comprende eventos biol6gicos alterados tales como
la proliferacién descontrolada, sin relacién con las demandas fisiolégicas, capacidad

invasiva en tejidos adyacentes y potencial para diseminarse a distancia.

Células productoras de
secrecion lactea
Células luminales

Células basales /

m mioepiteliales
Epitelio alveolar
(EA)

P e e e
:::::::::::53 Células luminales
:._:E:_‘_;__:E_:g 33: Células basales /
e’ miocpiteliales
Epitelio ductal B
(ED)

Figura 1-1. Glandula mamaria humana. Se muestra el sistema ductal ramificado con capa basal
externa formada por células mioepiteliales, la capa luminal interna contiene células con
capacidad de producir secrecion ldctea durante la lactancia. Abreviaturas: ED: Epitelio ductal; EA:
epitelio alveolar.

A pesar de la heterogeneidad caracteristica, ciertos rasgos son parcialmente
compartidos entre tumores como son el potencial angiogénico, invasivo y metastdasico,
en donde algunos de estos se deben a la diversidad clonal y celular derivadas de
alteraciones genéticas y epigenéticas, mientras que otros pueden reflejar mecanismos

no hereditarios como respuestas adaptativas o fluctuacién en la funcién de proteinas
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reguladoras y su actividad en las vias de sefializacién, que culminan en cambios
morfolégicos.

Los factores implicados en la génesis y progresiéon del cancer de mama son
elementos altamente interdependientes; entre los factores de riesgo no modificables se
consideran aquellos relacionados con variables biolégicas como la genética y
epigenética (explicadas por una susceptibilidad genética y/o por alteraciones
genéticas y epigenéticas adquiridas), el ambiente enddcrino, el género, la edad, raza 'y
etnia. Dentro de los factores modificables o parcialmente modificables se encuentran
aquellos inherentes al individuo (estilo de vida, factores reproductivos, factores
iatrogénicos, dieta, actividad fisica), los dependientes del tumor y los dependientes del

ambiente [6], resumidos en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1. Factores de riesgo modificables y no modificables para el cincer de mama.

Factores modificables Factores no modificables
Sobrepeso/obesidad Sexo femenino
Consume de alcchol Mayor edad

Tebaquismo Antecedentes familiares
Terapia de reemplazo hormonal Mutaciones genéticas
Dietilestibestrol Raza/etia
Suplementacién vitaminica insuficiente Embarazo y lactandia

Exposicién excesiva a luz artificial

Ingesta de alimentos procesados

Inicio de mentruacién y menopausia

Densidad del tejido mamario

Exposici6n a productos quimicos

Antecedentes personales de cancer de mama

Otras drogas

Enfermedades mamarias no cancerosas

Radioterapia previa

Tabla adaptada de [6].

1.2. Clasificacion del cancer de mama

1.2.1. Clasificacion histolégica

La evaluacién histoldgica constituye el estdndar de oro para el diagndstico de
cancer de mama; de acuerdo con el patrén morfolégico, mds del 95% son carcinomas

que, a su vez, se diferencia segtin el origen histolégico ductal o lobulillar, y la presencia
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o no de infiltracién de la membrana basal, infiltrantes o in situ respectivamente (Figura

1-2).

Subtipos histolégicos Ductal Lobulillar
Cancer preinvasivo Carcinoma ductal in Carcinoma lobulillar
259% situ (CDIS) in situ (CLIS)
Células limitadas a la membrana basal 80%* 20%
g Puede diseminarse a ductos, No distorsiona arquitectura; puede
distorsiona arquitectura. ser bilateral.
Puede progresar a cancer Como factor de riesgo mas que
infiltrante 1%. precursor.

Usualmente unilateral.

*6.8% en México
Cancer invasivo Carcinoma ductal  Carcinoma lobulillar
75% infiltrante (CDI) infiltrante (CLI)
Extension a través de membrana basal 790/0 1 00/0

Deriva de CDIS; respuesta fibrosa Deriva de CLIS; con respuesta

puede producir masa palpable. fibrosa minima.

Metastasis por via linfatica y Metastasis via visceral (Gl,
sanguinea. ovarios, Utero)

Figura 1-2. Clasificacién histolégica del cincer de mama. Subtipos histol6gicos mds frecuentes
y caracteristicas principales. Modificado de [7].

Dentro de los subtipos infiltrantes se encuentran mds de 20 subtipos, el mads
frecuente de ellos es el carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico (CDI-SPE) que
representa el 70-80% de casos, seguido de los carcinomas lobulillares infiltrantes (CLI)
con el 10%.

1.2.2. Grado histolégico

Esta clasificacion evaltia pardmetros morfolégicos de acuerdo con el sistema de
gradacion de Scarff-Bloom-Richardson [8], modificado por Elston-Ellis [9], conocido
también como sistema de gradacién de Nottingham. Las variables en consideracién
son: (i) la formacién de tabulos, (ii) el pleomorfismo nuclear segtn el tamarfio nuclear,
caracteristicas de la cromatina y nucléolo, y (iii) la cantidad de mitosis que refleja el
indice proliferativo tumoral. Posteriormente se asigna una puntuacién de 1 (mds
favorable) a 3 (menos favorable) en cada variable, donde la suma de los tres pardmetros
resultard en puntuaciones de 3 a 5 (grado 1, bien diferenciado), 6 a 7 (grado 2,

moderadamente diferenciado), y 8 a 9 (grado 3, indiferenciado).
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1.2.3. Subtipos moleculares

Esta clasificacion valora el estado de los RE y RP, amplificacién o sobreexpresion
de HER2 y el marcador de proliferaciéon celular Ki-67. De acuerdo a la expresion
inmunohistoquimica (IHQ) y siguiendo la Actualizacién de la Guia de la Sociedad
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) / Colegio de Patélogos Americanos (CAP)
en 2020 [10], los RE y RP son considerados como positivos al tefiirse >1% de las células
tumorales; para HER2 se considera el sistema de clasificacion DAKO tomando
puntuaciones de 0 a 1+ como negativas, 2+ como débilmente positivas y 3+
fuertemente positivas; finalmente, Ki-67 utilizando un punto de corte del 20% para

designar positividad [2,11], como se observa en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2. Subtipos moleculares de cincer de mama y su aproximacién por IHQ, segtin el
Consenso de Colima 2021 [2].

Subtipo molecular Aproximacién por inmunohistoquimica
Luminal A RE +, RP >20%, Ki-67<20% y HER2 -
(HER?2 negativo)
Luminal B RE +, RP <20% o Ki-67 >20%, HER?2 -
(HER2 positivo)
RE +, RP y Ki-67 cualquier valor, HER2 +
HER2 RE -, RP -y HER2 +
Triple Negativo RE -, RP - y HER2 -
RE: receptores de estrégeno; RP: receptores de progesterona; Ki-67: Marcador de proliferaciéon celular; HER2:
Receptor epidérmico humano 2.

Cabe destacar que en Norteamérica, Australia y Europa los subtipos luminales
son los mds frecuentes (72.7-73.0%), seguidos por los Triple Negativos (TN) (12.2-
16.0%) y HER?2 positivos (4.6-6%), siendo éstos dos tltimos los que menor indice de
supervivencia presentan a nivel mundial y, debido a limitaciones en la informacién
disponible para paises de Latino América, incluyendo México, se sugiere un patrén

similar de frecuencias en dichos subtipos [12].

1.2.4. Estadio anatomico TNM. Clasificacion de la American Joint Committee on

Cancer, 8% ed.

La clasificacion TNM propuesta por la AJCC en su 8° edicion [13] representa una
herramienta imprescindible en la valoracién integral del paciente, cldsicamente
valorando:

- Tamarfio tumoral (T). Valorado con base en hallazgos patolégicos del tumor

primario, medido en centimetros (didmetros tumorales mdximos).
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- Afectaciéon ganglionar (N). Evaltia la presencia de infiltracién neopldsica a
ganglios linfaticos.

- Metéstasis (M): Evaltia la presencia clinica o radioldégica de metdstasis a
distancia.

Recientemente, se ha ampliado esta clasificacién incluyendo ahora estadios
prondsticos tras incorporar marcadores IHQ de RE, RP, HER? y Ki-67, permitiendo asf
definir con mayor precisién los diferentes subtipos que componen al cdncer de mama
y su prondstico [13]. En México, mds de 65% de los diagnésticos de cdncer de mama se
realiza en mujeres en estadios localmente avanzados (IIb-III) con 55.9% de casos, y

10.5% en estadios metastésicos (IV) [2].

1.3. Proteina transductora de la sefial y activadora de la transcripcién 3

Las proteinas transductoras de la sefial y activadoras de la transcripcién (STAT,
del inglés signal transducer and activators of transcription) pertenecen a una familia que
participa en la transduccién de sefiales provenientes del medio extracelular para
desempefiar funciones como moléculas de sefializacién a nivel citoplasmético y como
factores de transcripcion a nivel del ntcleo [14]. Esta familia estd compuesta por siete
miembros en mamiferos, relacionados estructural y funcionalmente: STAT1, STAT2,
STATS3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STATS, los cuales presentan dominios altamente
conservados comprendiendo al dominio N-terminal, dominio stiper enrollado, un
dominio de unién al ADN, dominio de enlace, dominio de homologia 2 de SRC (SH2,
del inglés Src homology domain 2), y un dominio de activacién transcripcional en el
extremo carboxilo-terminal [15], este tltimo siendo el mds variable entre los miembros
de la familia STAT y el que contribuye a su especificidad.

El gen Stat3 dalugar a la isoforma STAT3a de 770 aminodcidos la cual preserva
el dominio TAD, sin embargo, puede experimentar corte y empalme alternativo del
ARNmMm en el exén 23, cambiando asi el marco de lectura y reemplazando los dltimos
55 aminodcidos por siete residuos distintos (FIDAVWK / Phe-Ile-Asp-Ala-Val-Trp-
Lys)y un codén de parada, dando lugar a la isoforma STAT3 [16], carente del dominio
TAD de STAT3 y, por lo tanto, del residuo Ser’” (Figura 1-3).

20



Tyr Ser
705 727

STAT3a | N-terminus | Coiled Coil |  DNABinding | Linker |

STAT3B | N-terminus | Coiled Coil DNABinding | Linker |

Figura 1-3. Isoformas de STAT3. Los dominios SH2 en STAT3 contienen residuos Tirosina 705
(Tyr™®), clave para activar STATS3 tras su fosforilacién. Sin embargo, la isoforma STAT3a (arriba)
posee el residuo Serina 727 (Ser’”) en el dominio de transactivacién, a diferencia de STAT3f
(abajo). Abreviaturas: STAT3: Proteina transductora de sefial y activadora de la transcripcion 3; TAD: Dominio de
transactivacién; SH2: Dominio 2 de homologia Src de STAT. Tomado de [16].

Recientemente se ha demostrado que la isoforma STAT3p, carente del residuo
Ser’”, tiene funciones reguladoras y transcripcionales distintas a las observadas en

STAT3a, pudiendo asf tener un efecto supresor sobre STAT3 [17-19].

1.3.1. Vias de activacion de STAT3 y su funcion en el cancer

La via de activacion de STAT3 cldsicamente descrita comprende la fosforilaciéon
de su residuo de Tyr’® mediada por las tirosinas cinasas de la familia Janus cinasas
(JAK) asociadas a receptores a nivel de membrana que comparten a la glicoproteina
130 (gp130) como subunidad cooperadora.

Los receptores asociados a gp130 pueden ser aquellos asociados a interleucina
(IL) 6, IL-10, IL-11, OSM (oncostatina M), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor
inhibidor de la leucemia (LIF), cardiotrofina-1 y citocinas similares a las cardiotrofinas.
Sin embargo, puede haber estimulos independientes de gp130 donde acttian receptores
tirosina cinasa, tales como aquellos que involucran al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), al receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR),
al receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), al receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGFR), al factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), y leptina (OBR) [20].

Otros elementos igualmente asociados son los de tirosinas cinasas no receptoras
como las cinasas de la familia Scr (Scr, Hck, Lyn, Fyn, Fgr), BCR-ABL vy la tirosina
cinasa no receptora ligada al cromosoma X de la médula 6sea (BMX); y receptores tipo

Toll. Ademds, Tyr’® puede ser activado indirectamente por receptores acoplados a
yr—p P p p
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proteina G como el receptor 1 de esfingosina-1-fosfato (SIPR1), BV8 o Angiotensina II
[21].

En la via clasica de activacion de STAT3, la unién del ligando extracelular a su
receptor afin conduce a la oligomerizacién del receptor y la activacion de las JAK, que
luego reclutan y fosforilan a STAT3 en su residuo Tyr’®, formando asf dimeros (homo
o heterodimeros) a través del dominio SH2 para después translocarse al ndcleo. En
cooperaciéon con los cofactores nucleares, el STAT3 ya fosforilado (pSTAT3) se une
directamente a elementos del sitio de activacién del interferén gamma (GAS, del inglés
Interferon-y Activated Sequence) en secuencias consenso palindromicas del ADN
(TTCN .4 GAA)y activa la expresion génica [16].

La proteina STAT3 constitutivamente activada y sus vias de sefializaciéon
pueden explicar la mayoria de las caracteristicas distintivas conocidas del cédncer
descritas por Hanahan & Weinberg [22], donde estudios han sustentado su capacidad
para desregular la expresion de genes que controlan la proliferacién, angiogénesis y
transicion epitelial-mesenquimatosa (TME) [23]; resistencia a la quimioterapia y
antiapoptosis [24]; angiogénesis [25]; invasién y metdstasis [26], y el mantenimiento de

células madre cancerosas [27], permitiendo asi la progresién maligna (Figura 1-4).
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Factores de crecimiento Citocinas / Interleucinas
EGF, FGF, PDGF, IGF, IL-6, IL-8, IL-10, IL-35

LIF, CNTF,
CLCF1, CRLF1,

Dimerizacién de

Proliferacién
Celular

Cyclin D1
C-Myc Invasién
Survivin Metastasis (TEM)
Pim-1 MMP2, MMP7,
MMP9, ZEB1,

Células madre

0CT3/4, SOX2
Microambiento Myc, NANOG,

tumoral y escape
poricb CD44, ALDH1
L6, 1L-10, 1L-23,

VEGF, TGF-B,
HIF1a, HGF, NOX2,
IDO-1, ARG,
IRF-8, C/EBPB

ZEB2, SNAIL,
Evasion de JUNB, TWIST,
Apoptosis N-cadherin,
BekXL Vimentin
Bel-2
Mck1
Survivin

TNFRY, PI3K

s

Nicleo

‘_

Figura 1-4. Principales vias implicadas en la activacién canénica de la sefializaciéon de JAK/STAT3 y
su papel en cancer. La sefializacién JAK/STAT3 se activa a través de varios receptores que incluyen
receptores de citocinas, receptores tirosina cinasas, cinasas serina/ treonina, tirosina quinasas no
receptoras, receptores acoplados a proteinas Gy receptores tipo toll. A. La unién del ligando a receptores
conduce a cambios conformacionales que proporcionan sefiales para que las JAK y las proteinas
adaptadoras activen la sefializacién STAT3. B. La fosforilacién de STAT3 en el residuo de tirosina 705
resulta en la dimerizacién de STAT3 y su posterior translocacién dentro del niicleo. STAT3 se une
directamente en la regién promotora de varios genes y altera sus patrones de expresién para promover
procesos celulares clave. Abreviaturas en texto. Imagen modificada de [28] en Biorender.com.

Entre las asociaciones de STAT3 constitutivamente activada con las
caracteristicas distintivas conocidas del cdncer encontramos las siguientes:

STAT3 y el mantenimiento de la sefializacion proliferativa. Uno de los objetivos
genéticos de STAT3 estudiados en tejido neopldsico y lineas celulares mamarias lo
constituyen genes que participan en el ciclo celular, proliferaciéon y supervivencia
celular como survivina, ciclina D1, Bcl-2, Bcl-xL, ¢-Myc y Mcl-1, donde se ha
documentado una correlacion positiva con la expresiéon de STAT3 [23,24,29].

STAT3 y la evasion de la destruccion inmune. La actividad constitutiva de STAT3
influye a la cascada de complemento en las fases iniciales del dafio, asi como a las

actividades protumorales del complemento 3a (C3a) y C5a, confiriendo proteccién ante
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la citotoxicidad en células neopldsicas [30]. Sin embargo, esa cualidad de poder ser
constituvamente activada es un atributo particular en muchos canceres, estudios ha
identificado a STAT3 como una molécula oncogénica capaz de potenciar la
transformacién celular y bloquear la apoptosis [31].

STAT3 y la inflamacion promotora de tumores. Ademds, STAT3 juega un papel
importante en el microambiente tumoral, tanto de manera intrinseca a las células
tumorales como a través de su capacidad para modular la actividad del medio celular
circundante al modular la respuesta inmune antitumoral, donde desempefia funciones
duales y complementarias como un regulador positivo de los inhibidores inmunitarios
tumorales y un supresor de los activadores inmunitarios tumorales [32]. Por ejemplo,
la actividad de STAT3 en las células cancerosas estimula la produccién de citocinas
proinflamatorias, suprime la secreciéon de IFN tipo I y genes asociados de respuesta al
IFN y apoya la inmunosupresion [33]. Estas vias de retroalimentaciéon dependientes de
STAT3 permiten que aumente atin més la progresiéon del tumor al antagonizar el
reclutamiento de efectores inmunes en el lecho tumoral al deteriorar la
inmunovigilancia y las respuestas inmunitarias anticancerigenas.

STAT3 y la activacion de la invasion y metdstasis. Una de las funciones mds
prominentes de STAT3 en el pronéstico de canceres humanos consiste en la regulacién
al alza de metaloproteinasas de la matriz celular (MMP), involucradas intimamente en
la invasion a tejidos adyacentes y distantes en casos de metdstasis [34]. STAT3 regula
entonces, a MMP2, MMP7, MMP9, Twist [35], Snail, Slug y vimentina [36].
Recientemente se ha informado sobre la importancia de la via IL-
22 /JAK/STAT3/MAPKs/AKT en la metdstasis y quimio resistencia en cancer de
mama triple negativo [37]. Entre los reguladores rio-arriba de la sefializacién STAT3
involucrados en la metdstasis del cdncer de mama Triple Negativo (TNBC, del inglés
Triple Negative Breast Cancer) se encuentran los Wwox, una oxidorreductasa que
contiene el dominio WW, en la via IL-6 /JAK2 inhibe la fosforilacion de JAK2 y bloquea
la unién JAK2-STAT3, por lo que reprime la metdstasis y proliferacién celular en
neoplasias mamarias [38]. Ademds, esta misma via IL-6/JAK2 puede inhibir
igualmente la apoptosis dependiente de la caspasa relacionada con Bax/Bcl-2 e inhibir
la migracién e invasién a través de MMP2/MMP9/vimentina/fascina en cancer de
mama triple negativo mediante la supresion de la fosforilaciéon de STAT3 inducida por

IL-6 [39].
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STAT3 vy la inmortalidad replicativa. La sefializacién aberrante de STAT3
promueve la progresiéon del tumor de mama a través de la desregulacién de la
expresion de genes diana rio-abajo que controlan la transicién epitelio-
mesenquimatosa (Vimentina, TWIST, MMP-9 y MMP-7) [23].

STAT3 y la induccién de la angiogénesis. La sefializacién aberrante de STAT3
promueve la progresiéon del tumor de mama a través de la desregulacién de la
expresion de genes diana rio-abajo que controlan la angiogénesis como HIF1a [40] y
VEGF [23].

STAT3 y la energética celular desrequlada. Uno de los elementos mds importantes
en la tumorigénesis consiste en la adaptacion metabdlica a los nuevos requerimientos
por parte del tejido neopldsico a causa de una mayor tasa de proliferacién celular,
requiriendo asi una mayor generacién de energia en forma de adenosina 5'-trifosfato
(ATP) a través de la fosforilacién oxidativa mitocondrial [41].

Las mitocondrias son la mayor maquinaria intracelular tanto para la produccién
y reduccién de las especies reactivas de oxigeno (ERO’s). En el cdncer, las ERO’s
mitocondriales amplifican el fenotipo tumorigénico y aceleran la acumulacién de
mutaciones adicionales que conducen a un comportamiento metastdsico [42]. La
fosforilacién de los monémeros STAT3 en su residuo Ser’” permite la translocacién de
STAT3 a las mitocondrias sin dimerizaciéon (mitoSTAT3), donde se asocia con la
membrana mitocondrial interna y la matriz mitocondrial, regula la actividad de la
cadena de transporte de electrones y la apertura del poro de transiciéon de la
permeabilidad mitocondrial [43].

MitoSTATS3, al estar asociado a la membrana interna mitocondrial donde reside
el complejo I de la ETC, interacciona con el componente GRIM-19 para su transporte
interno asociado al importador Tom?20, siendo la proteina 22 de choque térmico
(Hsp20) una lanzadera alternativa para mitoSTAT3 [44].

MitoSTAT3 mejora las actividades del complejo I y II de ETC, donde la
fosforilacion de Ser’”-STAT3 es fundamental para estas actividades [44]. Esto se ha
demostrado en estudios en células en proceso de transformacién oncogénica mediada
por Ras donde, a falta de mitoSTAT3, los niveles de ATP disminuyen [45]. Asi también,
STAT3 mejora la glicdlisis aerobia y la funcién mitocondrial en el contexto del cancer,
por ejemplo, en ratones con cancer de colon provocados por mutaciones en el gen

Ctnnb1l que codifica para la proteina 3-catenina, experimentaron un aumento en la
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glucolisis aerobia dependiente de STAT3 y una supresion de la actividad de la cadena
de transporte de electrones (ETC, del inglés Electron Transport Chain), esto debido en
parte a la regulacion positiva de HIF-1a y c-myc por STAT3 constitutivamente activado
y, como resultado, las células estdn protegidas de procesos apoptéticos y senescencia
mientras que se vuelven mds sensibles a la privacién de glucosa [46].

STAT3 puede experimentar modificaciones adicionales a nivel postraduccional
para alterar la produccién transcripcional, incluida la fosforilacién en su residuo Ser’”
[47], donde la evidencia indica que la cooperacién de pTyr"™® y pSer’” no sélo es
necesaria para la activacion completa de STAT3 [48], si no que también puede activarse
STAT3 independientemente de pTyr’®.

La fosforilaciéon de Ser’”-STAT3 es dependiente del contexto celular y puede ser
regulada positivamente por proteinas a nivel citosélico, como la proteina cinasa
activada por mitégenos (MAPK, del inglés mitogen-activated protein kinase) como p38 o
cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK); las cinasas c-Jun N-terminal (JNC,

del inglés c-Jun N-terminal kinase); caseina cinasa 2 (CK2, del inglés casein kinase 2); la

proteina cinasa C (PKC)g; la diana de rapamicina en mamiferos (mTOR) o c¢dk5 [49].
Esta via de activacién no canénica permite también que STAT3 sea reclutado en las
mitocondrias y regule funciones alternativas a la transcripcion.

Otras modificaciones postraduccionales observadas en STAT3 incluyen a la
metilacion, la acetilacién, ubiquitinacién, (ISG)-ilacién y SUMOilacién con diversos
efectos sobre las funciones transcripcionales y no transcripcionales de STAT3 [49].

Regqulacion de la sefializacion de STAT3. La fosforilacién, como se ha comentado,
forma parte de la regulacién positiva o activaciéon de las proteinas STAT3, y
desfosforilacién o regulacién negativa de STAT3 es proporcionada por las proteinas
tirosinas fosfatasas (PTP), los inhibidores de proteinas especificos como los supresores
de sefializacién de citocinas (SOCS3) e inhibidores de proteinas STAT activadas
(PIAS3), siendo ademds regulada por varios miARNSs [21], las cuales son la diana
terapéutica de multiples fadrmacos en estudio y que han demostrado eficacia in vitro e

in vivo en cancer de mama TN [50].
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1.4. El papel pronéstico de los residuos Tyr’® y Ser’” de STAT3 en cancer

En el adenocarcinoma colorrectal, la sobreexpresion de STAT3 demostré tener
una correlacién positiva con la invasién tumoral, la metdstasis en los ganglios
linfaticos, el grado tumoral y estadio clinico [51]. Generando asi un mayor interés en el
estudio de esta proteina como factor de mal prondstico, encontrando estudios que
demuestran que la sobreexpresiéon de STAT3 predice un resultado clinico precario para
diversos canceres como el cancer de cuello uterino [52], el carcinoma esofdgico [53] y
carcinoma de cabeza y cuello [54,55] y neoplasias hematolc’)gicas [56]. Sin embargo, otros
estudios han encontrado una funcién dual a partir de la identificacién de las isoformas
de STAT3, donde STAT3, carente del residuo Ser’”, se ha relacionado como regulador
negativo que puede atenuar la actividad de transcripciéon de STAT3a al inducir la
formacién de heterodimeros STAT3a:STAT3p contribuyendo asi al bloqueo de la
quimio resistencia [57,58]. En cuanto al cdncer de mama, la activacién constitutiva de
STATS3 se ha visto relacionada con 40-60% de los casos [23,59].

Se ha evidenciado el papel que juega la sefializacién paracrina a través de
factores solubles para la activacion y fosforilacion persistente de STAT3 en el cancer de
mama [60], sin embargo, la mayor parte de los estudios en cdncer de mama se han
enfocado en la fosforilacién del residuo de tirosina 705 (pTyr’®) de STATS3.

