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Resumen

Osteopontina (OPN) es una fosfoglicoproteina secretada por varios tipos
celulares a la que se le atribuyen varias funciones dependiendo del tejido,
como son la formacion 0Osea, la transduccion de sefales intercelulares, la
activacion del sistema inmune, la adhesion y la motilidad celular. La
sobreexpresion del ARNm y la proteina de OPN han sido correlacionadas con
tumores de alto grado histolégico, desarrollo de metastasis y mal prondstico de
los pacientes en diversos tipos de neoplasias. En este estudio, se ha
investigado el papel del ARNm de OPN como marcador pronéstico en una serie
de pacientes con cancer de mama.

Para realizar el estudio, se cuantificd la expresién relativa del ARNm de
OPN total (OPN-t) y su variante transcripcional OPN-c en 309 cénceres de
mama humanos clasificados por inmunofenotipos y en lineas celulares de
cancer de mama por la técnica de qRT-PCR.

La expresion de ARNm de OPN-t fue mayor en los tumores del subtipo
HER2-positivo y en los Triple negativo/Basal-like (TN/Basal), mientras que la
OPN-c fue mayor sélo en los tumores TN/Basal. También observamos una
elevada expresion génica de OPN-t en las lineas celulares SK-BR-3 (HER2-
positivo) y MDA-MB-468 (TN/Basal). Encontramos una correlacion significativa
entre la sobreexpresion de OPN-t y la presencia de metéstasis ganglionares,
mientras que la sobreexpresion de OPN-c se demostré mas frecuentemente en
tumores de mas alto grado histologico (2 y 3). El analisis univariado de
supervivencia (Kaplan-Meier, log-rank test) mostr6 que el periodo libre de
enfermedad fue mas corto en pacientes cuyos tumores sobreexpresaban
ambas, OPN-t y OPN-c, y una tendencia a una supervivencia global mas corta

en aquellas cuyos tumores sobreexpresaban OPN-t. Mediante el andlisis



Resumen

multivariado observamos el valor independiente de la OPN-c como factor
prondstico en cuanto al desarrollo de recidivas y/o metastasis.

En base a estos resultados, podemos concluir que la OPN-t y
especificamente la variante OPN-c, se asocian a mecanismos de desarrollo de
metastasis en el cancer de mama. Por lo tanto, el estudio de los niveles de
expresion del ARNm de OPN podria permitir el seleccionar subgrupos de
pacientes dentro de los diferentes inmunofenotipos con mayor riesgo de
recidivas y consecuentemente un peor prondéstico. Asi pues, en los tumores
TN/Basal, que son los que mas sobreexpresan OPN-t y OPN-c, podria ser una
nueva “diana terapéutica” teniendo en cuenta que este subtipo clinicamente

agresivo carece actualmente de una quimioterapia especifica.
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Introduccion

1 - EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

1.1. El cancer de mama a nivel mundial

El nimero de casos de cancer en el mundo continia en aumento debido al
crecimiento y envejecimiento de la poblacién. A esto se suma los habitos
relacionados con el estilo de vida que favorecen la aparicion de la enfermedad,
como pueda ser el tabaquismo, la escasa actividad fisica y la dieta.
Estimaciones sobre el futuro de la enfermedad prevén la aparicion de mas de
12 millones de nuevos casos de cancer y 7,6 millones de muertes anualmente;
de los cuales el 56% de los nuevos diagnosticos y el 64% de muertes
sucederan en paises en vias de desarrollo. A pesar de que la incidencia en
estos paises es la mitad que en paises desarrollados, en general, la tasa de
mortalidad es muy similar en ambos [1-3] .

El cdncer de mama es el tipo de neoplasia maligna que se diagnostica
con mayor frecuencia y la principal causa de muerte en la mujer, alcanzando el
23% (1,38 millones) del numero total de casos diagnosticados de cancer y el
14% (458.000) de muertes por cancer anualmente. [3].

En general, la incidencia es mayor en los paises de Norteamérica,
Europa y Oceania, mientras que se detectan menos casos en Asia, Africa y
Sudamérica. En Asia y Africa estd aumentando tanto el nimero de casos como
el nUmero de muertes a causa de esta neoplasia debido a los cambios en los

patrones reproductivos, la inactividad fisica y la obesidad [4] (Figura 1).
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Figura 1.- Ratios de incidencia y mortalidad de cancer de mama por areas
mundiales. Tomado, con modificaciones, de Jemal et al. (2011) [4] .

1.2.- El cancer de mama en Europa y Espafa

En Europa se detectaron en el afio 2004 més de dos millones de pacientes con
cancer y mas de un millon de muertes, apareciendo el cancer de mama en
primer lugar entre las mujeres, con una incidencia del 29% y causando el
17,4% de muertes. La tasa de casos detectados sigue aumentando,
probablemente debido a la implantacion de programas de deteccion precoz. Sin
embargo, la tasa de mortalidad esta descendiendo en los ultimos afios y la
esperanza de vida estd aumentando en mas de cinco afios tras su diagnadstico.
Estas mejoras son el resultado de una deteccion precoz y la existencia de

terapias mas efectivas contra la enfermedad [5] (Figura 2).
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Figura 2. - Ratios de incidencia y mortalidad de cancer de mama en la Union
Europea (27 paises). Tomado, con modificaciones, de Ferlay et al. (2010) [5].

En Espafia se observa un patrén de incidencia similar al resto de paises
europeos. Tras la implantacion de los programas de deteccién se observo un
aumento inmediato en el nimero de casos detectados, ya que hasta entonces
no se hacian mamografias de rutina. Por el contrario, en los afios posteriores y
hasta la actualidad, este aumento ha sido interrumpido e incluso se ha invertido
la tendencia en mujeres mayores de 44 afios [6]. Algunos estudios atribuyen
parte de la disminucion de la incidencia a la reduccion del uso de tratamientos

hormonales para contrarrestar los sintomas de la menopausia [7].
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Entre las mujeres jovenes, el cancer de mama también es el tipo de
neoplasia maligna mas frecuente. Ademas, en este grupo de pacientes, los
tumores presentan caracteristicas mas agresivas [8]. A pesar del descenso
generalizado de su incidencia en Espafia, el subgrupo de mujeres menores de
45 afnos ha experimentado un aumento en los ultimos 20 afios. Una explicacion
a ello puede ser el estilo de vida, la disminucién del nimero de hijos, la demora
en la edad del primer parto, el aumento de la edad de menarquia y el consumo

de alcohol y tabaco [9].

2 - CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
2.1.- Clasificacion del cancer de mama por el perfi | de expresion génica
El cancer de mama es una neoplasia heterogénea debido al distinto origen de
las células. Ello se ve reflejado en la diferente respuesta a los tratamientos y
evolucion de cada paciente [10]. La heterogeneidad celular y molecular de esta
neoplasia viene determinada por la expresion de numerosos genes implicados
principalmente en el control del crecimiento, muerte y diferenciacion celulares.
Recientemente, tras el estudio del patrén de expresion génica de miles
de genes mediante microarrays de ADN complementario (ADNc), Perou et al.
propusieron una clasificacion molecular del cdncer de mama basada en sus
caracteristicas moleculares y fenotipicas [11]. Los rasgos moleculares
revelaron similitudes y diferencias en el patrén de expresion de determinados
genes entre los diferentes grupos de tumores, ademas de otras caracteristicas
como el crecimiento tumoral, la actividad de determinadas vias de sefalizacion

y la composicion celular [10].
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En la glandula mamaria normal se encuentran principalmente dos tipos
de células epiteliales, las células basales y las células luminales. Estos dos
tipos celulares pueden distinguirse por inmunohistoquimica segun el patron de
expresion de ciertas proteinas: las células Iluminales expresan las
citoqueratinas (CK) luminales CK8/18 y CK19, las células basales también
expresan CKs luminales (CK14, CK17) ademas de CK basales (CK5/6),
mientras que las células mioepiteliales expresan CK basales (CK5/6) y
marcadores mioepiteliales (p63) [12].

Los estudios de expresion génica mediante microarrays definieron cuatro
grupos de céancer de mama con distintas caracteristicas moleculares:
luminal/RE (receptores de estrégenos) positivos (luminal-like), triple-negativo
(TN)/Basal (basal-like), Erb-B2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 -
HER2-) y normal (normal-like). Esta clasificacion molecular tiene gran
relevancia por su implicacion clinica, ya que ha permitido clasificar a las
pacientes en diferentes grupos prondsticos [10]. Recientemente se ha descrito
un nuevo subtipo molecular similar al subtipo TN/Basal denominado claudin-
low, debido a la baja expresion de las proteinas claudina 3, 4y 7, y de la
proteina E-cadherina, que constituyen uniones estrechas intercelulares [13]
(Figura 3).

Las diferencias en los patrones de expresidbn entre los subtipos
moleculares reflejan que hay una clara diferencia en la biologia celular de cada
tumor. Desde este punto de vista, podria considerarse cada subtipo como el
origen de una enfermedad distinta, lo que vendria apoyado por su diferente
comportamiento clinico en cuanto a las recidivas y la supervivencia global de

las pacientes [14]. En el caso de los subtipos TN/Basal y HER2-positivo, tienen
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un comportamiento clinico mas agresivo, con periodos de recidiva y
supervivencia mas cortos. Por el contrario, el subtipo Luminal es de mejor
prondstico. A su vez, el subtipo Luminal se divide dos categorias, Luminal A y
Luminal B, presentando este ultimo un prondstico intermedio entre el Luminal A
y los subtipos TN/Basal y HER2 [10-11, 14]. El subtipo mas recientemente
descrito, claudin-low, en términos prondsticos, las pacientes presentan una
supervivencia menor que en el subtipo Luminal pero similar a los subtipos

TN/Basal y HER2-positivo [13] (Figura 4).
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Figura 3.- (A) Dendrograma sobre los subtipos moleculares descritos por
Perou et al. (B) Expresion génica de genes asociados a cada uno de los
subtipos moleculares. Los cuadros rojos representan sorbeexpresion génica
mientras que los cuadros verdes representan inhibicion de la expresion.
Tomado, con modificaciones, de Sorlie et al. (2003) [14].
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2.2.- Caracteristicas de los subtipos moleculares de cancer de mama
2.2.1.-Luminal

Presenta una alta expresion de genes caracteristicos de las células luminales
no neoplasicas, de receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP). El
subtipo Luminal A es el que presenta mayor nivel de expresion del RE/RP,
sobretodo del RE-alpha (a) y de los genes NAT1, LIV-1, FOXA1l, XBP1,
GATA3, PTP4A2, RERG y SCUBEZ2, mientras que el subtipo Luminal B
presenta una expresion moderada de genes especificos de células luminales y
de genes asociados a proliferacion celular como ATP5G1, PRNPIP, NSEP1,

GGH, LAPTM4B, CCNE1 y SQLE [11, 14].

2.2.2.- HER2-positivo
El receptor HER2/neu se encuentra sobreexpresado en un 15-20% de los
canceres de mama, muy frecuentemente asociado a la amplificacién del gen
Erb-B2, localizado en el cromosoma 17 (17922.24) [15], siendo ésta una de sus
principales caracteristicas. Ademdas, estos tumores frecuentemente
sobreexpresan los genes TLK1, TRAP100, PPARBP y GRB7 [14] y presentan
mutaciones en el gen TP53 [11], lo que conlleva un mal pronéstico para las

pacientes [16].

2.2.3.-Triple-Negativo/ Basal -like
Caracteristicamente son negativos para RE, RP y HER2. El subtipo Basal-like
ademas de ser RE/RP/HER2-negativo, suele sobreexpresar los genes CXCL1,
CX3CL1, CDH3, ANXAS8, KRT5, KRT17, TRIM29, MFGES8, FZD7, CHI3L2 y

B3GNT5 [14]. Presentan frecuentemente mutaciones en el gen TP53 [11], lo
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que conlleva una mala respuesta a la quimioterapia sistémica y por tanto, se
asocia a un mal prondstico [16]. Hay que resefiar que un subgrupo de estos
tumores tiene mutaciones en el gen BRCA1/BRCA2, los cuales tienen
hallazgos histolégicos caracteristicos y se presentan en pacientes jovenes,
habitualmente en el contexto de sindromes hereditarios asociados a otros

tumores [17].

