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Antecedentes

Cancer de Mama. Epidemiologia y Generalidades

El cancer es la principal causa de mortalidad en el mundo, en el 2012 se le atribuyeron
8.2 millones demuertes y un 13% de todas las muertes en el mundo.

El cdncer de mama es la neoplasia mas frecuente a nivel global en mujeres mayores de
15 afios, con una incidencia reportada para el afio 2012 de 1.67 millones, lo que
corresponde a un 25% de todos los tipos de cancer. El cdncer de mama es la primera
causa de muerte por cancer en mujeres con 522 000 defunciones anuales reportadas
en el afio 2012.Las tendencias mundiales de 1980 a 2010, muestran gue tanto
incidencia y mortalidad se han incrementado, sin embargo las tasas se han aumentado
mas rapido en paises de ingresos bajos y medios, empeorando asi la carga de
enfermedades evitables, discapacidad y muerte en las personas de bajos recursos.

En México, la incidencia de cdncer de mama se ha incrementado durante las uUltimas
décadas, de acuerdo con el sistema Unico de informacién para la vigilancia
epidemioldgica (SUIVE), en el afio 2011 8,892 casos nuevos fueron reportados, con una
tasa de incidencia nacional ajustada por edad de 25.17 por 100,000 mujeres de 14
afos y mas. Las entidades geograficas afectadas por un mayor nimero de casos
nuevos al afiose localizan al norte y centro del pais (Jalisco 16.8, D.F. 13.7, Veracruz
19.1 y Chihuahua 11.9 por 100, 000 habitantes), mientras que en el sur del pais se
reporta una menor incidencia (Guerrero 1.41, Quintana Roo 1.46 por 100, 000
habitantes). Desde el 2006 es la primera causa de muerte por cancer en mujeres,
superando desde ese afio a la mortalidad por cancer cervico-uterino, con una tasa de
mortalidad reportada de 67 por 100,000 habitantes para el afio 2008. (Figura 1) La
prediccién del GLOBOCAN es que en el 2030, 24386 mujeres serdn diagnosticadas y
97778 (40%) van a morir por esta causa en México.

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea que varia ampliamente en
presentacidon clinica, respuesta a tratamiento y prondstico.Estudios de expresion
génica usando micro arreglos han identificado varios subtipos distintos de cancer de
mama, que difieren notablemente en el curso clinico, prondstico y respuesta al
tratamiento. La lista de genes que diferencia a estos subtipos se llama la lista intrinseca

y se compone de varios grupos de genes relacionados con expresién de receptor de



estrégenos (RE) (el cluster luminal),la expresion y proliferacion del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), un grupo Unico de genes llamado el grupo

basal y el recientemente descrito “claudin-low” (Tabla 1).

El sistema inmunoldgico y el cancer

Existe una gran cantidad de evidencia reciente que indica la importancia del sistema
inmunolégico y sus componentes en el desarrollo y la progresién de los tumores
malignos. Todas las neoplasisas humanas inducen una respuesta inmune en su
microambiente, la cual es generalmente poco efectiva para destruir las células
malignas. Sin embargo, existen datos recientes que muestra que la interaccion entre
las células tumorales y los leucocitos es parcialmente responsable de la respuesta al
tratamiento con quimioterapia. La presencia de linfocitos infiltrantes de tumor, por
ejemplo, ha sido identificada como un factor prondstico independiente de respuesta al
tratamiento y supervivencia en pacientes con cancer de mama, particularmente en
tumores triple negativos y con sobreexpresion de HER2. Debido al creciente interés en
la compleja interaccidn entre los linfocitos T y el cancer, se han llevado a cabo pocos
estudios investigando el papel de otras células del sistema inmune en el
microambiente tumoral.

Una de las poblaciones leucocitarias menos estudiadas en el cancer humano son los
neutrdfilos. A pesar de que los neutréfilos se encuentran de forma comun en el
microambiente de varios tumores, se sabe poco sobre su papel en la patogénesis del
cancer, y tradicionalmente se les ha considerado como meros espectadores. Los
neutrdfilos representan la poblacion mds abundante de leucocitos circulantes v,
cuando ingresan al interior de los tumores, se les considera neutroéfilos infiltrantes de
tumor (NIT). Bajo la influencia de ciertas citocinas en el microambiente tumoral, estos
NITs se polarizan, transformandose en neutroéfilos pro-tumorigénicos (fenotipo N2) o
proinflamatorios y antitumorigénicos (fenotipo N1). El mecanismo exacto que genera
esta polarizacion, asi como las caracteristicas peculiares de cada fenotipo de NIT no
han sido elucidadas del todo. Lo que si sabemos es que la presencia de estas células es
un factor desfavorable en diversas neoplasias malignas.