Recoleccién de datos. Se realizé buisqueda de articulos originales hasta diciembre
de 2021 en la base de datos PubMed utilizando combinaciones de términos y palabras
clave. Los términos de busqueda utilizados fueron 'breast cancer', 'STAT3', "Tyrosine’,
'Serine' 'Tmmunohistochemistry', 'prognosis’, ‘prognostic’. Los titulos y resimenes se
revisaron inicialmente para determinar su pertinencia en este apartado. Se eliminaron
los duplicados. Luego se obtuvieron y revisaron los articulos de texto completo de los
titulos restantes. Los criterios de inclusién fueron: articulos completos y originales en
inglés que investigaron un resultado pronéstico medible (supervivencia general,
supervivencia libre de enfermedad, supervivencia especifica del cancer o recurrencia)
asi como variables clinico-patoldgicas de riesgo, en relacién la expresiéon de STAT3 en
los uno o los dos residuos de fosforilacién (Tirosina 705 y Serina 727). Para ser incluidos
en la revision, requerian haber investigado solo a pacientes con cualquier tipo de
cancer. Los estudios se excluyeron si se publicaron antes de 2000, si utilizaban otras

técnicas distintas a la inmuhistoquimica. Ademds, se verificaron las referencias en los
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articulos incluidos para detectar cualquier otro estudio relevante. Los resultados se

presentan de manera descriptiva para cada residuo de STAT3.

Resultados. Se obtuvieron 2542 resultados de la bisqueda inicial. Después de la

revisién de los titulos por relevancia, la revisién de resimenes, la eliminacién de

duplicados y articulos en idioma no inglés, y la aplicacién de los criterios de inclusién

y exclusién, se incluyeron 30 estudios en la revisién final; de estos, 17 estudios fueron

adecuados para su inclusién en el metaanalisis.

1.4.1. Expresion de pTyr’™-STATS3.

Para la valoraciéon del componente prondstico relacionado con el nivel de

expresion y localizacién del residuo pTyr"® de STAT3, la IHQ contintda siendo una de

las herramientas predilectas para su andlisis. En la Tabla 1-3 se enlistan los hallazgos

importantes con el uso de esta técnica en la evaluacién del papel prondstico de pTyr"®-

STAT3 en multiples tipos de cancer.

Tabla 1-2. El papel pronéstico del residuo pTyr

705

or IHQ en cancer.

Autor | Afo | Pais | Tipode Tipo de [Pacientes|Seguimie Fraccion Variable(s) de Supervivenci| p
estudio cancer (n) nto estudiada seguimiento a
Dolled- | 2003 | EE. [Retrospectivo Céncer de 346  |15.6 afios| STAT3 Total SG a5 afios Mejorada | 0.0332
Filhart et UU. | de cohortes mama nuclear SG a 20 afios Sin mejoria | 0.193
al[61] (ganglios
negativos) pTyr705- SG a5 afios Mejorada | 0.0054
STAT3 nuclear SG a 20 afios Mejorada | 0.0376
UV: Tumor >2 cm -
pTyr705-
STAT3 SG a5 afios Mejorada | 0.0375
citoplasma SG a 20 afios Sin mejoria | 0.214
Hsieh et | 2005 | EE. [Retrospectivo] Céncer de 136 pTyr705-  |UV: Nédulos con mets - 0.042
al [62] UU. | de cohortes mama STATS3 nuclear UV: RP+ 0.028
Laietal | 2006 | EE. [Retrospectivo| Sarcoma de 290 9.9 afios pTyr705- UV:SG a5 afios Sin mejoria | 0.102
[63] UU. | de cohortes Ewing STAT3 nuclear| UV:SLE a5 afios Sin mejoria | 0.115
MV: SG - tumor Mejorada | 0.020
localizado
Yang et | 2007 |China [Retrospectivo| Carcinoma 69 8 afios pTyr705- MV: SG Mejorada | 0.036
al [64] de cohortes |hepatocelula STAT3 nuclear MV: 0.018
r Microangiogénesis
intratumoral 0.026
MV: Ki-67 alto 0.019
MV: Grado histolégico
Seethala | 2008 | EE. [Retrospectivo Cancerde | C1:61 | 4 afios pTyr705- UV:SLE (C1) Sin mejoria | 0.914
etal [65] UU. | de cohortes | cabezay STAT3 nuclear
cuello C2 mets: | 7.9 afios UV:SLE (C2) Sin mejorfa | 0.655
79 UC: Metéstasis <0.001
Min et al| 2009 |China [Retrospectivo| Carcinoma 50 7 afios pTyr705- UV:SG a5 afios Empeorada | <0.01
[66] de cohortes | epitelial de STAT3 nuclear| UV: Estadio clinico <0.05
ovario Avanzado
UV: Alto grado <0.01
UV: N6dulos con mets <0.01
Birner et| 2010 \BulgarRetrospectivoGlioblastoma 111 337 dias pTyr705- UV:5G Empeorada | 0.004
al [67] ia | de cohortes STAT3 nuclear MV: SG + Edad Empeorada | 0.001
Monnien| 2010 |Franci [Retrospectivo| Carcinoma 104 5 afios pTyr705- UV:SG a5 afios Mejorada 0.04
etal [68] a de cohortes | colorectal STAT3 nuclear| UV:SLP a5 afios Sin mejoria | 0.52
Empeorada | <0.01
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MV: SLP + nédulos
con mets
MV: SG + nédulos con| Empeorada | <0.01
mets
MV: SG + nédulos con| Mejorada 0.01
mets + pPSTAT3+
Sato etal| 2011 | EE. [Retrospectivo| Cancer de 785 |12.5afos| pTyr705- UV:5G al25afios | Sin mejoria | 0.081
[69] UU. | de cohortes mama STAT3 nuclear| MV: SG a 12.5 afios y Mejoria 0.014
bajo GH
MV:SG a 125 afiosy | Sin mejoria | 0.711
alto GH
MV: alto GH <0.001
MV: Nédulos con mets <0.001
MV: Edad <0.001
MV: Protector de <0.001
progresion
Woo et | 2011 |Corea Retrospectivo ~ Céncer 285 |4.25afios| pTyr705- UV: 5G a 4.25 afios Mejorada | 0.001
al [70] del Sur| de cohortes gastrico STAT3 nuclear UV: Estadios 0.001
tempranos 0.010
UV: Ausencia de mets 0.004
UV: Ki-67 alto 0.002
UV: HIF-1o + <0.001
UV: VEGF +
Sonnenb| 2012 | Israel [Retrospectivo| Cancer de 407 16 afios pTyr705- UV:SLE a 5 afios Mejorada | 0.035
lick et al de cohortes | mama no STAT3 nuclear| UV:SG a5 afios Mejorada | 0.023
[71] metastdsico UV:SG a 10 afios Mejorada 0.026
MV: SG a5 aflos y RH+ Mejorada 0.03
MV:SG a5 afios y Mejorada | 0.003
nédulos (-)
MV:SG a5 afios y Mejorada | 0.023
tumor <2cm
Schopp | 2012 | Austri|Retrospectivo| =~ Céncer 324 5 afios pTyr705- UV: HER2+ 0.032
mann et al a | decohortes | esofdgico STAT3 nuclear| UV:SG a5 afios Empeorada |<0.001
[53] UV:SLE a5 afios Empeorada |<0.001
Lin etal | 2014 |China [RetrospectivoGlioblastoma 90 11 meses| pTyr705- UV:5G Empeorada | 0.009
[72] de cohortes STAT3 nuclear UV:SLP Empeorada | 0.012
SG: Supervivencia global; UV: Univariable; MV: Multivariable

1.4.2. Expresion de pSer’”-STAT3.

Ademas de la fosforilacion del residuo critico de tirosina revisado, tanto STAT3

como STAT1 pueden fosforilarse en su residuo Ser’” en el dominio TAD C-terminal
[73], dependiendo del estimulo y tipo de célula. Se ha demostrado que la fosforilacién
de STAT3 tanto en Tyr’® como en Ser’” conduce a la transactivacién completa de la
sefializacion de STAT3 [74] y, por lo tanto, su mdxima actividad, muy probablemente
mediante el reclutamiento de proteinas coactivadoras como p300 [75], Pinl [76,77] y
RelA [78]. De igual manera, se ha demostrado que la fosforilacién de Ser’”"STAT3
mejora la unién al ADN en un estudio realizado en células epidérmicas ante sefales
inflamatorias (radiacion UVA) mediadas por JNK1/2 [79].

Se ha sugerido que STAT3 puede activarse mediante la fosforilacion de Ser”” en
ausencia de la fosforilaciéon de Tyr’® en un estudio realizado con células madre
neuronales donde se encontré una correlacién entre pSer’?” en ausencia de pTyr"®y la

supervivencia de estas células [80]. Igualmente, en ausencia de pTyr’®, pSer’” es
p g ply p
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esencial para la supervivencia y activaciéon de macréfagos diferenciados in vitro
humanos primarios [81], y p Ser’” puede actuar como regulador negativo al reducir
pTyr’®, mejorando asi la tasa mitética [82]. Otra de las posibilidades al fosforilarse
Ser’”-STAT3 es su capacidad de localizarse en la mitocondria y regular funciones
mitocondriales independientemente de su actividad transcripcional [45,83].

Los hallazgos anteriores han permitido que se profundice en el estudio de este
residuo en diversos cdnceres donde se ha logrado demostrar que la activacién
constitutiva por medio de pSer’”-STAT3 (independiente de p Tyr’®) es suficiente para
activar a STAT3 impulsando asi la proliferaciéon celular en la leucemia linfocitica
crénica [84] y la tumorigénesis de préstata prescindiendo de pTyr™® [85], observdndose
por primera vez la reelevancia de este residuo en estudios experimentales con células
obtenidas de pacientes con cdncer prostatico. Por otro lado, se ha observado que las
mutaciones de Ser’” o el bloqueo de pSer’ alteran la capacidad tumorigénica de
STATS3 al comprometer su actividad transactivacional [85].

Con base en lo anterior, se realiz6 una buisqueda intencionada de estudios acerca
del componente prondstico relacionado con el nivel de expresion y localizacién del
residuo pSer’”-STAT3 en multiples tipos de céncer, a través de la técnica por IHQ,

enlistados en la Tabla 1-4.
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Tabla 1-3. El papel pronéstico del residuo pSer” por IHQ en cancer.

Autor Ano | Pais Tipo de Tipo de cancer |Pacient| Seguimie Fraccién Variable(s) de Supervivencia P
estudio es (n) nto estudiada seguimiento
Yang et al| 2005 | China |Retrospectivo| Neoplasia 56 7.8 afios | pSer727-STAT3 | UV: NIC 3 alto grado <0.001
[33] de cohortes | intraepitelial nuclear UV: Ki-67 alto <0.001
cervical
pSer727-STAT3 | UV: NIC 3 alto grado <0.001
citoplasma UV: Ki-67 alto <0.001
Yeh etal |2006 | China |Retrospectivo [Cdncer de mamal 68 3afios | pSer727-STAT3 UV: EC mayor 0.024
[86] de cohortes nuclear UV: RE- 0.001
UV: Tamafio >2cm 0.014
pSer727-STAT3
citoplasma
Choi et al | 2010 | Corea |Retrospectivo| Carcinoma 29 2 afios | pSer727-STAT3 |UV: N6dulos con mets 0.046
[87] del Sur| de cohortes cervical nuclear MV: SLP + Nédulos Mejorada 0.03
(post- con mets
neoadyuvancia)
Lin etal |2014 | China |Retrospectivo| Glioblastoma 88 3.4 afos | pSer727-STAT3| UV:SG a 3.4 afios Empeorada 0.002
[88] de cohortes nuclear UV:SLP a 3.4 afios Empeorada 0.006
MV: SG a 3.4 afios + Empeorada 0.007
pTyr705-STAT3 coexpresion de
nuclear pTyr705-STAT3
nuclear

SG: Supervivencia general; SLP: Supervivencia libre de enfermedad; UV: Univariable; MV: Multivariable; NIC: neoplasia intraepitelial cervical;
KI-67: Marcador de proliferacion celular; EC: Estadio clinico TNM; RE: receptores estrogénicos.

1.4.3. Andlisis de la expresion de residuos STAT3
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Tabla 1-5. Evaluacion de la tinciéon IHQ de pTyr’®-STAT3 en estudios previos.

Autor | Afno | Pais Tipo de Fraccion Anticuerpo | Fabricante |Dilucion| Pardmetro | Modo de Clasificacion Puntos de corte
tejido estudiada evaluacién para la expresion
Dolled- 2003 | EE.UU. | Céncerde | STAT3 Total Anticuerpo 1:150 Intensidad de [Microscopia de N/A: Sin posible Negativa: 0
Filhart et al mama nuclear monoclonal de la tincién luz interpretacion Positiva: 1-3 (tinciéon
[61] (ganglios conejo Cell Signaling 0: sin tincién débil a intensa)
negativos) |pTyr705-STAT3| Anticuerpo Technology, 1: tincién débil
TMA'’s  |nuclear/citopla| monoclonal de | Inc., Beverly, 1:100 2: tincién moderada
sma conejo MA 3: tincién intensa
Hsieh et | 2005 | EE. UU. | Céncer de [pTyr705-STAT3  Anticuerpo | Cell Signaling 1:30 Intensidad de [Microscopia de N/A: Sin posible Negativa: 0y 1
al [62] mama nuclear monoclonal de | Technology, la tincién luz interpretacion Positiva: 2 -3
TMA’s conejo Inc., Beverly, 0: sin tincion (tincién moderada a
MA 1: tincién débil intensa)
2: tincién moderada
3: tincién intensa
Lai et al 2006 | EE.UU. | Sarcomade [pTyr705-STAT3| Anticuerpo Santa Cruz 1:10 Porcentaje de [Microscopia de Negativo: 0-10% Negativo: 0-10%
[63] Ewing nuclear monoclonal de |Biotechnology, células luz Positivo: >10% Positivo: >10%
conejo, clona B-7 CA
Anticuerpo Signet
monoclonal de | Laboratories, 1:50
conejo, clona O13) Dedham, MA
Yang etal | 2007 China | Carcinoma [pTyr705-STAT3  Anticuerpo Cell Signaling 1:200 Combinado: |Microscopia de| Grado 1: <25% de nticleos
[64] hepatocelular nuclear monoclonal de | Technology, Grado de luz positivos
conejo Inc., Beverly, proporcién Grado 2: 26-50% Score combinado:
MA (Porcentaje de Grado 3: 51-75% Grado 4: Score 1: suma de
células) >76% grados 1-2
+ Grado de Score 2: suma de
intensidad grados 3-4
(promedio de Grado 1: intensidad minima Score 3: suma de
intensidad) Grado 2: intensidad débil grados 5-6
Score Grado 3: intensidad Score 4: suma de
combinado: moderada grados 7-8
suma d/e4ambos Grado 4: intensidad fuerte
Seethala | 2008 | EE.UU. | Cancerde [pTyr705-STAT3| Anticuerpo | Cell Signaling 1:50 Combinado: [Microscopia de Punto de corte 1
et al [65] cabezay nuclear monoclonal de | Technology, luz 0: sin tincién Baja: <p25%
cuello conejo Inc., Beverly, Intensidad de 1: tincién débil Alta: >p25%
MA la tincién 2: tincién moderada

Porcentaje de
células

3: tincién intensa

X % células x100

(H-score: 0-300)
Percentilas

Punto de corte 2
Baja: <p75%
Alta: >p75%




Minetal | 2009 | China | Carcinoma [pTyr705-STAT3| Anticuerpo Santa Cruz 1:100 Intensidad de | Analisis por 1: tincién débil Punto de corte 1
[66] epitelial de nuclear monoclonal de |Biotechnology, la tincién software 2: tincién moderada 1: tincién débil
ovario conejo, clona SC- CA 3: tincién intensa 2: tincién moderada
8019 3: tincién intensa
Porcentaje de Expresion baja: 0-10% Punto de corte 2
células Expresion alta: >10% Baja: 0-10%
Alta: 210%
Birneret | 2010 | Bulgaria |Glioblastoma pTyr705-STAT3 ~ Anticuerpo | Cell Signaling 1:50 Porcentaje de |Microscopia de| Sin tincién: tincién equivoca Baja: 0-5%
al [67] nuclear monoclonal de | Technology, células luz Expresion baja: <5% Alta: >5%
conejo, clona | Inc., Danvers, Expresion alta: >5-20%
D3A7 MA Expresién muy alta: >20%
Monnien | 2010 | Francia | Carcinoma [pTyr705-STAT3 Anticuerpo Santa Cruz 1:200 Porcentaje de [Microscopia de Expresién negativa: <15% Negativa: <15%
et al [68] colorectal nuclear monoclonal de |Biotechnology, células luz Expresi6n positiva: >15% Positiva: >15%
conejo, clona SC- CA
7993
Satoetal | 2011 | EE.UU. | Cancerde [pTyr705-STAT3| Anticuerpo | Cell Signaling 1:60 Intensidad de [Microscopia de 0: sin tincién Negativo: score 0
[69] mama nuclear monoclonal de | Technology, la tincién luz 1: tincién débil Positivo: score 1-3
conejo Inc., Beverly, 2: tincién moderada
MA 3: tincién intensa
Porcentaje de
células ?
Woo etal | 2011 |Coreadel| Cancer |pTyr705-STAT3| Anticuerpo | Cell Signaling 1:50 Porcentaje de |Microscopia de| Expresién negativa: <1% Negativa: <1%
[70] Sur gastrico nuclear monoclonal de | Technology, células luz Expresi6n positiva: >1% Positiva: >1%
TMA'’s conejo Inc., Beverly,
MA
Sonnenbli| 2012 Israel Cancer de [pTyr705-STAT3| Anticuerpo | Cell Signaling 1:200  |Remmele score Microscopia de 0: sin tincién Remmele score (0-6):
ck et al [71] mama no nuclear monoclonal de | Technology, (0-6): luz 1: tincién débil Punto de corte 1
metastdsico conejo Inc., Beverly, Intensidad de 2: tincién moderada (remmel score 3)
TMA'’s MA la tincién 3: tincién intensa Positiva: >25% con
+ 0: <25% intensidad
Porcentaje de 1: 25-50% moderada
células 2:50-75% Punto de corte 2
3:75-100% (Remmele score 4)
Schoppma| 2012 | Austria Cancer  |pTyr705-STAT3| Anticuerpo | Cell Signaling 1:100 IHC-score: 0- [Microscopia de 1: tincién débil Media de IHC score
nn et al [53] esofdgico nuclear monoclonal de | Technology, 300 luz 2: tincién moderada
conejo, clona | Inc., Danvers, Intensidad de 3: tincién intensa
D3A7 MA la tincién +
+Porcentaje de % de células
células
Linetal | 2014 | China |GlioblastomalpTyr705-STAT3| Anticuerpo | Cell Signaling 1:100 Porcentaje de [Microscopia de Sin tincién: 0 Baja: <5%
[72] nuclear monoclonal de | Technology, células luz Expresion baja: <5% Alta: >5%
conejo, clona | Inc., Danvers, Expresi6n alta: >5%
D3A7 MA
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Tabla 1-6. Evaluacidén de la tincién IHQ de pSer’”-STAT3 en estudios previos.

Autor | Afio | Pais |Tipo de tejido| Fraccién Anticuerpo Fabricante |Dilucion | Pardmetro | Modo de Clasificacion Puntos de corte
estudiada evaluacién para la expresion
Yangetal | 2005 | China Neoplasia  |pSer727-STAT3| Anticuerpo Santa Cruz 1:200  |[Porcentaje de| Microscopia Grado 1: €25% de ntcleos Baja: grados 1-2
[33] intraepitelial nuclear policlonal de | Biotechnology, células de luz positivos Alta: grados 3-4
cervical conejo CA Grado 2: 26-50%
pSer727-STAT3 Grado 3: 51-75%
citoplasma Grado 4: >76%
Yeh etal | 2006 | China Cancer de  |[pSer727-STAT3| Anticuerpo Santa Cruz N/A N/A Microscopia N/A N/A
[86] mama nuclear policlonal de Biotechnology, de luz
conejo CA
pSer727-STAT3
citoplasma
Choietal | 2010 | Corea Carcinoma |pSer727-STAT3| Anticuerpo Santa Cruz 1:200  [Porcentaje de| Microscopia Negativo: <50% Negativo: <50%
[871 del Sur cervical nuclear policlonal de | Biotechnology, células de luz Positivo: >51% Positivo: >51%
(post- cabra CA
neoadyuvancia)
Lin et al 2014 | China | Glioblastoma [pSer727-STAT3| Anticuerpo Santa Cruz 1:100  |[Porcentaje de| Microscopia Sin tincién: 0 Baja: <5%
[88] nuclear policlonal de | Biotechnology, células de luz Expresi6n baja: <5% Alta: >5%
conejo CA Expresion alta: >5%




JUSTIFICACION

El cdncer de mama se ha perfilado como la neoplasia mds prevalente en el
género femenino, siendo también la primera causa de mortalidad en mujeres en todo
el mundo. En México, més del 65% de los diagnésticos de cdncer de mama se realizan
en etapas avanzadas por lo que es necesario ajustar el enfoque clinico en poblacién
mexicana con la implementacién de biomarcadores asociados a prondstico.

El protocolo de estudio en cdncer de mama incluye el andlisis IHQ de
marcadores proteinicos como un elemento indispensable en la toma de decisiones
médicas para el manejo clinico de acuerdo con los lineamientos establecidos en la
NOM-041-SSA2 (Secretaria de Salud, 2012). Tanto el diagnéstico como el tratamiento
representan un gran reto actualmente, justificando asi los estudios tanto de la biologia
molecular como la deteccién temprana de marcadores con técnicas asequibles en
nuestro sistema de salud como lo es la técnica por IHQ. Lo anterior permitird una
mayor comprension de los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo y la
progresion del cancer de mama y, asi mismo, el disefio de estrategias eficaces para la
prevencion y el tratamiento.

La poblacién mexicana ha sido estudiada con base a los aspectos clinicos e
histopatolégicos, sin embargo, la informacién es escasa y contribuye a una gran
deficiencia en la implementacién de estudios que logren ser incluidos en las guias de
préctica clinica a nivel nacional, donde los puntos de corte se basan en poblaciones de
paises desarrollados con caracteristicas distintas, razén por la que el conocimiento
adecuado a la poblacién mexicana auxiliard en el reconocimiento, intervencién y
manejo eficaz de esta compleja enfermedad.

En un estudio por nuestro grupo de trabajo, se investigé la funcién del residuo
pTyr’®-STAT3 en la poblacién objeto de esta investigacion, reportdndose que pTyr’®-
STAT3 puede expresarse como un factor protector para el avance de la enfermedad
entre estadios tempranos I-IIA y como un factor de 2.6 veces més riesgo para el avance

de la enfermedad entre estadios localmente avanzados (IIB-IV); asimismo, la expresién



nuclear de pTyr'®-STAT3 se identific6 como factor de riesgo para metdstasis
ganglionar (Alcald, B. et al., 2020), sin embargo, es necesario estudiar la contraparte de
STATS3 referente al residuo Ser’” para dilucidar con mayor precisién la funcién de
STAT3y dar pie a futuras investigaciones donde puedan incluirse ambas isoformas de
STAT3 para la caracterizaciéon completa de esta proteina en poblacién mexicana.

o Planteamiento del problema

La sobreexpresion de las proteinas STAT ha sido relacionada con mdltiples tipos
de céncer siendo STAT3 uno de los miembros mds recientemente estudiados
relacionado a la progresién del cdncer de mama. STAT3, es un elemento clave en la
regulacién transcripcional de genes implicados en la proliferacion celular,
supervivencia, migracion celular y quimio resistencia. Sin embargo, las funciones
ambivalentes de STAT3 en relacién con la progresién y supresiéon del cdncer lo
posicionan como una de las proteinas blanco en el estudio molecular de esta compleja
enfermedad.

La caracterizacion de pSer’”-STAT3 en tejido mamario neopldsico permitird
ampliar el conocimiento acerca de los factores moleculares que contribuyen en la
génesis y progresion de cancer de mama en poblacién mexicana. La expresién nuclear
de pSer’”-STAT3 puede servir como un biomarcador 1til y un monitor sensible para
la progresién neopldsica de mal prondstico en cdncer de mama en poblacién mexicana
y, por lo tanto, la generacién de terapias dirigidas a pSer’”-STAT3 en poblacién con
cdncer de mama diagnosticado en etapas avanzadas. Lo anterior contribuyendo
directamente al mejoramiento en la esperanza de vida y enfermedad libre de
progresion, lo cual conllevarfa a repercusiones favorables a multiples niveles en la

sociedad.

J Pregunta de investigacion
(Existe asociacién entre la expresiéon nuclear de pSer’”-STAT3 con los factores

clinico-patolégicos de mal prondstico en las pacientes con cdncer de mama?
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HIPOTESIS

La sobreexpresion de pSer’”-STAT3 se asocia a factores clinico-patolégicos de
peor prondstico en las pacientes con cdncer de mama en comparacion con aquellas que
sobre expresan a pTyr’®-STAT3. Asi mismo, la sobreexpresién nuclear de pSer’*-

STATS3 se asociard a supervivencia global disminuida.

J Hipétesis nula HO

La sobreexpresion de pSer’”-STAT3 no se asocia a factores clinico-patolégicos
de peor prondstico en las pacientes con cdncer de mama en comparacién con aquellas
que sobre expresan a pTyr’”-STAT3. La sobreexpresiéon nuclear de pSer’”-STAT3 no

tiene relacién con la supervivencia general disminuida.

OBJETIVOS

Objetivo general
Asociar la expresiéon nuclear de pSer’”-STAT3 con los factores clinico-
patolégicos en pacientes con cancer de mama.

Objetivos especificos

1. Caracterizar los casos de cdncer de mama de acuerdo con los factores
clinicos y patolégicos.

2. Determinar la expresiéon nuclear de pSer’”-STAT3 en tejido neopldsico
mamario.

3. Correlacionar la expresién nuclear de pSer’”-STAT3 y pTyr’®-STAT3 con
las caracteristicas clinico-patolégicas.

4. Determinar la supervivencia global en los casos con sobreexpresiéon nuclear
de pSer’”-STATS3.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio del estudio

El presente estudio es de tipo ambispectivo, descriptivo, transversal y
observacional. Se revisaron los casos con diagndstico de cancer de mama con muestras
de tejido incluido en bloque de parafina y expediente clinico completo, microarreglos
de tejidos y resultados de inmunohistoquimica para receptores de estrégeno,
receptores de progesterona, HER2, Ki-67 y pTyr’®*-STAT3.

