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Resumen

Antecedentes: El cancer de prostata es una de las principales neoplasias en hombres, con altas tasas de incidencia y mor-
talidad en México. Los macrofagos asociados a tumor (TAMSs), especialmente los subtipos M1y M2, influyen de manera critica
en el microambiente tumoral. Las proteinas TRAF3 y STAT6 son reguladores clave de la polarizaciéon de macréfagos, pero
sus patrones de expresion en tejido prostatico aun no estan completamente caracterizados. Objetivo: Identificar y analizar la
expresion de TRAF3y STAT6 en tejidos con cancer de prostata de una cohorte de pacientes mexicanos. Materiales y métodos: Se
realizé un estudio retrospectivo, transversal y descriptivo en 99 muestras de biopsias prostaticas de pacientes con sospecha
de cancer de prostata. Las muestras fueron procesadas mediante inclusion en parafina, tincion con hematoxilina-eosina e
inmunohistoquimica para evaluar la expresion de TRAF3 y STAT6. Resultados: La cohorte incluyd adenocarcinoma glandu-
lar (85.9%) y adenocarcinoma acinar multifocal (14.1%). Un hallazgo clave fue la expresion constante de TRAF3 en todos los
casos multifocales. En general, se detecté expresion de STAT6 en una proporcion significativa de los tumores.
Conclusiones: La expresion de TRAF3 y STATG6 sugiere un posible papel de estas proteinas en la polarizacién de macréfa-
gos y en la progresion del cancer de prostata. Estos hallazgos los destacan como posibles blancos moleculares que merecen
mayor investigacion, especialmente en regiones con alta incidencia como México.

Polarizacién de macréfagos. Céancer de préstata. STAT6. TRAF3.

TRAF3 and STATG6 in prostate cancer in the Mexican population: molecular insights
into macrophage polarization and tumor progression

Abstract

Background: Prostate cancer is a leading malignancy in men, with high incidence and mortality rates in Mexico. Tumor-
associated macrophages (TAMs), particularly M1 and M2 subtypes, critically influence the tumor microenvironment. The proteins
TRAF3 and STATG6 are key regulators of macrophage polarization, but their expression patterns in prostate tissue are not fully
characterized. Objectives: The objective of the study was to identify and analyze the expression of TRAF3 and STAT6 in
prostate cancer tissues from a cohort of Mexican patients. Materials and methods: A retrospective, cross-sectional, and
descriptive study was conducted on 99 prostate biopsy samples from patients with suspected prostate cancer. Samples were
processed by paraffin-embedding, hematoxylin-eosin staining, and immunohistochemistry to assess TRAF3 and STAT6 expres-
sion. Results: The cohort included glandular adenocarcinoma (85.9%) and multifocal acinar adenocarcinoma (14.1%). A key
finding was the consistent expression of TRAF3 in all multifocal cases. Overall, STAT6 expression was detected in a significant
portion of the tumors. Conclusion: The expression of TRAF3 and STAT6 suggests a potential role for these proteins in
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macrophage polarization and prostate cancer progression. These findings highlight them as possible molecular targets that
warrant further investigation, especially in high-incidence regions such as Mexico.

Macrophage polarization. Prostate cancer. STAT6. TRAF3.

|ntroducci6n

El cancer de prostata es un importante problema
de salud publica y es el 2° cdncer mas diagnosticado
en hombres a nivel mundial y una causa relevante de
mortalidad relacionada con cancer. Se caracteriza por
la proliferacion descontrolada de células en la glan-
dula prostatica, un érgano pequefio con forma de
nuez en los varones, responsable de producir parte
del liquido seminal. El cancer de prostata presenta un
amplio espectro de comportamientos bioldgicos: algu-
nos casos progresan lentamente y representan un
riesgo minimo para la salud, mientras que otros son
agresivos y metastatizan rapidamente a drganos
distantes.’