2.2.4.- Normal
El subtipo “normal” tiene una alta expresion de genes presentes en tejido
adiposo y en otros tejidos no epiteliales. Por otro lado, este tipo de tumores
sobreexpresan genes de células basales epiteliales y tienen baja expresion de
genes presentes en células luminales [11]. Posteriormente se definieron como
tumores de baja densidad celular ricos en estroma. Sin emgargo, resultados
recientes no reproducen los datos inicialmente publicados por el grupo de
Perou et al., por lo que actualmente se sugiere que pudo haber una

contaminacion de células de la mama normal [18].

2.2.5.- Claudin-low
Este subtipo molecular identificado en dltimo lugar se caracteriza, a diferencia
del los subtipos luminales y HER2-positivo, por presentar una baja expresion
de RE, RP y HER2, CKs18 y 19, asi como de otros genes caracteristicos de las
células luminales. A pesar de su similitud con el subtipo TN/Basal, no suele
sobreexpresar genes asociados a proliferacion celular. De hecho, presentan
una baja expresion del gen de ciclo celular MKI67. Sin embargo, tiene un alto

enriquecimiento de marcadores de la transicion epitelio-mesénquima (TEM),
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alta expresion de genes de la respuesta inmune (CD79B, CD14, VAV1) y la
inducciéon de angiogénesis (VEGFC, MMP9) [14] y presentan propiedades de
“células madre” [13]. Todo esto se ha asociado a una mayor resistencia a los

tratamientos quimioterapicos en estudios recientes [19].
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Figura 4.- Supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad de los
diferentes subtipos moleculares de cancer de mama descritos por Perou.
Tomado, con modificaciones, de Prat et al. (2010) [13].

2.3.- Origen de los subtipos moleculares tumorales de mama

Puesto que existen diferencias tanto en los patrones de expresion como en la
evolucion de la enfermedad segun el subtipo de tumor, es probable que cada
subtipo se origine en un tipo de célula diferente. Segun esta hipétesis, el
subtipo Luminal provendria de las células madre de diferenciacion luminal [20],
mientras que el subtipo Triple-Negativo/Basal-like se originaria en las células
basales del epitelio mamario. Otros datos que apoyan la existencia de
diferentes entidades biologicas son la presencia de mutaciones que favorecen

la aparicién de un determinado subtipo de cancer de mama, como es el caso
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de las mujeres portadoras de alelos mutados en el gen BRCAL, que desarrollan
tumores del subtipo Triple-Negativo/Basal-like [14, 21].

Después de varios afos de estudio de la clasificacion molecular del
cancer de mama, Perou et al. han propuesto una jerarquia celular dentro de las
células mamarias. El proceso de diferenciacion comenzaria con las células
indiferenciadas sin RE, “células madre” mamarias, que se autorrenovarian a si
mismas y posteriormente se diferenciarian en “células progenitoras” (todavia no
definidas). Estas “células progenitoras” darian origen al resto de “células
diferenciadas” que se encuentran en la mama [22]. Basado en lo anterior y para
poder relacionar el desarrollo de la mama con los distintos subtipos
moleculares tumorales, se analizaron muestras de mama normal mediante
microarrays. De este modo, se observé una similitud en el patron de expresién
entre células en distintos puntos del desarrollo de la mama normal y los
subtipos moleculares tumorales [21].

Las “células madre” mamarias progresan hacia “células progenitoras”
luminales y a su vez, estas se diferencian finalmente en células epiteliales
luminales. Segun la teoria planteada, los tumores del subtipo claudin-low se
originarian de estas “células madre”, ya que este subtipo expresa genes
caracteristicos de células mesenquimales y de “células madre” [13, 22]. Un
paso mas alla en la diferenciaciébn corresponderia a las células mamarias
“bipotentes”, progenitoras de células mioepiteliales y células luminales. A partir
de esta células “bipotentes” se originarian los tumores del subtipo basal, ya que
son los que mas caracteristicas comparten con este tipo de células presentes

en la mama normal [23]. Por Ultimo, las caracteristicas de células luminales de
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la mama normal se encuentran en los tumores clasificados como Luminal A,

Luminal B y un subgrupo de los HER2-positivo [22] (Figura 5).
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Figura 5. - Modelo sobre la jerarquia del epitelio mamario ligado a los subtipos
de cancer de mama. Tomado, con modificaciones, de Prat et al. [22].

2.4.- Subtipos de cancer de mama en la practica cli

nica

A pesar de los resultados obtenidos, existe cierto escepticismo respecto a la

fiabilidad y reproducibilidad del uso de microarrays para clasificar los canceres

de mama. Muchas de las discrepancias se atribuyen a la baja afinidad de los

microarrays, a la falta de especificidad para diferentes isoformas, distintas

condiciones de hibridacién, medida de la fluorescencia y los algoritmos

analiticos aplicados [24].

Para apoyar

20

los

resultados procedentes de



Introduccion

microarrays, se han realizado varias réplicas de experimentos sobre la medida
de ARN y ADNc en varias plataformas de microarrays en diferentes
laboratorios. Los resultados derivados de este estudio han demostrado que las
medidas son altamente reproducibles aun empleando diferentes plataformas y
son lo suficientemente fiables como para emplearlas en la clinica. De hecho, la
fiabilidad ofrecida es igual o mayor que la observada mediante técnicas

inmunohistoquimicas para la deteccion de receptores hormonales [25-26].

3.- EL PROCESO DE METASTASIS

La metastasis se produce por una serie de interacciones entre las células
neoplasicas y el microambiente que las rodea, permitiendo que las células
adopten la capacidad de invadir nuevos tejidos. En este proceso, las células
tumorales son capaces de reproducirse, aumentando el tamafio del tumor, y en
dltima instancia, causando la disfuncion del 6rgano y la muerte de los pacientes

[27].

3.1.- Evolucion de la metéastasis
La iniciacién y progresion de los tumores depende de la adquisicion de
funciones especificas por las células neoplasicas tanto en el tumor primario
como en el lugar donde haya metastatizado. Estas funciones son adquiridas
por la activacion de oncogenes y/o la inactivacion de genes supresores de
tumores [27].

Las funciones asociadas al desarrollo de metéstasis incluyen la
capacidad de las células de invasion local y resistencia a la hipoxia, junto con

otras limitaciones fisiol6gicas, hasta la aparicion de un tumor maligno localizado
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[27]. Por un mecanismo u otro, las células neoplasicas actian como células
“propagadoras” del tumor inicial [28].

Es sabido que la inestabilidad gendmica en las células neoplasicas
aumenta la frecuencia de alteraciones necesarias para adquirir la capacidad
metastatica. La integridad del ADN también puede verse comprometida por la
progresion incontrolada del ciclo celular, el acortamiento de los teldmeros, la
inactivacion de los mecanismos de reparacion y la pérdida de los mecanismos
de control epigenéticos [29].

La capacidad de evasion de la apoptosis y de regeneracion de las
células neoplasicas que evita la muerte celular es otra propiedad de las células
tumorales, permitiendo su proliferacién y crecimiento en otras localizaciones.
Ademas, estas células pueden permanecer inactivas durante mucho tiempo,

incluso tras la exéresis del tumor [27].

3.2.- El microambiente tumoral

Cada tejido tiene una estructura fisica y una anatomia funcional establecida.
Las células neoplésicas sortean esta organizacién y se exponen a un estrés
celular por falta de oxigeno, bajo pH, presencia de radicales libres y respuesta
inflamatoria. Esta presion selectiva puede seleccionar las células tumorales con
mayor capacidad de supervivencia en condiciones desfavorables [30].

La matriz extracelular sirve de sostén a través del cual las células se
unen mediante un tipo de receptores de la superficie celular llamados integrinas
y mediante componentes de la matriz extracelular.

Las moléculas de adhesién median las interacciones célula-célula y

célula-matriz, siendo esenciales para la transduccion de sefiales responsables
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de adhesidén, migracion, invasion, angiogénesis y metastasis a Organos
especificos [31]. Estructuralmente son glicoproteinas y receptores
transmembrana de la superficie celular compuestos por un dominio intracelular,
un dominio transmembrana y un dominio extracelular que permiten la union a
otras moléculas. Las principales familias de moléculas de adhesion son las
cadherinas, las selectinas, las integrinas, las inmunoglobulinas y los receptores
de linfocitos [32].

En la mayoria de tumores primarios con capacidad infiltrante, la
adhesion intercelular esta reducida, normalmente debido a la pérdida de
E-cadherina, un mediador de las interacciones de union entre células. Entre los
mecanismos que causan la pérdida de E-cadherina estan las mutaciones que
truncan la proteina, el silenciamiento o metilacion del promotor y la inhibicién
de la expresién por receptores de factores de crecimiento [33]. Su pérdida
contribuye ademas a la transicion epitelio-mesénquima (TEM), donde las
células epiteliales adquieren propiedades de “células madre”, posibilitando el

desarrollo y la reorganizacion de nuevos tipos celulares [34].

3.3.- Moléculas de adhesion celular en cancer de ma ma: Cadherinas,

Selectinas, Integrinas y CD44

Las cadherinas son glicoproteinas dependientes de Ca?* responsables de la
adhesién célula-célula. En presencia de Ca?*, las células que expresan el
mismo tipo de cadherina son susceptibles de establecer contactos célula-célula
[35]. La E-cadherina es el prototipo de cadherina que tiene un papel esencial
en el mantenimiento de la polaridad e integridad en los epitelios. En el tejido

mamario normal se expresa en células luminales y mioepiteliales manteniendo
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la adhesion célula-célula. En cambio, en el cancer de mama su expresion
puede estar focalmente disminuida en los carcinomas de tipo ductal, mientras
que hay una pérdida practicamente completa en mas del 90% de los
carcinomas lobulillares, tanto in situ como infiltrantes [36].

La familia de las cadherinas también estd compuesta por N-cadherina,
VE-cadherina y P-cadherina, las cuales tienen un papel relevante en la
progresion del cancer de mama [31].

Las selectinas son moléculas de adhesion relacionadas con la
interaccion entre el endotelio, leucocitos y plaquetas. Una de sus funciones
mas importantes es la extravasacion y migraciéon de leucocitos durante la
inflamacion. Las células tumorales de mama siguen un proceso similar para
extravasar el sistema circulatorio y de este modo poder colonizar 6rganos
distantes [31].

Las integrinas unen diversos ligandos en su dominio extracelular
generando estimulos que se transducen al interior celular a través de vias de
sefalizacion y el citoesqueleto [37]. La unién de osteopontina (OPN) sobre
ciertas integrinas induce la expresion de MMPs y el activador de plasmindgeno,
de este modo facilitando la invasion tumoral [38].

CD44 es un receptor que se expresa en varios tipos celulares. Algunas
de sus isoformas se expresan en células de cancer de mama, donde se han

correlacionado con mayor agresividad tumoral [31, 39].

3.4.- Metastasis 0sea en cancer de mama
El cancer de mama suele metastatizar en hueso, pulmones, cerebro e higado.

Hay un predominio de pacientes que desarrollan metéstasis osteoliticas,
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causando las mayores tasas de morbilidad y mortalidad [40]. El proceso por el
que estas células neoplasicas adquirian la capacidad de colonizar el hueso a
través de una via osteolitica fue identificado en 1889 por Stephen Paget [41].
Estudios mas recientes demuestran que la formacion de metastasis altera la
homeostasis del hueso, alterandose el balance de accion de los osteoclastos
hacia la degradacion de hueso frente a la constante creacion de hueso por los
osteoblastos [42].

Las células metastaticas de cancer de mama son capaces de causar
lesiones 6seas principalmente induciendo la liberacion del péptido relacionado
con la hormona paratiroidea (PTHrP) por los osteoclastos, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y de citoquinas interleuquina (IL)-1, IL-6, IL-8 y la IL-11
[43].