La poblacién de estudio fueron pacientes afiliadas al Hospital General Regional
No. 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y el Centro Estatal de Atencién
Oncolégica perteneciente a la Secretaria de Salud (SSA) en Morelia, Michoacdn,
durante el periodo de captacién entre enero de 2015 y diciembre de 2017, siguiendo el

disefio experimental ilustrado en la Figura 2-1.

Seleccién de pacientes Recoleccion de datos Estudio inmunohistoquimico
-Bloques de paraflrll.a —> dini co-patolégicos —>  pS727-STAT3 en tejido de
-Microarreglos de tejido pacientes con CM
\Z
Evaluacién de Andlisis por imi ini
Jach to cl

) tincion patologia digital de Segum%egﬁ?)g fmeoa
inmunohistoquimica —> tinciones pY705 y diciembre, 2021

-Estandarizaciéon pS272 rcrembre,

\Z
Andlisis de
Estudio estadistico —> resultados

estadisticos

Figura 2-1. Diagrama de flujo del disefio experimental.
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2.2. Seleccién de la poblacién de estudio

La poblacién de estudio fue seleccionada mediante la técnica de muestreo no
probabilistica por conveniencia, aplicindose los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

- Mujeres mayores de 18 afios.
- Pacientes con diagnoéstico histopatolégico de cancer de mama.
- Expediente clinico completo.

- Reporte histopatolégico con resultados de inmunohistoquimica para RE, RP,
HER?2, Ki-67 y pTyr"®-STAT3.

- Muestras que cuenten con microarreglo de tejido.

Criterios de exclusién:

- Diagnéstico de cdncer de mama recurrente o recidivante.
- Diagnostico previo o actual de cdncer en algtin otro sitio.
- Expediente clinico incompleto.

- Casos que no cuenten con microarreglo de tejido o este cuente con material

histolégico insuficiente y /o con artefactos.

Criterios de eliminacién:

- Muestras con abundante necrosis.

- Microarreglo de tejido con pérdida tisular tras estudio inmunohistoquimico
(menos de 2 spots por paciente).

- Abandono de seguimiento clinico y/o abandono de permanencia en el
estudio.

De acuerdo con lo anterior, la poblacién de estudio se distribuy6 como se detalla

en la Figura 2-2.
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Pacientes con diagnéstico de cdncer de mama en HGR1 y CEOM fueron
captadas de enero 2015 a diciembre 2017

(n = 1883 pacientes)

Excluidas:
Tejido de biopsia insuficiente para IHQ, n = 677
Sin diagnoéstico molecular (RE, RP, HER2), n = 328

Sin datos clinicos disponibles, 1 = 569

A4

Pacientes con cdncer de mama con
diagnéstico molecular y grado histolégico

(n=309)
Excluidas:
Céancer de mama recurrente, n =9
Céancer de mama no primario, n =2
\4

Pacientes con cdncer de mama primario
incluidas en el estudio IHQ

(n=298)

Eliminadas:

Pérdida de tejido en IHQ, n =2

Tincién inespecifica, n = 4

Andlisis de las caracteristicas clinico-patolégicas
(n=292)

v

Evaluacién de la expresién IHQ de pSer”-STAT3 y
pTyr"®-STAT3 por patologia digital
(n=292)

v

Evaluacién de factores de riesgo

v

Probabilidad de supervivencia en pacientes con cancer de
mama de acuerdo a factores de riesgo clinico-patolégicos y
moleculares. Seguimiento clinico, 5 afios.

Figura 2-2. Diagrama de flujo de la poblacion de estudio.
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2.3. Descripcién de las variables de estudio

La recopilacién de las variables de interés se resume en las Tablas 2-1 a 2-3 a

continuacion:

Tabla 2-1. Descripcion de variables clinicas en el estudio.

VARIABLE DE ESTUDIO TIPO DE UNIDAD DE INDICADORES

Definicién conceptual / operacional VARIABLE MEDIDA

EDAD

Cantidad de afios que un ser ha vivido desde su  Independiente. Edad expresadaen Grupo 1: Edad (afios).

nacimiento. / Tiempo cronolégico de vida Cuantitativa afos.

cumplido por el paciente al momento del continua. Grupo 2: 1= <40; 2= >41.

diagndstico histopatoldgico inicial, registrado en Rangos por edad:  Grupo 3: 1= <20; 2= 21-30; 3= 31-40; 4=

expediente clinico. -Mayor o menor de 41-50; 5= 51-60; 6= 61-70; 7= 71-80; 8= 81-
40 anos. 90; 9= >90.
-Intervalo de 10 Grupo 4: 1= <25; 2= 26-30; 3= 31-35; 4=
afios. 36-40; 5= 41-45; 6= 46-50; 7= 51-55; 8= 56-
-Intervalo de 5 60; 9= 61-65; 10= 66-70; 11= 71-75; 12=
afios. 76-80; 13=>81

INDICE DE MASA CORPORAL

Indice calculado segtin los kilogramos sobre Independiente. Kg/m? Grupo 1: IMC (kg/m?)

metros de altura al cuadrado. / Registro de IMC ~ Cuantitativa

de la paciente segtin peso y talla registrados en el ~continua (grupo 1). Grupo 2: 1= Peso bajo (<18.4 kg/m?); 2=

expediente al momento del diagnéstico. IMC codificado Peso adecuado (18.5-24.9 kg/m?); 3=

Cualitativa
continua (grupo 2).

Sobrepeso (25-29.9 kg /m?); 4= Obesidad
grado I (30-34.9 kg /m?); 5= Obesidad
grado II (35-39.9 kg /m?); 6= Obesidad
grado IIT (>40 kg /m?).

EDAD DE MENARCA

Edad de comienzo de la menstruacién. / Edad de
comienzo de la primera menstruacién registrada
en expediente clinico.

Independiente
Cuantitativa
continua (grupo 1).

Edad expresada en
anos.

Grupo 1: Edad (afios).

Grupo 2: 1= 1= Menarca temprana (<10
afios); 2= Menarca adecuada (11-13
afios); 3= Menarca tardia (>14 afios).

Cualitativa Agrupaciones por
continua (grupo 2). edad de
presentacion.

ESTADO OVARICO
Estado hormonal de la mujer durante ciclo Independiente. Grupo 1: 1= Premenopausia; 2=
sexual. / Estado hormonal con base en la Cualitativa Postmenopausia fisiolégica; 3=
ausencia (fisiolégica) o presencia de la dltima nominal. Postmenopausia quirtrgica.
menstruacién un afio en retrospectiva, registrado
en expediente clinico.
EDAD DE MENOPAUSIA
Edad de la ultima menstruacién. / Edad Independiente. Edad expresadaen Grupo 1: Edad (afios).
cumplida al momento de la dltima menstruacién, Cuantitativa afos.

registrada en expediente clinico. Segtin la NOM-
035-55A2-2012:

-Menopausia prematura: cuando la menopausia
ocurre a una edad <2 DE de la media estimada
para una poblacién de referencia (edad de 40
afios 0 menos).

-Menopausia tardfa: cuando la menopausia
ocurre a una edad >2 DE de la media estimada
para una poblacién de referencia. Se acepta la
edad mayor de 55 afios como criterio practico.

continua (grupo 1).

Cualitativa
continua (grupo 2).

Agrupaciones por
edad de
presentacion.

Grupo 2: 1= Menopausia temprana (<40
afos); 2= Menopausia a edad adecuada
(41-54 afios); 3= Menopausia tardia (>55
anos).

EDAD DE PRIMERA GESTACION

Edad del primer embarazo de término. / Se
valorard la edad en la cual la paciente haya
presentado su primera gestacion a termino,
registradas en expediente clinico.

Independiente.
Cuantitativa
continua (grupo 1).

Edad expresada en
anos.

Grupo 1: Edad (afios).

Grupo 2: 1= Gestacién temprana (<19
afios); 2= Gestacion en edad intermedia
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Cualitativa
continua (grupo 2).

Agrupaciones por
edad de
presentacion.

(20-34 afios); 3= Gestacion tardia (=35
afos).

NUMERO DE GESTACIONES

Valoracién cuantitativa y objetiva del nimero de
ocasiones en las cuales una mujer presenta
embarazos de término. / Cantidad de gestaciones
a termino (NOM 007/SSA2-2016) registradas en

expediente clinico.

Independiente.
Cuantitativa
continua (grupo 1).

Cualitativa

Numeros enteros.

Agrupaciones por
cantidad de
gestaciones de

Grupo 1:
Gestaciones de término. (cantidad)

Grupo 2: 1= Nuligesta; 2= >1 gestacién.
Grupo 3: 1= 1-2 gestas; 2= 3-4 gestas; 3=
>5 gestas.

continua (grupo2  término.

y 3).
LACTANCIA MATERNA Independiente. Duraciéon Grupo 1: Duracién (meses).
Tipo de alimentacién de la especie humana Cuantitativa expresada en
mediante la cual el recién nacido satisface sus continua (grupo 1). meses. Grupo 2: 1= 5i; 2= No.

requerimientos nutricionales a través del seno
materno. / Se valorard si paciente brind6
lactancia materna a hijo(s), registrado en

expediente clinico.

Cualitativa
nominal (grupo 2).

Lactancia materna
ofrecida por 6
meses 0 mas.

INDICE ESTROGENICO

Periodo acumulado en afios de los ciclos
ovulatorios en mujeres, los cuales dependen de la
edad de menarca, ntimero de gestaciones,
duracién de lactancia y edad de menopausia. /
Se estimaron los afios de exposicién a estrégenos
enddgenos para mujeres en postmenopausia
(afios de la edad de menopausia - la edad de la
menarca); para mujeres premenopdusicas: edad
al momento de diagnéstico - edad de menarca;
posteriormente se restard la duracién de las
gestaciones y lactancia de los resultados

anteriores.

Independiente
Cuantitativa
continua (grupo 1).

Cualitativa
nominal (grupo 2).

Numeros enteros
con decimales.

Grados.

Grupo 1: Tiempo de exposicién a
estrogenos enddgenos (afios).

Grupo 2: 1= Bajo; 2= Moderado; 3= Alto.
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Tabla 2-2. Descripcidn de variables patoldgicas en el estudio.

VARIABLE DE ESTUDIO TIPO DE INDICADORES
Definici6én conceptual / operacional VARIABLE

LOCALIZACION ANATOMICA DEL TUMOR

Localizacién topografica del tumor segtin lateralidad de mama Dependiente Grupol: 1= Mama derecha; 2= Mama
afectada: derecha o izquierda, asi como cuadrante afectado. / Se Cualitativa izquierda; 3= Ambas mamas.

obtendrd de los expedientes clinicos de las pacientes.

nominal (grupo
1y2).

Grupo 2: 1= Cuadrante superior externo
(CSE); 2= Cuadrante superior interno (CII);
3= Cuadrante inferior externo (CIE); 4=
Cuadrante inferior interno (CII); 5=
Intercuadrante; 6= Retroareolar; 7= Todos
los cuadrantes.

TAMANO DEL TUMOR POR PATOLOGIA

Dimensién de pieza quirtdrgica tumoral en su didmetro mayor Dependiente. Grupo 1: Tamafo tumoral (cm).
medido en cm. / Valoracién con base en informes Cuantitativa
anatomopatolégicos del tumor primario, midiéndose en centimetros  continua. Grupo 2: 1=<2 cm; 2= >2 cm
los dos didmetros tumorales maximos en el transcurso del estudio
macroscépico del espécimen. Grupo 3: 1= <1 cm; 2= 1-2 cm; 3= 2-3 cm; 4=
3-4 cm; 5= 4-5 cm; 6= 5-6 cm; 7= 6-7 cm; 8=
7-8 cm; 9= 8-9 cm; 10=9-10 cm; 11=>10 cm
CLASIFICACION HISTOLOGICA Dependiente 1: 1= Carc ductal infil .5
La clasificacion histolégica se obtendra de los reportes c plA tati Grupo 1: 1= Carcinoma ductal infiltrante; 2=
histopatoldgicos en el expediente clinico, siguiendo los criterios por uaiita l1va Carcinoma ductal in situ; 3= Carcinoma
la OMS y avalados por el Consenso de Cancer de Mama. / Reporte nominal. lobulillar infiltrante; 4= Carcinoma lobulillar
histopatolégico en expediente clinico. in situ; 5= Carcinoma metapldsico; 6=
Carcinoma papilar; 7 = Carcinoma medular;
8= Carcinoma pleomorfico; 10= Carcinoma
adenoideo quistico; 11= Carcinoma
neuroendocrino; 12= Carcinoma mixto.
GRADO HISTOLOGICO . Grupo 1: 1= Bien diferenciado (bajo grado);
Grado de diferenciacién de las células tumorales. Evaluacién ]é)eplei?c?ente 2: Modefadamente‘ d1fere1.1c1ado (grado
semicuantitativa de las caracteristicas citomorfoldgicas. / n;l;ilnaalwa intermedio); 3= Indiferenciado (alto grado).
Determinacién obtenida en expediente clinico segtin el Sistema de ’
gradacién de Nottingham, modificado de [8]. El grado final deriva de Grupo 2: Formacién de ttibulos
la suma de estos parametros: 3-5: Bajo grado (1, bien diferenciado), 6- 1=1;2=2;3=3
7: Grado intermedio (2, moderadamente diferenciado) y 8-9: Alto
grado (3, pobremente diferenciado). Modificado de [9] Grupo 3: Pleomorfismo nuclear
A partir de estos valores se obtiene la suma de los tres pardmetros, 1=1;2=2;3=3
cuantificindose como 3-5: Grado 1, 6-7: Grado 2y 8-9: Grado 3.
Pardmetro Caracteristicas Punt. %pg_jzu;cilge mitotico
Formacion Formacion de tubulos en el 75% o ma'’s del 1 ’ ’
de tiibulos tumor
Formacion de tubulos en el 10 - 75% del 2
tumor
Formacion de tubulos en menos del 10% del 3
tumor
Pleomorfism ~ Tumores con nucleos pequernios, regulares 1
o nuclear con cromatina dispersa y nucleolo indistinto,
con tamarno similar o discretamente superior
al de las celulas epiteliales de tejido
mamario normal.
Tumores con moderada variacion de tamario 2
nuclear (1.5-2 veces el tamano normal) con
nucleos vesiculosos y nucleolo visible.
Tumor con marcada variacion de tamano 3
nuclear y nucleolo muy prominente.
Indice De 0 a 6 mitosis por 10 campos (40x) 1
mitotico De 7 a 10 mitosis por 10 campos (40x) 2
Ma's de 10 por 10 campos (40x) 3
TIPO DE BORDES Dependiente
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Caracteristicas infiltrativas en bordes de la pieza quirtdrgica en la Cualitativa Grupo 1: 1= Bordes infiltrantes (con
evaluacién diagndstica. / Reporte histopatolégico en expediente nominal. neoplasia); 2= Bordes no infiltrantes (libres).
clinico.
PERMEACION LINFOVASCULAR Dependiente ] ]
Caracteristicas infiltrativas en vasos linfdticos y vasculares de la C plA tati Grupo 1: 1= Presente; 2= Ausente.
pieza quirtirgica en la evaluacién diagndstica. / Reporte uaiita l1va
histopatolégico en expediente clinico. nominat.
ENTIDADES ASOCIADAS Dependiente Grupo 1: 1= Presentes; 2= Ausentes.
Caracteristicas adicionales al tumor en la evaluacién histopatolégica. Cualitativa
/ Reporte histopatolégico en expediente clinico. nominal. Grupo 2: 1= Microcalcificaciones; 2=
Hiperplasia
3= Células columnares; 4= Adenosis
microglandular; 5= Fibrosis; 6=
Comedonecrosis; 7= Cancerizacién
lobulillar; 8= Inflamacién crénica; 9=
Permeacién perineural; 10= Fibroadenoma;
11= Inflamacién granulomatosa; 12=
Papilomas; 13= Ectasia ductal.
ESTADIO AJCC ANATOMICO Dependiente Grupo 1: 1=1A; 2=1IA; 3=1IB; 4= IIIA; 5=
Estadificacion anatémica TNM AJCC, 8a edicion. Cualitativa IIB; 6= I1IC; 7=1V.
nominal.
Grupo 2: 1= Estadio temprano (IA y IIA); 2=
Estadios localmente avanzados (IIB-IIIC); 3=
Estadios metastasicos (IV).
NODULOS Grupo 1:
Afeccion a ganglios linfaticos evidenciados en estudio anatomopatologico Dependiente 1= Presente; 2= Ausente
(pN). / Se evaluara la presencia de afeccion a ganglios linfaticos con base a ~ Cualitativa
la clasificacion TNM reportada en expediente clinico. Categoria pN de la nominal. Grupo 2:
clasificacion TNM (AJCC, 8a edicion): 1= pNO: 2= pNT1: 3= DN?2: 4= pN3
Categori  Criterios de pN TPRNSEpRL o= PRSS=P
apN
pNO No se han identificado metastasis en los ganglios
linfaticos regionales o solo se han identificado celulas
tumorales sueltas (ITCs).
pN1 Micrometastasis; o metastasis en 1-3 ganglios linfaticos
axilares; y /o ganglios de la cadena mamaria interna
clinicamente negativos con micrometastasis o
macrometastasis por biopsia del ganglio centinela.
pN2 Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares; o ganglios
positivos mamarios internos ipsilaterales por imagen en
ausencia de metastasis en ganglios linfaticos axilares.
pN3 Metastasis en 10 o ma’s ganglios linfaticos axilares; o en
ganglios linfaticos infraclaviculares (nivel III axilar); o
ganglios linfaticos positivos en mamaria interna
ipsilateral por imagen en presencia de 1 o mas ganglios
linfaticos positivos en niveles axilares I-II; 0 en mas de 3
ganglios linfaticos axilares con micrometastasis o
macrometastasis en la biopsia del ganglio centinela con
ganglios de la mamaria interna clinicamente negativos;
o en ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales.
METASTASIS
Proceso de propagacion de un foco canceroso a un organo distinto de aquel Dependiente Grupo 1: 1= M0; 2= M1
en que se inicio. / Se evaluara presencia de metastasis a distancia con base a Cualitativa
la clasificacion clinica TNM reportada en expediente clinico. nominal.

Categorfa  Criterios de M

MO No hay evidencia clinica o radiologica de meta'stasis a
distancia.

M1 Metasstasis a distancia detectadas por clinica o por

medios radiologicos (cM) y /o metastasis con estudio
histologico mayores de 0,2 mm (pM).
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Tabla 2-3. Descripcion de variables moleculares en el estudio.

VARIABLE DE ESTUDIO TIPO DE INDICADORES
Definici6én conceptual / operacional VARIABLE
RECEPTORES HORMONALES
Receptores de estrégeno y progesterona identificados en estudio Dependiente Grupol: 1= Positivos (RE+/RP+); 2=
histopatolégico. / Se valorard estatus de receptores hormonales, Cualitativa Negativos (RE-/RP-); 3= RE+/RP-
registrado en expediente clinico. Allred Score para RE y RP. Allred nominal 4= RE-/RP+
Score: Puntuacion segun porcentaje de celulas teriidas positivas y
puntuacion sobre intensidad de la tincion. Guias ASCO/CAP [10].
RECEPTORES ESTROGENICOS Dependiente Grupo 1: 1= Positivos; 2= Negativos
Cualitativa
RECEPTORES DE PROGESTERONA nominal
HER2
Miembro de la familia de receptores del factor de crecimiento Dependiente Grupo 1: 1= Positivo (+++); 2= Negativo (0 o
epidérmico, localizado en el cromosoma 17q / Escala de Cualitativa +)
interpretacién de inmunohistoquimica. Categorias de la expresién de nominal.
HER-2.
Sobreexpresié ~ Caracteristicas
n de HER-2
Positivo Tincién de membrana es circunferencial,
(+++ 0 3+) completa e intensa en >10% de células
neopldsicas.
Indeterminad  Tincién de membrana es circunferencial pero
0 incompleta y /o débil/moderada en > 10% de
(++ 02+) celulas neoplasicas.
Tincién de membrana es completa y
circunferencial, intensa en < 10% de las células
invasoras.
Negativo Cuando la tincién de membrana incompleta es
(001+) poco perceptible o débil en >10% de las células
neopldsicas, se considera IHQ negativa 1+.
Cuando no se observa tincion se considera IHQ
negativa (0).
Cuando la tincioh de membrana es incompleta/
debil o apenas perceptible en <10% de las celu-
las invasoras se considera IHQ negativa (0).
Ki-67 . Grupo 1: 1= Positivo (>20%); 2= Negativos
Proteina nuclear, no histona, que se encuentra en todas las fases del ]é)eplei?c?ente (<20%)
ciclo celular salvo en GO. Identifica las células proliferantes dentro de uaiita l1va
un tumor, cuanto mayor su presencia, mds agresivo es el tumor. / nominat.
Resultados obtenidos del expediente clinico.
CLASIFICACION MOLECULAR D dient . .
Estado de los receptores hormonales de estrogenos y progesterona, Cepqn lente Grupo 1: 1= Luminal A; 2= Luminal B / HER-2
e, . ualitativa . - . - _
amplificacion o sobrexpresion de HER-2 y el marcador de nominal negativo; 3= Luminal B / HER2 positivo; 4=

proliferacion Ki-67 [2]

HER2; 5= Triple Negativo
Grupo 2: 1= Luminales; 2= HER2;
3= Triple Negativo
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2.4. Construccién de microarreglos de tejido (TMA)

2.4.1. Recoleccion del tejido previo a construccion de TMA

Se recolect6 tejido neopldsico de cada paciente obtenido por biopsia en casos
diagnosticados en enero 2015 a diciembre de 2017, en donde cada muestra de tejido fue
previamente preparado (formol amortiguado al 10%) tras su recoleccién en el laboratorio
de anatomia patolégica de las intituciones de salud ptiblica donde estuvieran afiliadas
las pacientes, contando con los requerimientos de la NOM-037-SSA3-2016. Las muestras
de tejido se incluyeron en bloques de parafina, resultando asi en 310 bloques.

Cada muestra fue identificada en cédigo de letra y ntiimero (B-001) realizandose

su captura en base de datos Microsoft Excel.

2.4.2. Procedimiento de construccion de TMA

Dos patélogos identificaron secciones representativas del tumor, se tomaron
cilindros de tejido de 1 mm de didmetro para la construccién del microarreglo (TMA,
Tissue Microarray) con el equipo Tissue Array ATA-100 (Chemicon International, Inc.,
Temecula, California, USA), resultando en 11 TMA de tejido embedido en parafina (Figura
2-3).

Figura 2-3. Microarreglos de tejido embedidos en parafina. Triplete de “spots” consecutivos
equivalen a muestras de la misma paciente, bloques numerados del 1 al 11. CM: cdncer de mama.

45

EXPRESION NUCLEAR DE pSer”’-STAT3 COMO MARCADOR PRONOSTICO ASOCIADO
A FACTORES CLINICOPATOLOGICOS EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA
Angélica Georgina Rocha Lépez



En cada caso, se realizaron tripletes de spots con tejido neopldsico, incluyendo 92
spots con tejido peritumoral como controles, entendiéndose por spot al tejido neoplésico
extraido en cilindros 1 mm de didmetro mediante la seccién por el Arrayer Punch el cual
contiene tejido representativo de las muestras de los casos de interés, y que serd analizado
con el software Aperio.

Cada bloque de tejido embedido en parafina fue posteriormente seccionado con el
equipo Chemicon Advanced Tissue Arrayer (ATA-100) semiautomatico realizdndose cortes
histologicos de 4pum de espesor en los 11 TMA'’s, colocandose en laminillas
electrocargadas para evitar la pérdida de tejido al momento de realizar la inmunotincién,
se realiz6 mapa de los tejidos dispuestos en cada laminilla para la identificacién de cada

paciente (Figura 2-4).

Mapa de céncer de mama 1

®000000 000000
00000

® Inicio
Cédigo o Céncer de mama
° Tejido adyacente al tumor

MATT

Figura 2-4. Maqueta representativa de los microarreglos de tejido. Microarreglos dispuestos en
una laminilla para posterior identificacion de casos, cada circulo en color negro representa un spot
de tejido neopldsico (arriba). En la imagen inferior se observa la disposicién de los spots en la
laminilla final de microarreglos. MAT: microarreglo de tejido.
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En la Figura 2-4 se visualiza el orden con el que fueron disefiados los TMA'’s
tomando como ejemplo a CM1, en donde cada TMA conté con un spot de inicio (circulo
azul), seguido por los spots en orden de izquierda a derecha (circulos negros) de arriba
abajo, siendo cada tres spots (tripletes del mismo ndmero para cada paciente) los
correspondientes para cada caso y numerados para posterior identificacién. Los circulos
en rojo representan el tejido tomado de las lesiones peritumorales representativas de
algunas de las pacientes, conservando misma numeracién. La toma del tejido peritumoral

fue aleatoria en cada caso y seleccionada por médico anatomopatdlogo.

2.5. Técnica de Inmunohistoquimica (IHQ)

El procedimiento de inmunohistoquimica para la deteccién de pSer’”-STAT3 y
pTyr’®-STAT3 se realiz siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica y el Colegio Americano de Patélogos. La tincién de pTyr’®-STAT3 fue

realizada en 2017 por nuestro equipo de trabajo.

La IHQ se utilizé para visualizar los niveles de expresién del residuo Ser’” de
STATS3 fosforilado en los tejidos de pacientes con cdncer de mama. Esta técnica utiliza un
anticuerpo especifico para el antigeno diana de interés, luego se utiliza un anticuerpo
secundario marcado que reacciona con el anticuerpo primario. Se aplica un cromégeno
como potenciador de la sefial para que la expresién del antigeno se pueda visualizar bajo
un microscopio de luz como una mancha marrén (imagen mds adelante). Las laminillas
posteriormente se contratifien con hematoxilina para que contraste la mancha marrén
primaria. Los diversos pasos en el proceso se describen con mds detalle a continuacién.
Se incluyen imdgenes representativas de la tincién de control negativo, asi como controles
positivos para el anticuerpo de estudio. Este estudio se adhirié a las guias REMARK
(Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies) [89]. Los materiales fueron
los mismos y con las mismas condiciones de uso durante la estandarizacién de la dilucién

del anticuerpo y la experimentacién en los tejidos de CM de nuestras cohortes.