En 2023, el cancer de prdstata continué siendo una
prioridad de salud global, manteniéndose como el 2°
cancer mas diagnosticado en hombres y la 5* causa
de muerte por cancer en varones.? En México, las
tasas de incidencia alcanzaron 279.6 por 100,000
varones, con una tasa de mortalidad de 99.1 por
100,000 varones.®

Dentro del microambiente tumoral (MAT), los macré-
fagos asociados a tumor (TAM) desempefan un papel
fundamental. Los TAM presentan dos fenotipos prin-
cipales —proinflamatorio M1 y antiinflamatorio M2—
que ejercen efectos opuestos en el desarrollo tumoral.*
Los macrdéfagos M1, tipicamente activados por inter-
ferén gamma, median efectos antitumorales mediante
la produccién de citocinas proinflamatorias y la esti-
mulacion de la actividad citotoxica. Por el contrario,
los macrdfagos M2, inducidos por citocinas como IL-4
e IL-13, promueven el crecimiento tumoral, la angio-
génesis y la inmunosupresion.*® El equilibrio entre
estos fenotipos estd determinado por sefales
dentro del MAT y es crucial para la progresion de la
enfermedad.

Dos proteinas clave, TRAF3 (TNF receptor-associa-
ted factor 3) y STAT6 (Signal Transducer and Activator
of Transcription 6), son reguladoras criticas de este
proceso.® TRAF3, una ligasa E3 ubiquitina, favorece
el fenotipo M1 e inhibe la polarizaciéon M2, reforzando
asi la inmunidad antitumoral.® En cambio, STAT6 es
un factor de transcripcién clave en la polarizacién M2
mediada por IL-4. El eje TRAF3/STAT6 representa un

punto de control regulador esencial, en el cual TRAF3
modula la ubiquitinacion de STAT6 para controlar el
fenotipo de los macrdfagos.® La presencia y funcion
de estas proteinas han sido documentadas en diver-
sas neoplasias.

Por ejemplo, TRAF3 esta implicada en la prolifera-
cién y supervivencia celular en cancer de mama,
colon, gastrico, pulmonar y hepatico.”"® Esta partici-
pacion amplia en diferentes tumores subraya la impor-
tancia de investigar su funcién en el cancer de
préstata. A pesar de la evidencia que destaca a
TRAF3 y STAT6 como elementos clave en el MAT, su
perfil de expresion en tejido de cancer de prostata
permanece en gran medida desconocido. Por ello,
este estudio tiene como objetivo investigar su expre-
sion en cancer de prostata, ampliando la comprensién
de su papel potencial en la progresién de la enferme-
dad y como posibles dianas terapéuticas.

Materiales y métodos

Poblacion: Este estudio retrospectivo, transversal y
descriptivo analizé6 muestras de tejido obtenidas de
biopsias prostaticas realizadas en pacientes con diag-
nostico presuntivo de cancer de prdstata en el Centro
Médico Naval. Se empled un muestreo por convenien-
cia, obteniéndose un tamafo final de muestra de 99
casos. Ademas, se revisaron los expedientes clinicos
de estos pacientes.

Los criterios de inclusion fueron muestras y regis-
tros de pacientes con sospecha de cancer de prostata
que dieron su consentimiento para participar en el
estudio. En cambio, se excluyeron muestras y regis-
tros de pacientes con diagndsticos distintos a cancer
de préstata o que rechazaron participar.

Las muestras con preservacion inadecuada que
impedian la aplicacién de las técnicas anali-
ticas necesarias fueron eliminadas. Asimismo, se
excluyeron los expedientes clinicos incompletos o no
disponibles.

Inclusion en parafina

Se utilizé la técnica de inclusién en parafina
para preparar las muestras de tejido para el andlisis
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microscépico. El proceso incluyd fijacién con forma-
lina, deshidratacion con alcohol, aclaramiento con
xileno e infiltracién con parafina liquida a 60 °C. Por
ultimo, las muestras se incluyeron en moldes de para-
fina para formar bloques que fueron seccionados en
cortes de 5 micras de espesor."

Tincion con hematoxilina-eosina (H&E)

Se aplicd la tincion H&E para visualizar las estruc-
turas tisulares. El proceso incluy¢ fijacion, desparafi-
nizacion y rehidratacion, seguido de tincion de los
nucleos celulares con hematoxilina, lavado y diferen-
ciacion, tincion citoplasmatica con eosina vy
posterior deshidratacion y montaje para la evaluacion
microscopica."