Los estudios novedosos de Massagué y sus colaboradores con ratones
xenotransplantados con células de cancer de mama identificaron una serie de
genes implicados en el proceso de metastasis en el hueso [43]. Los genes
sobreexpresados detectados en células capaces de colonizar hueso codifican
receptores de superficie celular y proteinas de secrecion, cuya principal funcién
es alterar el entorno del tejido 6seo y facilitar la formacién de lesiones
osteoliticas. Entre ellos se encontraron: CXCR4 (C-X-C chemokine receptor
type 4), el gen de OPN denominado SPP1 (Secreted phosphoprotein 1), CTGF
(connective tissue growth factor), MMP1 (Matrix metalloproteinase 1) e IL11

(interleukin-11) [43].
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4.- OSTEOPONTINA Y LA FAMILIA DE PROTEINAS SIBLINGS

4.1.- La familia de proteinas SIBLINGs

La familia de glicofosfoproteinas denominada SIBLINGs (Small integrin-binding
ligand N-linked glycoproteins) esta compuesta por cinco proteinas con la
capacidad de unirse a integrinas. Los genes que las codifican se encuentran
orientados en el mismo sentido en tdndem en el cromosoma 4 y todas
contienen la secuencia de union a integrinas Arg-Gly-Asp. Desde 1990 se ha
identificado que varias de las proteinas perteneciente a esta familia se
encuentran sobreexpresadas en distintos tipos de tumores de origen epitelial,
que frecuentemente presentan microcalcificaciones y ademdas tienen una

tendencia alta a metastatizar en hueso [44] (Figura 6).
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Figura 6. - Secuencia y transcritos de los genes SIBLINGs. (A) Localizacion
cromosomica de los genes SIBLINGs en humanos. (B) Similitud de los exones
transcritos de los genes SIBLINGS, caracteristicos por contener un primer exén
no codificante, un segundo exén hidrofobico, los exones 3 y 5 contienen
secuencias de fosforilacion, el exdén 4 es rico en prolina y el dltimo exén
presenta un tripéptido de wunion a integrinas (RGD). Tomado, con
modificaciones, de Bellahcene et al. (2008) [44].

Las proteinas que componen esta familia son: OPN, sialoproteina de
hueso (bone sialoprotein, BSP), la proteina de la matriz de la dentina (dentin
matrix sialoprotein, DMS), la sialofosfoproteina de la dentina (dentin

sialophosphoprotein, DSPP) y la fosfoglicoproteina de la matriz extracelular
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(matrix extracellular phosphoglicoprotein, MEPE). Estas son proteinas solubles
secretadas por las células epiteliales en condiciones fisiologicas vy
ocasionalmente por las células tumorales. Regulan la adhesion celular, la
sefalizacion paracrina y autocrina, y la interaccion con receptores de la

superficie celular [44].

4.2.- Papel de SIBLINGs en condiciones fisiol6gicas

Las proteinas SIBLINGs se unen a integrinas de la superficie celular y al
receptor CD44 en diferentes tejidos, funcionando como transductores de
sefales de adhesion, supervivencia y motilidad celular a través de la activacion
de cascadas de quinasas y factores de transcripcion. Ademas, actian
modulando procesos proteoliticos liberando dominios funcionales, modulando
la adhesion y la migracion celular [44].

A través del factor de transcripcion NFkB (nuclear factor kappa-B), las
proteinas SIBLINGs también pueden controlar la proliferacion celular, la
diferenciacion y la apoptosis en tejido normal [45]. La activacion de NFkB por
parte de OPN promueve la supervivencia de células T activadas a través de la
fosforilacion de la quinasa IKKB y la inhibicion del factor de transcripcion
Foxo3a [46].

Brown et al. estudiaron la expresion de ARNm y de la proteina de OPN
en una serie de tejidos humanos normales y de tumores aplicando técnicas de
hibridacién in situ, Northern blot e inmunohistoquimica y demostraron por
primera vez la presencia de OPN en células luminales epiteliales [47].

OPN es secretada por las células epiteliales gastrointestinales, del tracto

urinario y reproductivo, pancreas, vesicula biliar, bronquios, mama, glandulas
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salivares y conductos sudoriparos. OPN se localiza fundamentalmente en las
células luminales glandulares y en fluidos corporales como la leche, orina y
sangre. Una de las hipotesis sobre su funcion es la de proteccion fisica de las
superficies epiteliales donde se expresa, pero su funcién en los diferentes

fluidos no estéa bien definida [48].

En tejido mamario se han observado diferencias en la expresion de OPN
segun el estado lactante o no lactante de la mama. En tejido lactante, se ha
detectado una fuerte tincidbn por inmunohistoquimica de OPN en células
luminales de la superficie del epitelio glandular. Sin embargo, en tejido no

lactante la tincion se limita a células del epitelio ductal [47].

En el hueso normal, OPN es secretada por los osteoblastos secretores
de la matriz que se encuentran en el frente mineralizador, acumulandose en la
matriz extracelular y en estructuras de la interfase de la matriz. Las funciones
supuestas en este tejido son la union de células 6seas a la matriz, el control de
la mineralizacién, la union de tejido en formacién y la reabsorcion 6sea [48].

OPN también es producida por macréfagos y linfocitos activados, asi
como células tubulares del rifion, células endoteliales arteriales musculares

lisas, células del oido interno y fibroblastos [48].

4.3.- Papel de SIBLINGs en la etiopatogenia de los  tumores

En condiciones patoldgicas, las proteinas SIBLINGs pueden inducir la
progresion y la metastasis tumoral. La union de OPN al receptor de superficie
CD44 induce la migracién celular a través de cascadas de quinasas que
implican la activacion de la fosfolipasa C, la proteina quinasa C, PI3K

(fosfatidilinositol 3-quinasa) y Akt. En conjunto, estas enzimas estan
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involucradas en la via de sefalizacion PI3K/Akt que regula la progresion del
ciclo, la supervivencia y la migracion celulares.

Las proteinas SIBLINGs también tienen la capacidad de promover la
invasion y degradacion de la matriz extracelular. BSP y OPN pueden activar la
metaloproteinasa de la matriz extracelular 2 (matrix metalloproteinase 2,
MMP2), la MMP3 y la MMP9. El aumento de la capacidad de invasion se debe
tanto a la activacion de las enzimas como a la inhibicion de los propios
inhibidores de las MMPs que existen en los tejidos [49].

En cuanto a los mecanismos de angiogénesis, OPN estimula por
mecanismos paracrinos y autocrinos la expresion de VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), uno de los principales factores de la
neoangiogénesis. Ademas, altos niveles de expresion de SIBLINGs han sido

correlacionados con la presencia de metastasis 6seas [50].

5.- EL GEN DE LA OSTEOPONTINA: SPP1

OPN fue descubierta en la Universidad de Lund (Suecia) en 1986, a partir de la
secuenciacion de un clon aislado de una libreria de cDNA de osteosarcoma de
rata. Uno de los clones codificaba una proteina de 317 aminoacidos de 32 kDa
que inicialmente se denominé “sialoproteina de hueso de rata” y que mas tarde
fue denominada  Osteopontina. Su secuencia de  aminoacidos
Gly-Arg-Gly-Asp-Ser es idéntica a la de la fibronectina (proteina de la union
celular). Ademas, posee la secuencia Arg-Gly-Asp, que presenta actividad de
adhesion celular en otras proteinas como el colageno, la laminina y la

vitronectina.
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En los primeros experimentos se observd que las células de
osteosarcoma eran capaces de unirse a superficies cubiertas por OPN y que
por tanto, debia existir un receptor de superficie celular que reconociese a esta
proteina. Por otro lado, también se demostré una fuerte capacidad de unién de
OPN al hidroxiapatito (fosfato de calcio), el componente mas abundante en la
matriz de hueso calcificado. Para reflejar la capacidad que poseia OPN a
unirse a la matriz 6sea, se propuso pues el nombre de Osteopontina a esta

proteina [51].

5.1.- Estructura de SPP1

El gen que codifica OPN humana se denomina SPP1 (Secreted Phophoprotein
1). También conocido como “gen asociado a metastasis” y esta localizado en el
cromosoma 4 (4q13). Su secuencia esta compuesta por siete exones y seis
intrones. Los tripletes de codones no estan interrumpidos por intrones, por lo
que el procesamiento (splicing) alternativo no afecta a los tripletes de codones
de los exones posteriores. La longitud del gen es de 9 Kb y el ORF (open
reading frame) esta formado por 942 nucleétidos [48].

El primer exdn codifica la parte 5’, donde se inicia la transcripcién al ARN
mensajero (ARNm) de OPN, pero no contiene ninguna secuencia que sea
traducida a la proteina. La traduccibn comienza en el exon 2, donde se
encuentra el codon del péptido sefial y los dos primeros aminoacidos de la
proteina. Los exones 3 y 5 contienen secuencias caracteristicas de
fosforilacién, en el exén 4 se encuentran secuencias de la transglutaminasa y el
exon 6 contiene una secuencia rica en acido aspartico. Por ultimo, el exdn 7 es

el mayor de los exones y codifica casi la mitad de la proteina, incluyendo el
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motivo RGD y el dominio de rotura por trombina. Ademas, contiene el codon de
terminacion de la traduccion y una secuencia de poliadenilacion que no se

traduce a proteina [48] (Figura 7).

e
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Figura 7. - Localizacion en el cromosoma 4 del gen SPP1 y representacion de
sus exones. Tomado, con modificaciones, de Rodrigues et al. (2007) [48].

5.2.- Procesamiento alternativo (* alternative splicing ") de OPN

OPN es secretada por células normales y neoplasicas en varias isoformas
dependiendo del splicing alternativo del ARNm. Existen tres isoformas: OPN-a,
OPN-b y OPN-c. La isoforma OPN-c posee una delecién del exén 4, mientras
gue OPN-b tiene una delecion del exdn 5. Estudios previos han detectado las
tres isoformas en células de diversos tumores, pero en la actualidad, no existen
datos definitivos sobre sus diferentes niveles de expresion y cual es su

relevancia clinica [52-53].
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Figura 8.-Secuencias de las variantes transcripcionales del gen SPP1. La
variante de OPN-c carece del exon 4, mientras que la variante de OPN-b no
contiene el exén 5. Tomado, con modificaciones, de He et al. (2006) [54].

En experimentos con lineas celulares de mama se ha observado que la
isofroma OPN-c facilita la formacién de colonias celulares en mayor medida
que la isoforma OPN-a. Sin embargo, la sobreexpresion de ninguna de ellas se

ha asociado a alteraciones en el ciclo celular [54].

5.3.- La proteina OPN
El peso molecular de OPN es aproximadamente de 35 kDa [48] y su secuencia
proteica es rica en aspartato, glutamato y residuos de serina, conteniendo
dominios funcionales para unir calcio y uniones a la matriz extracelular. En su
extremo N-terminal se encuentra un motivo de union a hidroxiapatito [55].

Las principales modificaciones post-traduccionales observadas en OPN
son las fosforilaciones, hasta 36, en residuos de serina y treonina; y las
glicosilaciones, hasta 5, en residuos de treonina (Figura 9). Los patrones de

fosforilaciéon determinan su funcién especifica en la mineralizacion y uniéon a
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receptores. La relevancia biologica en el patron de fosforilacion de OPN en los

tejidos mamario y 6seo se desconoce en la actualidad [56].
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Figura 9. - La proteina de OPN. Secuencia de aminoacidos y localizacién de las
modificaciones postraduccionales de la proteina de OPN. “P” indica
fosforilaciones, “#” glicosilaciones, [] N-glicosilaciones, el motivo de union
a integrinas, y las lineas solidas péptidos caracteristicos. Tomado, con
modificaciones, de Christensen et al. (2005) [56].
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5.4.- Funcién de OPN

Los diferentes dominios funcionales de OPN pueden actuar por separado tras
su rotura en subunidades por parte de la enzima trombina. Una vez se ha
fragmentado la estructura proteica, sus dominios de union quedan expuestos a
los receptores de superficie CD44 y a las integrinas del tipo ap [44].

La union de OPN a sus receptores promueve la migracion celular sobre
la adhesion, favoreciendo la metastasis. Los fragmentos generados tras su
rotura por la trombina también pueden estimular la adhesion, migracion e
invasion celulares, dependiendo del fragmento proteolitico liberado [57].

Por otro lado, OPN funciona como proteina de unién celular en el
proceso de formacién de la matriz 6sea [58]. Ademas, es secretada por los
osteoblastos y los osteoclastos, y estd presente entre la matriz ésea en

contacto con células 0seas y la matriz 6sea externa [48].

