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RESUMEN

Objetivos: El cAncer de mama es el mas comun en las mujeres, con una incidencia de entre
el 20% y el 30% del total de tumores malignos, y continda siendo la primera causa de muerte
por cancer entre las mujeres europeas. La agresividad biolégica del cancer de mama triple
negativo (TN) esta relacionada con elevado indice de propagacién, siendo muy habitual el
desarrollo de metéstasis al sistema nervioso central (SNC). La finalidad del presente estudio es
dilucidar la conexion entre los perfiles de expresion génica del PTGS2, el HB-EGF y el
ST6GALNACS y la propagacion de metastasis al SNC en el cancer de mama TN.
Metodologia: Estudio de casos y controles retrospectivo que contrasta pacientes (pts) con
metastasis en el SNC frente a aquellos sin metastasis tras recibir un tratamiento adyuvante. Se
realizd la seleccion de muestras, adjuntando 30 muestras tanto al grupo de casos como al
grupo de control. Se recogieron del biobanco del Hospital 12 de Octubre las muestras de tejido
fijado en formol e incluido en parafina (FFPE). Se desparafinaron con xileno y lavaron con
etanol cinco cortes de 10 um de cada una de las muestras FFPE, para posteriormente extraer
el ARN con el Kit Recover All (de Ambion). Se cuantificé la expresién génica con ensayos
basados en sondas TagMan.

Resultados: El grupo estudiado fue de cincuenta y tres pts. Media de edad de 55 afios
(grupo de edad entre 25 y 85). Cuarenta y tres pts (88,67%) presentaban carcinoma
ductal, con tumores de estadio avanzado (Il1) en el caso de 40 pts (75,47%). Ocho
mujeres del grupo de casos presentaron metastasis a distancia de SNR como
manifestacion clinica inicial (34,80%); tres, metastasis locales (13,04%); dos, metastasis
pulmonar (8,7%), una, 6sea (4,34%) y siete de ellas a otras localizaciones (30,38%). En
cuanto al grupo de control, la incidencia de metastasis a distancia como manifestacion
clinica inicial fue del 46,1% (6 pacientes), del 15,4% en el caso de metastasis 0sea (2
pacientes), del 15,4% pulmonar (1 paciente) y del 23,1% a otras localizaciones (4
pacientes). Se extrajo ARN con éxito de 53 de 60 muestras. Los valores de expresion
génica de los genes PTGS2, HBEGF y ST6GALNACS no guardaban relacion con la

localizacién de las metéstasis.
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Conclusién: Los tumores triple negativo suelen metastatizar a las visceras, especialmente a
los pulmones y al cerebro y es menos probable que se propaguen al hueso. La literatura
indicaba que la expresién génica de los tres genes objeto de estudio (PTGS2, HBEGF y
ST6GALNACS) podria variar en pacientes de cancer de mama TN con metastasis al SNC al
contrastarlas con pacientes sin metastasis. No hemos hallado un patron de expresion génica
diferencial en los genes PTGS2, HBEGF y ST6GALNACS5 en tumores de mama TN con
metastasis al SNC. Son necesarios mas estudios para aclarar la funcion de dichos genes en
las metéstasis al SNC en pacientes de cancer de mama TN.
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1 INTRODUCCION

La incidencia de cancer de mama (CM) es cada vez mayor *, llegando a desplazar a la patologia
cardiovascular como la primera causa de mortalidad en la poblacién femenina occidental. En
Espaifa tiene una incidencia, mortalidad y prevalencia anual a 5 afios de 29%, 15% vy 41%
respectivamente (Globocan 2012), y representa la tercera neoplasia mas mortal en Espafia®’
con una incidencia anual de 61 casos por cada 100.000 mujeres. EI CM subtipo Triple Negativo
(TN) representa aproximadamente el 10-20% de todos los casos de CM en mujeres caucasicas
y se caracteriza por afectar a mujeres jovenes, asociarse a caracteristicas patoldgicas de mal
prondstico, altas tasas de recaida tumoral temprana, alta tasa de metdstasis viscerales (20-
30%, en especial pulmén y cerebro), supervivencia corta y ausencia de tratamiento biolégico
dirigido. Ademas, esta relacionado con el grupo basal-like obtenido mediante andlisis genético

121336 35 alteraciones genéticas tumorales

y con tumores asociados a alteraciones de BRCA1
definen la conducta de este tumor y podrian ser las responsables del mal prondstico en este
tipo de pacientes’. Recientes estudios sefialan que la menor sobrevida en el grupo de
pacientes con CM es debido a dos caracteristicas: fenotipo triple-negativo (TN) y desarrollo de

1% Un estudio reciente sugiere que la expresion

metastasis al sistema nervioso central (SNC)
diferencial de algunos genes se relaciona con la aparicién de metéstasis cerebrales ’.