2.5.1. Estandarizacion de la técnica de IHQ
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Para la estandarizacion de la dilucion a usar en las muestras de cancer de mama
de la poblacién de estudio se utilizaron tres muestras de tres tejidos distintos (cdncer de
mama, higado sano de rata, astrocitoma humano). Este procedimiento fue realizado en el
Hospital Infantil “Federico G6mez”, const6 de los siguientes pasos (materiales utilizados

se mencionan antes de la descripciéon de cada paso):

e Desparafinizacion y rehidratacion

Horno: Hybridization Oven (HB-1000 Hybridizer) S/N 120808-001 (Ultra-Violet
Products, W 11* St. Upland, CA 2066, USA, www.uvp.com).

Las laminillas con tejido parafinado se introdujeron en una cestilla y se
desparafinaron en el horno por 15 minutos, a 85°C. Inmediatamente fueron rehidratadas
en una serie de solventes: xileno, xileno-etanol, etanol 100%, etanol 90%, etanol 70% y

agua destilada, con 30 bafios en cada solvente.

e Recuperacion antigénica.

Equipo de bafio con agitacién (bafio maria): Thermo Electron Corporation
Precision 2870 Shaking Water Bath, S/N 200719, (Thermo Electron Corporation, Marrieta,
Ohio 45750, USA, www.thermofisher.com).

Agitador de Lavado: Orbital Shaker Mod. OR-100 110V 2A, S/N 2457 5/02, P/N
8293521 (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ 08085, USA, www.thomassci.com).

Es necesaria para romper cualquier enlace proteico que se haya formado durante
el proceso de fijaciéon de tejido, desenmascarando al antigeno con el fin de que el
anticuerpo pueda unirse. En este paso las laminillas fueron introducidas a un coplin para
la recuperacién antigénica, adicionando una solucién de citrato de sodio 0.01M a pH6 y
dejando el coplin en un bafio de agua a 93°C con agitaciéon por 20 min. Se removi6 el
citrato y se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con PBS 1X en agitacion.

e Bloqueo de peroxidasa endégena

Se incubaron las laminillas por 15 min en una solucién de hidrc’)geno al 10% en
metanol (27 mL metanol + 3 mL H,O,), dos veces. Se lavé una vez con agua destilada por
5 minutos en agitacién y posteriormente se lavé 2 veces con PBS 1X por 5 minutos en cada
ocasidn, en agitacion. Se sec6 la laminilla con una gasa y se dibujé un circulo alrededor
del tejido con un plumén hidrofébico ImmEdge ™ Pen Cat. No. H-4000 N (Vector
Laboratories, Inc. 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010, USA, www.vectorlabs.com).
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Para evitar unién inespecifica que pueda resultar en tincién de fondo, se realiz6 el
bloqueo con leche al 10% en PBS 1X y se colocaron las laminillas en una caja oscura, en
agitacion por 2 horas. Después se lavo 2 veces con PBS 1X por 5 min cada lavado, en
agitacion.

e Incubacién con anticuerpo primario

Anticuerpo primario: Anticuerpo Anti-STAT3 (phospho S727) monoclonal de
conejo [E121-31] para STAT3 (phospho 5727), #ab32143 de Abcam, preservado a -20°C,
pH: 7.20, Isotipo: IgG. Concentracién sugerida por fabricante: 1:250.

Al finalizar paso anterior, se incubaron las laminillas con el anticuerpo primario Anti-
STAT3 (phospho 5727) en la regién de control (C) con las diluciones enumeradas
enseguida y se colocé control de isotipo en cada laminilla (CI) con IgG especifico de
conejo. Se incubaron a temperatura ambiente en agitacion, durante toda la noche.

Durante la estandarizacién, se probaron las siguientes diluciones del anticuerpo
en cada uno de los tres tejidos utilizados como controles:

i.  Cédncer de mama, diluciones 1:125, 1:250 y 1:500.
ii. Higado de rata (sano), diluciones 1:125, 1:250 y 1:500.
iii.  Astrocitoma humano, diluciones 1:125, 1:250 y 1:500.

e Incubacién con anticuerpo secundario

Anticuerpo secundario: Horse Anti-Rabbit IgG (Polymer Reagent) de
ImmPRESS® (Vector Laboratories, Inc. 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010, USA,
www.vectorlabs.com).

e Deteccién y visualizacion

Cromogeno: 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) ImmPACT® DAB Substrate Kit,
Peroxidase (Vector Laboratories, Inc. 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010, USA,
www.vectorlabs.com). Fue realizada con un tiempo de revelado de 1 minuto 10
segundos.

e Contratincion

Hematoxilina de Harris: HX87117653 #1.09253.2500 (Merck KGaA, Darmstadt

64271, Germany, www.merck-chemicals.com).

e Resultados de la estandarizacion
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Se observa en tejido de astrocitoma humano tincién inespecifica con dilucién

1:125 y tincién de fondo con dilucién 1:500, se utilizo la dilucién recomendada por el

fabricante para posterior uso (1:250) (Figura 2-5).
Astrocitoma humano
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Figura 2-5. Estandarizacién de la técnica con controles positivos para la tincién
2.5.2. Evaluacion de la tincion nuclear de pSer’” y pTyr’® de STAT3: patologia digital
En la Figura 2-6 se esquematiza el proceso de la obtencién del andlisis por

patologia digital, el cual contempla la obtencién de datos a través del andlisis digital de
la imagen, posterior a la seleccién manual del tejido de interés, siendo asi un estudio

semicuantitativo.
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Chemicon Advanced Tissue Arrayer Software Aperio ImageScope

(ATA-100) semiautomatico Aperio CS2 IHC Nuclear Image Analysis algorithm
Vs %
\ s
Andlisis
Seleccién de tejidos y ,' Captura de imadgenes Aultométlza_c!o de Obtencién de
construccién de micro Técnica (escaneo de laminillas) GEXpIeson resultados
arreglos de tejido TMA Inmunohistoquimica

Figura 2-6. Secuenciacion de la evaluacion IHQ por patologia digital. La captura de imdgenes se
realiz6 con el escaner Aperio CS2 con posterior visualizacién en software Aperio ImageScope (Aperio
Technologies Inc., Vista, California) con los algoritmos Positive Pixel Count v9 y Nuclear v9 Image
Analysis.

Previo al anélisis de la tincién nuclear, se realiz6 la seleccién del tejido tumoral de
modo manual con puntero y amplificacién de imagen a 100pum, incluyendo aquellas dreas
con tejido glandular, tubular y de tejido anapldsico, excluyendo al tejido adiposo y
estroma en cada spot de tejido. Se realizaron microfotografias de muestras elegidas al azar
para verificar que las muestras utilizadas para el andlisis fueran representativas de la
seccién completa. Posteriormente, se realizé la estandarizacién de “macros” para el

andlisis de la expresion nuclear con el algoritmo integrado de Nuclear v9 (Figura 2-7).

Estandarizacién de macros para el anélisis
de tincién Nuclear de pSer727-STAT3
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Figura 2-7. Estandarizacién de algoritmo Macro 3 Nuevo para el analisis de la tincién nuclear de pSer’”-

STATS3. De acuerdo a los grados de intensidad de la tincién nuclear se clasifican como: tincién nuclear débil
(1+) en color amarillo, tincién moderada (2+) en color naranja, y tincién intensa (3+) en color rojo; aquellos
ntcleos sin tincién son representados con 0 y la codificacién por color es azul.
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Los pardmetros utilizados en el equipo para la captaciéon de imagen se enlistan en
la Tabla 2-4.

Tabla 2-4. Parametros utilizados en algoritmo Nuclear v9 de Aperio para la captacién de imagen.

View Width: 1000 Min Roundness: 0.01

View Height: 1000 Min Compactness: 0

Overlap Size: 100 Min Elongation: 0.4

Image Zoom: 1 Clear Area Intensity: 240
Classifier: None Nuclear Stain (Red): 0.94
Classifier Neighborhood: 0 Nuclear Stain (Green): 0.85
Averaging Radius (Hm); 1 Nuclear Stain (Blue): 0.24
Curvature Threshold: 2.5 Positive Stain (Red): 0.42
Segmentation Type: Cytoplasmic Rejection Positive Stain (Green): 0.5
Threshold Type: Edge Threshold Method Positive Stain (Blue): 0.83
Edge Trimming: Weighted Cytoplasmic Intensity Threshold: 230
Lower Threshold: 0 Weak (1+) Threshold: 220
Upper Threshold: 230 Moderate (2+) Threshold: 210
Min Nuclear Size (um?): 10 Strong (3+) Threshold: 195

Max Nuclear Size (um?): 1000

Para la designacién de los puntos de corte de pSer’”-STAT3 se tomaron los valores
de los nicleos con tincién fuerte (3+), moderada (2+), débil (1+) y total de ntcleos tefiidos
el obteniéndose asi el porcentaje de tincién. El porcentaje de inmunoreactividad fue

obtenido por grados de tincién de modo semicuantitativo: grado 1, <25% de ntcleos

positivos; grado 2, 26-50%; grado 3, 51-75%; y grado 4, >76%. Para determinar el grado
de tincién de pSer’”-STAT3 se clasificaron los casos como baja expresion (grados 1/2) o
alta expresion (grados 3/4) antes de la evaluacién estadistica.

El método previamente descrito para la evaluacién de la tincién ha sido empleado
en estudios realizados igualmente en IHQ para la valoraciéon de la expresién de este

residuo en otros tipos de céncer [33,87].
Evaluacion de la tincion total de pSer’ y pTyr’™™ de STAT3 por patologia digital.

La exploracién adicional de la tincién total fue de tnicamente de caracter
informativo. Para la cuantificacién de la tincién total (tejido tumoral y peritumoral) de
los residuos de STAT3 se seleccionaron manualmente con puntero y amplificaciéon de
imagen a 100um aquellas dreas con tejido glandular, tubular y de tejido anaplasico,
excluyendo al tejido adiposo. Durante la estandarizacién en este apartado se presentaron
los siguientes inconvenientes: los bordes de los spots de tejido presentaban mayor tincién
secundario a la manipulacién en el procesamiento de los TMA'’s, por lo que, al seleccionar
el drea de andlisis se evitd la selecciéon de los bordes. La composicién del tejido fue

heterogénea: secciones de tejido con abundante tejido adiposo fueron evitadas, dejando
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unicamente secciones de tejido anapldsico y estromal para el andlisis de la expresion total
de la proteina. Se realizaron microfotografias de muestras elegidas al azar para verificar
que las muestras utilizadas para el andlisis fueran representativas de la seccién completa
(Figura. 2-8).

Figura 2-8. Ejemplo de la visualizacién de campo de la positividad de la expresidn total para pTyr’®-
STATS3 en tejido de cancer de mama. Seleccién del tejido neopldsico de interés (izquierda) en dos puntos
aleatorios con la expresién de la proteina en marrén (imagen ampliada, escala de 100um). En el extremo
derecho, se ha aplicado el algoritmo del software Aperio Image Scope y muestra los diferentes niveles de
intensidad de pixeles, donde el azul representa pixeles negativos; pixeles positivos naranjas de intensidad
moderada; y tincion positiva de color rojo intenso.

Para el andlisis de la expresion total se utiliz6 el algoritmo de Positive Pixel Count

v9 version 9.1, utilizando para el presente estudio el Macro 2 Bajo (Figura 2-9)
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Estandarizacién de macros para el andlisis
de tincion Total de pSer727-STAT3

Tejido Macro 1 Base Macro 2 Bajo Macro 3 Liver
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Figura 2-9. Estandarizacién de algoritmo Macro 2 Bajo para el andlisis de la tincion total de
pSer”-STATS3.

Los pardmetros utilizados en el equipo para la captaciéon de imagen se enlistan en
la Tabla 2-5, utilizados previamente en la evaluacién inmunohistoquimica de marcadores
en cancer de mama [90,91].

Tabla 2-5. Parametros utilizados en algoritmo Positive Pixel Count v9 de Aperio para la
captacion de imagen.

View Width: 1000 Hue Width: 0.5

View Height: 1000 Color Saturation Threshold: 0.5
Opverlap Size: 0 Iwp (High)': 220

Image Zoom: 1 Iwp (Low)*=1Ip (High)*: 175
Classifier: None Ip (Low)* = Isp (High)>: 100
Class List: None Isp (Low)®: 0

Classifier Neighborhood: 0 Inp (High)": -1

Hue Value: 0.1

IIntensity Threshold WEAK (Upper Limit); 2ntensity Threshold WEAK (Lower Limit); 3Intensity Threshold MEDIUM (Upper
Limit); ‘Intensity Threshold MEDIUM (Lower Limit); Intensity Threshold STRONG (Upper Limit); éIntensity Threshold STRONG
(Lower Limit); “Intensity Threshold Negative Pixels.

La tincién total fue tomada como un analisis adicional, con el fin de ponderar los
resultados obtenidos con el método anterior (porcentaje de células). Se realizé el cdlculo
de la puntuacién de H-Score (WHS) con la siguiente férmula: H-score= (Nwp/Ntotal)
(100) + (Np/NTotal) (200) + (Nsp/NTotal) (300), en donde Nwp= N de pixeles positivos

débiles, Np= N de pixeles positivos moderados, Nsp= N de pixeles positivos fuertes,
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NTotal= Total de pixeles negativos + positivos, donde los resultados se categorizaron de
acuerdo a la media de WHS, este método ha sido utilizado anteriormente en cédncer de
mama y STAT3 [92]. Los resultados se promediaron y se obtuvieron valores de
distribucién central para tnicamente como modelo de comparaciéon en caso de

significancia estadistica.

2.6. Andlisis estadistico

Previo al andlisis estadistico, los resultados fueron introducidos en una hoja de
cdlculo Microsoft Excel como base de datos con cada variable de estudio codificada en
caracteres numéricos (variables cuantitativas y semicuantitativas). Posteriormente se
realizaron estudios estadisticos de tipo bivariante (univariante) y multivariante
(multivariable) asi como su graficacién por medio del GraphPad software Prism 9 version

9.1.1 para macOS.

e Andlisis descriptivo. Para distribuciéon de frecuencias, media y desviacién

estandar de los factores estudiados.

e Andlisis bivariante. Se utilizaron técnicas estadisticas paramétricas y no

paramétricas en funcién de cada comparacién y el tamafio de las muestras: Prueba
x> de Pearson y Test de la t-Student.

e Andlisis multivariante. Para este andlisis se hizo uso de estudio de regresion

logistica, andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier con la prueba Mantel-Cox
LogRank, andlisis de regresion de Cox y regresion lineal multiple.

Se consideré un nivel "p” de significatividad del 5% (a= 0.05), de manera que

valores con p< 0.05 indicaron una relacién estadisticamente significativa.

2.7. Consideraciones éticas

Las pautas éticas internacionales para la investigacion relacionada con la salud en
seres humanos, el c6digo de Nuremberg y la declaracion de Helsinki, con el principio
bésico es el respeto por el individuo, donde el bienestar del sujeto siempre debe estar por

encima de los intereses de la ciencia y de la sociedad.
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La presente investigacion contempla el uso de bases de datos, expedientes clinicos y
microarreglos de tejidos obtenidos por biopsia sin requerir la intervencién de individuos
en el estudio, por lo que se considera de riesgo minimo segun lo estipulado en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigaciéon para la Salud,
articulo 23. Asimismo, el proyecto ha sido aprobado por el Comité de Etica de la
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo para la realizacién de este proyecto

e instituciones de salud involucradas (Anexo 2).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Caracteristicas clinico-patolédgicas de la poblacién de estudio

Se detectaron 309 casos con diagnéstico de cancer de mama de pacientes afiliadas

al Centro Estatal de Atencién Oncolégica de Michoacdn (CEAOM) y al Hospital General
Regional No. 1 (HGR1) del IMSS en el periodo de enero de 2015 a diciembre de 2017 que

cumplieron con los criterios de inclusién, excluyéndose seis casos con diagndstico de

cancer de mama recidivante, dos con diagnéstico previo de cdncer en sitio distinto al

mamario y seis sin resultados en el estudio inmunohistoquimico, resultando asi en 292

casos.

3-1.

3.1.1. Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas de las dos cohortes de estudio se resumen en la Tabla

Tabla 3-1. Caracteristicas clinicas de las cohortes. Tabla que ilustra la composicién de las variables

clinicas de las dos cohortes para el presente estudio.

Variable Cohorte HGR1 Cohorte CEOM Valor de p
n/% n/%
Numero de pacientes 154/52.7 138/47.3
Promedio de seguimiento* 64 meses 65 meses
Eventos 0.0219
Defuncién 12/7.8 14/10.1
Recurrencia 23/14.9 45/32.6
Alta por mejoria 17/11.0 8/5.8
Abandono 24/15.6 22/15.9
Edad 0.0019
<40 12/7.8 28/20.3
>41 142/92.2 110/79.7
IMC! 0.1954
Peso bajo 1/0.6 2/1.4
Peso adecuado 40/25.9 20/14.5
Sobrepeso 53/34.4 52/37.7
Obesidad I-1IT 60/38.9 47/34.1
Faltantes 0/0 17/10.1
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Edad de menarca 0.7421
Temprana 1/0.6 1/0.7
Adecuada 42/27.3 82/59.4
Tardia 20/13.0 40/29.0
Faltantes 91/59.1 5/3.6
Edad de menopausia 0.7643
Temprana 9/5.8 9/6.5
Adecuada 36/23.4 50/36.2
Tardia 4/2.6 4/2.9
Faltantes 60/39.0 7/5.1
Estado ovarico 0.0029
Premenopausia 45/29.2 68/49.3
Postmenopausia fisiolégica 96/62.3 67/48.6
Postmenopausia quirirgica 8/5.2 3/22
Faltantes 5/3.2 0/0
Edad de 1° gestacién 0.1406
Temprana 7/45 43/31.2
Adecuada 18/11.7 56/40.6
Tardia 3/1.9 4/2.9
Faltantes 116/75.3 1/0.7
Paridad 0.0656
Nuligesta 10/6.5 34/24.6
1-2 24/15.6 28/20.3
34 30/19.5 47/34.1
>5 25/16.2 29/21.0
Faltantes 65/42.2 0/0
Lactancia materna >6 meses <0.0001
Si 32/20.8 81/58.7
No 47/30.5 23/16.7
Faltantes 65/42.2 0/0
Indice estrogénico 0.5329
Bajo 11/7.1 35/25.4
Medio 31/20.1 63/45.7
Alto 15/9.7 32/23.2
Faltantes 97/63.0 8/5.8

*Promedio de seguimiento en sobrevivientes Desviacién estdndar; 'Indice de masa corporal.

A. Edad
La edad de aquellas mujeres afiliadas a CEOM fue significativamente menor que
las adscritas al IMSS (Tabla 3-2).

Tabla 3-2. Edad de diagnéstico de las cohortes. Se observé una edad media de diagnéstico menor
en aquellas mujeres afiliadas al CEOM respecto a las derechohabientes de HGRI.

Variable Cohorte HGR1 Cohorte CEOM Valor de P*
n/% n/%
Edad (afios) 154/100 138/100 0.0036
(55.5+11.4) (51.4 £12.1)

“Prucba T no pareada. Fuente: Formato de recoleccién de datos (Anexo 1). Edad verificada con CURP.

La media de edad de las pacientes al momento del diagndstico fue de 53.5 £11.9
afios (rangos: 24-86 afios). La mayor cantidad de casos fue observada en mujeres mayores

de 41 afios con predomino en el grupo etario de los 41-50 afios. Se observé una tendencia
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a la baja respecto a la edad de diagnéstico, sin embargo, esta no resulté significativa
(Figura 3-1).
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Figura 3-1. Distribucion por grupos de edad. A. Agrupacién de casos por edad <40 y >41 afios. La
edad promedio en las mujeres <40 fue de 36.5 afios, mientras que las >41 fue de 56.2 afios. B. Grupos
de edad con intervalo de 10 afios. El grupo de edad con mayor cantidad de casos fue el de 41-50
afios con 32.19% (94 casos). C. Edad de diagndstico, se observa tendencia a la baja respecto a la
edad en la que se realiz6 el diagnéstico, sin embargo, no resulté significativa. Fuente: Formato de
recoleccion de datos de pacientes con cancer de mama (Anexo 1). Edad verificada con CURP.

B. Indice de masa corporal (IMC)
Para el cdlculo del IMC se valoré peso (promedio de las cohortes: 69.9 +13.3 kg) y
talla (promedio: 1.55 £0.06 m), resultando asf en una media de 29.1 5.6 Kg/m? de IMC

con la siguiente distribucién por categorias (Figura 3-2):
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Figura 3-2. Distribucién de acuerdo con el IMC. La mayor cantidad de los casos diagnosticados
pertenecieron a mujeres con sobrepeso (38.2%) y obesidad grado I (24.7%). Sin embargo, las
mujeres con IMC en categoria de obesidad I-III representaron el 38.9% de casos (107/275) con una
media de 34.7 kg/m?. Sélo el 21.8% de la poblacién present6 peso adecuado. IMC: indice de masa
corporal.

No se observaron diferencias entre las cohortes al comparar los pardmetros
antropométricos (Tabla 3-3).

Tabla 3-3. IMC, peso y talla de las cohortes. Se observé un comportamiento similar en las dos
cohortes de estudio, predominando en ambos grupos el sobrepeso.

Variable Cohorte HGR1 Cohorte CEOM Valor de P*
n/% n/%
IMC' (media +DE’) 154/100 121/87.7 095
(29.2 £5.8) (29.2 +5.4)
Peso (kg) 154/100 123/89.1 0.74
(70.2 £13.7) (69.6 £12.9)
Talla (m) 154/100 121/87.7 0.24
(1.55 +0.06) (1.54 +0.06)
Faltantes 0/0 17/10.1

*Prueba T no pareada; 'Indice de masa corporal.

C. Antecedentes gineco-obstétricos

La edad de menarca fue de 12.8 £1.6 afios (rango: 8-18 afios), mientras que la edad
de menopausia fue de 47.2 £5.8 afios, ambas con mayor frecuencia de casos en rangos de
edad adecuados; al momento de diagndstico 38.7% (113/292) de las mujeres aun
menstruaban mientras que el 55.8% fueron postmenopdusicas, en ambos grupos la edad

de presentacién fue adecuada (Figura 3-3).
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Figura 3-3. Edad de presentacion de menarca y menopausia. A. La mayor cantidad de los casos
diagnosticados presentaron menarca y menopausia en edad adecuada, B. Hubo 11 casos (3.8%) con
postmenopausia quirtrgica por lo que no fueron consideradas en andlisis posteriores.

Se identificaron a 183 mujeres con historial de 1 0 més gestaciones, con media de
edad de la primera gestacién a los 22.11 £5.6 afios (rango: 14-40 afios) y un promedio de

4 +2 gestaciones por mujer (Figura 3-4).
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Figura 3-4. Gestaciones de término. A. La mayoria de las mujeres en las cohortes refirieron mds de
una gestacién de término, sélo 14.9% (44/292) refirieron ser nuligestas. B. Edad de la primera
gestacion, 56.5% refirieron haber presentado primera gestacién en edad intermedia (20-34 afios),
seguido por edades tempranas (<19 afios) con 38.2%. C. Numero de gestaciones de término, la
mayor incidencia fue entre mujeres que cursaron con 3-4 gestaciones de término (33.9%), seguido
por aquellas con mds de 5 gestas (23.8%).

De las mujeres con mds de una gestacion, el 61.7% refirieron haber ofrecido
lactancia materna por al menos 6 meses con una media de 10 £5 meses por hijo. La
cantidad de afios de exposicion enddgena a estrégenos fue valorada con el indice
estrogénico (Métodos), resultando en una media de 29.6 6.1 afios por mujer (rango: 8.8—
42.5 aflos), las tres categorias identificadas fueron definidas de acuerdo con los percentiles
25% y 75% obteniendo asi 3 grupos segtin los afios de exposicién: bajo grado 24.6% de la
poblacién de estudio (46/187), medio 50.3% (94/187) y alto grado 25.1% (47/187).

3.1.2. Caracteristicas patolégicas del tumor

La mama mds afectada fue la izquierda con el 56.8% ce casos (166/292), seguido

por la mama derecha con 42.8% (125/292), hubo un caso de afectacién en ambas mamas
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por cdncer metasincrénico. Asimismo, el cuadrante mayormente afectado fue el
superior externo.
En la Tabla 3-4 se resumen las caracteristicas clinicas de las dos cohortes de

estudio.

Tabla 3-4. Caracteristicas patolégicas de las cohortes. Tabla que ilustra la composicién de las
variables patoldgicas de las dos cohortes para el presente estudio.