6. PAPEL DE OPN EN LA REGULACION DEL PROCESO DE MET ASTASIS
6.1.- OPN y sus receptores celulares

Las integrinas son receptores de la superficie celular compuestos por
subunidades a y B, unidas por fuerzas no covalentes. Estos receptores son
especificos para un amplio nimero de moléculas ademas de OPN, como son la
vitronectina, fibronectina, fibrinégeno y trombospondina [59].

En las células tumorales se expresan varios tipos de integrinas, lo que
hace probable que su sobreexpresion cause la activacion constitutiva de
algunas vias de sefializacion y de este modo proliferen las células [48].

OPN puede unirse a las integrinas avp1, av@3, av@s, a4pB1, a5p1, a8p1

y a9B1. La union de OPN a la integrina avf3 media la migracion e invasiéon de
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las células neoplasicas, induce angiogénesis por medio de VEGF y otros
factores y activa a los osteoclastos, facilitando asi la metastasis 6seas [55, 59].

El receptor de adhesion CD44 presenta varias isoformas debido al
splicing alternativo, traduciéndose a varias proteinas similares. A pesar de que
su principal ligando es el acido hialuronico, otras proteinas extracelulares como
OPN son capaces de activarlo promoviendo la migracién e invasion celulares
[60]. La variante CD44v6 se ha identificado como un marcador de metastasis

en neoplasias de higado, pulmén, pancreas, digestivo y linfomas [55].

6.2.- OPN y proteasas celulares

Las enzimas proteoliticas pueden contribuir al proceso de crecimiento tumoral y
de metéstasis a través de la degradacion de la matriz extracelular. OPN es
capaz de inducir la expresién y actividad de proteasas de la familia de las MMP
contribuyendo al proceso de metastasis. En estudios con lineas celulares se ha
observado que OPN incrementa la capacidad infiltrante de las células y la
expresion de uPA (urokinase Plasminogen Activator), debido a su unién a

integrinas de la superficie celular [48].

6.3.- OPN y angiogénesis

Las células endoteliales vasculares expresan integrinas de superficie celular
con las que OPN es capaz de interaccionar e inducir la formacion de nuevos
vasos sanguineos. Por una parte, se ha demostrado que el bloqueo de la
integrina avp3 tiene un efecto inhibidor en el proceso de angiogénesis. Por otra
parte, el aumento en la expresion de esta integrina y OPN tras dafio vascular

apoyan su papel clave en la reparacion y regeneracion vasculares. En otros

36



Introduccion

estudios se ha observado que la interaccion entre la integrina avp3 y OPN
también protege a las células endoteliales de la entrada en apoptosis, a través
de la activacion de la via de NFkf, contribuyendo al proceso de angiogénesis e

induciendo la expresion de VEGF [48].

6.4.- OPN y regulacion de oncogenes

OPN es capaz de inducir cambios en la expresion génica de genes implicados
en el proceso de metéastasis. En concreto, en lineas celulares de cancer de
mama se ha observado mediante microarrays que su presencia afecta a la
expresion de mas de 100 genes, algunos de ellos implicados en los procesos
mas importantes de la progresién tumoral.

Genes implicados en la proliferacion celular, como IGFBP3 (insulin
growth factor binding protein 3) que bloquea la proliferacién celular, se inhibe
bajo la presencia de OPN. La proteina codificada por GAS6 protege a las
células de la apoptosis y aumenta el crecimiento celular a través de la
activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt. Este mecanismo se ve favorecido
por el control de OPN en la sobreexpresion de GAS6.

La sobreexpresion de OPN también regula ciertos genes implicados en
la capacidad de crecimiento replicativo ilimitado que poseen las células
tumorales, como CHK2, cuya expresion es inhibida por OPN. La proteina CHK2
tiene un papel fundamental en la regulacién de la entrada en apoptosis
inducida por dafio en el ADN. Por lo tanto, la disminucion en su expresion
facilita el crecimiento incontrolado celular y permite la inestabilidad genémica,

contribuyendo al incremento de mutaciones (Figura 10) [61].
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Figura 10.- Papel de OPN en la metastasis. (A-B) Las células del tumor
primario secretan altos niveles de OPN, lo cual favorece la proliferacion y la
supervivencia. (C) Las células con alta capacidad migratoria producen MMPs,
degradan la membrana basal y se liberan del tumor primario. (D) OPN activa
vias de angiogénesis e induce la migracion y activacion de macrofagos cerca
del tumor primario. (E) Las células tumorales circulantes liberan OPN que al
unirse a los receptores celulares las protege de la lisis del sistema del
complemento. Asi, las células pueden ser trasportadas hasta oOrganos
distantes. (F) Las células tumorales circulantes extravasan en Organos
produciendo nuevos tumores secundarios. La capacidad de supervivencia,
proliferacion y angiogénesis adquiridas en el tumor primario ayudan a
desarrollar colonias metastaticas. Tomado, con modificaciones, de Bellahcene
et al. (2008) [44].
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7.- OPN Y VIAS DE SENALIZACION CELULARES ONCOGENICA S
OPN controla varias vias de sefializacion celular a través de receptores como
las integrinas af y CD44, pero en la actualidad no estan completamente

definidas, siendo el objetivo de numerosas investigaciones [62].

7.1.- Via de sefalizacion de PI3K/Akt

Esta via juega un papel importante en multiples procesos como el metabolismo,
la proliferacion, la progresion del ciclo y la supervivencia celulares. Esta ruta se
activa principalmente por factores de crecimiento (p.e. IGF1R, EGFR, HER2) y
factores angiogénicos (VEGF) [63].

La activacion de la via PI3K/Akt favorece la expresiéon de OPN por las
células tumorales. Esto se ha demostrado en cultivos celulares con citoquinas
como la interleucina 3 (IL-3) y el factor estimulador de colonias de granulocitos
y macréfagos (GM-CSF). Como respuesta a estos factores se estimula la
liberaciébn de OPN y su union al receptor CD44 promoviendo la supervivencia
celular [64]. Estudios similares también comprobaron que tras la union de OPN
al receptor CD44, se activa la via PI3K/Akt. Por el contrario, en caso de
mutaciones inactivantes de SSP1 no hubo activacion. Por lo tanto, se ha
sugerido que OPN podria actuar como activador de un ciclo de
retroalimentacion positiva de la via PI3K/Akt, resultando en la inhibicién de la
apoptosis y un incremento de la supervivencia celular [65].

Experimentos con células de cancer de mama han demostrado que la
activacion de EGF también esté relacionada con OPN. La activacion de la via
de EGF activa a PI3K/Akt y a la via de la MAPK. Tanto la adicion de EGF al

medio de cultivo como las mutaciones activantes de EGFR se correlacionaron
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con la sobreexpresion de OPN, causando asi una desregulacion del

crecimiento celular y favoreciendo la diseminacion tumoral (Figura 11) [65].

Figura 11. -. Interaccion de OPN con receptores celulares. OPN es capaz de
interaccionar con el receptor celular CD44 y la integrina aV33. Mediante la
union a estos receptores OPN es capaz de activar la via PI3K/Akt asi activando
la supervivencia celular, y la via ERK aumentando la motilidad y migracién
celulares. Tomado, con modificaciones, de Bellahcene et al. (2008) [44].

OPN también induce la expresion de la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1) a través del factor de transcripcion NFkB, que a su vez

activa a otro factor de transcripcion, la proteina activadora—1 (AP-1). Se ha
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observado que mTOR esta implicado en la regulacién de la via de PI3K/Akt a

través del bloqueo de la activacion de AP-1 dependiente de OPN [66].

7.2.- Via de transduccion Wnt

La via Wnt/Wingless juega un papel importante en el desarrollo embrionario y
en la progresion del cancer. La proteina B-catenina interacciona con la familia
de factores de transcripcion TCF, que activan la transcripcion de los genes
diana de Wnt [67]. En cancer de mama se ha observado que su activacion se
correlaciona con un incremento de la proliferacion celular y las metéastasis,
resistencia a tratamiento radioterapico, y por tanto, con mal prondstico.
Estudios recientes in vitro con lineas celulares de céncer de mama han

demostrado la relacién entre OPN y esta via [68].

7.3.- Vias de neoangiogénesis
El crecimiento de los tumores y el desarrollo de metastasis dependen de la
formacién de novo de vasos sanguineos que irriguen al tumor. La formacion de
neovasos esta estrechamente regulada por receptores tirosina quinasa que
unen factores de crecimiento, principalmente VEGF y su receptor KDR [69].
Kundu et al. observaron en experimentos con lineas celulares humanas
de cancer de mama que OPN estimulaba la expresion de VEGF favoreciendo
de este modo la angiogénesis y el crecimiento tumoral por via autocrina y
paracrina. Ademas, los resultados apoyaron que el aumento de la migracién
celular esta regulado por OPN a través de VEGF y de su receptor NRP-1.
Estudios en animales de experimentacion con curcumina demostraron la

inhibicion de la angiogénesis tumoral inducida por OPN, con lo que se abre una
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nueva opcion terapéutica [70]. Datos recientes sobre el tratamiento con
anticuerpos anti-OPN han demostrado un efecto antiangiogénico in vivo incluso
mayor que los tratamientos con anticuerpos anti-VEGF. Por lo tanto, OPN
puede ser una diana para el desarrollo de nuevas terapias antiangiogénicas en

el cancer [71].

» OPN
Y 6.

Figura 12. - Papel de OPN en la angiogénesis. (A) La OPN liberada de una
célula tumoral pude actuar de manera autocrina activando sobre si misma vias
de sefalizacién. (B) La OPN liberada también puede activar de manera
paracrina a las células circundantes. Tomado, con modificaciones, de
Chakraborty et al. (2008) [50].
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7.4.- Via de JAK2/STAT3
Las proteinas “activadoras de la transcripcion de transductores de sefiales” o
STATSs regulan vias de sefializacion de citoquinas, que a su vez regulan el
crecimiento, la diferenciacion, la supervivencia y el desarrollo celulares
mediante el control de otros genes. STATSs suelen activarse por receptores de
membrana que responden a citoquinas extracelulares, y en ocasiones de forma
constitutiva por la presencia de oncoproteinas. Su activacion aberrante
contribuye al proceso de transformacion neoplasica, lo que se confirma por la
desregulacion de la via de STAT descrita en varios tipos de tumores [72].
Kundu et al. demostraron en cultivos celulares tratados con OPN que la
activacion/fosforilacion de JAK2/STAT3 estd medida por la integrina av3,
confirmando ademas que esta via estd implicada en el aumento de la migracién

celular y el bloqueo de la apoptosis inducida por OPN [72].

8.- OPN EN DIFERENTES TIPOS DE NEOPLASIAS

8.1.- Cancer de pancreas

La presencia de OPN se ha demostrado en numerosas neoplasias en
diferentes localizaciones. Por ejemplo, en adenocarcinomas ductales e
indiferenciados pancreaticos se ha detectado su sobreexpesion tanto en el
tumor como en la sangre de los pacientes hasta en el 70% de los casos [73].
Ademas, se ha observado un aumento de OPN y de la isoforma OPN-c en
pacientes fumadores con cancer de pancreas, lo que sugiere que la nicotina

puede favorecer de algiin modo la expresion de OPN [74].
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8.2.- Cancer de prostata

En lineas celulares de prostata normal el nivel de expresion de OPN es inferior
comparado con las lineas celulares de cancer de prostata. Los resultados
inmunohistoquimicos confirmaron estos hallazgos, y ademas se correlaciono

significativamente con supervivencias mas cortas de los pacientes [75].

8.3.- Cancer de pulmon

Recientes estudios sobre OPN en cancer de pulmén han demostrado su papel
en la proliferacion y la capacidad infiltrante de las células tumorales. También
por métodos inmunohistoquimicos se demostré una tincion muy débil o era
indetectable en tejido no tumoral, que contrast6 con la sobreexpresion de OPN

en los diferentes tipos histologicos estudiados [76].

8.4.- Carcinoma hepatocelular

En el higado, el andlisis de la expresion de OPN en lineas celulares, tejido
hepatico normal y de carcinoma hepatocelular también ha demostrado
sobreexpresion en tejido neoplasico. Ademas, este aumento se correlaciono

con la expresion de genes asociados a metastasis (p.ej. MMPs y uPA) [77-78].