Los estudios de expresidn genética, basados en estudios de niveles de mRNA como la
plataforma PAMS0 (RT-PCR)", han identificado al menos 4 subtipos moleculares de CM con
comportamiento clinico diferente: Luminal A, Luminal B, HER2 y Basal-like®. La aproximacion
de esta clasificacion basada en estudios con mRNA a una clasificacion basada en
inmunohistoquimica muestra que la mayoria de los tumores que pertenecen al subtipo Basal-

like que carecen de la expresidn de Receptores de Estrogeno (RE), Receptores de Progesterona

y HER-2, los llamados tumores Triple-Negativos (TN)’. A pesar que el grupo TN agrupa tumores



gue comparten un curso agresivo, no es del todo homogéneo y existen al menos 6 subgrupos
de tumores con diferentes patrones de expresién génica™.

El Unico estudio (BOS y Col.) que ha evaluado marcadores adicionales relacionados con el
desarrollo de metastasis a nivel cerebral encuentra que células de CM RE-negativo expresan en
forma alterada 3 genes (PTGS2, HBEGF y ST6GALNACS): estas células tienen una predisposicion
a diseminarse a nivel del SNC. En condiciones fisioldgicas normales, ST6GALNACS se expresan
s6lo a nivel cerebral 33

En este presente trabajo analizamos la expresidon de tres genes de interés (PTGS2, HBEGF y
ST6GALNACS) en el tejido FFPE de tumores primarios de mama fenotipo TN que presentan

metastasis a SNC frente a pacientes que no presentan metastasis cerebral.

2 MATERIALES AND METODOS

DISENO MUESTRAL Y SELECCION DE LA MUESTRA

El disefio de estudio fue Observacional Analitico de Tipo Caso (30 muestras con metastasis a
SNC) - Control (30 muestras sin metastasis a SNC), escogidos con caracteristicas similares a
cada caso. El presente estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Etico institucional del
Hospital 12 de Octubre de Madrid.

SELECCION DE PACIENTES:

Pacientes diagnosticados con CM durante el periodo 1/01/1994 - 31/12/2012 con informacion
clinica y seguimiento clinico actualizado disponible en el Servicio de Archivo y Documentacidn
del Hospital 12 de Octubre.

OBTENCION DE LA MUESTRA:

La seleccidon de las muestras bioldgicas se realizd a partir del banco de muestras en tejidos
parafinados del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital 12 de Octubre.

Se seleccionaron los casos con fenotipo TN con un adecuado seguimiento y con muestra
tumoral fijada en formol y embebida en parafina (FFPE) al menos con un 50% de células
tumorales, en el archivo de anatomia patoldgica. Posteriormente se tomaron 30 casos que

desarrollaron posteriormente metastasis a nivel del SNCy 30 casos que no desarrollaron.

ANALISIS DE LA MUESTRA:

Procesamiento de las muestras:

Se realizaron cortes a 10 micras de los bloques de tejido FFPE en un microtomo. El RNA se aislé
empleando el RecoverAll Kit de la casa Life Technologies siguiendo el protocolo del fabricante.
Los acidos nucleicos asi aislados fuerony cuantificados mediante espectrofotometria UV.

Andlisis de la Expresidon Génica mediante RT-qPCR:



Se analizd la expresion, mediante PCR cuantitativa, de tres genes de interés (PTGS2, HBEGF

y ST6GALNACS) y dos genes de referencia (IPO8 y POLR2A) validados para su uso como
genes de referencia en cancer de mama empleando tejido parafinado (Sanchez-Navarro et
al. Biotechniques. 2010;48(5):389-97), utilizando sondas TagMan (ThermoFisher Scientific).

A partir de 50-100 ng del RNA extraido de las muestras FFPE se llevd a cabo una transcripcién
reversa de lug de RNA total con el “High Capacity cDNA Reverse Transcription kit” de Life
Technologies, todo ello siguiendo el “TagManGene Expression Assays Products Protocol”de la

mencionada compaifiia.

Gen Assay ID

IPO8 Hs00183533_m1
POLR2A Hs00172187_m1
PTGS2 Hs00153133_m1

HBEGF Hs00181813_m1

ST6GALNACS Hs00229612_m1

Anilisis Estadistico:

Estos datos de expresion (valores Ct) se obtuvieron por triplicado para cada muestra, y se
calculd el Ctyegio- LOs valores ausentes se sustituyeron por un valor maximo de Ct, que se fijo
en 40. Posteriormente, los valores de expresion de los genes de interés se normalizaron
empleando el método ACt, que consiste en calcular valores de expresién relativa como
diferencias entre un factor de normalizacién, que en este caso es la media geométrica de la
expresion de los dos genes de referencia, y los valores de Ct..qic de cada gen. Posteriormente
se sumod una constante y se obtuvo un valor de expresidon relativo para cada gen en cada
muestra, en el que un incremento de 1 supone el doble de expresidn (. Para evaluar si hay una
expresion diferencial de los genes de interés en pacientes de cdncer de mama TN que
presentan metdstasis en SNC frente al grupo que no las presentan, se aplico el test de Mann

Whitney.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

La mediana de edad de las pacientes del estudio era 55 afios (rango 25-85). En este grupo de

pts, 47 (88.67%) eran de tipo histolégico Ductal y 40 pts (75.47%) presentaban grado



histoldgico Ill. En cuanto al tamafio tumoral y compromiso ganglionar, se resume en la Tabla 1.