Variable Cohorte HGR1 Cohorte CEOM
n/% n/%
Clasificacion histolégica
CDI - SPE! 135/46.2 121/41.4
CLP? 10/3.4 4/1.4
Otros subtipos histoldgicos 9/3.1 13/4.5
Grado histolégico
Bien diferenciado 23/7.9 39/13.4
Moderadamente diferenciado 89/30.5 67/22.9
Alto grado 41/14.0 30/10.3
Faltantes 1/0.3 2/0.7
Tipo de bordes
Infiltrantes 59/20.2 9/3.1
No infiltrantes 95/32.5 129/44.2
Permeacion linfovascular
Presente 73/25.0 48/16.4
Ausente 81/27.7 90/30.8
Tamaifio tumoral
>2 cm 86/29.5 82/28.1
Tamaiio tumoral TNM
pT1 65/22.3 53/18.2
pT2 58/19.9 40/13.7
pT3 12/4.1 14/4.8
pT4 19/6.5 31/10.6
Nodulos TNM
pNO 47/16.1 31/10.6
pN1 42/14.4 20/6.8
pN2 18/6.2 15/5.1
pN3 8/2.7 5/1.7
Faltantes 39/13.4 67/22.9
Metastasis TNM
MO 152/52.1 133/45.5
M1 2/0.7 5/1.7
Estadio anatémico TNM
IA 26/8.9 12/4.1
ITA 34/11.6 22/7.5
1IB 18/6.2 9/3.1
IIIA 18/6.2 10/3.4
I11B 10/34 11/3.8
IIC 8/2.7 4/14
v 2/0.7 5/1.7
Faltantes 38/13.0 65/22.3

!Carcinoma ductal infiltrante - Sin patrén especifico; 2Carcinoma lobulillar infiltrante.
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De los 292 casos, el 87.7% fue diagnosticado como carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico (CDI-SPE),
seguido por el carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) con 4.8% de casos. Entre los hallazgos reportados en el estudio
histopatolégico, la mayoria de los casos result6é con bordes de tipo no infiltrantes y ausencia de permeacién linfovascular
(76.7% y 58.6% respectivamente) (Figura 3-5); sin embargo, mds de la mitad de los casos (57.5%) present6 dimensién tumoral

mayor de los 2 cm en su eje mayor.
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Figura 3-5. Caracteristicas del tumor. A. Clasificacién histolégica, la mayoria de los casos fueron diagnosticados como CDI-SPE, seguido
por CLL B. Caracteristicas adicionales del tumor, en su mayoria presentaron bordes no infiltrantes y ausencia de permeacién linfovascular.
C. Tamafio del tumor, en su mayoria fue mayor de 2 cm. CDI-SPE: Carcinoma ductal infiltrante-Sin patron especifico; CLI: Carcinoma lobulillar
infiltrante; NE: neuroendocrino.



El grado histolégico mayormente encontrado fue el moderadamente diferenciado (GH2) con més de la mitad de los
casos, asimismo, en el diferencial para la obtencién del puntaje final se observé en su mayoria tumores con grado nuclear

moderadamente diferenciado (Figura 3-6).

Grado histolégico

GH1  212%
GH2 534%
GH3  243%
Faltantes 1.0%

Frecuencia
(%)
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L mHEAN Il
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0 0 nuclear 1 2 nuclear 2 2 3 nuclear 3

Diferencial Grado Histolégico
Figura 3-6. Grado histoldgico. Se observé mayor frecuencia de casos (156/292) con GH2 (moderadamente diferenciado), seguido por alto

grado histolégico (GH3) con 71 casos. A la derecha se muestra el diferencial de la clasificacién, en su mayoria siendo grado 3 de
diferenciacién de tdbulos (48.8%), grado nuclear 2 (61.4%) y mitosis 2 (53.6%). GH: Grado histolégico.
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Se realiz6 diseccién ganglionar a 186 mujeres (63.7%), de las cuales 108 (58.1%)
present6 afectacion ganglionar con un promedio de 4.6 +4 ganglios con infiltracién
neopldsica, mientras que el 77.4% de los casos (144 /186) present6 hiperplasia ganglionar.
De los casos con metdstasis a ganglios, el 24.1% (26/108) presenté entidades asociadas

como ruptura capsular, infiltracién adiposa y ganglios con necrosis (Figura 3-7).
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Figura 3-7. Ganglios con metastasis. De las mujeres que recibieron diseccién ganglionar y que
presentaron ganglios positivos a metdstasis, el 44.4% (48/108) tuvo de 1-2 ganglios afectados,
seguido por 3-4 con el 19.4% (21/108). De las entidades asociadas a ganglios, en la mayoria se
identific6 ruptura capsular, seguido por infiltracién adiposa.

El estadio anatémico fue evaluado de acuerdo con los lineamientos de la AJCC 8°
edicién, tomando en cuenta los hallazgos histopatoldgicos de T (tumor), N (nédulos) y M

(metdstasis), con la siguiente distribucién (Figura 3-8):
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Figura 3-8. Estadio TNM anatémico. Al momento del diagnéstico, la mayoria de los casos fueron
estadificados como IIA (29.6%), seguido por IA (20.1%), al agrupar los estadios se identificé una
mayor incidencia en estos dos ultimos estadios (estadios tempranos, en verde), seguido por los
estadios localmente avanzados (en naranja).



3.1.3. Caracteristicas moleculares del tumor

Miés de la mitad de los casos presentaron receptores estrogénicos (RE) y de

progesterona (RP) positivos (67.8% y 57.9%, respectivamente). El subtipo molecular maés

frecuente fue el Luminal B HER2- con 34.9% de casos, seguido por el Luminal A (27.5%)

y Triple Negativo (TN) con 20.4% de casos (Figura 3-9).
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Figura 3-9. Subtipo molecular y estatus de receptores hormonales. Al momento del diagnéstico,
la mayoria de los casos fueron positivos a receptores hormonales. El subtipo histolégico mds
frecuente en las cohortes fue el Luminal B HER2 negativo con. RE: receptores estrogénicos; RP:

receptores de progesterona.

Las caracteristicas moleculares entre las dos cohortes se enlistan en la Tabla 3-5.

Tabla 3-5. Caracteristicas moleculares del tumor en las cohortes. Tabla que ilustra la composicién
de las variables moleculares de las dos cohortes para el presente estudio.

Variable Total de casos Cohorte HGR1 | Cohorte CEOM
n/% n/% n/%
Receptores hormonales
Positivos (RE!'+/RP?+) 161/65.2 96/38.9 65/26.3
Negativos (RE-/RP-) 86/34.8 31/12.6 55/22.3
Receptor de estrogenos
Positivo (RE+) 198/67.8 120/41.1 78/26.7
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Negativo (RE-) 94/32.2 34/11.6 60/20.5
Receptor de progesterona
Positivo (RP+) 169/57.9 99/33.9 70/24.0
Negativo (RP-) 123/42.1 55/18.8 68/23.3
HER2
Positivo (HER2 +) 49/17.0 22/7.6 27/9.3
Negativo (HER2 -) 240/83.0 130/45.0 110/38.1
Faltantes 3 2 1
Ki-67
Positivo (Ki-67 +, >20%) 200/72.5 102/37.0 98/35.5
Negativo (Ki-67 -, 0 <20%) 76/27.5 46/16.7 30/10.9
Faltantes 16 6 10
p53
Positivo (p53 +) 60/43.5 59/42.8 1/0.7
Negativo (p53 -) 78/56.5 78/56.5 0/0
Faltantes 154 17 137
Subtipo molecular
Luminal A 78/27.5 41/14.4 37/13.0
Luminal B HER? negativo 99/34.9 65/22.9 34/12.0
Luminal B HER?2 positivo 21/74 13/4.6 8/2.8
HER2 28/9.9 10/3.5 18/6.3
Triple negativo 58/20.4 21/7.4 37/13.0
Faltantes 8 4 4

IReceptores estrogénicos; 2Receptores de progesterona; Los datos faltantes no se consideraron para el cdlculo de frecuencias.
P g

3.1.4. Caracteristicas generales del tratamiento

De las 292 pacientes, 90 recibieron terapia neoadyuvante. 277 recibieron algutn tipo
de tratamiento quirtirgico, de estas, 186 (63.7%) recibieron tratamiento quirdrgico con
diseccién axilar. Cabe destacar que, de las 15 pacientes sin tratamiento quirtrgico, sélo
una paciente no recibié ningun tipo de tratamiento (QT, RT, HT, TB) posterior a su
diagnéstico. 197 recibieron hormonoterapia. 162 recibieron terapia adyuvante, de las
cuales 127 fue radioterapia. Las caracteristicas generales del tratamiento en las cohortes

se enlistan en la Tabla 3-6.

Tabla 3-6. Caracteristicas generales de tratamiento en las cohortes. Tabla que ilustra la
composicién de las variables del tratamiento recibido de las dos cohortes para el presente estudio.

Variable Cohorte HGR1 Cohorte CEOM
n/% n/%
Tratamiento quirirgico
Si 150/51.4 127/43.5
No 4/14 11/3.8
Radioterapia
Si 110/37.7 112/38.4
No 40/13.7 26/8.9
Faltantes 4/1.4 0/0
Quimioterapia
Si 132/45.2 124/42.5
No 22/7.5 14/4.8
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3.2. Evaluacioén de la tincién nuclear de pSer’ en tejido tumoral de mama

De los 298 casos incluidos en los microarreglos de tejido (TMA), hubo pérdida del
tejido en 2 casos y 4 contaron con artefactos (tincién inespecifica), resultando asf en 292
casos para andlisis. Se evalué en primera instancia la expresién nuclear de ambas
proteinas a nivel de ndcleo. De los 292 casos incluidos en los TMA’s hubo 7 casos con
pérdida de tejido durante la inmunotincién, resultando en 285 casos para la evaluacién
de la tincién nuclear de pSer’”-STAT3; en el caso de pTyr’®-STAT3 hubo pérdida de
tejido durante la inmunotincién de 14 casos, resultando en 278 casos para el presente

andlisis (Figura 3-9).
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Figura 3-9. Ejemplos de tincién pSTAT3 (Ser727) en tejido de cincer de mama de la cohorte de
estudio. A. Tincién predominantemente alta a un aumento de 10x con un recuadro a un aumento
de 20x. B. Tincién predominantemente baja a un aumento de 10x con un recuadro a un aumento
de 20x. C. y D. Ejemplos de tincién predominantemente alta en spot con distribucion heterogénea
de tejido tumoral (*) y estromal. E. y F. Ejemplos de tincién predominantemente baja en spot con
distribucién heterogénea de tejido tumoral e infiltrado inflamatorio crénico. *Tejido tumoral; a.
Tejido adiposo; b. Estroma; c. Infiltrado inflamatorio.
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De acuerdo con la distribucién de casos con tincién leve (1+), moderada (2+) y

fuerte (3+), se realizé el punto de corte de >50% de células (Métodos) (Figura 3-10).
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Figura 3-10. Distribucién de casos de acuerdo con expresion nuclear de pSer’”-STAT3.

La distribucién de los casos de acuerdo con la tincién nuclear de ambos residuos
se muestra en la Tabla 3-7; de los 285 disponibles para la evaluacién de pSer’”-STAT3, se
encontré sobreexpresiéon en 55.4% de casos y 44.5% de baja expresion. Diferencias

significativas fueron encontradas al evaluar ambos residuos (p = 0.0191), subrayando

mayor tendencia (65.1%) a la expresién de pTyr’® en los tejidos.

Tabla 3-7. Distribucién de la expresion nuclear de ambos residuos de STAT3.

Expresién nuclear en tejido tumoral de cincer de mama

Residuos de STAT3 n Alta, n/% Baja, n/% RR 95%1C p!
pSer’” 285 158/55.4 127/44.5 0.8515 0.7427 - 0.974 0.0191
pTyr705 278 181/65.1 97/34.9 1.174 1.027 - 1.347

Walor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

Se investigaron los casos que compartieron los mismos patrones de expresion

nuclear de los dos residuos de interés encontrando que, de los 273 disponibles para la
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evaluacion de la coexpresion, el binomio pSer’”+ / pTyr’®+ present6é mayor riesgo en los
tejidos con 41.4% de casos (p<0.0001), con significativamente menor expresién en los

casos pSer’”+ [/ pTyr’®— con el 13.6% de casos (p<0.0001) (Tabla 3-8).

Tabla 3-8. Distribuciéon de casos de acuerdo con la coexpresién nuclear de ambos residuos de

STATS3.
Expresién nuclear en tejido tumoral de cincer de mama
n/% RR 95%IC P
Residuos de STAT3 (n = 273) <0.0001
pSer’™+ [ pTyr’®+ 113/41.4 2.119 1.734 -2.577 <0.0001
pSer’™+ [ pTyr’®- 37/13.6 0.4703 0.3408 - 0.6416 <0.0001
pSer’™— [ pTyr’®+ 65/23.8 0.9375 0.7327 - 1.188 0.5999
pSer’?— |/ pTyr’®— 58/21.2 0.8093 0.6242 - 1.039 0.0981

Walor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

En cada caso se realizé una evaluacién de riesgos individual, incluyendo variables

clinicas y caracteristicas propias del tumor.

3.2.1. Asociacién de la expresion nuclear de los residuos pSer” y pTyr’* de STAT3 con

las caracteristicas clinicas

La distribucién de los casos segtin la expresién de los residuos pSer’ y pTyr’® de
STAT3 se muestran en la Tabla suplementaria S1.

A. Edad

Los casos con sobreexpresion alta de pSer’”-STAT3 reportaron una distribucién
de edad similar a la del resto de la poblacién (media: 53.4 +11.7 afios). El porcentaje total
de células tefiidas fue mayor en los grupos de 51-60 afios y 61-70 afios (Figura 3-11);
mientras que pTyr’® (media: 53.5 £11.9 afios) presenté mayor prevalencia en edades de
41-50 afios (21.9%), 51-60 afios (18.3%) y >61 afios (16.9%).
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Figura 3-11. Porcentaje de células con expresiéon pSer’”-STAT3 por grupos de edad. Mayor
expresion de pSer’”-STAT3 en mujeres de 51-60 (p= 0.0076) y 61-70 afios (p = 0.0069). Resultado de

p con prueba de Anova.

En seguida se procedié a determinar el riesgo de sobreexpresar el residuo de
pSer’”-STAT3 en cada grupo de edad respecto a la expresién nuclear de pTyr’®-STAT3
presentando una tendencia a la sobreexpresiéon en los grupos de 31-40 afios sin ser
significativa; sin embargo, fue posible observar un riesgo incrementado de la
sobreexpresion del residuo pTyr"® en el grupo de edad de los 41-50 afios (p = 0.0111; RR
1.358; IC de 95% 1.073-1.741) al ser comparado con pSer’”-STAT3 (Tabla 3-9).

Tabla 3-9. Riesgo de sobreexpresar pSer’”-STAT3 en los grupos de edad. De los casos positivos
a la expresion independiente de ambos residuos, se observé que el grupo de 41-50 afios present6
proteccion a la expresion del residuo pSer’”, no asi a la de pTyr705.

Riesgo de expresién nuclear de pSerﬁ-STATS

RR IC 95% p'
Grupo de edad
<30 0.6667 0.2077 - 1.490 0.2123
31-40 1.201 0.7907 - 1.852 0.3865
41-50 0.7361 0.5742 - 0.9324 0.0111*
51-60 0.8148 0.6241 - 1.050 0.1137
>61 0.9304 0.7139 - 1.211 0.5875

Valor de p con la prueba de Chi cuadrada; ‘Efecto protector; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

Posteriormente, se determiné el riesgo entre los grupos de edad en relacién con la
coexpresién de ambas proteinas tomando como referencia la coexpresién de pSer’+ /
pTyr’®+ (Tabla 3-10), de esta manera fue posible determinar diferencias entre los 4
subgrupos (p = 0.0433, ANOVA tabla no mostrada) dependientes de la ausencia en la

expresion nuclear de pSer’ (p = 0.0383). No hubo diferencias al comparar los grupos de
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<40 afios vs >41 afios. De manera interesante, se encontré que el binomino pSer™”+ /

pTyr’®+ presenté mayor riesgo de expresion en los grupos 41-50 afios (p = 0.0435).

Tabla 3-10. Patrones de coexpresion de residuos de STAT3 en los grupos de edad.

Variable 1/% %ST";;Z;/ Iflf’;z;’_/ RR 95%1IC P!
Grupo de edad (1) (n = 273) 0.1299
<30 3/11 2/66.7 0/0 1.333 0.4552-2.927  0.4153
31-40 34/125 13/38.2 8/23.5 0.7986 0.5229-1.049 0.1237
41-50  87/31.9 38/43.7 6/6.9 1.221 1.007 - 1.443 0.0435
51-60  73/26.7 31/425 9/12.3 1.040 0.8222-1.246  0.7105
>61  76/27.8 29/38.2 14/18.4 0.8591 0.6591-1.053  0.1552
Grupo de edad (2) (n = 273)

<40 37/13.6 15/40.5 8/21.6 0.6139 0.2947-1.337  0.2213

>41  236/86.4 98/41.5 29/12.3 1.629 0.7482 - 3.393

Walor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

Se realiz6 exploracién adicional en estos grupos con el calculo de H-Score (WHS)

para cada residuo (Métodos), sin encontrar diferencias significativas entre grupos (Figura
3-12).

250 T 2%

200 ° 200 °
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g
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<40 >41 <30 3140 41.50 51-60 >61
Grupos por edad (1) Grupos por edad (2)

Figura 3-12. Diagrama BoxPlot de Tukey de la expresion nuclear de pSer’”-STAT3 en tejidos
con cancer de mama. Diagramas que ilustran la expresién de pSer’”-STAT3 nuclear del tejido
tumoral en A. pacientes menores de 40 afios y mayores de 41 anos (p = 0.34, T test no pareado), y
B. por grupos de edad con intervalo de 10 afios (p = 0.57, ANOVA).

A pesar de no resultar estadisticamente significativo, visualmente se aprecia una
tendencia de sobreexpresion de pSer’”-STAT3 en aquellas mujeres edad menor a los 40

aflos, contrario a lo que sucede con pTyr’®-STAT3 (Figura 3-13).
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Figura 3-13. Diagrama BoxPlot de Tukey de la expresién nuclear de pTyr"®-STATS3 en tejidos
con cancer de mama. Diagramas que ilustran la expresién de pTyr"®-STAT3 nuclear del tejido
tumoral en A. pacientes menores de 40 afios y mayores de 41 anos (p = 0.22, T test no pareado), y
B. por grupos de edad con intervalo de 10 afios (p = 0.43, ANOVA).

B. Indice de masa corporal (IMC)

El residuo pSer’”-STAT3 fue mayormente expresado en el grupo categorizado con
sobrepeso (20.1%), seguido por obesidad grado I (12.7%), mismo patrén de expresién se
encontré con pTyr’® (26.1% y 18%, respectivamente).

Al asociar la expresién con IMC, se observé que el grupo con obesidad grado II
exhibi6 un riesgo aumentado para sobreexpresar pSer’”-STAT3 respecto al resto de la
cohorte (p =0.0201), sobretodo al comparar los otros grupos de obesidad Iy III (p = 0.0238;
RR 1.475; IC de 95% 1.076-1.802). Con el fin de cerciorar que la significancia radicara en
la expresion a nivel nuclear, se comparé el riesgo relativo en el andlisis total (expresion
en estroma, citoplasma y membranas en tejido tumoral y peritumoral) de la proteina
(Figura 3-14).

A. Expresién Total de pSer’?7-STAT3 8. Expresién Nuclear de pSer’?-STAT3
IMC IMC
RR 1295 RR 1.666
obll S S Ob il —_—
p=0238 p=00078
RR0.7719 RR 0.6004
Obly L e E Oblyll .
0 1 2 3 4 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

Figura 3-14. Comparacion entre la expresiéon nuclear de pSer’”-STAT3 entre categorias de
obesidad. Al comparar el grupo de obesidad II vs I y IIl se observé que el primero contintia
representando el grupo con el mayor riesgo de sobreexpresién nuclear de pSer’”-STAT3 (p =
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0.0078; RR 1.666; IC de 95% 1.165-2.251), con una tendencia similar en el anélisis de expresion total,

sin ser significativa.

H-Score pSer’?’-STAT3

Figura 3-15. Diagrama BoxPlot de Tukey de la expresién nuclear de pSer

Nuclear

250

200

100

50

-STATS3 por categorias

de IMC en tejidos con cancer de mama. Diagramas que ilustran la expresién de pSer’”-STAT3 de
tejido tumoral de acuerdo con IMC con predominio en obesidad grado II, sin diferencias

significativas entre grupos.

De forma reciproca, se observé que el grupo de obesidad grado III fungié como

factor protector ante la expresién nuclear del residuo pTyr’®-STAT3 (p = 0.0175), sobre
todo al ser comprada con los grupos de obesidad I y II (p = 0.0211; RR 0.5667; IC de 95%

0.277-0.9377). En seguida se procedi6 a determinar el riesgo de sobreexpresar el residuo

de pSer’”-STAT3 en cada grupo respecto a la expresion nuclear de pTyr’®-STAT3 donde

fue posible observar un riesgo incrementado de la sobreexpresién del residuo pTyr’® en
el grupo de obesidad grado I (p = 0.0110; RR 1.425; IC de 95% 1.085-1.911) (Tabla 3-11).

Tabla 3-11. Riesgo de sobreexpresar pSer’”-STAT3 por categoria de IMC.

Riesgo de expresion nuclear de pSer’”-STAT3

1

RR IC 95% 7
IMC

Peso bajo 1.000 0.2750 - 3.636 >0.9999

Normal 0.8242 0.6257 - 1.070 0.1451
Sobrepeso 0.8020 0.6341 - 1.005 0.0548
Obesidad I 0.7018 0.5233 - 0.9219 0.0110*
Obesidad II 1.204 0.8197 - 1.874 0.3336
Obesidad I1I 0.7813 0.3023 - 1.985 0.6109

Walor de p con la prueba de Chi cuadrada. RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%; IMC: indice de masa

corporal.
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En el andlisis de riesgo entre las categorias de IMC en relacién con la coexpresion
de ambas proteinas, se observé diferencia entre los 4 subgrupos tomando como referencia
la coexpresion de pSer”+ / pTyr’®+ (p = 0.0353, ANOVA, tabla no mostrada); sin

embargo, no hubo diferencias al comparar las categorias con IMC <25 vs >25 (p = 0.7244).

C. Antecedentes gineco-obstétricos

El residuo pSer’”-STAT3 fue mayormente expresado en el tejido mamario de
mujeres con menarca a edad adecuada (36.3%), postmenopdusicas (33.3%), edad de
menopausia adecuada (47.7%), asi como el ler embarazo a edad regular (32%) y de 3-4
gestaciones de término (20.4%). También fue mds frecuente en aquellas mujeres con
lactancia >6 meses (33.9%) y un indice estrogénico (IE) medio (29.8%).

Al correlacionar los antecedentes ginecoldgicos, se observé que aquellas mujeres que
cursaron con menarca a temprana edad, asi como aquellas con inicio de menopausia a
edad tardia presentaron proteccién ante la expresién nuclear de la proteina (p = 0.0238 y
p = 0.0442, respectivamente). Sin embargo, pTyr’® presenté mayor riesgo en mujeres con

1-2 gestaciones de término (p = 0.0319).

3.2.2. Asociacién de la expresion nuclear de los residuos pSer™” y pTyr’* de STAT3 con

las caracteristicas patolégicas del tumor

La correlacion con las caracteristicas patoldgicas del tumor representa una de las
asociaciones soélidas en la caracterizacion de los casos, resumidos en la Tabla S2. Los
siguientes apartados corresponden a la correlacién entre la expresiéon nuclear de pSer’
y pTyr’® de STAT3 como elementos independientes con cada una de las variables de
interés.

A. Hallazgos mastograficos: BI-RADS

No se observé correlacién entre la expresion nuclear de pSer727-STAT3 y los
hallazgos por mastografia, sin embargo, fue posible correlacionar patrones de mayor
expresion nuclear dependientes de pTyr"®-STAT3 en los casos con BI-RADS 4 (p = 0.04;
RR 1.24; IC de 95% 1.010-1.513).

B. Clasificacién histolégica

Se encontré que aquellos casos diagnosticados como carcinoma ductal infiltrante

— sin patrén especifico (CDI-SPE) presentaron un mayor riesgo de sobreexpresar del

76



residuo pTyr’® (p = 0.0302; RR 1.178; IC de 95% 1.016-1.371) al ser comparado con pSer’-
STAT3 (Tabla 3-12); el resto de los subtipos histolégicos presenté una distribucion

homogénea en la expresién de ambos residuos.

Tabla 3-12. Riesgo de sobreexpresar pSer’”-STAT3 segiin la clasificacién histoldgica.

Riesgo de expresién nuclear de pSerm-STAT3

Clasificacién histolégica RR IC 95% p'
CDI-SPE 0.8486 0.7296 - 0.9844 0.0302
CLI 0.7714 0.4489 - 1.272 0.2750
Otros 0.9091 0.6000 - 1.370 0.6252

Walor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%; CDI-SPE: carcinoma

ductal infiltrante — sin patrén especifico; CDL: carcinoma lobulillar infiltrante.

En el andlisis de riesgo en relaciéon con los subtipos histolégicos, no se observé
diferencia entre los 4 subgrupos de coexpresién (p = 0.2521, ANOVA, tabla no mostrada).

C. Tamaiio tumoral

La agrupacién de tumores por tamafio <2 cm y >2 cm no fue una condicién
determinante de la expresién nuclear de pSer’” ni pTyr’® (p = 0.4177 y p = 0.587,
respectivamente). Posteriormente se analizaron los casos de acuerdo con pT (TN,
Métodos), en donde los subgrupos pT3-pT4 representaron mayor riesgo de expresion de
pSer’”-STAT3 (Figura 3-16).

£ Expresién Nuclear de pSer’?’-STAT3 B; Expresion Nuclear de pTyr’%5-STAT3
Tumor (pTNM) Tumor (pTNM)
RR 0.7643 RR 0.9953
pT1-pT2 il ‘ pT1-pT2 et
p=0.0301 p=0.9618
RR 1.308 RR 1.005
pT3-pT4 - ot pT3-pT4  a—
0 1 2 0 1 2

Figura 3-16. ForrestPlots de la expresién de pSer’” y pTyr705 de STAT3 de acuerdo con pT del
TNM. A. Correlacién entre la expresién de pSer’”-STAT3 y los subgrupos pT1-pT2 vs pT3-pT4,
siendo este tltimo el de mayor riesgo de expresion. B. pTyr705 no represent6 ser un factor de riesgo
independiente en los subgrupos. RR: riesgo relativo.