El primer estudio que analizd su presencia en tumores humanos fue publicado por

Fossati en 1999. En dicho estudio se analizaron 105 muestras de gliomas, realizandose



busqueda de células MPO y CD15+. Los investigadores encontraron que un 70% tenia
infiltracién neutrofilica. Cuando se analizaron los gliomas de bajo grado, se encontré
gue un 40-50% tenia infiltracion por neutrdfilos, mientras que hasta un 85% de los
glioblastomas multiformes tenian infiltracion neutrofilica. Por lo tanto, parece que en
tumores del sistema nervioso central, la infiltracion por neutrdéfilos tiene correlacion
con el grado histolégico. Otro estudio, realizado en 121 muestras de cancer de células
renales localizado encontré una correlacion entre la presencia de neutrofilos
infiltrantes de tumor y el grado histoldgico. Adicionalmente, aquellos tumores con
neutrdéfilos infiltrantes tuvieron peores desenlaces en cuanto a supervivencia y
recurrencia. Un tercer estudio revis6 115 adenocarcinomas gastricos localizados,
encontrando que una alta densidad de neutrdfilos infiltrantes correlacionaba con una
etapa mas avanzada, con la presencia de metdastasis a distancia y con un peor

prondstico.

Definicidn del problema

En conjunto, estos estudios sugieren que la presencia de neutrdfilos infiltrantes de
tumor correlaciona con un fenotipo agresivo en diferentes neoplasias. Esto, a su vez,
podria tener importantes consecuencias prondsticas.

En la actualidad, el papel de las células del sistema inmunoldgico en el cancer,
particularmente en el cdncer de mama, ha tomado un papel protagdnico en el ambito
de la investigacion bdésica y clinica. Estudios recientes han demostrado que la presencia
de un infiltrado linfocitico predice mejor supervivencia y menor recurrencia en el
subtipo triple negativo del cdncer de mama. Al mismo tiempo, la presencia de un
infiltrado linfocitico con predominio de linfocitos T CD8+ predice mejor respuesta a
guimioterapia y a tratamientos blanco en pacientes con cancer de mama HER2+. A
pesar de que la importancia de los linfocitos en el microambiente del cdncer de mama
ha sido hasta ahora ampliamente estudiada, no existe en la literatura ninguna
informacién sobre el papel que juegan los neutréfilos en dicho escenario, ni sobre si
existe alguna diferencia en los neutrdfilos infiltrantes de tumor entre diferentes

subtipos moleculares de cancer de mama.



Justificacion

Si, como se ha demostrado en otros tumores, los neutrdfilos infiltrantes de tumor
tienen un papel en el cancer de mama, esto tendria importantes consecuencias
prondsticas y quizas terapéuticas en el manejo de esta patologia. Dado que el cancer
de mama es un tumor heterogéneo, en el que los diferentes subtipos moleculares
tienen caracteristicas muy diferentes entre si, un primer paso esencial es determinar si
algun subtipo de cancer de mama estd mas relacionado con infiltracion neutrofilica
para posteriormente realizar analisis prospectivos que correlacionen con la

supervivencia.

Hipétesis
La presencia de neutréfilos infiltrantes de tumor (NITs) en cdncer de mama localizado
correlacionara con los subtipos histolégicos mds agresivos, como los tumores HER2+ y

triple negativo.

Obijetivos

General
» Determinar si existe una correlacion entre la presencia de NITs y los diferentes
subtipos moleculares de cdncer de mama,
» Especificos
o Determinar la cantidad de NITs presentes en cada subtipo molecular de
cancer de mama (RH+, HER2+ y triple negativo)
o Establecer una correlacion entre la presencia de NITs, respuesta

completa patolégica en pacientes con cancer de mama localizado.

Metodologia

Diseifo General

a) Disefio del estudio: estudio retrospectivo, longitudinal, no aleatorio.

b) Descripcion de la maniobra: revision de laminillas disponibles en el departamento
de patologia del Instituto Nacional De Ciencias Médicas Y Nutricién Salvador Zubiran.