8.5.- Cancer de colon

En lineas celulares y tumores de colon también se han descrito niveles de
ARNmM de OPN y de su proteina significativamente méas elevados que en tejido
no tumoral. Ademas se demostré correlacién con factores patoldégicos de mal
prondstico, como la presencia de metastasis ganglionares, invasion linfatica y

estadios avanzados de la enfermedad [79]. En una serie de muestras
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representativas de la secuencia adenoma-displasia-carcinoma colorrectal se
observé que la expresion de OPN fue de muy baja intensidad en tejido normal,
moderada en adenomas y muy alta en los carcinomas. Estos resultados
sugieren también un papel relevante de OPN en la transicion adenoma-

displasia-carcinoma colorrectal [80].

8.6.- Sarcomas de partes blandas

De modo similar, estudios de OPN en sarcomas de partes blandas han
demostrado la asociacion con el grado tumoral, el estadio y la supervivencia de
los pacientes [81], por lo que se ha propuesto su potencial utilidad como

marcador pronostico [82].

9.- OPN EN CANCER DE MAMA

9.1.- Niveles de expresion de OPN en sangre

OPN es secretada por las células epiteliales mamarias en condiciones
fisioldégicas. Estudios recientes comparando los niveles de OPN en sangre
periférica de mujeres sanas con pacientes con cancer de mama demostraron
que la concentracion de OPN era mayor en este ultimo grupo [48]. En el
andlisis de supervivencia se observd una asociacion significativa entre los
niveles de OPN y el tiempo libre de enfermedad y la supervivencia global, por
lo que algunos autores han sugerido que OPN podria servir como marcador
tumoral [83]. Estos resultados se han confirmado en estudios experimentales in

Vivo con ratones [84].
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9.2.- OPN en tumores de mama

9.2.1.- Deteccion de la expresion proteica por inmu  nohistoquimica

Un extenso estudio inmunohistoquimico demostro la existencia de expresion de
OPN en el paréenquima mamario de mujeres embarazadas o en estado de
lactancia, pero no en el tejido epitelial normal. En cancer de mama se han
descrito frecuencias de expresion de OPN variables (26-86%) [85]. Los
primeros resultados al respecto fueron publicados en 1998 por Tuck et al. que
estudiaron la expresion inmunohistoquimica en una serie canceres de mama
con ganglios linfaticos negativos. Demostraron sobreexpresion de OPN en el
26% de los casos y ademas expresion focal en macréfagos y linfocitos
asociados al tumor. En este grupo de pacientes en estadios iniciales,
encontraron asociacion entre la presencia de OPN y un prondstico
desfavorable [86]. Por otro lado, Rudland et al. observaron en una serie de 333
canceres de mama, expresion hasta en el 86% de los tumores analizados [87],
mientras que en un estudio posterior, en una serie de 291 pacientes,

observaron un porcentaje de positividad del 49% [88].

9.2.2.- Deteccion de los niveles de ARN mensajerop or gRT-PCR
Los primeros estudios publicados analizaron la expresion génica de OPN junto
a la de otros genes implicados en el proceso de metastasis. Los resultados
demostraron que los niveles de ARNm de OPN en cancer de mama in situ
(CDIS) eran superiores cuando se comparaban con tejido normal, pero
inferiores que en tumores infiltrantes y en las metastasis [89].

Més recientemente, Patani et al. analizaron la expresion de transcritos

alternativos de OPN (OPN-a, OPN-b y OPN-c) y demostraron que OPN-a se
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expresaba en tejido normal y lesiones proliferativas benignas de la mama. Sin
embargo, en tumores malignos los niveles de expresion se correlacionaron de
manera inversa con el estadio tumoral (TNM). La expresion de OPN-b fue
mayor en tumores de alto grado. En cuanto a la expresiéon de OPN-c, estaba
elevada en neoplasias malignas comparada con tejido normal y ademas, se
correlacion6 con un alto grado histolégico, estadios avanzados y la presencia
de metastasis 6seas [90]. Hasta la actualidad, no existen estudios que
corroboren estos resultados iniciales en series largas de pacientes con cancer

de mama.

9.3.- Correlacion de OPN con variables clinico-pato légicas y otros
biomarcadores

Los estudios publicados sugieren que los niveles altos de OPN correlacionan
significativamente con factores clinico-patolégicos de mal prondstico, como son
un grado histologico alto, status HER2-positivo o RE/RP-negativo [85, 87, 91], o
ganglios axilares positivos [92]. Sin embargo, existen resultados contradictorios

en la literatura [88].

9.4.- Correlacion entre la expresion de OPN y el pr  ondstico
Los estudios de correlacion entre los niveles de expresion de OPN vy la
supervivencia de las pacientes con cancer de mama sugieren que aquellas
cuyos tumores sobreexpresan OPN tienen un mayor riesgo de recidivas y la
supervivencia global es mas corta [86-88].

El andlisis de los niveles de expresion de ARNm de las diferentes

isoformas no mostré diferencias significativas para la isoforma OPN-a pero si
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para la OPN-b, siendo significativamente mas altos en los tumores de las
pacientes fallecidas por cancer de mama comparado con las vivas, en un
seguimiento de 10 afos. De un modo similar, la variante OPN-c también
demostré diferencias significativas [90]. Sin embargo, actualmente no existen

estudios que corroboren estos resultados.

9.5.- OPN y subtipos moleculares de cancer de mama

Los estudios de expresion de OPN en el cancer de mama dependiendo de su
clasificacion molecular son muy escasos y ademas muestran resultados
contradictorios. Mientras que para unos investigadores se asociaria al fenotipo
luminal [85, 88], en otros es relevante en el fenotipo HER2-positivo pero no en
el subtipo TN/Basal [85, 87]. En contraposicion con los resultados anteriores,
se ha descrito que los tumores con mutaciones en BRCA1 o BRCA2 también
presentan diferencias en la expresién génica de OPN. El andlisis de expresion
por microarrays y de PCR cuantitativa en estos tumores ha demostrado una
mayor expresion de OPN en aquellos con mutaciones en BRCAL, que suelen

pertenecer al subtipo TN/Basal [91, 93].
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS
El gen SPP1 es un oncogén asociado a metastasis, por lo que seria esperable
que los fenotipos tumorales mas agresivos (HER2-positivo y TN/Basal)
presentasen una mayor expresion de ARNm de OPN. Ademas, teniendo en
cuenta que OPN-c se asocia a caracteristicas clinicopatologicas de mal
prondstico, sus niveles de expresion génica podrian ayudar a estratificar a las
pacientes en subgrupos de riesgo, incluso dentro de cada fenotipo tumoral.
Seria pues, también esperable que la expresion de ARNm de OPN-t y
OPN-c fuera mayor en las lineas celulares de CM representativas de los

fenotipos més agresivos (HER2-positivo y TN/Basal).

OBJETIVOS

1 - Analizar por métodos moleculares (qRT-PCR) los niveles de
expresion génica de OPN-t y OPN-c en una serie de pacientes con cancer de
mama. Clasificar los tumores por inmunofenotipos y realizar un estudio

descriptivo de los niveles de ARNm de OPN.

2 - Correlacionar los niveles de expresion ARNm de OPN con las

variables clinico-patoldgicas clasicas.

3 - Correlacionar los niveles de expresion ARNm de OPN con la
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global, estratificando por

inmunofenotipos.

4 - Analizar por gRT-PCR la expresion génica de OPN en lineas
celulares de cancer de mama representativas de los diferentes

inmunofenotipos.
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Materiales y métodos

1.- MUESTRAS BIOLOGICAS

1.1.- Muestras tumorales

El presente estudio se realiz6 sobre material de tejido tumoral incluido en
parafina de los archivos de Patologia del HGUA, los cuales estan incluidos en
las colecciones del Biobanco de esta Institucion.

En este proyecto se incluyeron por una parte pacientes con diagnostico
anterior (1988-2007) a la publicaciéon de la Ley de Investigacion Biomédica del
14 de Junio del 2007, y otro grupo de pacientes diagnosticadas hasta diciembre
de 2008. Los consentimientos informados se recogieron de manera
retrospectiva por los especialistas responsables de las areas de Ginecologia y
Oncologia. Por otra parte, no se utilizé la informacion obtenida para modificar la

actitud terapéutica.

1.2.- Disefio del estudio

1.2.1.- Seleccion de pacientes

Criterios de inclusion:

- Diagndéstico histologico de carcinoma de mama infiltrante y seguimiento
clinico de al menos 12 meses.

- Muestras representativas de tumores incluidos en parafina de tamafo
superior a 5 mm, con la suficiente cantidad y calidad para estudio
inmunohistoquimico y molecular (ARN).

- Fenotipo tumoral por métodos inmunohistoquimicos y/o moleculares

(hibridacion in situ fluorescente —FISH- o cromogénica —CISH-).
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Criterios de exclusion:

- Tratamiento neoadyuvante.

- No disponer de consentimiento informado en los casos de las pacientes
incluidas en el estudio con diagndstico posterior a la publicacion de la Ley de

Investigacion Biomédica del 14 de Junio del 2007.

1.2.2.- Variables de estudio

Variables clinicas y de seguimiento:

- Edad en el momento del diagndstico.

- Fecha de diagnostico de la neoplasia.

- Tipo de tratamiento quirdrgico (cirugia conservadora vs mastectomia y
linfadenectomia axilar homolateral).

- Periodo libre de enfermedad, definido como tiempo transcurrido (en meses)
entre el momento del diagndstico (biopsia/cirugia del tumor primario) y la
aparicion de recidiva local o metastasis a distancia.

- Supervivencia global, definida como tiempo transcurrido (en meses) entre el

momento del diagndstico y el fallecimiento de la paciente.

Variables morfologicas:

- Tamaiio (T) del tumor primario (en mm).

- Grado de diferenciacién tumoral (grados I-lll) (método de Elston and Ellis,
2001) [94].

- Necrosis tumoral (presencia/ausencia).

- Invasién vascular (presencia/ausencia).
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- Metéstasis en ganglios linfaticos (N) (presencia/ausencia/numero de ganglios
positivos).

Finalmente, los tumores fueron estradificados siguiendo el sistema de
clasificacion TNM de carcinomas de mama (American Joint Committee on

Cancer TNM Staging System 2002).

Variables Inmunohistoquimicas:

- Clasificacion en inmunofenotipos basado en la clasificacion molecular de
Perou et al. [11], con modificaciones:

- Luminal A: RE y/o RP >50%, Ki67 <15%, p53 <20%, Bcl2 >50%.

- Luminal B: RE y/o RP <50%, Ki67 220%, p53 >20%, Bcl2 <50%.

- HER2-positivo: expresion en al menos 30% de células de intensidad 3+ o
amplificacion confirmada por métodos de FISH o CISH.

- TN/Basal: RE/RP/HER2-negativos +/- CK5/6 positiva +/- EGFR positivo.

Variables moleculares:
- Cuantificacion de la expresion de ARNm de OPN total (OPN-t).
- Cuantificacion de la expresiéon de ARNm de OPN-c.

- Cuantificacion de la expresiéon de ARNm de PUML.

1.3.-Lineas celulares
Las lineas celulares empleadas en el estudio fueron obtenidas de la “American
Type Culture Collection” (ATCC, Rockville, MD, EEUU) y todas son originarias

de carcinomas de mama, excepto la linea 184A1 que proviene de células
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epiteliales normales de mama. En cuanto al tipo de crecimiento, todas las

lineas escogidas son adherentes y presentan un crecimiento en monocapa.

MCF-7:

Es una linea celular epitelial representativa de tumores luminales (ER/PR-
positivos y HER2-negativo). Posee varias caracteristicas del epitelio mamario
diferenciado, ya que presenta una alta expresion de RE y tiene la habilidad de
procesar estradiol a través de sus receptores citoplasmaticos. En condiciones
de alta confluencia celular, estas células son capaces de formar cumulos

celulares en forma de cupula (Figura 13) [95].

Figura 13.- Linea celular MCF-7. Imagen tomada, con modificaciones, de
http://www.atcc.org.
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T-47D:

Linea celular epitelial representativa de tumores luminales (ER/PR-positivos y
HER2-negativo), caracterizada en 1979 por Keidar et al. Esta linea esta
formada por células epiteliales diferenciadas que presentan uniones
citoplasmaticas, receptores para calcitonina y receptores de esteroides, como

el receptor para beta-estradiol 17 (Figura 14) [96].