Con el fin de comparar el riesgo de sobreexpresiéon como factor de riesgo
independiente en las categorias avanzadas de pT (pT3-pT4) se realizé exploracion
adicional con el calculo WHS (Figura 3-17), evidenciando la sobreexpresién de pSer’ en

los tumores pT4 (p = 0.026).
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Figura 3-17. Diagrama BoxPlot de Tukey de la expresion nuclear de pSer’”-STAT3 segtn el
tamafio del tumor y pT del TNM. Diagramas que ilustran la expresién de pSer’”-STAT3 nuclear
del tejido tumoral en A. tumores de menores y mayores de 2 cm (p =0.8184, T test no pareado), y
B. por grupos de acuerdo con caracteristicas de pT de la clasificacién TNM (p = 0.0752, ANOVA),
pT4 representd la categoria con mayor expresién en comparacién con pT2 (de menor expresion) (*p
=0.0266).

De manera reciproca, al comparar la expresiéon de ambos residuos a nivel nuclear,
se observo que las categorfas menores de pT (pTl y pT2) representaron factores de
proteccién ante la expresion de pSer’” (Tabla 3-13), no asi de pTyr705 en donde pT1
resulté de mayor riesgo para la sobreexpresion (p = 0.0092; RR 1.358; IC del 95% 1.077-
1.740), asi como para pT2 (p = 0.0282; RR 1.349; IC del 95% 1.032-1.783); sobretodo al
agruparse ambas condiciones pT1-pT2 (p = 0.006; RR 1.358; IC del 95% 1.138-1.631).

Tabla 3-13. Riesgo de sobreexpresar pSer’”-STAT3 segun el tamafio del tumor (cm) y pT del

TNM.
Riesgo de expresion nuclear de pSer”-STAT3
Tamafio tumoral, cm/pT RR IC 95% p'

<2 cm 0.8692 0.7104 - 1.059 0.1640

>2 cm 0.8365 0.6933 - 1.005 0.0559

pT1 0.7365 0.5747 - 0.9282 0.0092

pI2 0.7414 0.5608 - 0.9688 0.0282

pT3 0.7895 0.5149 -1.164 0.2253

pT4 1.067 0.7809 - 1.465 0.6803

pT1-pT2 0.7366 0.6129 - 0.8785 0.0006

pI3-pT4 0.9592 0.7501 - 1.223 0.7337

WValor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

D. Nédulos y metastasis
En relacién con la cantidad de nédulos involucrados y sus categorias pN del TNM,

no se observaron diferencias significativas al comparar la expresién de los residuos
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pSer’” y pTyr705 de manera independiente. Asimismo, la valoraciéon de patrones de

coexpresion revelaron diferencias entre el patrén pSer’”+ / pTyr’®+ y pSer’”— | pTyr™®—
(Tabla 3-14).

Tabla 3-14. Patrones de coexpresion de residuos de STAT3 por categoria de nédulos TNM.

Variable 1’l/ % pSer727+ / pSer727+ / pSerm— / pSerm— / Faltantes pl
pTyr705+ pTyr705_ pTyr705+ pTyr705_
No6dulos (TNM)

pNO  71/41.0 27/38.0 13/18.3 14/19.7 17/23.9 7 0.0907
pN1  57/32.9 19/33.3 5/8.8 20/35.1 13/22.8 5
pN2  33/19.1 10/303 9/273 8/24.2 6/18.2
pN3  12/69 8/66.7 1/83 1/83 2/16.7 1
Total  173/100 64 28 43 38 13

p 1 (Ref.) 0.1317 0.3566 0.0299
pNO  71/41.0 27/38.0 13/183 14/19.7 17/23.9 7 0.2364

pNL-pN3  102/59.0  37/363 15/14.7 29/28.4 21/20.6 6
Total  173/100 64 28 43 38 13

RR 1.045 1.161 0.7426 1118

IC 95% 0.7164-1.492 07117 -1.723 0'14'?};; - Oﬁgi -
P 0.8142 0.5267 0.1921 0.600

Walor de p con ANOVA de una via; 2Valor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza
del 95%.

En el andlisis de patrones de coexpresion nuclear se observé un comportamiento
singular entre las dicotomias pSer’+/pTyr’®— y pSer’”—/pTyr’®+ observdandose que,
ante la ausencia de nédulos (pNO) la presencia de la expresién elevada del residuo serina
727 en ausencia de tirosina 705 fue mayor en relacién con aquellos casos con 1-3 nédulos
(pN1) (IC del 95% 1.050-2.904) e, inversamente, fue mayor la expresion del patrén

expresion elevanda de pTyr’® en ausencia de serina 727 en los casos pN1 al compararlos
con pN2 (IC del 95% 1.073-4.49) (Figura 3-18).

79



Coexpresion Nuclear de pSer’?” y pTyr’% de STAT3

RR 0.50
—— p=0.026
pSer’=— [ pTyr™+ RR2.0
pN1 - pN2 [
RR 0.5701
=0.033
p=0.
pSer’?+ [ pTyr’®- RR1.754
pNO - pN1
0 1 2 3 4 5

Figura 3-18. Diagrama que ilustra las diferencias en los patrones de expresién en relacién con la
cantidad de nédulos afectados (pN). Diagramas que muestran las diferencias entre los patrones
de expresién nuclear.

A pesar de las correlaciones anteriores, no fue posible corroborar el papel de
pSer’ como factor independiente relacionado a nédulos, lo anterior ejemplificado en la
Figura 3-19 donde, a pesar de demostrar un WHS visiblemente mayor en pN3 (>10

nédulos), este no alcanz6 significancia estadistica al compararlo con las otras categorias
pN (p = 0.3569).
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Figura 3-19. Diagrama BoxPlot de Tukey de la expresién nuclear de pSer’”-STAT3 y estatus de
metastasis y nédulos en tejidos con ciancer de mama. Diagramas que ilustran la expresién de
pSer’”-STAT3 nuclear del tejido tumoral en A. pacientes sin (M0) y con metdstasis (M1) (p = 0.19,
T test no pareado), y B. de acuerdo con afectacion a nédulos (p = 0.35, ANOVA).

Se identific6 mayor riesgo de expresion del residuo pTyr705 en los casos con
metdstasis, sin embargo, cabe destacar que 6 de los 7 casos presentaron coexpresién con
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pSer’. Con el fin de dilucidar el papel de pSer’”-STAT3 en la progresién del cancer, se
consideraron las entidades asociadas a los hallazgos patoldgicos (Tabla S3), sin ser
significativos.

E. Grado histoldgico

Del total de casos positivos, el residuo pSer’”-STAT3 fue mayormente expresado
en tumores de alto grado (GH3) (Figura 3-20), mientras que pTyr’® presenté mayor

prevalencia en tumores mejor diferenciados (GH1).

60

. pSer’?*
(n=157)

[ pTyros
{n=180)

Frecuencia
(%)

GH1 GH2 GH3

Grado histolégico

Figura 3-20. Frecuencia en la expresién nuclear de los residuos de STAT3 segun grado
histolégico.

F. Estadio TNM anatémico

Ambos residuos presentaron mayor prevalencia en estadios tempranos de la
enfermedad (IA-IIA), no obstante, la expresién de pTyr’® fue significativamente mayor
en estadios metastdsicos (IV) (p = 0.0397).

Posteriormente, se determind el riesgo entre los estadios TNM en relacién con la
coexpresién de ambas proteinas tomando como referencia la coexpresién de pSer’+ /
pTyr’®+, de esta manera fue posible determinar diferencias entre los 4 subgrupos (p =
0.0199, ANOVA tabla no mostrada) dependientes de la presencia de pSer’” en ausencia
de pTyr™ (p = 0.0328). Al correlacionar la coexpresién, se evidencié un riesgo casi 5 veces
mayor de sobreexpresar el binomino pSer’”+ / pTyr’®- en el estadio IIIB al compararlo
con pSer’”+ [ pTyr"®+ (p = 0.0082; RR 4.963; IC del 95% 1.443-17.04) (Tabla 3-15).
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Tabla 3-15. Patrones de expresion de pSer””-STAT3 y estadios TNM.

pSer”+ [ pSer”+ |

Variable /% pTyr™  pTyr®- RR 95%1C p'

TNM (n=176) 0.1020
IA 33/18.8 13/39.4 4/21.3 1.090 0.7368 - 1.401 0.6010

ITA 51/29.0 21/41.2 10/34.5 0.9278 0.6686 - 1.207 0.5952

1IB 25/14.2 8/32.0 2/14.1 1.139 0.6879 - 1.457 0.5190

IA 28/15.9 9/32.1 4/25.1 0.9668 0.5831 - 1.295 0.8606

1B 21/11.9 3/14.3 6/50.3 4.963 1.443 - 17.04 0.0082

mc 11/6.3 7/63.6 1/16.0 1.254 0.7485 - 1.552 0.2890

v 7/4.0 6/85.7 0/0 1.443 0.8699 - 6.566 0.1080

Walor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

3.2.3. Asociacién de la expresion nuclear de los residuos pSer” y pTyr’* de STAT3 con

las caracteristicas moleculares del tumor

Al correlacionar la expresion nuclear de pSer’” y pTyr"® de STAT3 como elementos
independientes de la expresién de acuerdo con las caracteristicas moleculares propias del

tumor, resumidos en la Tabla S4.

A. Receptores hormonales

A pesar de que la sobreexpresion del residuo pSer727-STAT3 no fue el resultado
del efecto que, de manera individual, presentaban los receptores de estrégeno (RE) (p =
0.7769) ni los de progesterona (RP) (p = 0.2243), se observé que, al comparar la expresion
entre ambos residuos, hubo mayor riesgo de sobreexpresar pSer’”-STAT3 en aquellos

casos negativos a RP (Tabla 3-16).

Tabla 3-16. Riesgo de sobreexpresar pSer’”-STAT3 de acuerdo con receptores hormonales.

Riesgo de expresion nuclear de pSerﬁ-STATS

Receptores hormonales (RH) RR IC 95% p'
RH
Positivos (RE+/RP+) 0.7756 0.6466 - 0.9243 0.0045
Negativos (RE-/RP-) 1.024 0.7956 - 1.319 0.8516
Receptor de estrogenos
Positivo (RE+) 0.7997 0.6793 - 0.9369 0.0057
Negativo (RE-) 0.9808 0.7594 - 1.266 0.8803
Receptor de progesterona
Positivo (RP+) 1.181 0.9436 - 1.485 0.1467
Negativo (RP-) 1.444 1.120 - 1.881 0.0045

Walor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%; RH: receptores
hormonales; RE: receptores estrogénicos; RP: receptores de progesterona.

82



Bajo esta condicién, se encontré que pTyr’® fue mayormente expresada en los
casos positivos a ambos receptores hormonales (RH) asi como aquellos con RE+ (p =
0.0045; RR 1.289; IC de 95% 1.082-1.547 y p = 0.0057; RR 1.250; IC de 95% 1.067-1.472,
respectivamente).

De acuerdo con los hallazgos anteriores, fue interesante encontrar que el efecto
combinado entre aquellos con ausencia de RE y presencia de RP presentaron un efecto

protector ante la sobreexpresién de pSer’”, no observado con pTyr’® (Tabla 3-17).

Asimismo, el presentar una combinacién distinta a la de RE—/RP+ confirié un riesgo de
hasta 4 veces mayor para la sobreexpresién de pSer727 (p = 0.0266; RR 3.953; IC del 95%
1.092-22.04).
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727

Expresién nuclear de pSer Expresion nuclear de pTyr"®

Variable n/% Alta,n/% RR? 95%1C? p Alta, n/% RR? 95%1C? p
Receptores hormonales 0.1211 0.2287
RE+/RP+ 161/55.1 86/53.4  0.9465 0.7693 - 1.170 0.6063 106/65.8 1172  0.9841 - 1.410 0.0753
RE+/RP- 37/12.7 21/56.8 1.06 0.7546 - 1.370 0.7085 23/62.2 0.9786 0.7201 - 1.220 0.8694
RE-/RP+ 8/2.7 1/125 0.253  0.04538 - 0.9155 0.0266 2/25.0 0.6101 0.1790-1.186 0.2346
RE-/RP- 86/29.5 50/58.1  1.127 0.8953 - 1.386 0.2958 50/58.1 0.8666 0.6967 - 1.047 0.1446
Total 292/100 158 181

Tabla 3-17. Comparacién entre la expresion nuclear de pSer727 y pTyr705 de STAT3 segtn el patrén de RH.

En el andlisis de patrones de coexpresién nuclear se observé diferencias entre las dicotomias pSer727+/pTyr705-y

pSer727—/pTyr705+ asociados a RH+ y RP+ (Figura 3-21), ambos casos tuvieron efecto protector para la expresion de Serina
727.

Coexpresion Nuclear de pSer’?” y pTyr’% de STAT3

RR 0.6983

RE+/ RP+ .
p =0.040 RR 1.4320
RR 0.5780
RP+ —
p=0.0361 RR 1.730
0 1 2 3

pSer’?+/pTyr’ - pSer’-[pTyr’®+

Figura 3-21. Diagrama que ilustra el riesgo de coexpresion de residuos STAT3 en relacion con RE y RP. Hubo mayor riesgo de coexpresar
pSer727-/pTyr705+ en tumores RE+/RP+ y RP+ que pSer727+/pTyr705-. RE: receptor de estrogenos; RP: receptor de progesterona.



B. HER2y Ki-67

Al comparar la condicién (positiva o negativa) de HER2 y Ki-67 alto (>20%), no se
observaron diferencias significativas entre los residuos Ser’” ni Tyr’® de STAT3. Sin
embargo, se encontraron asociaciones con la expresion de pSer727 al combinar HER2 y
Ki-67 de acuerdo a su condicién, siendo asi que los casos positivos para HER2 pero
negativos a Ki-67 (HER2+/ Ki-67-) desempefiaron el papel condicionante para la
sobreexpresion de pSer727-STAT3 (p = 0.0404; RR 1.777; IC del 95% 1.033-2.432), contrario
a la condicién negativa de ambos marcadores (HER2-/ Ki-67-) los cuales dilucidaron
mds bien un papel protector ante la expresion (p = 0.0404; RR 0.5629; IC del 95% 0.4112-
0.9676). Este comportamiento no fue compartido por Tyr705 (Tabla 3-18).



Expresion nuclear de pSer™ Expresién nuclear de pTyr’™®

Variable n/% Alta,n/% RR? 95%1C3 p Alta, n/% RR? 95%1C? p
HER?2 - Ki-67 0.0482 0.741
HER2+/Ki-67+ 37/13.6 16/43.2 0.7478 0.4894 - 1.046 0.0974 25/67.6 1.078 0.8132-1.317 0.5589
HER2+/ Ki-67— 8/29 7/87.5 1.596 0.9567 - 1.907 0.0668 5/62.5 0.9583 0.4666 - 1.351 0.8738
HER2-/ Ki-67+ 160/58.6 93/58.1 1.2 0.9638 - 1.516 0.1044 97/60.6 0.9087 0.7626 - 1.091 0.2952
HER2-/ Ki-67— 68/249 33/48.5 0.8492 0.6352 - 1.090 0.2122 43/63.2 1.087  0.8745-1.301 0.4245

Total 273/100 149 170

Tabla 3-18. Comparacion entre la expresién nuclear de pSer’” y pTyr’® de STAT3 segtn el patron de HER2 y Ki-67.

Asimismo, la expresion de Ki-67 alto fue el tdnico factor de riesgo para la coexpresién de pSer’”+/pTyr’®— en el andlisis
univariable (p = 0.0239; RR 1.252; IC del 95% 1.038-1.417)



C. Subtipo molecular
El residuo pSer’”-STAT3 fue mds frecuente expresado en el subtipo TN (Figura 3-
22), mientras que pTyr’™® presenté mayor prevalencia en los subtipos Luminal B y HER2.
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Figura 3-22. Frecuencia en la expresién nuclear de los residuos de STAT3 de acuerdo con
subtipos moleculares. TN: Triple Negativo.

Pese a no encontrar diferencias significativas al comparar el riesgo de expresion
nuclear de pSer’”-STAT3 respecto a su contraparte pTyr’®, fue interesante observar una
tendencia de mayor expresién del primero en los subtipos TN, sin llegar a la significancia
(Tabla 3-19).

Tabla 3-19. Riesgo de sobreexpresar pSer727-STAT3 en los subtipos moleculares.

Riesgo de expresién nuclear de pSerﬁ-STATS

Subtipo molecular RR IC 95% p!
Luminal A 0.8513 0.6572 - 1.095 0.2081
Luminal B HER2 negativo 0.8051 0.6395 - 1.004 0.0546
Luminal B HER? positivo 0.6122 0.3323 - 1.061 0.0800
HER2 0.8421 0.5445 - 1.273 0.4076
Triple negativo 1.137 0.8274 -1.572 0.4256

1Valor de p con la prueba de Chi cuadrada; RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%; RH: receptores
hormonales; RE: receptores estrogénicos; RP: receptores de progesterona.

Tras observar lo anterior, se confirmé tras el andlisis individual que el riesgo de
sobreexpresar pTyr’® a nivel nuclear fue mayor en todos los subtipos excepto los TN (p
= 0.0484; RR 1.275; IC del 95% 1.001-1.665), el cual tuvo un efecto protector contra la
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expresion de este residuo. En la distribuciéon de casos respecto a WHS se observa en la
Figura 3-23; se observan diferencias respecto a la tincién total siendo mayor en los
subtipos Luminal B/HER2- (Figura 3-24).
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Figura 3-23. Diagrama BoxPlot de Tukey de la expresion nuclear de pSer’””-STAT3 y clasificacién
molecular. Diagramas que ilustran la expresién de pSer’”-STAT3 nuclear del tejido tumoral en A.
pacientes positivos y negativos a RE (p = 0.95, T test no pareado), y B. de acuerdo con clasificacién
molecular (p = 0.78, ANOVA). RE: receptores estrogénicos.
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Figura 3-24. Diagrama BoxPlot de Tukey de la expresion total de pSer’”-STAT3 y clasificacién
molecular. Diagramas que ilustran la expresién de pSer’”-STATS3 total del tejido tumoral en A.
pacientes positivos y negativos a RE, con mayor expresién de la protefna en relacién con RE
positivos (**p = 0.0085, T test no pareado), y B. de acuerdo con clasificacién molecular (p = 0.0054,
ANOVA), con mayor expresién de la proteina en los subtipos Luminal B HER2 positivo en relacién
con Luminal B HER2 negativo (*p = 0.0441) y los Triple Negativos (**p = 0.0043). RE: receptores
estrogénicos.
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3.3. Analisis de supervivencia global

Las pacientes cumplieron con una mediana de seguimiento de 64 meses en el
periodo comprendido de enero 2014 a diciembre de 2021. De las 292 pacientes, 206
(70.5%) continuaban en seguimiento, de las cuales 156 se reportaron en dltima consulta
sin actividad tumoral, 25 con actividad tumoral y 25 fueron dadas de alta del servicio de
oncologifa por remisién de la enfermedad y contintian seguimiento en su unidad médica;
86 pacientes (29.5%) presentaron abandono/defuncién durante el seguimiento.

El andlisis de supervivencia global revel6 una mejor sobrevida en aquellas mujeres
que continuaron seguimiento médico en comparacion con aquellas que abandonaron el
seguimiento/defuncién y aquellas con recidiva de la enfermedad, con una p <0.0001 en

las curvas Kaplan-Meier (Figura 3-25).
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Figura 3-25. Curva Kaplan-Meier de las pacientes en estudio. Comparacién de curvas con prueba
Mantel-Cox (Log-Rank)

Se observé menor sobrevida en aquellas que presentaron recidiva en algin

momento del seguimiento y aquellas con abandono/defuncién (Tabla 3-20).
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Tabla 3-20. Supervivencia global y seguimiento clinico.

Supervivencia global Supervivencia global
Sobreexpresién pSer’”-STAT3
Variable n Meses RR 95%1IC P n Meses RR 95%1IC P
Seguimiento* 233  58.8 +15.7 1 (ref.) | 125 59.0+15.2 1 (ref.)
Recidival 68 42.6+21.3 4.151 2.020-8.529 <0.0001| 41 42.5+20.3 3.769 1.462-9.719 <0.0001
Abandono/defuncién| 86 29.3+18.8 5342 2.570-11.11 <0.0001| 47 26.8+18.5 5.552 1.982-15.55 <0.0001

Walor de p con la prueba Mantel-Cox (Log-Rank); RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%. *Pacientes
que continuaron seguimiento médico, incluye defunciones a pesar de seguimiento.

3.3.1. Supervivencia global y expresion nuclear de los residuos pSer”” y pTyr’® de

STAT3

Se buscé correlacionar la SG con los patrones de expresion, evidenciando que la

positividad en la expresién de pSer727 no fue un factor independiente de la SG (Tabla 3-

21), tampoco lo fueron los distintos patrones de expresion.

Tabla 3-21. Supervivencia global y patrones de expresién nuclear.

Supervivencia global
Variable n Meses RR 95%1IC Pt
Patrones de expresion

pSer’”-STAT3 + 158 51.9420.8 0.9583 0.4426-2.075 0.9136

pSer’?-STAT3 - 127 5334194 1.044 0.4820-2259

pTyr"®-STAT3 + 181 52.7+20.3 0.9519 0.4182-2.167  0.9057

pTyr’"-STAT3 — 97  531+188 1.050 0.4615-2.391
pSer’?+/ pTyr’®- 37 50.7 +21.4 1 (ref.)
pSer’+/ pTyr"®+ 113 52.7420.0 1.655 0.4559-6.007  0.5064
pSer’”-/ pTyr’+ 65 53.5+20.7 1344 0.2842-6.354  0.7229
pSer’—/ pTyr™-— 58 54.1+17.1 1.810 0.4331-7.568 0.4598

Walor de p con la prueba Mantel-Cox (Log-Rank); RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%. *Pacientes
que continuaron seguimiento médico, incluye defunciones a pesar de seguimiento.

Lo anterior se ilustra en la Figura 3-26.
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Figura 3-26. Curvas Kaplan-Meier en relacién con los patrones de expresion de residuos STAT3.
Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).

A partir del andlisis realizado en cuanto a seguimiento y recidiva, se buscé
intencionadamente la correlacién con los distintos patrones de expresion, sin encontrar

significancia (Tabla 3-22).
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Tabla 3-22. Patrones de expresion nuclear y supervivencia global (seguimiento y recidiva). No hubo significancia estadistica en ninguna
de las comparaciones.

Supervivencia global Supervivencia global Supervivencia global
Seguimiento® Recidiva
Variable n Meses RR 95%1IC P n Meses RR 95%1C pt n Meses RR 95%1IC P
Patrones de expresion

pSer’”-STAT3 + 158 51.9420.8 0.9583 0.4426-2.075 0.9136 125 590+152 09423 0.4349-2.042 0.8798 41 425+203 0.8291  0.3586-1.917 0.6530

pSer™-STAT3 - 127 5334194 1.044 0.4820-2.259 103 5814164 1061  0.4898-2.299 26 4184230 1206  0.5217-2.789
pTyr-STAT3 + 181 5274203 09519 04182-2.167 0905/ | 143 5934154 09575 0.4210-2.178 0.9169 ) 410+188 1341 05772-3117 0.4934

pTyr™®-STAT3 - 97  531+188 1050 0.4615-2.391 79  582+142 1044 0.4591-2.376 48 4854209 07455  0.3208-1.732
pSer’+/ pTyr™— 37 507 +21.4 T(ref) | 28 59.6+13.2 1 (ref.) 13 4944222 1 (ref.)
pSer+ | pTyr®+ 113 5074200 1.655 04559-6.007 05064 | 91 5894150 1639 0.4499-5969 0.5149 27 404+178 03364 0.1044-1.084 0.1295
pSer—/ pTyr®+ 65 5354007 1.344 0.2842-6354 07229 | 51 014164 07257 0.1544-3.412 0.7002 15 4214209 04918 0.09925-2.437 0.4014
pSer™—/ pTyr’*— 58 5414171 1.810 0.4331-7.568 0.4598 49 5704150 1795 0.4286-7.514 0.4665 10 4514250 02689 0.05936-1.218 0.0907

Valor de p con la prueba Mantel-Cox (Log-Rank); RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%. *Pacientes que continuaron seguimiento médico, incluye defunciones a pesar de seguimiento.
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3.3.2. Supervivencia global y expresion nuclear de pSer””-STAT3 en relacién con los

factores clinicos

A. Edad

La supervivencia global en los casos <40 afios fue mayor respecto a las mujeres >41

afios (media de 56.1 £15.2 meses y 52.1 +20.8, respectivamente). La sobreexpresion
nuclear de pSer’”-STAT3 no representé un efecto negativo en la supervivencia, de
forma interesante se observa un decremento (no significativo) en la sobrevida de 1
mes en aquellas pacientes <40 afios (media de 55.2 meses) y en >41 afios (media de
51.4 meses) al comparar las curvas de la poblacién general con las que
sobreexpresaron la proteina (Figura 3-27, Ay B).

Supervivencia global y edad
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Figura 3-27. Curvas Kaplan-Meier y los grupos de edad en relacion con la sobreexpresién nuclear
de pSer’”-STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).
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El efecto que present6é pTyr’® fue ligeramente mayor en las mujeres <40 afios con
decremento de 2 meses en la supervivencia global (media de 54.4 £17.2 meses) y sin
cambios en los casos >41 afios (media de 52.5 +20.8 meses), sin ser significativo (p =
0.4006).

B. IMC

En relacion con aquellas pacientes con IMC >25 kg/m2, se observé una ligera
mejoria en la sobrevida (no significativa) en funcién con la sobreexpresion nuclear de los
residuos pSer’ al comparar las curvas de la poblacién general (Figura 3-28).
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Figura 3-26. Curvas Kaplan-Meier y categorias IMC en relacién con la sobreexpresién nuclear
de pSer’”-STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).
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C. Antecedentes gineco-obstétricos

La sobreexpresién nuclear de pSer’” fue un determinante de supervivencia global
disminuida en las pacientes con indice estrogénico (IE) bajo respecto a aquellas con IE
medio y alto (p = 0.0395) (Tabla 3-23).

Tabla 3-23. Supervivencia global y antecedentes gineco-obstétricos.