Inmunohistoquimica

Se empled inmunohistoquimica para analizar
TRAF3/STAT6, detectando antigenos mediante anti-
cuerpos marcados. El procedimiento incluy6 fijacion
con formalina, desparafinizaciéon y rehidratacion,
recuperacion antigénica mediante calor o enzimas,
bloqueo de la peroxidasa enddgena con H:0: y blo-
queo de sitios inespecificos con suero. Posteriormente,
las muestras se incubaron con anticuerpos primarios
y secundarios, se detectaron mediante un sustrato
cromogénico o fluorocromos, se contratifieron con
hematoxilina y se montaron para su evaluacion
microscopica.'

Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando GraphPad Prism
7° (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Se empled
la prueba de la X2 para determinar si la distribucion de
frecuencias observada de la expresion de STAT6
(casos positivos frente a negativos) diferia significati-
vamente de una distribucién uniforme. Se considerd
significacion estadistica un valor de p < 0.05.

Resultados

El andlisis histopatoldgico de las 99 muestras de
tejido prostatico revelé que la mayoria de los casos
correspondian a adenocarcinoma glandular (85.9%),
mientras que un porcentaje menor presenté adeno-
carcinoma acinar multifocal (14.1%) (Figura 1). El an&-
lisis inmunohistoquimico mostr6 que todas las

La expresion de STAT6 y su distribucion en los 99 casos
analizados se evaluaron mediante una prueba de chi-cuadrada, la
cual reveld una diferencia significativa entre los grupos (p = 0.013).

Positivo 62 62.6

6.121
Negativo 37 374
Total 99 100.0 p=0.013

muestras de adenocarcinoma acinar multifocal dieron
positivo para el marcador TRAF3. En lineas genera-
les, la expresion de STAT6 fue positiva en 62 de los
99 casos (62.6%). En el subgrupo de adenocarcinoma
glandular, la expresion de STAT6 se detectd en el
46% de las muestras (Figura 2). La distribucién de
frecuencias de la expresion de STAT6 en toda la
cohorte difirid significativamente de una distribucién
uniforme (x2 = 6.121; p = 0.013), como se detalla en
la tabla 1.

Discusion

Este estudio proporciona evidencia significativa que
avala la presencia de TRAF3 y STAT6 en tejidos de
cancer de préstata. La expresion consistente de estos
marcadores resalta su posible relevancia en la fisio-
patologia del cancer de préstata y refuerza la hipote-
sis de que el eje TRAF3/STAT6 puede desempefar
un papel en la dinamica tumoral.’*"

La deteccion de TRAF3 en tejidos de cancer de
préstata concuerda con su papel establecido en la
promocién de la polarizacion de macréfagos M1, lo
que contribuye a respuestas inmunitarias proinflama-
torias y antitumorales.”® La presencia de TRAF3
sugiere que este marcador podria actuar como modu-
lador de la activacion inmune dentro del MAT, poten-
cialmente limitando la progresion tumoral al potenciar
las respuestas citotdxicas contra las células cancero-
sas. Estudios previos en cancer de mama y gastrico
han demostrado la capacidad de TRAF3 para suprimir
el crecimiento tumoral mediante la inhibicion de la
sefalizacién del factor nuclear-xB, una via critica para
la regulacién inmune vy la inflamacion.”® Las similitu-
des entre estos hallazgos y los de nuestro estudio
subrayan la posible universalidad del eje TRAF3/
STAT6 en la biologia tumoral, reforzando a TRAF3
como una diana terapéutica en mdltiples neoplasias.
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Figura 1. Hallazgos histopatolégicos representativos de diferentes pacientes. A: corte que muestra adenocarcinoma acinar multifocal, caracte-
rizado por glandulas pequefas y densamente agrupadas. B: corte que muestra adenocarcinoma glandular con glandulas bien formadas pero

irregulares infiltrando el estroma (tincién H&E, aumento x40).
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Asimismo, la identificacion de STAT6 en una pro-
porcion significativa de tejidos de cancer de prdstata
destaca su posible papel en la polarizacién M2, la
cual facilita la progresién tumoral.’”® Esta observacion
es consistente con hallazgos en otros tipos de cancer;
por ejemplo, estudios en tumores de colon y pulmén