Revisidon de expedientes clinicos.



c) Tamano de la muestra: todos los tumores localizados de mama virgenes a

tratamiento diagnosticados entre 2006 y 2013 en el Instituto Nacional De Ciencias

Médicas Y Nutricidn Salvador Zubiran (136 tumores aproximadamente)

d) Mecanismo de asignacion: ninguno

e) Grupos de tratamiento: ninguno

f) Duracion del seguimiento: ninguno

Criterios de inclusion

»

>
>
>

Tumores de mama diagnosticados entre 2006 y 2013 en el INCMNSZ

Etapas clinicas localizadas (I-111)

Sin tratamiento previo

Diagndstico histopatoldgico de cancer de mama (adenocarcinoma) con reporte
de receptores hormonales y HER2.

Con datos clinicos disponibles en el archivo del hospital

Criterios de exclusion

>
>

Tumores metastasicos al momento del diagndstico

Ausencia de datos clinicos

Falta de disponibilidad de las laminillas o bloques de parafina en el
departamento de patologia

Pacientes que hayan recibido tratamiento antes de la toma de biopsia con

guimioterapia, radioterapia u otro tratamiento oncoldgico.

Criterios de eliminacion

Material insuficiente para realizar las tinciones apropiadas

Cambio de la etapificacion a etapa IV después de la revisidon del expediente o
las biopsias

Diagndstico de enfermedad en ganglios linfaticos

Histologia no adenocarcinoma

Desenlaces y variables

a) Desenlaces principales a medir



* Revisidn de laminillas tefiidas con hematoxilina-eosina

* |dentificacion de areas con agregados neutrofilicos dentro del tejido
tumoral

* Solo se tomaran en cuenta neutrdfilos en contacto directo con
células tumorales

o Revisién inicial con magnificacién 4x para identificar dreas de agregados
neutrofilicos en el tejido tumoral

o Revisién semicuantitativa de 10 campos de alto poder (40x) con
cuantificacidon de NITs identificados morfolégicamente. Se correlaciond
la densidad de NITs con el tamafio del tumor.

o Todos los andlisis de patologia se llevaron a cabo en el departamento de
patologia del INCMNSZ por patdlogos especializados en mama. Cada
muestra fue analizada utilizando los mismos procedimientos
estandarizados. Los receptores de estrogenos (RE) y de progesterona
(RP) se determinaron por inmunohistoquimica. Los casos se clasificaron
como receptores hormonales (RH) positivos en caso de positividad de
RE o RP (expresiéon mayor o igual al 1% de receptores hormonales) y
como RH negativos en caso de negatividad tanto de RE como de RP
(expresion menor del 1% de receptores hormonales). La expresiéon de
HER2 se determind inicialmente por inmunohistoquimica y se consideré
negativa en casos de puntuacién 0 (sin tincion de la membrana) o 1+
(tincién débil e incompleta de la membrana); y positiva en aquellos con
puntuacion 3+ por inmunohistoquimica. Los tumores con expresion 2+
de HER2 por inmunohistoquimica fueron sometidos a amplificacion
mediante FISH o CISH, considerandose HER2+ en caso de que una de
dichas pruebas fuese positiva y HER2- en caso de que fuese negativa.

o Los tumores con RH+ y HER2- se clasificaron como luminales. Aquellos
con sobreexpresién de HER2 se clasificaron como HER2+. Finalmente,
aquellos con RH negativos y HER2 negativo se clasificaron como triple
negativos (TN).

b) Desenlaces secundarios a medir



o Correlacidon con otras variables histolégicas (tamafio tumoral, estado
ganglionar, grado, invasion linfovascular, Ki67)

o Revisién de expedientes clinicos (edad, estado de menopausia, etapa
clinica)

o Variables clinicas

* Respuesta patoldgica completa, definida como ausencia total de
enfermedad invasiva en la mama y en los ganglios linfaticos
examinados.

c) Frecuencia de las mediciones: medicidon Unica
d) Estrategia de analisis estadistico

o Para determinar el punto de corte de positividad para la cuenta de NITs
se empleo una curva receptor-operador (ROC) con la intencién de
definir la sensibilidad y especificidad de la cuenta de neutréfilos para
identificar los subtipos HER2+ y Triple Negativo

o Para examinar la asociacion de los subtipos de cancer de mama con la
positividad para NITs, se utilizé la Prueba Exacta de Fisher debido a que
algunos grupos tendran un tamafio pequeio de muestra. Se considerd
estadisticamente significativo un nivel alfa de 0.05.