Supervivencia <lobal Supervivencia global
P 8 Sobreexpresién pSer’”-STAT3
Variable Pt RR? 95%IC? P RR? 95%IC?
Estado ovarico
Premenopausia 0.0973  1.960 0.8706 - 4.413 0.2875 1.882 0.5602 - 6.325
Menopausia (edad)
Temprana 0.9815 0.9749 0.1160 - 8.196 0.4111 2.633 0.1198 - 57.87
Regular- Tardia 1.026 0.1220 - 8.623 0.3798 0.01728 - 8.346
1° gestacion (edad)
0.6486
Temprana 0.6413 1.283 0.4333 - 3.800 1.455 0.3131-6.761
Regular- Tardia 0.7793 0.2631 - 2.308 0.6873 0.1479 - 3.194
Paridad
Nuligesta 0.4339 0.5608 0.1695 - 1.856 0.5992 0.4874 0.09899 - 2.399
>1 gesta 1.783 0.5389 - 5.900 2.052 0.4168 - 10.10
Lactancia >6m
Si 0.0788 2.925 1.077 - 7.942 0.2013 2.675 0.7156 - 9.998
No 0.3419  0.1259 - 0.9285 0.3739 0.1000 - 1.397
Indice Estrogénico (IE)
Bajo 0.0545 2.605 0.8114 - 8.365 0.0395 3.652 0.6850 - 19.47
Medio-Alto 0.3839 0.1196 - 1.232 0.2738 0.05135 - 1.460

Walor de p con la prueba Mantel-Cox (Log-Rank); RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

3.3.3. Supervivencia global y expresion nuclear de pSer””-STAT3 en relacién con los
factores patolégicos
La densidad mamaria al momento del diagnéstico no fue un determinante de la
supervivencia global en las pacientes (p = 0.5832), ni en asociacién con pSer™ (p =
0.6238)
A. Tamafio tumoral
En el anélisis de supervivencia global de la poblacién de estudio se identific6 que
el tamafio tumoral >2 cm al momento de diagnéstico fue un factor de mal prondstico en
la supervivencia general de las pacientes (media: 49.4 +21.6 meses) (Figura 3-29, A),

encontrando asimismo que la sobreexpresién nuclear de pSer’” no fue un determinante
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en el cambio de este factor de riesgo al encontrar resultados similares en la sobrevida
(Figura 3-29, B).
Suparvivencia global y tamafio tumoral
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Figura 3-29. Curvas Kaplan-Meier y tamafio tumoral en relaciéon con la sobreexpresién nuclear
de pSer’”-STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).

Se observa el efecto coadyuvante de pSer727-STAT3 al asociarse a factores de mal

prondstico como pT3-pT4 y la ausencia de RE en tumores de mayor tamario (Tabla 3-24).

Tabla 3-24. Supervivencia global y tamafio tumoral. Se observé menor sobrevida en aquellas
pacientes con IE bajo respecto al medio y alto, no se encontraron otras correlaciones.

Supervivencia global Supervivencia global
P 8 Sobreexpresién pSer727-STAT3

Variable p' RR 95%1C Meses® p RR 95%1C Meses

Tamaiio

pT1-pT2 0.0009 0.2993  0.1199 - 0.7468 55.9 0.0330 0.3387 0.1015 - 1.130 55.8

pI3-pT4 3.341 1.339 - 8.337 43.5 2.952 0.8848 - 9.850 43.1

Tamafio + RE

>2cm + RE+  0.0239 03899  0.1633 - 0.9310 50.4 0.0439 0.3062 0.08861 - 1.058 50.9
>2cm + RE- 2.565 1.074 - 6.125 47.6 3.266 0.9453 - 11.29 44.3

Walor de p con la prueba Mantel-Cox (Log-Rank); RR: riesgo relativo; IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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B. Noédulos

El hecho de presentar mds de un nédulo con metéstasis (pN1-3) fue un factor de
mal prondstico independiente en la supervivencia general de las pacientes con una
media de defuncion de 342 meses (Figura 3-30, A), encontrando que la
sobreexpresién nuclear de pSer’” actué acorde al mal prondstico observado en la
poblacién general al encontrar resultados similares en la sobrevida, con una media de
defuncién de 33.5 meses (Figura 3-30, B). Sin embargo, al comparar las categorias de
nédulos (pN 1, 2 y 3) para determinar el grupo con peor sobrevida, no se observaron
diferencias en los grupos (Figura 3-30, C y D).
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Figura 3-30. Curvas Kaplan-Meier y afectacién de nédulos en relacién con la sobreexpresion
nuclear de pSer’”-STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).

97



C. Estadio TNM anatémico

La sobreexpresion de pSer’ actué como coadyuvante de mal prondstico en los
estadios localmente avanzados y metastdsicos, de manera paralela a lo observado en
la poblacién general (Figura 3-31).

Supervivencia global y TNM

A. B.
100 L o 100 Y
T — R = FOPPRUD FOWN T >
L 3 -
80 80
©
S 60 (I S 60
c c
@ ()
3 3
8 g
& 40 o 40 pSer’?+
- A —— A
20 - A - mws 20 - A - s
-~ us —— iC - - - iC
A —— N - 1A -_ WV
00 20 40 60 80 100 00 20 40 60 80 100
Meses Meses
C. D
o
OOy, i,
“““....,7..‘7,,;,. o e —a
80 80
o
S 60 S 60
c c
@ @
= =1
§ 40 g 40 pSer’ T+
—— Estadios tempranos (IAy IIA) s Estadios tempranos (IAy ILA)
————— Estadios localmente avanzados (HB-IIC) - Estadios localmente avanzados (1IB-IIC)
20 —a—  Estadios metastasicos (IV) 20 —e—  Estadios metastasicos (V)
% 20 40 60 80 100 % 20 40 60 80 100
Meses Meses

Figura 3-31. Curvas Kaplan-Meier y categorias TNM en relacion con la sobreexpresién nuclear
de pSer’”-STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).

3.3.4. Supervivencia global y expresion nuclear de pSer””-STAT3 en relacién con los
factores moleculares del tumor

A. Receptores hormonales

La sobreexpresion de pSer’ actué como coadyuvante de mal pronédstico en los

tumores carentes de RE y RP, de manera paralela a lo observado en la poblacién general
(Figura 3-32).
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Figura 3-32. Curvas Kaplan-Meier y RH en relacién con la sobreexpresion nuclear de pSer™-
STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank). RH: Receptores hormonales; RE:
receptores de estrégenos; RP: receptores de progesterona.

B. HER2 y Ki-67

La sobreexpresion de pSer’”-STAT3 fue un determinante en la diferenciacién del
efecto prondstico de HER y Ki-67, a pesar de no ser estadisticamente significativo se
observé una mayor diferenciacién entre las curvas de supervivencia global en relacién

con el peor prondstico en los casos HER2+ y Ki-67+ (Figura 3-33).
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Figura 3-33. Curvas Kaplan-Meier en relacién con HER2, Ki-67 y la sobreexpresién nuclear de
pSer’”-STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).

C. Subtipo molecular

Compatible con lo observado, la sobreexpresion de pSer’”-STAT3 se asoci6 a peor
supervivencia en los casos con subtipo molecular de mal prondstico Luminal B HER2+,
HER2 y TN (Figura 3-34).
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de pSer’”-STAT3. Comparacién de curvas con prueba Mantel-Cox (Log-Rank).
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CAPITULO 4

DISCUSION

La activacién constitutiva del transductor de sefial y activador de la transcripciéon
3 (STAT3) desempefia un papel critico en muchos tipos de cdncer sélido, incluido el
cdancer de mama (CM), donde se ha sugerido que es un factor predisponente para la
progresion del cancer [93]. La fosforilacién de STAT3 en su residuo tirosina 705 (pTyr"®)
ha sido objeto de multiples andlisis con respecto a las caracteristicas clinico-patolégicas y
valor prondstico, sin embargo, el estudio de la expresién del residuo pSer’”-STAT3
continda siendo la contraparte menos estudiada en la actividad de STAT3 en el cancer,
sobretodo el mamario, destacando asi la necesidad de una investigacién en profundidad.
Este es el primer estudio, que conocemos, que evaltia a ambas proteinas en el contexto de
una cohorte poblacional mexicana con tecnologia de patologia digital.

En el presente estudio se analizaron las variables clinico-patolégicas de 292 casos
de mujeres mexicanas con cancer de mama, con 285 muestras de tejido disponibles para
la evaluacién de la expresion nuclear de los residuos pSer’ y 278 casos para el residuo
pTyr’® de STAT3. La diversidad en el comportamiento de la expresiéon de ambos residuos
fue sustancial, encontrando asi diferencias significativas dentro de las variables clinicas
y patolégicas conocidas por sus valores prondsticos, lo cual se traduce en una
heterogeneidad dentro de la biologia de propia de los tumores.

El presente estudio cumplié parcialmente con la hipétesis inicial, en la cual se
pretendié encontrar asociacién entre la sobreexpresion de pSer’”-STAT3 con los factores
clinico-patolégicos de peor prondstico en las pacientes con cancer de mama. Sin embargo,
no fue posible asociar la sobreexpresiéon nuclear de pSer’”-STAT3 como factor
independiente condicionante de una supervivencia global disminuida.

Asimismo, fue posible cumplir con los objetivos propuestos para llegar a

responder la pregunta de investigacion.
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Bajo este tenor, en los siguientes pdrrafos se dard la revisién de los resultados a
partir de la expresién de cada residuo en relacién con las variables clinico-patolégicas,
seguido por el riesgo de expresion y, finalmente, la asociaciéon con la supervivencia
global.

pSer’”-STAT3 se encontré sobreexpresado en el 55.4% de la poblacién. Sin
embargo, su frecuencia fue significativamente menor respecto a pTyr’”-STAT3 el cual
presenté expresion alta en 65.1% de casos, esta expresion heterogénea de STAT3 en los
ntcleos de tejido de pacientes con CM ha sido reportada de manera consistente con
informes previos [61,62,71,94,95].

Es sabido que la activacién cldsica de STAT3 ocurre con la mediacién del residuo
pTyr’®, sin embargo, se ha demostrado que la fosforilacién de STAT3 tanto en Tyr"® como
en Ser’” conduce a la transactivacién completa de la sefializacién de STAT3 [74].
Asimismo, se ha sugerido que STAT3 puede activarse mediante la fosforilacién de Ser’
en ausencia de pTyr’™® [80,81], incluso pSer’” ha sido considerado como un regulador
negativo de pTyr’® [82]. Por esa razén, nos dimos a la tarea de investigar los patrones de
expresion, encontrando que el binomio pSer’”+ / pTyr’®+ fue el mds frecuentemente

expresado en nuestra poblacién de estudio con el 41.4% de casos, mientras que la

expresion tinica de pSer’” (pSer’”+ / pTyr’®-) se encontré en sélo el 13.6% de casos. Esto
demuestra la cooperacién existente entre ambas proteinas para llevar a cabo sus
actividades activadoras de la transcripcién en ntcleo.

Ahora bien, a fin de demostrar la correlacién entre ambas proteinas, se realiz6 el
analisis individual de los factores de riesgo comtinmente asociados al CM.

Cerca del 80% de los casos son diagnosticados en mujeres mayores de 50 afios [96],
de forma interesante, en nuestra poblaciéon de estudio se encontré esta proporcién de
casos a partir de los 40 afios, en donde la edad media de diagnéstico fue a los 53.5 afios,
lo cual coincide con lo reportado en estudios realizados en poblacién mexicana [97-99],
reflejando asi una diferencia de 10 afios respecto a poblaciones en paises desarrollados,
donde la edad de diagnéstico se observa principalmente entre los 65-74 afios de edad
[100]. También, en nuestra poblacién se identificaron 13.7% de los casos en edades jévenes
(<40 anos), lo cual representa mds de tres veces la incidencia reportada para este grupo

de edad en paises mds desarrollados [101].
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Al correlacionar la expresiéon nuclear del residuo pSer’”-STAT3 el grupo de 41-50
afos fungié como el parteaguas demostrando ser un factor de proteccién para su
expresion individual, donde pTyr’® actué como relevo de la sobreexpresion de STAT3 en
los grupos mayores de 41 afios. A pesar de lo anterior, al asociarse pSer’”y pTyr’® con el
grupo de 41-50 afios este representd ser un factor de riesgo independiente para la
expresion de este binomio, denotando la cooperacién de ambos residuos en este grupo;
sin embargo, la edad no afect6 la supervivencia global como variable independiente ni
en aquellos casos con sobreexpresién nuclear de pSer’”-STAT3.

La obesidad se ha identificado como un factor de riesgo para el cdncer de mama,
donde una actividad de aromatasa elevada y una mayor expresiéon de leptina en
depdsitos de tejido adiposo expandido juegan un papel principal como factor
contribuyente [102], algo visto sobretodo en mujeres posmenopdusicas obesas que tienden
a desarrollar cancer de mama positivo para receptores de estrégeno. Sin embargo, las
mujeres obesas, atn sin llegar a la menopausia, han logrado peores resultados clinicos
traducidos en supervivencia global [103].

Bajo el supuesto anterior, fue interesante encontrar la mayor cantidad de los casos
diagnosticados en el presente estudio pertenecieron a mujeres con IMC >25 kg/m? en
donde la sobreexpresion nuclear de pSer’”-STAT3 fue significativamente mayor en el
tejido neoplasico de mujeres con obesidad grado II (p = 0.0201), mientras que pTyr’®
presenté mayor riesgo en el grupo con obesidad grado I (p = 0.0110). De esta manera se
infiere que el riesgo de expresar ambos residuos fue mayor en relacién con el incremento
del IMC. Esto puede explicarse parcialmente por el papel del supresor de la sefializacién
de citoquinas 3 (SOCS3), un regulador negativo de la activacién de STAT3 en la via de
sefializaciéon JAK2/STAT3 activada por leptina, donde la leptina se asocia con mayor
expresion de SOCS3 en pacientes obesos debido al aumento en la expresién de citocinas
en el contexto de inflamacién crénica de bajo grado [93]. Cabe sefialar que solo el 21.8%
de nuestra cohorte present6 peso adecuado, destacando la necesidad de intervenciones
preventivas en la atencién médica en nuestra poblacién.

A pesar de lo anterior, el IMC >25 kg/m? no representé ser un factor condicionante
de la supervivencia global, contrario a lo anteriormente reportado [104], ni en aquellos

casos asociados a pSer’”-STATS3.
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En relacion con los antecedentes gineco-obstétricos, se observé que la
sobreexpresion de pSer’”-STAT3 fue un condicionante de la supervivencia global
disminuida en aquellas mujeres con indice estrogénico bajo (p = 0.0395), el cudl
corresponde con una cantidad menor de afios con exposicién a estrégenos. Lo anterior
resulta interesante en el sentido de que la relacién estrecha entre la exposiciéon endégena
a hormonas ha sido ampliamente investigada, en particular el estrégeno y la
progesterona, y el riesgo elevado de cancer de mama en las mujeres. Por lo tanto, eventos
especificos en la vida reproductiva de la mujer como el embarazo, la lactancia materna,
la primera menstruacién y la menopausia, vistos como factores protectores, en nuestro
estudio sugieren ser elementos cruciales en términos de una posible induccién de los
eventos cancerigenos en el microambiente mamario.

Nuestro estudio reporta que la edad media de menarca y menopausia fueron
adecuadas en la mayoria de la poblaciéon de estudio; asimismo, al momento de
diagndstico la mayoria de las mujeres fueron postmenopdusicas. Destaca el hecho de que
la presentaciéon temprana de la menarca, asi como edad tardia de menopausia
presentaron proteccién ante la expresion nuclear de pSer’”-STAT3 (p = 0.0238 y p =
0.0442, respectivamente).

Cabe destacar que pTyr’® presenté mayor riesgo en mujeres con 1-2 gestaciones de
término (p = 0.0319).

En cuanto a las variables patolégicas propias del tumor, se buscé correlacionar la
densidad mamaria con base en los hallazgos mastogréficos (BI-RADS) encontrando que
aquellas mujeres con mayor densidad clasificadas como BI-RADS 4 cursaron con mayor
expresion nuclear del residuo pTyr’®-STAT3 (p = 0.04), pero no asi de pSer’”. Bajo este
contexto, se ha identificado que la mayor densidad del tejido mamario se correlaciona
con el mayor riesgo de cdncer de mama tanto en mujeres premenopdusicas como
posmenopdusicas [105]. No obstante, la mayor densidad mamaria no representé un factor
determinante de la supervivencia global.

A pesar de ser el tipo mds frecuentemente diagnosticado, el carcinoma ductal
infiltrante-sin patrén especifico (CDI-SPE) represent6 ser un factor de proteccién para la
expresion de pSer’”-STAT3. En nuestro estudio, CDI-SPE mostré un mayor riesgo de

sobreexpresién de pTyr’®-STAT3 en comparacién con los subtipos lobulillares y otros
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subtipos invasivos de cdncer, contrario a otros informes que asocian niveles mads altos de
la proteina con el subtipo lobulillar [92].

La ausencia de nédulos (pNO) actué como determinante de la expresiéon del
residuo Serina 727 en ausencia de tirosina 705 al compararlos con casos pNO e,
inversamente, fue mayor la expresioén del patrén expresién elevada de pTyr’® en ausencia
de Serina 727 en los casos pN1 al compararlos con pN2, tales asociaciones han sido
indirectamente descritas previamente donde pTyr’®-STAT3 ha mostrado una posible
asociacién con metdstasis ganglionares y, por lo tanto, se ha sugerido como un
biomarcador de mal prondstico [62,106], sin embargo, también ha sido descrito como un
factor no asociado al estado ganglionar axilar [95]. Esta ambivalencia en observaciones
puede ser explicada por la cooperacion que existe entre ambos residuos en distintos
estadios de la enfermedad, tal como ha sido sugerido [16,107].

En el andlisis de supervivencia global, pSer’”-STAT3 actué acorde al mal
prondstico observado en la poblacién general al encontrar resultados similares en la
sobrevida de las pacientes con >1 nédulo (pN1-pN3) al compararlas con aquellas sin
afectaciéon de nédulos (pNO). Estos hallazgos retratan una pista importante en el
prondstico general del paciente, siendo la presencia de afectaciéon ganglionar un factor
independiente para el mal pronéstico, y pSer’”-STAT3 como un factor no modificador
del mal prondstico.

Estudios han reportado la asociacién entre tumores de menor tamafio y el riesgo
de sobreexpresar pTyr’®-STAT3 [92,94,95108], sin embargo, dicha relacién no fue
encontrada en nuestro estudio al correlacionar tinicamente las dimensiones del tumor en
cm. Sin embargo, al categorizar los grupos de acuerdo con tamafio y efectacion de tejidos
(pT de TNM), si fue posible observar mayor riesgo de sobreexpresién de pTyr’®>-STAT3
en los tumores pequefios <2 cm sin afectaciéon a tejidos (pT1-pT2) los cuales
contribuyeron a una mejor supervivencia global y, de modo contrastante, se observé
mayor riesgo de expresiéon nuclear de pSer’”-STAT3 en los tumores >2 cm y con
afectacion tisular (pT3-pT4) (p = 0.0301), acorde con reportes anteriores [86], siendo este
grupo el que reporté disminucién en la supervivencia global tanto en la poblacién general
como en aquellos tumores con sobreexpresion de pSer’”-STAT3.

Los tumores de alto grado (GH3) presentaron mayor riesgo de expresar al residuo

pSer’”-STATS3, contrario a lo sucedido con los tumores mejor diferenciados (GH1), donde
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pTyr’® presenté mayor prevalencia. Esta asociacién de pSer’ con tumores de alto grado
histolégico ha sido descrita previamente en otro tipo de cdncer, como el cervicouterino
[33], en donde revelan también su asociacién con el marcado de proliferacién Ki-67, sin
embargo, no fue posible asociar este marcador a la expresién de pSer”.

A pesar de que ambos residuos se expresaron mayormente en estadios tempranos
de la enfermedad (IA-IIA) contrario a lo reportado anteriormente [86], mientras que la
expresiéon de pTyr’® fue significativamente mayor en estadios metastdsicos (IV) (p =
0.0397). Asimismo, se evidencié un riesgo casi 5 veces mayor en el estadio IIIB al
coexpresar el binomino pSer’”+ / pTyr’®- (p = 0.0082), lo cual contribuye en parte al
papel de pSer’” en el mal prondstico observado en estos estadios de la enfermedad,
reflejado en la SG.

Al asociarse la expresion con estatus de los receptores hormonales, se observé que,
hubo mayor riesgo de sobreexpresar pSer’”-STAT3 en aquellos casos negativos a RP. De
la misma manera, aquellos tumores con un patrén de RE+/RP+ presentaron un efecto
protector ante pSer’”-STAT3. Lo anterior ha sido observado en lineas celulares de cancer
de mama con RE-, en donde la sobreexpresiéon de pSer’”-STAT3 se correlacioné
significativamente con el estado negativo de RE [86]. Estos resultados, aunado al hecho
de que hay mayor expresion en los casos con IE bajo, sugieren que este pSer’”-STAT3
puede estar involucrado en la patogénesis del cdncer de mama de una manera
dependiente del receptor de estrégeno.

Se ha sugerido también que la via 17b-estradiol-ER inhibe la actividad de STAT3
en células de CM [109], donde tales observaciones pueden apoyar el papel de CM con RE-
en la activacién de STAT3 [62]. Bajo este sentido, STAT3 ha sido descrito como un
elemento clave implicado en la regulaciéon de los mecanismos de invasién, como la
remodelacién de la matriz extracelular y la migracién celular, especialmente en el CM
Triple Negativo (TN) [110], el cual carece de estos receptores hormonales previamente

asociados en el presente estudio.

107



4.1. Conclusiones

A pesar de no haber encontrado a pSer’”-STAT3 como un factor independiente de

supervivencia global disminuida, fue posible asociarlo a factores de mal prondstico

determinantes de una sobrevida menor en nuestra poblacién de estudio:

pSer727-STATS3 asociado a factores de mal pronéstico:

Dependiente de mayor edad (51-60 y 61-70 afios).

Obesidad grado II.

Receptores estrogénicos (RE) negativos

Tumores HER2+ con Ki-67 bajo.

Tumores de mayor tamafio (>5 cm) y de cualquier tamafio con afectacion tisular (pT4).
Tumores de alto grado en asociacién con Ki-67 alto.

pSer727-STAT3 asociado a factores de mal pronéstico:

Menor exposicién enddégena a estrégenos
Ausencia de nédulos
Sin asociacion con subtipo histolégico mds frecuente.

pSer727-STAT3 asociado a supervivencia global disminuida:

Pacientes de 51-60 afos.

Postmenopdusicas con RE negativos.

Subtipos moleculares Luminal B HER2+, HER2 y TN.
Tumores >10 cm.

Tumores de cualquier tamafio con afectacion tisular (pT4).
Presencia de nédulos.

Menor exposicién enddégena a estrégenos

Recidiva.

La dicotomia encontrada en algunos factores respecto a pTyr’® asevera la plétora de

funciones que ambas proteinas llevan a cabo de manera independiente. Este estudio, asi

como los realizados anteriormente por diversos autores, han descrito diferencias

sustanciales con respecto al papel desempefiado por STAT3 en el prondstico del cdncer

de mama, especulamos que tales hallazgos inconsistentes cumplen con la naturaleza

heterogénea entre las poblaciones de investigacién y, también, los criterios de evaluacién

utilizados para determinar la sobreexpresion de esta proteina en las muestras de tejido.

Las limitaciones encontradas en el presente estudio retratan la necesidad de

ofrecerle continuidad al seguimiento de las pacientes para mejorar la ventana de
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observacién en cuanto a supervivencia. Asimismo, la informacién clinica disponible

redujo los datos en ciertos grupos para el andlisis.

4.2. Recomendaciones

Una de las funciones menos investigadas de STAT3 compete directamente al
residuo pSer’”-STAT3 y su accién a nivel mitocondrial, el cual de manera indirecta
pudimos apreciar en la evaluacién de la tincién total (resultados no discutidos en este
trabajo). Bajo el supuesto de que la fosforilacién de monémeros STAT3 en su residuo
Ser’” permiten la translocacién de STAT3 a las mitocondrias sin dimerizacién
(mitoSTAT3) [43], esta podria apreciarse en la evaluaciéon de la tincién a nivel de

citoplasma.
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ANEXOS.

ANEXO 1. Formato de recoleccién de datos de pacientes con cancer de mama.