B
¥
Figura 2. Hallazgos inmunohistoquimicos representativos de la expresién de TRAF3 y STAT6 en diferentes pacientes. A: corte de tejido posi-

tivo para el marcador TRAF3. B: corte de tejido positivo para el marcador STAT6. C: corte de tejido positivo para ambos marcadores TRAF3 y
STATS. D: corte de tejido control negativo sin tincion para ninguno de los marcadores.
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han vinculado la actividad de STAT6 con la supresion
de la respuesta inmune antitumoral y el aumento de
la metastasis.”>'® Estas similitudes ponen de relieve
el posible papel protumoral de STAT6, consolidandolo
como un regulador clave de la modulacién inmune en
el MAT.
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La expresion diferencial de STAT6 es especial-
mente relevante. Nuestro andlisis revel6 que el 62.6%
de los casos fueron positivos para STATS, y esta dis-
tribucion fue estadisticamente significativa (p = 0.013).
Este hallazgo sugiere un posible papel funcional de
STAT6 en la biologia tumoral del adenocarcinoma
prostatico, particularmente en vias relacionadas con
la sefalizacion de IL-4/IL-13 y la inmunosupresion.'®”
Nuestros resultados coinciden con la hipétesis de que
STAT6 participa en mecanismos de evasiéon inmune,
aunque no puede establecerse una relacion causal
debido al disefio retrospectivo del estudio.

La relevancia molecular de la deteccion de TRAF3
y STAT6 en tejido de cancer de préstata amplia nues-
tra comprension de la biologia del cancer en la pobla-
cion mexicana. Dadas las elevadas tasas de incidencia
y mortalidad por cancer de prdstata en México,' este
estudio resalta la necesidad de investigacion especi-
fica por poblacidén. La identificacion de estos marca-
dores moleculares podria proporcionar una base para
enfoques terapéuticos personalizados y contribuir al
disefio de estrategias de salud publica al destacar
dianas moleculares relevantes para esta poblacion.

No obstante, este estudio presenta varias limitacio-
nes. Su disefio retrospectivo y transversal limita la
capacidad para inferir relaciones causales. Ademas,
el estudio se ve limitado por la ausencia de un grupo
control de tejido prostatico normal o con hiperplasia
benigna y por la falta de datos demograficos. El uso
de un muestreo por conveniencia puede introducir
sesgo de seleccion, y el tamafio muestral relativa-
mente pequefio impide realizar analisis robustos de
correlacién con desenlaces clinicos. También recono-
cemos las limitaciones técnicas de la inmunohistoqui-
mica, que puede estar sujeta a variabilidad e
interpretaciéon subjetiva, y que nuestro estudio no
incluyé una evaluacion semicuantitativa de la expre-
sién. Por ultimo, aunque nuestros hallazgos sugieren
un papel del eje TRAF3/STAT6 en el MAT, este estu-
dio no proporciona evidencia funcional directa de la
polarizacion de macréfagos, lo cual requeriria valida-
cién experimental adicional.

En resumen, este estudio confirma la presencia de
TRAF3y STATS en tejidos de cancer de prostata, des-
tacando su papel clave dentro del MAT. TRAF3 contri-
buye a la inmunidad antitumoral al favorecer la
polarizacion de macréfagos M1, mientras que STAT6
facilita la diferenciacion de macrdéfagos M2 con efectos
protumorales, reforzando el impacto del eje TRAF3/
STAT6 en la regulacion de los macréfagos. Estos
hallazgos son consistentes con la evidencia existente

en otras neoplasias, lo que respalda la naturaleza con-
servada de este eje en la biologia del cancer.

Conclusiones

Al aportar informacion molecular valiosa, este estu-
dio amplia la comprensién del cancer de prdstata en
la poblacion mexicana. La expresion de TRAF3 y
STAT6 en estos tumores sugiere que su modulacién
representa una via prometedora para la investigacion
terapéutica. Los hallazgos sefialan al eje TRAF3/
STAT6 como una fuente potencial de dianas molecu-
lares que deben ser exploradas en futuros estudios
preclinicos y clinicos, con el objetivo de desarrollar
estrategias dirigidas a potenciar la respuesta inmune
antitumoral.
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