o Para examinar la asociacidén de la positividad para NITs con la Respuesta
Patoldgica se utilizd la Prueba Exacta de Fisher debido a que algunos
grupos tendran un tamafio pequeifio de muestra. Se considerd
estadisticamente significativo un nivel alfa de 0.05.

o Los factores prondsticos se evaluaron con analisis multivariados
utilizando regresién logistica.

o Se considerara significativo un valor de p de <0.05.¢

Riesgos y beneficios del estudio
a) Molestias generadas por el estudio- ninguna, ya se cuenta con las muestras
histopatoldgicas necesarias, estas no fueron obtenidas especificamente para el
proyecto en cuestién y no se agregaran nuevas de forma prospectiva. No habra

intervencion o interaccion con los individuos.
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b)

c)

d)

f)

g)

Riesgos potenciales- Se trata de un estudio de riesgo minimo, ya que no
entrafia riesgos fisicos, psicoldgicos, sociales, econdmicos o legales para los
sujetos mayores de los que conlleva la vida diaria.

Métodos de deteccidn de los riesgos- ninguno

Medidas de seguridad- los datos clinicos e histopatolégicos de los pacientes, asi
como el hecho de que sus muestras fueron utilizadas en un estudio, serdn
preservados de forma confidencial. Se eliminaran los identificadores directos
de los especimenes y los datos para su analisis y no se podrd constatar
facilmente la identidad de los individuos de los cuales se obtuvo la muestra. Ni
los pacientes, ni sus médicos, recibiran resultados sobre esta investigaciéon y los
resultados no impactaran en las decisiones clinicas sobre los pacientes.
Procedimientos a seguir para resolver los riesgos- ninguno

Beneficios directos esperados

De confirmarse la correlacion entre la presencia de NITs y subtipo molecular en
cancer de mama esto podria en un futuro tener un papel como un nuevo
marcador para un desenlace adverso en cuanto a supervivencia en este grupo
de pacientes.

La identificacién de NITs en cdncer de mama ayudaria a caracterizar mejor el
microambiente tumoral de esta neoplasia

Beneficios indirectos esperados

De confirmarse la hipdtesis este estudio abriria las puertas para la realizacién
de otros estudios en series grandes de pacientes con tratamiento
neoadyuvante para determinar el valor prondstico de los NITs.

De confirmarse la hipdtesis del estudio se podrian desarrollar protocolos de
investigacion sobre neutrdfilos y cancer de forma conjunta con otros

departamentos del Instituto.

El proyecto cuenta con la aprobacidon del comité de ética en investigacion del

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.
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Resultados

Caracteristicas de la poblacion

133 pacientes fueron incluidas en el estudio. De estas 28 fueron excluidas debido a
la ausencia de material, etapificacién incorrecta o diagndsticos patoldgicos
diferentes a adenocarcinoma. 105 pacientes fueron analizados. El diagrama de

flujo de la inclusidon de pacientes en el estudio puede verse en la Figura 1.

Figura 1. Diagrama de flujo de inclusion de pacientes.

133 pacientes incluidas|
en la revision de
expedientes

4 excluidas
-3 etapa clinica IV

- 1 otra histologia

129 pacientes incluidas|
en la revision
histoldgica

24 excluidas por
material insuficiente

105 analizadas

72 tumores (69%) fueron clasificados como tipo luminal (TL), 15 (14%) como HER2+
y 18 (17%) como triple negativo (TN). La cuenta media de NITs fue de 1.82 x 10
campos de alto poder (0-28). La edad media de las pacientes fue de 55.75 afios (30-
88), con una mediana de 54 afos. El Ki67 medio de los tumores fue de 27% (1-90)
con una mediana de 20. 16 tumores no tuvieron determinacion de Ki67. Las

caracteristicas de la poblacién estan resumidas en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion

Variable Tumores (n=105)

n %

Edad Mediana 54 aiios (30-88)
Estado hormonal al diagnéstico Premenopdausica 39 37%
Posmenopdusica 66 63%
Etapa T Clinica 1 32 30%
2 51 49%
3 15 14%
4 7 7%
Etapa N Clinica 0 55 52%
1 42 40%
2 8 8%
Histologia Lobulillar 12 11%
Ductal G1 19 18%
Ductal G2 49 47%
Ductal G3 25 24%
Receptores Hormonales (RH) Negativos 24 23%
Positivos 81 77%
Receptores de progesterona (RP) Negativos 38 36%
Positivos 67 64%
Receptores de estrogeno (RE) Negativos 28 27%
Positivos 77 73%
HER2 Negativo 90 86%
Positivo 15 14%
Subtipo histolégico Luminal 72 69%
HER2+ 15 14%
Triple negativo 18 17%

Kl67 Mediana 20% (1-90)
Tratamiento Inicial Cirugia 34 32%
QT neoadyuvante 71 68%
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Cuenta de Neutrdfilos

La cuenta media de NITs fue de 1.82 x 10 campos de alto poder (0-28). El analisis
ROC determino un punto de corte para la positividad de >1 NIT por 10 campos de
alto poder (AUC 0.85; IC 95% 0.76-0.93, p<0.001). El analisis ROC puede verse en la
figura 2. En este punto de corte la determinacién de NITs tiene una sensibilidad del
73% (IC 95% 55-85) y una especificidad de 94% (IC 95% 86-98) para detectar
tumores de mama HER2 o Triple Negativo (Figura 3). El valor predictivo positivo de
la prueba es de 86%, con un valor predictivo negativo de 88% y una precision del
87% (Figura 4) Los tumores con >1 NIT por 10 campos de alto poder fueron

considerados como NIT-positivos

Figura 2. Curva ROC para positividad de NITs.
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Figura 3. Sensibilidad y especificidad de la prueba.
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Neutrofilos intratumorales

El 27% de todos los tumores fueron NIT-positivos (n=28). De los 18 tumores
considerados como TN, 16 (88%) fueron NIT-positivos, con un promedio de 7 NITs x
10 campos de alto poder por tumor (0-17). De los 15 tumores considerados HER2+,
8 (53%) fueron NIT-positivos, con un promedio de 4 NITs x 10 campos de alto poder
por tumor (0-28). En lo que se refiere a los tumores luminales, solo 4 de 68 (5%)
fueron NIT-positivos, con un promedio de 0.16 NITs x 10 campos de alto poder por
tumor (0-2). Se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la
presencia de NITs entre el subtitpo TN y el luminal (p<0.001), entre el subtipo
HER2+ y el luminal (p<0.001) y entre el subtipo TN y el HER2+ (p=0.047). La
diferencia entre los subtipos fue estadisticamente significativa con un valor de

p<0.001 (Figura 5).

Figura 5. Positividad de NITs por subtipo.

Prueba exacta de Fisher

80 -

60

40

20

0 _— NIT -
Triple negativo HER2+ Luminal NIT +

NITs
Subtipo

En el analisis univariado el subtipo, la expresion de receptores de estrogeno, la
expresion de receptores de progesterona, la expresion de receptores hormonales
de forma global, la sobreexpresién de HER2, el grado histolégico y el valor de Ki67
estuvieron asociados con una mayor posibilidad de encontrar positividad de NITs.

Los resultados de dicho analisis se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Anaisis univariado para la positividad de NITs.

Variable p

Edad Mediana 56 (30-88) 51 (32-80) 0.120

Estado hormonal al diagndstico Premenopausica 28 11 0.822
Posmenopausica 49 17

Etapa T Clinica 1 26 6 0.478
2 37 14
3 10 5
4 4 3

Etapa N Clinica 0 42 13 0.077
1 32 10
2 3 5

Histologia Lobulillar 12 0 <0.001
Ductal G1 19 0
Ductal G2 37 12
Ductal G3 9 16

Receptores Hormonales (RH) Negativos 5 19 <0.001
Positivos 72 9

Receptores de progesterona (RP) Negativos 19 19 <0.001
Positivos 58 9

Receptores de estrogeno (RE) Negativos 7 21 <0.001
Positivos 70 7

HER2 Negativo 70 20 0.023
Positivo 7 8

Subtipo histoldgico Luminal 68 4 <0.001
HER2+ 7 8
Triple negativo 2 16

Ki67 Mediana  15% (1-60)  50% (7-90) <0.001
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Es importante resaltar que el 79% de los tumores RH negativos (19 de 24) fueron

NIT-positivos, en contraste con 11% de los tumores RH positivos (9 de 81)

(p<0.001) (Figura 6)

Figura 6. Positividad de NITs y RH.