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas

- P o *]
“Dr. Ignacio Chavez” < K
Division de Estudios de Posgrado A 1 Qo"?,
s “ " % -
Maestria en Ciencias de la Salud ® Estydios *°

FICHA DE IDENTIFICACION
Fecha de ingreso:
Folio de biopsia:
Folio de inmunohistoquimica:
No. De caso:
Nombre:
(iniciales)
No de afiliacion CURP
Tel de contacto Correo electrénico
Edad Fecha de nacimiento Gpo sanguineo y Rh
o 29 afios 0 menos
o 30-34 afios
o 35-39 afios
o 40-44 afios
o 45-49 afios
Edad por grupos ° 50-54 afios
o 55-59 afios
o 60-64 afios
o 65-69 afios
o 70 afios 0 mas
ANTECEDENTES
Antecedentes Heredofamiliares
Neoplasias no
hematoldgicas
Neoplasias
hematoldgicas.
(Famliares de primer y
segundo grado)
Antecedentes personales no patologicos
Lugar de origen Lugar de residencia
Escolaridad Ocupacioén
Estado civil Actividad fisica
Dieta
indices antropométricos
Peso (kg) Talla (m) IMC
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Antecedentes gineco-obstétricos

Edad de menarca Ritmo de.,
menstruacion
Fecha de ultima Edad de incio de
menstruacion menopausia
Gestaciones Partos

Abortos

Edad de primera gestacion NUmero de gestaciones de
de término término

Antecedentes personales patologicos
Toxicomanias

Habito tabaquico
Consumo de alcohol
Otros

Enfermedades cronico-degenerativas

Padecimientos
oncoldgicos

Diabetes Mellitus
Cardiopatias
Nefropatias
Hepatopatias
Neuropatias
Otros

Exposicion ambiental

Radiacion ionizante
Quimioterapia
Pesticidas
Benceno

Solventes
Electromagnetismo
Otros

Método de planificacion
actual
Tratamiento de reemplazo
hormonal
Cesareas

Ofrecimiento de lactancia materna en
cada hijo (>6 meses)

INFORMACION DE LA MUESTA

Macroscopia

Especimen

pT1 (0.1-2cm)
pT2 (>2-5¢cm)
pT3 (>5cm)

Tamafo tumoral
(diametro mayor en
cm)

Mama izquierda / mama derecha.
Primer cuadrante
Localizacién Segundo cuadrante
Tercer cuadrante
Cuarto cuadrante
Cantidad de ganglios
Otros datos

Diagnéstico Histopatologico

Tipo de cancer
(Clasificacion Histoldgica)

Grado histolégico Grado 1
(Clasificacién SBR Grado 2
Mod.) Grado 3
Formacion Pleomorfismo
tdbulos nuclear
Necrosis l\/.la’rgejn
quirdrgico

pT4 (cualquier tamario, afectacion pared toracica, ulcera/edema en piel, carcinoma inflamatorio)

Mitosis (40x)

Permeacion 1) Presente
linfovascular
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2)No identificada

pNO (0)
Ganglios pN1 (1-3) Ruptura . .
afectados PN2 (4-9) capsular Metastasis
PN3 (106 +)
Determinacion Inmunohistoquimica
indice de Allred indice de Allred
Receptores de -Intensidad (0-3): Receptores de  -Intensidad (0-3):
estrégeno -Proporcién (0-5): progesterona -Proporcién (0-5):
-Total (0-8): -Total (0-8):

) Negativos

) Estrégenos Positivo / Progesterona positivo

) Estrégenos Positivo / Progesterona negativo
3) Estrogenos Negativo / Progesterona Positivo

(o)
1
Receptores hormonales 2

1) Negativo (0)

2) Negativo (+)

3) Indeterminado (++)
4) Positivo (+++)

1) Bajo: <10 %
Kie7 2) Medio: 10-20 % p53
3) Alto: >20 %

HER2

% / Intensidad % / Intensidad

pTyr’®%-STAT3 pSer’?’-STAT3

TRATAMIENTO PREVIO

0) Ninguno

0) No se realiz6 cirugia 1) QT neoadyuvante
1) Mastectomia total 2) HT neoadyuvante
Tratamiento  2) Madden Tratamiento médico 3) QT-RT concomitante Tratamiento
quirdrgico 3) Patey sistémico 4) QT-RT secuencial radioterapico
4) Halsted 5) QT adyuvante
5) E. Amplia 6) HT adyuvante
7) QT-HT adyuvante
Fecha: Fecha de inicio:
Tiempo de tratamiento (meses):
Observaciones: Observaciones:

0) Ninguno

1) QT-RT Conc
2) QT-RT Secug
3) RT preopera
4) RT adyuvant:

Fecha:

Observaciones

TRATAMIENTO ACTUAL

Tratamiento actual
Fecha de inicio
Tiempo en tratamiento (meses):
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ANEXO 2. Carta de no inconveniente de HGR1.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

GOBIERNO DE ! DELEGACION REGIONAL MICHOACAN
o S MEXICO l L%,,_Qﬂ%g HOSPITAL GENERAL REGIONAL No. 1

CARTA DE NO INCONVENIENTE
Morelia, Mich., a 3 agosto de 2020

Dr. Sergio Gutiérrez Castellanos

Investigador Asociado “A"

Centro de Investigacion Biomédica de Michoacan
Presente.

Por este conducto me dirijo a Usted de la manera mas atenta, para informar que
no existe inconveniente para que Ud. pueda llevar al cabo la revision y
recoleccién de datos de los expedientes clinicos en el Hospital General Regional
No. 1 en los Servicios de Patologia, Laboratorio Clinico, Medicina Intema y
Archivo Clinico para realizar el trabajo de investigacion intitulado “Expresion
nuclear de Ser’*’-STAT3 en pacientes con cancer de mama”.

Recuerde que la informacién que usted vaya a utilizar para identificar a los
pacientes, tales como nombre, teléfono y direccién, debe ser conservada de
manera confidencial y no se debe otorgar informacion que pudiera revelar su
identidad, ya que esta siempre debe permanecer protegida.

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.

Atentamente

/; ¢
@m@

Directora Médico del HGR No. 1
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TABLAS SUPLEMENTARIAS.

Tabla suplementaria S1. Distribucién de los casos segiin la expresién nuclear de pSer

727

y pTyr™™ de STATS3, y las caracteristicas clinicas.

Expresion nuclear de pSer’”-STAT3

Expresion nuclear de pTyr’®-STAT3

Variable Alta, n/% Baja, n/% Faltantes P! RR? 95%I1C? Alta, n/% Baja, n/% Faltantes p RR 95%IC
Grupo de edad (n= 285) 0.8589 Grupo de edad (n= 278) 0.1455
<30 2/0.7 1/0.4 06941  1.205 0.3740 - 1.749 <30 4/14 0/0 0.1403 1.548  0.7866 - 3.380
31-40 21/74 13/4.6 04291  1.132 0.8115 - 1.447 31-40 18/6.5 17/6.1 0.0694 07667  0.5255-1.018
41-50 48/168  45/15.8 03658 0.9009  0.7059-1.123 41-50 61/21.9  26/9.4 7 02372 1116  0.9255-1.321
51-60 41/144  33/116 09947 09992  0.7746-1.248 51-60 51/183  24/86 2 05386 1062  0.8667-1.264
>61 46/16.1 35/12.3 07724  1.034 0.8125 - 1.283 >61 47/169  30/10.8 5 03783 09156 0.7339 -1.106
<40 24/84 14/4.9 03038  1.164 0.8555 - 1.470 <40 22/7.9 17/6.1 0219 08479  0.6094 - 1.087
>41 134/47.0  113/39.6 0.859 0.6803 - 1.169 >41 159/57.2  80/28.8 1179  0.9202 - 1.641
IMC (n= 268) 0.0725 IMC (n=261) 0.2358
Peso bajo 2/0.7 1/0.4 0.6886 1.1 0.3755 - 1.760 Peso bajo 2/0.8 1/0.4 09658 0.9829  0.3054 - 1.412
Normal 35/13.1 23/8.6 03756  1.121 0.8595 - 1.403 Normal 41/157  15/57 4 03292 1104  0.8935-1.306
Sobrepeso 54/20.1 47/175 0.6525 09499  0.7510-1.182 Sobrepeso 68/26.1  34/13.0 3 07502 09725 0.8104-1.150
Obesidad I 34/127  33/123 03947 0.8947  0.6729-1.144 Obesidad I 47/180  18/69 3 03711 109  0.8919-1.288
Obesidad IT 18/6.7 5/1.9 0.0201 1475 1.076 - 1.802 Obesidad II 13/5.0 7/2.7 3 07791 09552 0.6313-1.231
Obesidad III 5/1.9 11/4.1 0.0467 05507  0.2480 - 0.9936 Obesidad III 6/2.3 9/34 1 00175 05754 0.2840 - 0.9340
Faltantes 10 7 Faltantes 4 13
Menarca (edad) (n=190) 0.073 Menarca (edad) (n=188) 0.3942
Temprana 3/1.6 9/4.7 0.0238 04279  0.1513-0.9250 Temprana 5/2.7 7/3.7 01776 0679  0.3126-1.133
Regular 69/363  51/26.8 0.6665  1.059 0.8213 - 1.399 Regular 73/38.8  47/25.0 4 06648 1057  0.8305-1.381
Tardfa 35/184  23/12.1 0458  1.106 0.8375 - 1.418 Tardia 35/18.6  21/112 4 06624 1058  0.8090-1.336
Faltantes 51 44 Faltantes 68 22 6
Estado ovarico (n=270) Estado ovarico (n= 264)
Premenopausia 59/21.9  51/18.9 06713 09535  0.7590-1.184 Premenopausia 71/26.9  38/144 4 08324 102  0.8450-1.219
Postmenopausia 90/33.3  70/25.9 1.049 0.8447 - 1.318 Postmenopausia 99/37.5  56/21.2 8 0.9806  0.8201-1.183
Faltantes 3 2 Faltantes 11 3 2
Menopausia (edad) (n= .
109) 0.1133 Menopausia (edad) (n=106) 0.6052
Temprana 10/9.2 8/7.3 07657 09362  0.5550-1.355 Temprana 9/8.5 7/6.6 2 07783 09375 0.5411-1.365
Regular 52/477  31/284 0136  1.357 0.9198 - 2.231 Regular 51/481  32/302 3 04229 1178  0.8158-1.912
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Tardia 2/1.8 6/5.5 0.0442 0.4073 0.1156 - 0.9854 Tardia 3/2.8 4/3.8 1 0.3554 0.7071  0.2584 - 1.285
Faltantes 35 31 1 Faltantes 47 16 4
12 gestacién (edad) (n=128) 0.805 12 gestacién (edad) (n=124) 0.7601
Temprana 26/20.3 23/18.0 1 0.666 0.9315 0.6599 - 1.274 Temprana 26/21.0 23/18.5 1 0.5382 09045 0.6414-1.237
Regular 41/32.0 32/25.0 1 0.8552 1.03 0.7551 - 1.429 Regular 40/32.3 29/23.4 5 0.7023  1.063 0.7798 - 1.473
Tardia 4/3.1 2/1.6 1 0.5719 1.214 0.5393 - 1.759 Tardia 4/3.2 2/1.6 1 0.6049  1.192 0.5295 - 1.727
Faltantes 62 54 1 Faltantes 87 24 6
Paridad (n=221) 0.5058 Paridad (n=218) 0.0954
Nuligesta 25/11.3 16/7.2 3 0.5702 1.087 0.7960 - 1.391 Nuligesta 24/11.0 19/8.7 1 0.4356 0.8961  0.6482-1.158
1-2 30/13.6 21/9.5 1 0.7659 1.042 0.7788 - 1.328 1-2 37/17.0 13/6.0 2 0.0319 1.295 1.025-1.577
3-4 45/20.4 30/13.6 2 0.5204 1.081 0.8443 - 1.357 3-4 45/20.6 27/12.4 5 0.7513  1.037 0.8183 - 1.283
>5 26/11.8 28/12.7 0.1301  0.8041 0.5788 - 1.060 >5 27/12.4 26/11.9 1 0.0842  0.793 0.5790 - 1.029
Faltantes 32 32 1 Faltantes 48 12 5
Lactancia >6m (n= 180) Lactancia >6m (n= 175)
St 61/33.9 50/27.8 2 0.6918 0.948 0.7338 - 1.246 Si 62/354 45/25.7 6 0.1371 0.8383  0.6690 - 1.061
No 40/22.2 29/16.1 1 1.055 0.8024 - 1.363 No 47/26.9 21/12.0 2 1.193 0.9428 - 1.495
Faltantes 17 47 1 Faltantes 48 12
indice Estrogénico (n=181) 0.4369 indice Estrogénico (n=181) 0.6639
Bajo 27/14.9 17/9.4 2 0.4925 1.106 0.8139 - 1.430 Bajo 26/14.5 18/10.1 2 0.9149 09848 0.7209 - 1.273
Medio 54/29.8 38/21.0 2 0.6211 1.066 0.8264 - 1.381 Medio 57/31.8 34/19.0 3 04273  1.102 0.8659 - 1.412
Alto 22/12.2 23/12.7 2 0.2102  0.8209 0.5732 - 1.106 Alto 24/13.4 20/11.2 3 0.4152 0.8872  0.6365-1.164
Faltantes 23 81 1 Faltantes 74 25 6

1Chi cuadrada; *Riesgo relativo; *Intervalo de confianza.
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Tabla suplementaria S2. Distribucién de los casos segiin la expresién nuclear de pSer727 y pTyr705 de STATS3, y las caracteristicas patoldgicas.

Expresion nuclear de pSer’”-STAT3

Expresion nuclear de pTyr’®-STAT3

Variable Alta, n/% Baja, n/% Faltantes  p' RR2 95%I1C3 Alta, n/% Baja, n/% Faltantes p RR 95%1IC
BI-RADS (n =222) 0.7995 BI-RADS (n =213) 0.1198
1-3 11/5.0 8/3.6 0.6649 1.098 0.6779-1.517 1-3 9/4.2 7/3.3 3 0.5382 0.8795 0.5142-1.233
4 45/20.3 37/16.7 0.6935 1.052 0.8095 - 1.346 4 59/27.7 23/10.8 3 0.0400 1.24 1.010 - 1.513
5 62/27.9 59/26.6 0.5317 0.9241 0.7222-1.186 5 67/31.5 48/225 6 0.093 0.8396 0.6827 - 1.030
Faltantes 38 20 Faltantes 43 17 1
Clasificacion histolégica (n= 285) 0.3404 Clasificacion histolégica (n= 278) 0.2315
CDI-SPE 134/47.0 115/40.4 0.147 0.8072 0.6460 - 1.090 CDI-SPE 156/56.1 90/32.4 10 01005 0.8117  0.6837 - 1.050
CLI 9/3.2 5/1.8 0.4946 1.169 0.6984 - 1.570 CLI 10/3.6 2/0.7 2 0.1757 1.296 0.8525 - 1.545
Otros 15/5.3 7/2.5 0.2106 1.254 0.8585 - 1.599 Otros 15/5.4 5/1.8 2 0.2788 1.192 0.8360 - 1.464
Tamafio tumoral (n= 285) Tamafio tumoral (n=278)
<2 cm 71/24.9 51/17.9 0.4177 1.09 0.8822-1.341 <2 cm 77/27.7 38/13.7 9 0.587 1.049 0.8777 - 1.245
>2 cm 87/30.5 76/26.7 0.9171 0.7459 - 1.133 >2 cm 104/37.4 59/21.2 5 0.9529 0.8032-1.139
Tumor TNM (n= 285) 0.1247 Tumor TNM (n= 278) 0.435
pT1 68/23.9 48/16.8 0.3706 1.101 0.8894 -1.353 pT1 74/26.6 35/12.6 9 0.4345 1.072 0.8961 - 1.271
pT2 43/15.1 51/17.9 0.0209 0.7598 0.5847 - 0.9613 pT2 58/209 36/12.9 4 0.3945 0.923 0.7545 - 1.105
pT3 15/5.3 10/3.5 0.6309 1.091 0.7311-1.438 pT3 19/6.8 6/2.2 1 0.231 1.187 0.8737 - 1.433
pT4 32/11.2 18/6.3 0.1798 1.194 0.9135-1.482 pT4 30/10.8 20/7.2 0.4027 0.906 0.6879 - 1.124
No. de nédulos (n=108) 0.159 No. de nédulos (n=102) 0.3022
la3 27/25.0 35/32.4 0.075 0.7154 0.4936 - 1.035 la3 39/382 18/17.6 5 0.3769 1.14 0.8536 - 1.566
4a9 19/17.6 14/13.0 0.3592 1.199 0.8006 - 1.716 4a9 18/17.6 15/14.7 0.1375 0.7841 0.5320-1.074
>10 9/83 4/3.7 0.1592 143 0.8461-2.016 >10 9/8.8 3/2.9 1 0.427 1.184 0.7242 - 1.565
Faltantes 60 42 Faltantes 73 31 2
Né6dulos TNM (n=183) 0.2191 Né6dulos TNM (n=174) 0.3841
pNO 43/23.5 32/17.5 0.3927 1.126 0.8540-1.470 pNO 42/24.1  30/17.2 6 0.3935 0.9015 0.6985 - 1.140
pN1 27/14.8 35/19.1 0.0521 0.7422 0.5285-1.003 pN1 39/22.4 18/10.3 5 0.2281 1.16 0.9047 - 1.452
pN2 19/10.4 14/7.7 0.6087 1.093 0.7541 - 1.464 pN2 18/10.3 15/8.6 0.3224 0.8545 0.5847-1.142
pN3 9/4.9 4/2.2 0.2396 1.322 0.7959 - 1.771 pN3 9/5.2 3/1.7 1 0.3387 1.227 0.7559 - 1.574
Metastasis (n= 285) Metastasis (n=278)
MO 152/53.3 126/44.2 0.1027 0.6379 0.5288 - 1.131 MO 174/62.6  97/34.9 14 0.0498 0.6421 0.5834 - 0.9994
M1 6/2.1 1/0.4 1.568 0.8838 - 1.891 M1 7/25 0/0 1.557 1.001 - 1.714

123



Grado histolégico (n= 282) 0.9501 Grado histolégico (n= 275) 0.2108
GH1 35/12.4 26/9.2 0.7623 1.039 0.7943 - 1.304 GH1 44/16.0 16/5.8 2 0.1466 1.159  0.9437-1.372
GH2 83/29.4 68/24.1 0.7975 0.9731 0.7901 - 1.202 GH2 95/34.5 50/18.2 11 09816 1.002  0.8433-1.194
GH3 39/13.8 31/11.0 0.9937 1.001 0.7722-1.253 GH3 41/149 29/105 1 0.1607 0.8638  0.6802 - 1.055
Faltantes 1 2 Faltantes 2 1
Estadio TNM anatémico (n= 186) 0.3312 Estadio TNM anatémico (n= 177) 0.2036
IA 20/10.8 17/9.1 0.9684 1.007 0.6961 -1.355 IA 22/124  11/6.2 5 0.6543 1.067  0.7771-1.353
ITA 32/17.2 22/11.8 0.3363 1.15 0.8559 - 1.496 A 32/18.1 20/11.3 4 0.757 09615 0.7295-1.215
1B 12/6.5 15/8.1 0.2935 0.803 0.4898 -1.174 1B 16/9.0 9/5.1 2 09355 1.013  0.6935-1.319
A 13/7.0 15/8.1 0.3983 0.8432 0.5264 - 1.212 1A 18/10.2  10/5.6 09039 1.019 0.7136-1.315
111B 9/4.8 12/6.5 0.2872 0.7771 0.4373-1.188 111B 9/5.1 12/6.8 0.0387 0.6491 0.3670 - 0.9825
Ic 8/4.3 4/2.2 0.354 1.261 0.7279-1.720 IIc 8/45 3/1.7 1 0.502 1.161  0.6860 - 1.510
v 6/3.2 1/0.5 0.0839 1.632 0.9156-2.029 v 7/4.0 0/0 0.0397 1.619 1.036 - 3.645
Faltantes 58 41 Faltantes 69 32 2
Categorias de estadios TNM (1= 186) 0.1011 Categorias de estadios TNM (n= 177) 0.1077
Estadio temprano 52/28.0 39/21.0 0.3656 1.131 0.8656 - 1.483 Estadio temprano 54/30.5 31/17.5 9 0.9466 1.008  0.8011-1.264
Estadio localmente avanzado 42/22.6 46/24.7 0.1177 0.8064 0.6085 - 1.055 Estadio localmente avanzado 51/28.8 34/19.2 3 0.3847 09049 0.7160-1.134
Estadio metastdsico 6/3.2 1/0.5 0.0839 1.632 0.9156 - 2.029 Estadio metastasico 7/4.0 0/0 0.0397 1.619 1.036 - 3.645

1Chi cuadrada; *Riesgo relativo; *Intervalo de confianza.
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Tabla suplementaria S3. Distribucion de los casos segtn la sobreexpresion nuclear de pSer’” y
entidades asociadas al tumor.
Expresion nuclear de pSer””-STAT3
Variable Alta, n/% Baja, n/% p! RR? 95%1C?
Tipo de bordes (n= 285)
Infiltrantes 39/13.7 26/9.1 0.3997 1.109 0.8616 - 1.377
No infiltrantes 119/41.8 101/35.4 0.9015 0.7262 - 1.161
Permeacién linfovascular (n= 285)
Presente 66/23.2 52/18.2 0.8879 1.015 0.8177 - 1.250
Ausente 92/32.3 75/26.3 0.9849 0.8003 - 1.223
Bordes+ / PLV+  26/9.1 19/6.7 0.6341 1.075 0.7810 - 1.405
Bordes— / PLV_  79/27.7 68/23.9 0.9301 0.7119 - 1.280
Asociacién con mastopatia fibroquistica
(n=285)
Presente  12/4.2 9/3.2 0.8703 1.033 0.6535 - 1.405
Ausente 146/51.2 118/41.4 0.9678 0.7119 - 1.530
Entidades asociadas al tumor (n=107)
Microcalcificaciones 10/9.3 3/2.8 0.0794 1.506 0.9428 - 2.032
Hiperplasia 11/10.3 15/14.0 0.1617 0.7291 0.4281 - 1.117
Comedonecrosis 14/13.1 11/10.3 0.8370 1.044 0.6648 -1.495
Adenosis microglandular 9/8.4 9/8.4 0.6946 0.9082 0.5135-1.378
Fibrosis 14/13.1 11/10.3 0.8370 1.044 0.6648 - 1.495
Entidades asociadas a ganglios (1= 33)
Ruptura capsular 10/30.3 11/33.3 0.8953 0.9524 0.4793 - 2.077
Infiltracién adiposa 5/15.2 4/12.1 0.6187 1.212 0.5316 - 2.355
RC +IA 1/3.0 2/6.1 0.5818 0.6667 0.1202 - 1.847

1Chi cuadrada; *Riesgo relativo; *Intervalo de confianza.
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Tabla suplementaria S4. Distribucién de los casos segiin la sobreexpresion nuclear de pSer”™

y pTyr’® de STATS3, y las caracteristicas moleculares.

Expresion nuclear de pSer’”-STAT3

Expresion nuclear de pTyr"®-STAT3

Variable Alta, n/% Baja, n/% Faltantes  p* RR? 95%]IC3 Alta, n/% Baja, n/% Faltantes  p" RR? 95%]IC3
Receptores hormonales (7 = 250) Receptores hormonales (7 = 250)
Positivos (RE+/RP+) 86/35.5 73/30.2 2 03598 0.8979 0.7211-1.138 Positivos (RE+/RP+) 106/44.7 46/19.4 9 0.0893 1.186 0.9753 -1.479
Negativos (RE-/RP-) 50/20.7 33/13.6 3 1.114  0.8791 - 1.387 Negativos (RE-/RP-) 50/21.1 35/14.8 1 0.8435 0.6763 - 1.025
Receptor de estrégenos (n= 295) Receptor de estrégenos (n= 295)
Positivo (RE+) 107/37.5 88/30.9 3 0.7769 09683  0.7836 -1.222 Positivo (RE+) 129/46.4 59/21.2 10 0.076 1.188 0.9831-1.474
Negativo (RP-) 51/179 39/137 4 1.033  0.8182-1.276 Negativo (RP-) 52/18.7 38/13.7 4 0.842 0.6785-1.017
Receptor de progesterona (n= 295) Receptor de progesterona (n=
295)
Positivo (RP+) 87/30.5 79/27.7 3 0.2243 0.8784 0.7150-1.085 Positivo (RP+) 108/38.8 49/17.6 12 0.1423 1.14 0.9575-1.374
Negativo (RP-) 71/249 48/13.7 4 1.138  0.9220 - 1.399 Negativo (RP-) 73/26.3 48/17.3 2 0.877 0.7280 - 1.044
HER2 (n=292) HER2 (n=292)
Positivo (HER2 +) 25/8.9 24/85 0.4707 0.9006  0.6499 -1.174 Positivo (HER2 +) 33/12.0 15/5.5 1 0.5583 1.069 0.8362-1.291
Negativo (HER2-) 132/46.8 101/35.8 7 111 0.8519 - 1.539 Negativo (HER2-) 146/53.1 81/29.5 13 0.9355 0.7748 - 1.196
Faltantes 1 2 Faltantes 2 1
Ki-67 (n=279) Ki-67 (n=279)
Positivo (Ki-67 +, >20%) 110/40.7 85/31.5 5 0.6486 1.058  0.8404-1.374 Positivo (Ki-67 +, >20%) 124/47.0 70/26.5 6 0.4836 0.9321 0.7801 - 1.148
Negativo (Ki-67 —, 0 <20%) 40/148 35/13.0 1 0.9455  0.7278 -1.190 Negativo (Ki-67 —, 0 <20%) 48/18.2 22/8.3 6 1.073 0.8708 - 1.282
Faltantes 8 7 1 Faltantes 9 5 2
p53 (n=140) p53 (n=140)
Positivo (p53 +) 33/243 26/19.1 1 09918 1.002  0.7332-1.349 Positivo (p53 +) 47/35.9 13/9.9 0.621 1.049 0.8590-1.277
Negativo (p53 -) 43/31.6  34/25.0 1 0.9984 0.7412-1.364 Negativo (p53 -) 53/40.5 18/13.7 7 0.953 0.7834-1.164
Faltantes 82 67 5 Faltantes 81 66 7
Subtipo molecular (n= 287) 0.6866 Subtipo molecular (n= 287) 0.4061
Luminal A 44/158 33/11.9 1 0.8894 1.016  0.7960-1.261 Luminal A 49/18.0 24/8.8 5 0.7238 1.035 0.8410 - 1.237
Luminal B HER2 - 54/194 43/155 2 0.8036 09729  0.7743 -1.200 Luminal B HER2 - 65/23.9 29/10.7 5 0.3501 1.089 0.9053 -1.291
Luminal B HER2 + 9/3.2 12/4.3 0.1905 0.7442 0.4213-1.123 Luminal B HER2 + 14/5.1 6/2.2 1 0.656 1.076 0.7327-1.351
HER2 16/5.8 12/4.3 0.9401 1.013  0.6837-1.343 HER2 19/7.0 9/3.3 0.7765 1.041 0.7491 - 1.296
Triple negativo 34/122 21/76 3 03722 1.121  0.8607 -1.394 Triple negativo 31/114 26/9.6 1 0.0484 0.7954 0.6004 - 0.9985
Faltantes 1 6 1 Faltantes 3 3 2

1Chi cuadrada; *Riesgo relativo; *Intervalo de confianza.
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