En el grupo Caso presentaron metastasis cerebral como primer lugar de recurrencia 8
pts(34.80%) ,recurrencia local 3 pts(13.04%), pulmdn 2 pts(8.7%), 6seo 1 pts(4.34%) y otras
localizaciones 7pts(30.08%). En el grupo Control, presentaron recaida local como primer lugar
de recurrencia a distancia 6pts(46.1%), 6seo 2pts(15.4%), pulmdn 1 pts(7.7%) y otros lugares 4
pts(23.1%).

Table 1.
Patients(pts) %
T, 9 16.98
T, 34 64.15
T3 6 11.32
Ta 4 7.54
No 20 37.73
N, 13 24.52
N, 6 11.32
N, 14 26.41

EVALUACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES (PTGS2, HBEGF, ST6GALNACS5)

De las 60 muestras seleccionadas, se extrajo RNA en cantidad suficiente para llevar a cabo los
experimentos de 53 muestras. Se evalud la expresion de los genes PTGS2, HBEGF y
ST6GALNACS en los 2 grupos de interés. No se hallaron diferencias significativas en la

expresion de estos 3 genes entre ambos grupos de pacientes.



HBEGF PTGS2 ST6GALNACS

P value | 0.2870

{ T

104 T 104 T
s
o o o |
7 7 7
: —
— 5= 51
| 1 1
P value | 0.2484 P value | 0.6084
0 T T 0 T T 0 T _I_
CNS met No CNS met. CNS met. No CNS met CNS met No CNS met.
DISCUSION

El CM, como se ha mencionado previamente, es una enfermedad genéticamente heterogénea
y su incidencia, caracteristicas clinicas y prondstico difieren en forma importante de acuerdo a
la etnicidad y la raza’’. Estudios realizados en Norte América encuentran que las pacientes
Latinas tienen una incidencia menor y presentan mayor mortalidad por CM que las pacientes
de raza caucasica. Asi mismo, la tasa de tumores TN es significativamente mayor en este grupo

de pacientes®*.

El proceso de metastasis es complejo e incluye intravasacién celular, sobrevida en la
circulacidn, extravasacién en un drgano distante, angiogénesis y crecimiento sin inhibicién en
el tejido huésped®. Estudios de expresién genética tumoral encuentran que la expresién de
algunos genes habilita a las células tumorales y las predisponen a la diseminacién en forma

especifica a 6rganos como los pulmones®™®

La exploracion de esta patologia ha empezado a dar resultados y encontramos diversos
estudios que encuentran respuestas, aunque aun modestas, a drogas como anti- EGFR
(cetuximab y erlotinib), inhibidores de Scr (dasatinib) y anti- angiogénicos (bevacizumab)™.
Adicionalmente, en la actualidad se encuentran en estudio drogas dirigidas contra blancos que

incluyen la via de PI3K/ PTEN/AKT y Notch- Survivin'***".

La evaluacion epidemioldgica de las pacientes con CM atendidas en el Hospital Universitario 12
de Octubre realizada por nuestro grupo encuentra que el fenotipo TN, coincidentemente con

los reportes Norte-Americanos, representa a alrededor del 20% de los tumores de mama®.



El desarrollo de metastasis cerebral difiere de aquellas en otras localizaciones debido a
particularidades como la especial composicion y densidad del parénquima cerebral y su alta
impermeabilidad de la barrera hemato-encefalica(BHE) producida por la complejidad de las
estructuras que la forman que incluyen uniones estrechas, ausencia de fenestraciones y una
actividad pinocitica muy baja, asi como una matriz extracelular, pericitos y procesos pédicos de
astrocitos. Los capilares cerebrales tienen también una gran resistencia eléctrica que aumenta
la impermeabilidad de esta membrana a los substratos polares e idnicos. A esto se suma un
conjunto de transportadores de extraccion que incluyen p-glicoproteina, MRP-1 a 6,
BCRP(Breast cancer resistant protein), y transportadores de aniones y cationes organicos®.
Todo ello hace que el paso de las terapias sistémicas a través de la BHE y por tanto su acceso a
los lugares del cerebro donde existen metdstasis sea bajo e insuficiente para garantizar la

eficacia de la mayoria de los tratamientos disponibles.