80
70 -+
60 -
50 -~
40 -~
30 -+
20
10 ~

Prueba exacta de Fisher

Para el andlisis multivariado se incluyeron en el modelo aquellas variables que

fueron positivas en el andlisis univariado. Para evitar la multicolinariedad se incluyé

exclusivamente la variable RH (omitiendo RE y RP) y HER2+ (omitiéndose la

variable subtipo). Los resultados de dicho analisis se muestran en la tabla 3. Las

Unicas variables relacionadas con la positividad de NITs fueron el Ki67 (OR 1.05,

95% Cl 1.01-1.1, p=0.008) y la negatividad de los RH (OR 10.6; 95% Cl 2.5-45.8,

p=0.002).

Tabla 3. Analisis multivariado para la positividad de NITs.

Variable OR IC 95% p

Histologia (CDI Grado 3) 1.76 0.42-7.42 0.44
RH negativos 10.59 2.45-45.8 0.002
HER2 negativo 0.60 0.13-2.78 0.51
Ki67 1.06 1.01-1.10 0.005
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Correlacion con Respuesta Patoldgica Completa

De los 105 tumores analizados, 71 (68%) recibieron como tratamiento inicial
quimioterapia (QT) neoadyuvante seguida de cirugia. De estos 71 tumores, 8 (11%)
tuvieron respuesta patoldgica completa (RPC) en la pieza quirurgica. El 2% de los
tumores luminales, el 12% de los tumores HER2+ y el 33% de los tumores TN que
recibieron QT neoadyuvante tuvieron RPC. En el analisis univariado, las Unicas
variables que estuvieron relacionadas con alcanzar una RPC fueron el subtipo
histolégico triple negativo (p=0.004), la negatividad de los receptores hormonales
(p=0.001), el Ki67 (p=0.006) y la positividad para NITs (p=0.009). En el analisis
multivariado, sin embargo, ningun factor fue estadisticamente significativo para RPC,
encontrandose solo una tendencia para la negatividad de los receptores hormonales

(OR9.13,1C 95% 0.94-88.5, p=0.056).

Discusion

Los datos presentados en el presente trabajo son, hasta donde sabemos, la primera
evidencia encontrada en cuanto a la infiltracion de neutrdéfilos a tumores mamarios
humanos. Mas aln, esta es también la primera demostracién de que la infiltracién por
neutrdfilos intratumorales correlaciona con los diferentes subtipos moleculares de
cancer de mama, con el subtipo mas agresivo, el triple negativo, presentando la mas
alta positividad para NITs. En este ultimo subtipo, los neutréfilos intratumorales se
encontraron en mayor cantidad y frecuencia que en los subtipos luminal y HER2+ de
forma estadisticamente significativa, con una presencia de NITs en el 88% de los
tumores TN. Es importante mencionar que los dos tumores TN que fueron NIT
negativos tenian histologia medular y lobulillar, no correspondiendo con tumores
ductales. Si analizdramos solamente los carcinomas ductales infiltrantes TN, la
positividad de NIT seria del 100%.

Estudios previos han demostrado que el cdncer de mama triple negativo se asocia a
mayor presencia de neutréfilos circulantes, asi como la importancia de la relacidn

entre los neutrofilos y los linfocitos en la sangre periférica para el prondstico de dicha
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neoplasia. Esto, junto a la demostracion en este trabajo de la presencia aumentada de
NITs en este subitpo tumoral, indica fuertemente que algunos factores derivados del
tumor (quizds factores estimulantes de colonia y quimiocinas) tienen un papel
sefializador directo o indirecto sobre la produccién de neutroéfilos sobre la médula ésea
y el subsecuente reclutamiento de dichos neutréfilos hacia el interior del tumor desde
la circulacion periférica.