Figura 14.- Linea celular T47-D. Imagen tomada, con modificaciones, de
http:/Mww.atcc.org.

BT-474:

Linea celular epitelial representativa de tumores luminales con expresion del
receptor HER2 (RE/RP/HER2-positivos). Se caracteriza por crecer en grupos
aislados. Las colonias son compactas y estan formadas por varias capas de

células, por lo que en cultivo no suelen confluir totalmente (Figura 15) [97].
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Figura 15.- Linea celular BT-474. Imagen tomada, con modificaciones, de
http://icbp.Ibl.gov/breastcancer/images/cell_images/.

SK-BR-3:

Esta linea celular epitelial es representativa de tumores HER2-positivo, con
expresion de HER2 y ausencia de RE y de RP (RE/RP-negativos y
HER2-positivo). Se caracteriza ademas por poseer microvellosidades y
desmosomas en la superficie celular y por la presencia citoplasmatica de

granulos de glucogeno y grandes lisosomas (Figura 16) [98].
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Figura 16. - Linea celular SK-BR-3. Imagen tomada, con modificaciones, de
http://www.atcc.org.

MDA-MB-468:

Linea celular representativa de tumores TN/Basal, ya que no expresa
receptores de estrégenos, progesterona y HER2 (RE/RP/HER2-negativos). Se
considera una linea celular neoplasica que presenta ademas EGFR vy el factor
de crecimiento transformante alfa (transforming growth factor alpha, TGF-a)

(Figura 17) [99].
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Figura 17.- Linea celular MDA-MB-468. Imagen tomada, con modificaciones,
de http://www.atcc.org.

MDA-MB-231:

Linea celular representativa de tumores TN/Basal y Claudin-low, ya que no
expresa receptores de estrogenos, progesterona ni HER2 (RE/RP/HER2-
negativos). Esta linea es altamente mestastética y oncogénica, y presenta
caracteristicas de “células madre”. Al igual que MDA-MB-468, también expresa
EGFR y TGF-a. Ademas, expresa el oncogén WNT7B y tiene baja expresion de
genes implicados en las uniones célula-célula de células epiteliales (Figura 18)

[13, 100].
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Figura 18. - Linea celular MDA-MB-231. Imagen tomada, con modificaciones,
de http://www.atcc.org.

184A1:

Es una linea celular representativa de células epiteliales de la glandula
mamaria normal, que fue establecida a partir del tratamiento con benzopireno
de cultivos primarios de células humanas. Tras la transformacion de las células,
se obtuvo una linea que a pesar de ser inmortal no es maligna (Figura 19)

[101].
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Figura 19.- Linea celular 184A1. Imagen tomada, con modificaciones, de
Stampfer et al. (1985) [101].

2.- Metodologia

2.1.- Condiciones de los cultivos celulares

Las lineas celulares se sembraron en frascos de cultivo de 25 6 75 cm? (Easy
Flask 25, Easy Flask 75, Nunc) en un incubador de CO, (C150 CO,, BINDER
WTB) a una temperatura de 37°C y una atmosfera humidificada a una
concentracion de CO; del 5%. La manipulacién de las mismas se realiz6 en
una cabina de seguridad bioldgica de tipo Il (BIO-II-A, Telstar).

Las células tumorales MCF-7, T-47D, BT-474, SK-BR-3, MDA-MB-468 y
MDA-MB-231 se cultivaron en medio DMEM/Ham’s F-12 (DMEM/Ham’s F-12
con HEPES y L-Glutamina, PAA) suplementado con suero bovino fetal (FBS
Gold Category EU, PAA) al 10% (v/v), penicilina y estreptomicina al 1% (v/v)

(Penicillin/Streptomycin 100x, PAA). La linea epitelial no tumoral 184A1 fue
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cultivada en medio de células epiteliales de mama no tumoral suplementado
con factores de crecimiento y antibioticos (MEGM BulletKit, Lonza).

Cuando las células llegaron a un limite de confluencia del 70-80% se
procedié al pase de las mismas a un nuevo frasco. En primer lugar se realizo
un lavado con PBS (Dulbecco's PBS sin Ca y Mg, PAA) para eliminar el medio
de cultivo. A continuacion, se afiadid 1 ml de tripsina (Trypsina-EDTA (1x)
0,05% / 0,02% en DPBS, PAA) en frascos de 25 cm? 6 2 ml de tripsina en
frascos de 75 cm? y se mantuvieron en el incubador durante 5-10 minutos
hasta la pérdida total de adherencia al frasco. Por ultimo, se realizé una

diluciéon 1:5 en un nuevo frasco con medio fresco.

2.2.- Extraccion de ARN

2.2.1.- Extraccion de ARN de tejido parafinado

Para el estudio de expresion génica se extrajo ARN de tejido tumoral fijado en
formalina al 10% e incluido en parafina. A partir de blogues representativos de
tumor que contuvieran al menos 30% de células neoplasicas, se obtuvieron 3
cilindros de 1 mm.

En primer lugar, los cilindros de tejido se disgregaron manualmente con
una hoja de bisturi sobre una placa Petri estéril. Seguidamente se introdujo el
material en un tubo eppendorf, se afiadié 1 ml de xilol, se mantubo durante 5
minutos y se centrifugé 2 minutos en una microfuga a maxima velocidad para
precipitar el tejido y eliminar el sobrenadante. Para finalizar la desparafinaciéon
del tejido, se afiadido 1 ml de etanol absoluto, se mantubo durante 5 minutos y

centrifugd en las mismas condiciones realizadas con xilol. Por ultimo, se retird
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el etanol y se dejo el tejido en la campana de extraccion de gases hasta la
completa evaporacion del etanol.

Para la disgregacion total del tejido se introdujo en los tubos una esfera
de acero y se afadido 130 ul de tampdén PKD (RNeasy FFPE Kit, Qiagen).
Posteriormente, los tubos se colocaron en un disruptor celular (TissueLyser LT,
Qiagen) durante 2 minutos a 50 Hz. Seguidamente se centrifugaron los tubos 5
minutos a maxima velocidad y se afiadié 30 pl de proteinasa K (RNeasy FFPE
Kit, Qiagen). El tejido se incub6 posteriormente con la proteinasa K en un
termobloque (Thermomixer compact, Eppendorf) a 700 rpm a una temperatura
de 55 °C. Tras la incubacion de 2 horas, se procedio a la incubacion durante
toda la noche en un termobloque a la misma temperatura sin movimiento.

Al dia siguiente, se incubaron las muestras a 80° C durante 15 minutos
con el objetivo de inactivar la proteinasa K. Seguidamente, se retiré la esfera de
acero, se centrifugaron los tubos y se procedio a la extraccion de ARN.

La extraccion de ARN se realiz6 empleando el kit comercial RNeasy
FFPE Kit (Qiagen) de manera automatizada mediante el robot Qiacube
(Qiagen). Por ultimo, se afadieron 3 pl de inhibidor de RNasas (RNase
inhibitor, Applied Biosystems) para evitar la degradacion del ARN y se guardé

el material obtenido a -80 °C.

2.2.2.- Extraccion de ARN de células en cultivo

Las células se cultivaron en placas petri de 10 cm de diametro (Sarstedt) hasta
una confluencia del 70%, obteniéndose alrededor de 10 millones de células por
placa. La extraccion se llevé a cabo empleando el kit comercial de extraccion

de ARN RNeasy Mini Kit (Qiagen).
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En primer lugar, se aspir6 el medio de cultivo de las placas.
Rapidamente, se afiadieron 600 pl de tampon RLT sobre la capa de células.
Las células se rasparon con una espatula de goma (Sarstedt) y el lisado celular
se recogio por pipeteo en un tubo eppendorf. Posteriormente, el lisado celular
se paso 10 veces por una jeringuilla de insulina (Micro-Fine, Becton Dickinson)
para asegurar la lisis total de las células.

La extraccion de ARN se realiz6 de manera automatizada mediante el
robot Qiacube (Qiagen), a partir del lisado celular. Por ultimo, tras la extraccion
de ARN se afiadieron 3 ul de inhibidor de RNasas (RNase inhibitor, Applied

Biosystems) para evitar la degradacion del ARN y se guardé a -80 °C.

2.2.3.- Medida de la concentracion de ARN

La medida de la concentracion de ARN se realiz6 en un espectrofotometro
(NanoDrop 1000, Thermo Scientific). La concentracion se obtuvo a partir de la
absorbancia a 260 nm, longitud de onda de mayor absorbancia para los acidos
nucleicos. Ademas, se evalud la pureza del ARN respecto a la cantidad de
proteinas en la muestra, en base al ratio de las absorbancias 260 nm/280 nm, y
respecto a la cantidad de solventes organicos en la muestra a partir del ratio
260 nm/230 nm. Se considerd una pureza elevada cuando los ratios estaban
comprendidos entre 1,8-2 para 260 nm/280 nm, y 2-2,2 para el ratio 260 nm

/230 nm.
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2.3.- Reaccion de retrotranscripcion a ADN compleme  ntario

La reaccion de retrotranscripcion se llevo a cabo segun el protocolo del kit
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).
En este tipo de reaccion se pretende transcribir toda la informacién contenida
en el ARNm (transcriptoma) a ADN complementario (ADNc), de manera que a
partir de cada molécula de ARNmM se sintetiza una cadena de ADN
complementaria. Este paso es imprescindible porque la molécula de ARN es
muy inestable y por otro lado, no es molde de las polimerasas de ADN
empleadas en la técnica de la qRT-PCR.

Para la sintesis de ADNc se tomaron 2 ug de ARN de cada una de las
muestras. En cada tubo de reaccion se afiadieron 10 pyl de ARN y 2 pul de
“cebadores” de secuencia aleatoria (ramdom primers) y se procedido a la
incubacion a 60°C durante 10 minutos. Posteriormente, se afiadieron el resto
de reactivos (tampon, hexanucle6tidos y enzima) segun las indicaciones del
protocolo del kit y se llevé a cabo la reaccién de retrotranscripcion en un
termociclador (Veriti Termal Cycler, Applied Biosystems) en las siguientes
condiciones:

- 25°C, 10 minutos

- 37°C, 120 minutos

- 85°C, 5 segundos

Como producto final se obtuvieron 2 uyg de ADNc de cada muestra en un
volumen de total de 20 pl a una concentracion de 100 ng/pl.

En conjunto, el ADNc sintetizado representa el contenido de ARNm en la
célula en el momento de la exéresis del tumor, en el caso de muestras

tumorales; y el ARNm en las condiciones de cultivo establecidas, en el caso de
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lineas celulares. De este modo, se obtiene la informacion sobre todos los
genes que se estan expresando en un tejido o linea celular en unas

determinadas condiciones, incluyendo los transcritos alternativos de los genes.

2.4.- PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)

Los productos de amplificacion de PCR convencionales se analizan, por lo
general, una vez finalizada la reaccion. Sin embargo, con esta técnica, los
productos de amplificacion se analizan en el momento de fase exponencial de
la PCR. Esto permite al investigador estimar la concentracion relativa o

absoluta del gen en estudio (Figura 20).

Amplification Plot
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Figura 20 .- Amplificacion génica del ARNm de OPN-t, OPN-c y PUM1 por
gRT-PCR. En le eje vertical se indica en escala logaritmica la fluorescencia
relativa emitida por los ensayos TagMan® a medida que aumenta el numero de
copias. En le eje horizontal se indica el nimero de ciclo de PCR. Imagen
tomada del programa 7500 Software V2.0.6 (Applied Biosystems).

En este estudio se emplearon ensayos TagMan® (Applied Biosystems).
Este tipo de ensayos estan compuestos por “cebadores”, acompafiados de una
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sonda que contiene una molécula fluorescente (reporter) en su extremo 5y
una molécula atenuadora de la fluorescencia (quencher) en su extremo 3’, de
manera que la proximidad entre la molécula fluorescente y su atenuador impide
la emision de fluorescencia.