Bos et al seleccioné células de CM RE-negativo con gran predisposicion a infiltrar el cerebro y
evalud la expresion de mas de 240 genes en ellas. El proceso incluyd la inoculacion de estas
células en modelos murinos, y la seleccion de aquellas células con gran capacidad de
desarrollar metastasis cerebrales. Luego de identificar genes en modelo in vivo se evalud el rol
de estos en base a los datos de tumores de mama y asi se seleccionaron un grupo de genes
relacionados con el desarrollo de metastasis cerebral en tumores de mama RE-negativos. Ellos
encontraron que la expresidon alterada de 17 genes se asociaba al desarrollo de metastasis
cerebrales. Tres de estos genes presentaron alta expresion: Gen de la ciclooxigenasa COX2, un
ligando de EGFR y el gen de a2, 6- sialiltransferasa STEGALNACS. La identificacion del gen
COX2 en este grupo demuestra la importancia del proceso de inflamacién en el desarrollo de
metadstasis a cerebro, mientras que genes relacionados al factor de crecimiento epitelial (EGF)
se relacionan con la capacidad de replicacion de la célula tumoral. Finalmente,
sialiltransferasas estan relacionadas con las interacciones célula- célula y la alteracién en esta

capacidad podria estar relacionada con la capacidad de producir metastasis a distancia’.

Los tumores TN frecuentemente metastatizan a drganos viscerales, particularmente pulmén y
cerebro, y menos frecuente a nivel dseo. La literatura sugiere que la expresion de los 3 genes
de interés (PTGS2, HBEGF y ST6GALNACS) debera ser diferente en pacientes con CMTN que
desarrollaron metdastasis a nivel cerebral cuando se compara con pacientes que no desarrollan

metdstasis al SNC.



Nosotros no hallamos un patrén de expresion diferencial en estos genes (PTGS2, HBEGF,
ST6GALNACS) en el tumor primario de mama que desarrolla metastasis cerebral. Esto puede
deberse a que las metdastasis cerebrales albergan alteraciones genéticas distintas a los
observados en los tumores primarios que aun es desconocido. Priscilla K. Brastianos y Col. (
Cancer Discov. 2015 Sep 26) realizaron la secuenciacidn del exoma de 86 metastasis cerebrales
emparejados con el tejido tumoral primario y tejido normal; encontrando en el 53% de los
casos alteraciones clinicamente informativas en las metastasis cerebrales que no se hallarén
en la muestra del tejido tumoral primario. Los genes involucrados en el desarrollo de las
metadstasis cerebrales con mas frecuencia fueron TP53, PIK3CA, GATA3 y otros genes mutados
en menor frecuencia incluian AKT1,CDH1, MAP3K1,PTEN,CDH1,RB1 y CDKN1B. Concluyendo
que la activacion de la via PI3K/AKT/mTOR y CDK; estarian involucradas con el desarrollo de

metastasis a nivel de SNC*.

El andlisis de pacientes con CMTN portadoras de la mutacion BRCA-1 y BRCA-2; es un camino
por analizar, ya que estos tumores son sensibles a inhibidores PARP(Poly adenosine

diphosphate ribose polymerase-1) como Olaparib el cual penetra la BHE™*.

Otros autores han sugerido que los propios andrégenos, activando directamente astrocitos en
el microambiente cerebral, pueden facilitar el asentamiento de células neopldsicas
provenientes de tumores de mama TN. Esto explicaria por qué las pacientes TN mas jovenes,
con mayores niveles de estrégenos, tienen mayor riesgo de mestdstasis cerebral (Sartorios CA
et al. Oncogene 2015)*. Estos hallazgos podrian justificar la ausencia de diferencias en la
expresion de genes entre los casos con presencia de metastasis cerebrales y los que no
desarrollan; pues el desarrollo de dichas metastasis dependeran mas del perfil hormonal de la

paciente que de factores intrinsecos de la célula tumoral.

Otros investigadores también apuntan a elementos ajenos al propio tumor pues demuestran
que el nivel de metilacién no estd alterado en las células tumorales mamarias TN en
comparacion con otros fenotipos de CM cuando metastatizan al cerebro (Salhia B, et al. Plos
One 2014)*. Stirzaker C. y Col.(Nature Commun 2015;6:5899) sefiala que la caracterizacién de
los patrones de metilacién podridn ayudarnos a identificar biomarcadores predictivos en el
futuro®.

En conclusion, nuestros hallazgos podrian poner de relieve que no sélo las diferencias en la
expresion génica son importantes a la hora de predecir el riesgo de metdstasis cerebrales sino

gue también podrian jugar un papel importante otros aspectos como el nivel de estrégenos.



Futuros estudios son necesarios para clarificar el rol de estos genes en tumores primarios de

mama en pacientes con CMTN que desarrollan metdstasis cerebral.
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