Recientemente, Fridlender y colaboradores postularon la existencia y caracterizaron
dos tipos de neutréfilos asociados a tumores, aquellos que tienen caracteristicas
antitumorales (N1) y aquellos con caracteristicas protumorales (N2), en analogia a lo
descrito anteriormente en las poblaciones de macréfagos. Esta plasticidad de los
neutrdfilos se encuentra regulada por moléculas en el microambiente tumoral, entre
las que se encuentra de forma preponderante el factor transformador del crecimiento
B (TGF-B), que desempefia un importante papel en la adquisicion del fenotipo N2 por
parte de los neutréfilos. Por otra parte, la presencia de TGF-B previene la generacién
de neutrofilos N1. Estudios recientes han documentado la importancia del TGF-B y su
via de sefializacién en la recurrencia a distancia y capacidad metastdsica del cancer de
mama TN. Dado que TGF-B es un regulador fundamental de la transicién epitelio-
mesénquima, la sobreexpresion de TGF-B en aquellos tumores TN de mal prondstico
pudiera estar relacionada con la induccién de dicho fendmeno y con la agresividad
tumoral. Asi mismo, se ha demostrado que la sobreexpresiéon de TGF-B en cancer de
mama TN funciona como una via de resistencia al tratamiento con quimioterapia
mediante la expresiéon de IL-8. De hecho, el uso de inhibidores de TGF-B consigue
prevenir la resistencia al tratamiento con paclitaxel en modelos experimentales de
tumores TN, lo cual ha llevado a grupos de investigadores a postular que TGF-B podria
servir como un estimulador de la expansién de células madre del cancer mediante IL-8.
Esta sobreexpresion de TGF-B en el cancer de mama TN podria ser una potencial
explicacion sobre la presencia de NITs en este subtipo molecular. En cuanto al subtipo
HER2+, existe evidencia sobre el papel promotor de TGF-B en la migracién, invasién y
supervivencia de las células de cancer de mama que sobreexpresan el oncogén HER2.
La intercomunicacion entre el receptor HER2 y la via de TGF-B tiene como resultado
proliferacion y metastasis en modelos animales de cancer de mama, asi como falta de

respuesta al tratamiento con trastuzumab.
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Por otra parte, el hecho de que los NITs en cancer de mama se encuentren asociados
con tumores de comportamiento agresivo como el subtipo TN, sugiere que se trata de
neutrdfilos N2. Dichos neutréfilos ejercen su accién protumoral mediante diversos
mecanismos, entre los que se encuentra la produccion de MMP-9, la produccién de IL-
8/CXCL8, la estimulacién de la angiogénesis mediante la produccién de VEGF y la
produccién de otras citocinas que tienen papel en la invasidn y metastasis (entre ellas
CXCR4).

Existen estudios que han demostrado que la inhibicién conjunta de IL-8 e IL-6 (otra
citocina pro-inflamatoria) disminuye de forma dramdtica el crecimiento de colonias de
cancer de mama triple negativo e inhibe la supervivencia celular. Mas aun, se ha
encontrado que la presencia de una expresiéon baja del metagén de IL-8, asociado a un
numero elevado de linfocitos B, puede identificar un grupo de tumores de buen
prondstico que se encuentra limitado exclusivamente a los subtipos triple negativo y
basaloide. Por otro lado, se ha relacionado la sobreexpresién de CXCR4 con el grado
histolégico de los tumores triple negativos, demostrandose ademas una peor
supervivencia a cinco afos (58.33 vs 44.74%, p=0.048) en aquellos tumores triple
negativo con sobreexpresion de CXCR4. No solo eso, sino que ademds se ha
correlacionado dicha sobreexpresién con la capacidad de las células de cancer de
mama triple negativo para conseguir una transicion epitelio-mesénquima exitosa y
para producir metdstasis a sitios viscerales. El silenciamiento de CXCR4 conduce a un
aumento en la apoptosis, reduce la incidencia de metastasis pulmonares en ratones y
ademas disminuye la actividad de MMP9, la cual, como mencionamos anteriormente,
también es producida por los neutroéfilos intratumorales N2. En lo que se refiere a esta
metaloproteinasa, existen estudios que han demostrado su importancia en la
patogénesis del cancer de mama triple negativo. La MMP-9 es producida no solamente
por células del estroma, sino por las mismas células tumorales, lo cual tiene efecto
principalmente sobre la vascularizacion del tumor. Esta metaloproteinasa se encuentra
expresada de forma preferente en tumores de mama triple negativos y de fenotipo
basaloide. La expresién alta de MMP-9 ha sodio correlacionada de forma positiva con
una menor supervivencia libre de progresidén y supervivencia global en pacientes con