Al comienzo de la PCR, los “cebadores” y las sondas TagMan® se unen
al ADNc y la polimerasa inicia la sintesis, utilizando los “cebadores” como
molde. Cuando la polimerasa alcanza la secuencia donde ha hibridado la
sonda, mediante su actividad exonucleasa, hidroliza la sonda y se libera la
molécula fluorescente. A lo largo de la reaccion de PCR, la intensidad de
fluorescencia es proporcional a la cantidad de sonda hidrolizada y, por tanto, al
nuamero de moléculas sintetizadas en cada ciclo.

A medida que aumentan los ciclos, aumenta la intensidad de
fluorescencia emitida, hasta superar un umbral de intensidad en un
determinado ciclo de la reaccion. Este ciclo se denomina “ciclo Ct” y representa
el ciclo en el que la intensidad de fluorescencia emitida es notablemente
superior a la fluorescencia basal del conjunto de moléculas presentes en la

reaccion (Figura 21).
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Figura 21 .- Fases de la gqRT-PCR empleando sondas TagMan®. (A) Durante la
PCR, la sonda TagMan® se alinea especificamente con la secuencia
complementaria comprendida entre los primers forward y reverse. (B)
Comienzo de la polimerizacion. La fluorescencia se ve inhibida por la cercania
entre el reporter (R) y el quencher (NFQ). (C) Cuando la polimerasa de ADN
(P) alcanza la sonda, ésta es hidrolizada y se libera la molécula fluorescente
(R), incrementandose asi la sefial de fluorescencia. Figura tomada de
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2x) Protocol.

Los ensayos escogidos en este estudio no amplifican ADN gendmico.
Estos cebadores estan disefiados de tal modo que hibridan en secuencias
correspondientes al empalme entre dos exones contiguos. Por lo tanto,

anicamente hibridan en ADNc, ya que proviene de la secuencia del ARNm sin
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intrones (Tabla 1). Asi pues, la sefal fluorescente procedente de la
amplificacion se dara unicamente a partir de ADNc y en ningun caso a partir de

ADN gendmico contaminante.

Tabla 1.- Ensayos TagMan® empleados (TagMan® Gene Expression Assay):

ID Cddigo de

Simbolo _ o
Nombre del gen Entrez identificacion del

del gen

del gen ensayo

secreted phosphoprotein 1 (OPN) SPP1 6696 Hs00959010_m1
secreted phosphoprotein 1 (OPN-c) SPP1 6696 Hs00960641_m1
pumilio homolog 1 PUM1 9698 Hs00472881_ml

La reacciéon de gRT-PCR se desarroll6 segun las instrucciones del
protocolo indicado en la guia TagMan® Array Plates (Applied Biosystems) y se
llevo a cabo en placas de 96 pocillos (MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate,
Applied Biosystems), en un volumen total de 10 pl para cada reaccion. El
volumen total contenia 7,5 pl de tampon de reaccion y 2,5 yl de ADNc. En el
tampon de reaccion se incluyeron los diferentes ensayos TagMan para el
estudio de cada uno de los genes.

En concreto, cada uno de los 7,5 pl de tampon de reaccion, estaba
compuesto por 5 ul de tampdén (TagMan® Fast Universal PCR Master Mix-No
AmpErase® UNG, Applied Biosystems), 2 uyl de agua y 0,5 pl de ensayo
TagMan® de secuencia especifica. Por otro lado, el ADNc se diluyé a una
concentracion de 20 ng/ul, de los cuales se tomaron 2,5 pl (50 ng de ADNCc)

para la reaccion de qRT-PCR.
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La reaccion de amplificacion se realiz6 en un termociclador Real Time
PCR System 7500-FAST (Applied Biosystems). Las condiciones del
termociclado fueron las siguientes:

- 50°C, 2 minutos

- 95°C, 20 segundos

- 95°C, 3 segundos (40 ciclos)

- 60°C, 30 segundos (40 ciclos)

2.5.- Célculo de la expresion génica por el método  de AACt
El analisis de la expresion génica se llevd a cabo mediante el método de
cuantificacion relativa denominado “Método comparativo AACt”, publicado por
Winer et al. en el afio 1999 [102]. En este tipo de analisis es preciso el estudio
de un gen control o “enddégeno”, a parte del gen diana. Como genes de control
enddégeno deben escogerse aquellos genes cuya expresion no varie en las
diferentes condiciones experimentales, como pueden ser los genes que
codifican la enzima glucolitica GAPDH, la proteina estructural p-actina o ARN
ribosdmico. Estos genes sirven para relativizar la expresion del gen diana
respecto al gen control endégeno.

Ademas del control del gen enddgeno, es necesaria una muestra control
o calibrador. El calibrador es una muestra o conjunto de muestras unificadas,
que representa el estado normal de expresion del gen diana y que por tanto,
permite comparar la expresion del gen diana de una muestra experimental
(tumoral) de una muestra normal (no tumoral). A partir del control del gen

enddgeno y la muestra calibrador se ha desarrollado la férmula AACt [103]:
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AACt = [Ct Gen Diana (muestra experimental) — Ct Gen Enddgeno
(muestra experimental)] — [Ct Gen Diana (calibrador) — Ct Gen Enddgeno

(calibrador)]

A partir del AAct es posible calcular cuantas veces se expresa de mas o
de menos un determinado gen, lo que se denomina comunmente fold change

(FC). EI FC se obtiene a partir de la siguiente formula:

EC = 2 ~ACt

El valor FC representa una sobreexpresion del gen cuando el valor es
mayor a 1 y una inhibicion del gen cuando el valor es menor de 1.

En el presente estudio se escogidé el gen PUM1 como gen de control
enddégeno. La muestra calibrador la obtuvimos a partir del ADNc de 10
muestras de mama normal de cirugias de reducciones mamarias en pacientes
sin ninguna patologia previa. La muestra calibrador para el andlisis de
expresion en lineas celulares fue la linea 184A1, de origen no tumoral.

En las reacciones de gRT-PCR se incluyeron varios controles para
comprobar el buen desarrollo experimental. Para ello se incluyé como control
positivo ADNc de mama normal, retrotranscrito a partir de ARN de mama
normal comercial (Total Breast Female Human RNA, Agilent Technologies) en
las mismas condiciones que el ARN extraido de muestras. Como control
negativo se empled agua en lugar de muestra, incluyendo el tampon de
reaccion y los ensayos TagMan correspondientes. Ademas, se comprobé que

los ensayos empleados no eran capaces de amplificar ADN gendémico o ARN.
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Para tal fin, se afladieron 50 ng de ARN extraido (con ADN contaminante del
proceso de extraccion), como muestra, donde no se observo amplificacion

alguna.

2.6.- Andlisis estadistico

Los datos clinico-patologicos y los datos de expresion génica obtenidos por la
técnica de qRT-PCR se recogieron en una base de datos anonimizada para
posteriormente analizarlos con el programa SPSS (SPSS Inc V.19, Chicago, IL)
para Windows.

A partir de los datos de expresion génica obtenidos de las lineas
celulares se calcul6 la media y la desviacidn tipica. Se realizaron al menos tres
réplicas biolégicas de cada linea celular. Las diferencias entre las medias de
los valores de expresion génica se compararon por el test estadistico t de
Student.

En cuanto a las muestras tumorales, se realiz6 un analisis descriptivo de
las variables clinico-patolégicas mostrando la media (x desviacién tipica) o
mediana (rango, percentil 25 y percentil 75), segln eran o no paramétricas, en
el caso de las variables cuantitativas. En cuanto a las variables cualitativas, se
mostraron los porcentajes de cada subgrupo o categoria.

Las variables cuantitativas obtenidas de la expresion de OPN se
categorizaron en dos grupos, como variables cualitativas, a partir del valor de
expresion determinado por el percentil 75 (Pss) del total de casos analizados
(fold change </>32 para OPN-t, y fold change </>4 para OPN-c). Con el fin de

explorar la correlacion entre las variables cualitativas se construyeron tablas de
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contingencia y se aplicaron los test de Chi-cuadrado o de Fisher, dependiendo
de los resultados.

Para estudiar las posibles diferencias entre las variables de la SLE y SG
segun los subtipos moleculares y segun la expresion de OPN se empled la
prueba de las medianas y el test U-Mann Whitney.

Para determinar el valor pronostico de cada una de las variables con
respecto a la SLE y la SG se realiz6 un estudio univariado aplicandose el
método de Kaplan-Meier y las curvas de supervivencia se compararon
mediante el test log-rank.

Por dltimo, se realiz6 un analisis multivariado de Cox para determinar
como influyen de manera independiente las diferentes variables sobre la SLE y

la SG.
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Resultados

RESULTADOS

La serie estudiada incluye 309 canceres de mama no consecutivos, cuyas
pacientes fueron diagnosticadas y tratadas en el HGUA durante el periodo
1988-2008. Se incluyeron aquellas con las que contamos con un seguimiento
minimo de 1 afio tras el diagnostico. Los datos del seguimiento clinico se

recogieron hasta diciembre de 2011.

1.- ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES CLINICO-P ATOLOGICAS
La mediana de la edad de las pacientes en el momento del diagnostico fue de
57 afios (rango 23-89 afos), predominando las de 250 afios (66,3%; 205/309).

El tamafio tumoral se determiné en la pieza quirdrgica, siendo un 50,5%
<20 mm. Los tumores fueron mas frecuentemente de grado histologico 3
(62,7%); en el 48,1% se observo invasion vascular y el 47,3% tenian focos de
necrosis. Los ganglios linfaticos fueron positivos en el 36,6% de los casos,
predominando el grupo con afectacion de 1 a 3 (N1) (23,1%).

Tras el estudio inmunohistoquimico con RE, RP, HER2, Ki67 y p53, los
tumores seleccionados fueron clasificados en 4 inmunofenotipos, siendo el
grupo HER2-positivo el mas frecuente (39,5%) analizado, seguido del TN/Basal
(31,7%) (Tabla 2). La proporcion de tumores clasificados como HER2-positivo y
TN/Basal es superior a la esperable debido a que la linea de investigacion de

nuestro grupo se centra principalmente en el estudio de estos dos subtipos.
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Tabla 2.- Caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores analizados

Pacientes (n) Porcentaje (%)

Edad

<50 afios 104 33,7

>50 afios 205 66,3
Tamaifio

<20 mm 156 50,5

>20 mm 153 49,5
Grado histolégico

1 23 9,4

2 86 27,9

3 193 62,7
Invasion vascular

ausente 135 51,9

presente 125 48,1
Necrosis

ausente 137 52,7

presente 123 47,3
Fenotipo

Luminal A 61 19,7

Luminal B 28 9,1

HER2 122 39,5

TN/Basal 98 31,7
Status ganglionar

Negativo 187 63,4

Positivo 108 36,6
Status ganglionar (N)

NO 187 63,4

N1 (1-3) 68 23,1

N2 (3-10) 30 10,2

N3 (>10) 10 3,4
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2.- ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES MOLECULAR ES
2.1.- Expresion de ARNm de OPN-t
En términos de expresion génica, un valor FC <0,5 suele considerarse
inhibicion del gen, ya que la expresion de éste seria la mitad del valor que en
condiciones normales, mientras que un valor FC >2 puede considerarse
sobreexpresion, ya que seria un incremento de mas de dos veces en
comparacion con el tejido mamario normal.

De acuerdo con este concepto, en nuestra serie predominaron los

tumores con sobreexpresion (FC >2) de OPN-t (n=276; 89%) (Tabla 3).

Tabla 3.- Expresion de OPN-t en los CM

FC ARNmM OPN-t Pacientes (n) Porcentaje (%)
<2 34 11
>2 276 89
Total 309 100

El analisis estadistico de los niveles de expresion de OPN-t demostro
que esta variable sigue wuna distribucibn no paramétrica (test de
Kolmogorov-Smirnov -K-S-) (Tabla 4), por lo que se obtuvo el dato de la

mediana de FC, el percentil 25-75 y el rango (Tablas 5y 8).

Tabla 4.- Test de K-S para la variable OPN-t.

Prueba K-S para FC OPN-t

NUmero de casos 309
Z de Kolmogorov-Smirnov 5,70
Sig. asinto. (bilateral) <0,01
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2.1.1.- Mediana de la expresion de ARNm de OPN-t e n inmunofenotipos

Los tumores HER2-positivo y TN/Basal presentaron una mediana de expresion
mayor a los subtipos luminales, siendo de 14,71 y de 14,70 respectivamente
(Tabla 5) (Figura 22).