cancer de mama triple negativo.
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En cuanto a los tumores HER2+, es importante mencionar que 9 de los 15 tumores
tuvieron ademas RH positivos. De estos, 5 (55%) fueron NIT-positivos. Por otra parte,
de los 6 tumores HER2+ con RH negativos, 3 (50%) fueron NIT-positivos. Aunque en el
estudio no se analizd por separado estos dos grupos debido a su tamafio, pareceria
gue ambos tipos de tumores HER2+ se comportan igual en lo que a la infiltracién por
neutrodfilos se refiere. A pesar de esto, la expresion de HER2 no logré alcanzar un valor
estadisticamente significativo en el analisis multivariado, por lo que seria necesario
analizar la presencia de NITs en un grupo mas amplio de tumores HER2+.

La evidencia enlazando la sobreexpresion de HER2 y las citocinas producidas por los
neutréfilos N2 ya mencionadas es mucho menor a la existente para el subtipo triple
negativo. Sin embargo existen datos que indican que la regulacién a la alta de CXCR4
es esencial para la capacidad metastasica de las células de cancer de mama con
sobreexpresion de HER2. HER2 aumenta la expresion de CXCR4 e inhibe su
degradacion. De hecho, en una serie polaca, hasta un 45% de los tumores HER2
positivo tienen una expresion intensa de CXCR4.

En esa misma serie, se demostrd que los tumores con subtipos luminales (64% de los
luminal Ay 89% de los luminal B) fueron negativos para la tincion de CXCR4, lo cual
corresponde con los resultados reportados en nuestra serie para NITs y abre la
posibilidad a una correlacién entre ambos fenémenos.

En este estudio, el principal factor de riesgo para encontrar NITs fue la negatividad de
los receptores hormonales. Aunque no existe una explicacion clara para este
fenédmeno, una hipdtesis interesante es que esto se deba a la intercomunicacion entre
la via del receptor de estrégeno y la via del TGF-B. Ambas vias tienen efectos inversos
en lo que se refiere a la proliferacidon y la apoptosis. De hecho, la activacién del
receptor de estrégeno bloquea la via de TGF-B de diversas maneras, incluyendo
interacciones directas con sus componentes de sefializacidn o Smads. Esta podria ser la
razén por la cual en ausencia de expresion de receptores de estréogeno, la via de TGF
juega un papel preponderante, con la consecuente atraccion de neutréfilos
intratumorales que a su vez prolongan dicho circulo vicioso mediante la produccién de
mas citocinas.

En cuanto a los datos relacionados con la RPC en el grupo de pacientes que recibid

guimioterapia neoadyuvante, este estudio se ve limitado particularmente por el

22



tamafio de la muestra. Asi mismo, es importante mencionar que es muy posible que
las pacientes, particularmente aquellas con tumores HER2+, no hayan recibido un
tratamiento completo. A pesar de que en el andlisis univariado la presencia de NITs
correlacioné con una mayor respuesta, esto dejo de ser significativo en el analisis
multivariado. Dado que la evidencia presentada anteriormente apunta a que los NITs
favorecen la resistencia al tratamiento con quimioterapia, seria interesante realizar
mas estudios que ayuden a esclarecer si estas células tienen un papel en la respuesta

al tratamiento citotoxico.

Conclusiones

Los NITs se encuentran presentes en la mayoria de los cdnceres de mama subtipo
triple negativo, asi como en la mitad de los tumores HER2+. Por otro lado, se
encuentran practicamente ausentes en aquellos tumores con un subtipo luminal. De
hecho, la ausencia de expresidn de receptores hormonales es el mayor predictor para
positividad de NITs. A pesar de que los NITs en cdncer de mama se observan con
menor frecuencia que otras células del sistema inmunolégico, como los linfocitos, su
presencia predominante en algunos subtipos sugiere que estas células, como parte del
microambiente tumoral, podrian tener un papel en la agresividad y progresién de los
tumores triple negativos. Aunque existen diversos mecanismos que podrian explicar la
interaccion entre los NITs y las células de cancer de mama triple negativo, estos aun
requieren ser dilucidados. Los resultados de este trabajo plantean la necesidad de
realizar mayor investigacién con NITs en este subtipo tumoral, principalmente en lo

relacionado con respuesta al tratamiento y prondstico.
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