Tabla 5.- Mediana del FC de ARNm OPN-t en inmunofenotipos

FC de la expresion de  ARNm de OPN-t

Percentil Percentil

Mediana o5 75 Minimo  Maximo
Pacientes (n=309) 12,45 4,43 31,70 0,02 925,44
Fenotipo:
- Luminal A 9,63 3,55 29,42 0,18 384,36
- Luminal B 4,72 1,43 13,45 0,02 237,09
- HER2 14,71 6,52 44,35 0,21 925,44
- TN/ Basal 14,70 5,20 27,70 0,06 254,04

100

807

60

40

N

T - 1

I I I I
Luminal A Luminal B HER2 TN/Basal

Expresion ARNm OPN total (FC)

Figura 22.- Mediana del FC de ARNm de OPN-t en inmunofenotipos
(p=0,007, test de las medianas).
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La variable FC se categorizé en dos grupos, en funcién del nivel de expresién
de ARNm de OPN-t, estableciendo el punto de corte FC </>32, valor
aproximado al percentil 75 (P7s), que permitia definir mejor diferentes grupos de
riesgo. De esta manera, consideramos que el 25% de los tumores presentaban

una elevada expresion (Tabla 6).

Tabla 6.- Categorizacion de la expresion de OPN-t

FC ARNmM OPN-t Pacientes (n) Porcentaje (%)
<32 232 75
>32 77 25
Total 309 100

En nuestra serie, los tumores HER2-positivo presentaron mas frecuentemente
sobreexpresion de OPN-t (35%), comparados con los de tipo Luminal B (7%)

(p=0,004; test Chi-cuadrado) (Figura 23).

OFC OPN-t>32

7%

100% BFC OPN-t=32

Luminal A Luminal B HER2 TN/ Basal

Figura 23. - Niveles de expresion de OPN-t en inmunofenotipos (p=0,004; test
de Chi-cuadrado).
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2.2.- Expresion de ARNm de OPN-c

Se analizo sélo en el grupo de tumores con demostrada sobreexpresion (FC>2)
de OPN-t (n=276), ya que la probabilidad de que OPN-c se sobreexprese en
ausencia de la de OPN-t es practicamente nula. Para verificar la no expresion
de OPN-c en ausencia de OPN-t analizamos OPN-c en 10 muestras de
canceres de mama con expresion normal (FC <2) de OPN-t, comprobando que
en ninguno de los casos OPN-c se sobreexpresaba (FC >2). De este modo,

detectamos sobreexpresion de OPN-c en el 38% de los tumores (Tabla 7).

Tabla 7.- Expresion de OPN-c

FC ARNm OPN-c Pacientes (n) Porcentaje (%)
<2 170 62
>2 106 38
Total 276 100

2.2.1.- Mediana de la expresiéon de ARNm de OPN-c en inmunofenotipos

La mediana del FC del ARNm de OPN-c en todos los tumores fue de 0,95
(rango 0,09-109), siendo menor en los tumores Luminales B (0,62), y mas
elevada (2,78) en los TN/Basal (p=0,001; test de las medianas) (Tabla 8)

(Figura 24).
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Tabla 8.- Mediana del FC de la expresion de OPN-c en los diferentes subtipos

FC de la expresion de A RNm OPN-c

Mediana Percentil Percentil , , .
Minimo Maximo

25 75
Pacientes (n=276) 0,95 0,10 4,06 0,09 109,28
Fenotipo:
- Luminal A 1,32 0,11 6,50 0,10 109,28
- Luminal B 0,62 0,12 2,13 0,10 21,76
- HER2 0,73 0,11 1,71 0,09 69,37
- TN/ Basal 2,78 0,13 11,63 0,11 78,27
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Figura 24.- Mediana del FC de ARNm de OPN-c segun inmunofenotipos
(p=0,001; test de las medianas).
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En el caso de la variante OPN-c se escogio el valor de FC del P7s, que fue FC
</>4, para distinguir grupos de pacientes con diferente riesgo. Considerando
este valor, el 25% de los tumores mostraron una elevada expresion de OPN-c

(Tabla 9).

Tabla 9.- Expresion de OPN-c en todos los tumores

FC ARNm OPN-c Pacientes (n) Porcentaje (%)
<4 206 75
>4 70 25
TOTAL 276 100

El andlisis de la expresion del ARNm de OPN-c segun el inmunofenotipo
demostré que los tumores HER2-positivo y los TN/Basal tenian unos niveles de
expresion bastante distintos, a diferencia de los resultados de OPN-t.
Observamos sobreexpresion de OPN-c en sélo el 13% de los HER2-positivo
comparado con el 42% en los TN/Basal (p<0,001; test Chi-cuadrado)

(Figura 25).
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OFC OPN-c >4
BFC OPN-c =4
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Luminal A Luminal B HER2 TN/ Basal

Figura 25. - Niveles de expresién de OPN-c en inmunofenotipos (p<0,001; test
de Chi-cuadrado).

3.- CORRELACION ENTRE LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOG ICAS Y
MOLECULARES
3.1.- Asociaciéon entre OPN-t y variables clinico-pa  tolégicas
Los tumores de las pacientes de mayor edad (=50 afos) presentaron altos
niveles de expresion génica de OPN-t (27%) comparado con los de las
pacientes mas jovenes (20%), pero s6lo observamos una tendencia a la
significaciéon (p=0,170).

Hubo asociacion significativa entre la sobreexpresion de OPN-t y la
presencia de metastasis ganglionares (32%; p=0,02), pero no encontramos
asociacion con el resto de variables clinico-patolégicas (p=ns) (test de

Chi-cuadrado) (Tabla 10).
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Tabla 10.- Correlacion entre expresion de OPN-t y variables clinico-patolégicas

Pacientes FC ARNm OPN-t (% casos)
(n=309) <32 >32 p*
Edad
<50 afios 104 80 20
0,17
=50 afios 205 73 27
Tamano tumoral
<20 mm 156 76 24
ns
>20 mm 153 74 26
Grado histologico
1 29 76 24
ns
2+3 279 75 25
Invasion vascular
ausente 135 80 20 ns
presente 125 77 23
Necrosis
ausente 137 80 20
ns
presente 123 76 24
Status ganglionar
negativo 187 80 20
. 0,02
positivo 108 68 32

*Test de Chi-cuadrado

3.2.- Asociaciéon entre OPN-c y variables clinico-pa  toldgicas

Tampoco hubo asociacion significativa entre los niveles de ARNm de OPN-c
con ninguna de las variables clinico-patolégicas analizadas. S6lo observamos
una tendencia con los tumores de alto grado histolégico (G2+G3; 27%;

p=0,067; test Chi-cuadrado) (Tabla 11).
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Tabla 11.- Correlacion entre ARNm de OPN-c y variables clinico-patolégicas

Pacientes FC ARNm OPN-c (% casos)
(n=276) <4 >4 p*
Edad
<50 afos 89 76 24
=50 afios 185 75 25 ns
Tamano tumoral
<20 mm 137 77 23
>20 mm 137 74 26 ns
Grado histologico
1 28 89 11
2+3 245 73 27 0,067
Invasion vascular
ausente 119 84 16
presente 111 83 17 ns
Necrosis
ausente 117 85 15
presente 113 80 20 ns
Status ganglionar
negativo 160 75 25
positivo 101 75 25 ns

*Test de Chi-cuadrado
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4.- ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

4.1.- Andlisis Univariado (Kaplan-Meier; test de lo  g-rank)

4.1.1.- Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE)

4.1.1.1.- Variables clinico-patoldgicas y SLE

Nuestros resultados mostraron que las pacientes mas jovenes (<50 afos)
(65%), con tumores de >20 mm (63%), de grado 3 (65%), con presencia de
invasion vascular (61%), necrosis (63%), inmunofenotipo HER2-positivo (63%)
(Figura 26) y con metastasis ganglionares (60%), presentaron mas
frecuentemente recidivas (local y/o a distancia) y por tanto la SLE era mas

corta (todas p<0,05; método de Kaplan-Meier; test de log-rank) (Tabla 12).
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Tabla 12.- Correlacion de las variables clinico-patolégicas con la SLE

Pacientes (n) % sin enfermedad p*

Edad

<50 afios 104 65

>50 afios 205 75 0,015
Tamaio

<20 mm 156 81

>20 mm 153 63 <0,001
Grado de diferenciacion

1 23 90

2 86 80

3 193 65 <0,001
Invasion vascular

ausente 135 77

presente 125 61 <0,001
Necrosis

ausente 137 75

presente 123 63 0,019
Fenotipo

Luminal A 60 78

Luminal B 28 79

HER2 122 63

TN/Basal 90 75 0,032
Status ganglionar

negativo 187 78

positivo 108 60 <0,001

* Test de log-rank
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La mediana de meses de la SLE fue mayor en las pacientes con tumores
de subtipos Luminal A y B, siendo de 107 y 128 meses, respectivamente. Sin
embargo, en los HER2-positivo y TN/Basal, ésta fue practicamente la mitad

(p=0,01; prueba de las medianas) (Tabla 13).

Tabla 13.- Mediana de la SLE en los diferentes subtipos.

Mediana

Fenotipo Pacientes (n) Minimo Maximo p*
(meses)
Luminal A 60 107 10 259
Luminal B 28 128 18 193
HER2 122 65 0 302
TN/Basal 90 54 1 297 0,01
*Prueba de las medianas
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Figura 26.- Curvas de Kaplan-Meier para la SLE segln inmunofenotipos
(p=0,032; test de log-rank).
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4.1.1.2.- Expresiéon de OPNy SLE

Nuestros resultados mostraron que las pacientes tenian medianas de SLE mas
largas cuando no habia sobreexpresion tumoral tanto de OPN-t (84 meses)
como de OPN-c (84 meses) (ambas, p<0,001) (test de Mann-Whitney)

(Tabla 14).

Tabla 14.- Mediana de la SLE segun la expresion de OPN-t y OPN-c

FC ARNmM FRIBEMIES MBI Minimo Maximo p*
(n) (meses)

OPN-t

<32 230 84 1 302

>32 77 39 0 297 <0,001
OPN-c

<4 204 84 0 302

>4 69 21 4 297 <0,001

* Test de Mann-Whitney

Observamos que solo el 67% de las pacientes con tumores con niveles
elevados de ARNm de OPN-t estaban libres de enfermedad, comparado con el
73% en los casos sin sobreexpresion (p=0,045) (Figura 27). De modo similar,
altos niveles de OPN-c se correlacionaron con un mayor riesgo de recidivas

(71% vs 73%; p=0,02; Kaplan-Meier-test de log-rank) (Figura 28).
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Figura 27. - Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la expresion de OPN-t
(p=0,045; test de log-rank).
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Figura 28. - Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la expresion de OPN-c
(p=0,02; test de log-rank).
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4.1.1.3.- Inmunofenotipos estratificados por los ni  veles de expresion de
ARNmM de OPN

Las pacientes con tumores de subtipo Luminal A sin sobreexpresion de OPN-t
tenian una mejor SLE (mediana de 135 meses), comparada con aquellas cuyos
tumores sobreexpresaban OPN-t (mediana de 18 meses). Observamos una
tendencia similar en el grupo de pacientes con tumores TN/Basal
(68 meses vs 22 meses). Sin embargo no hubo diferencias significativas para

aguellas con tumores de subtipos Luminal B y HER2 (Tabla 15).

Tabla 15.- Mediana de la SLE segun la expresion de OPN-t en

inmunofenotipos

Fenotipo / Pacientes  Mediana Minimo  Maximo o*

FC ARNm OPN-t (n) (meses)
Luminal A

<32 47 135 10 259

>32 13 18 10 115 <0,001
Luminal B

<32 26 136 18 193

>32 2 94 78 110 ns
HER2

<32 79 67 2 302

>32 43 50 0 174 ns
TN/Basal

<32 72 68 1 197

>32 18 22 9 297 0,109

*Test U de Mann-Whitney

Con respecto a la OPN-c, la mediana en meses de la SLE fue mayor en

pacientes con tumores de tipo Luminal A (138 meses; p<0,001) y TN/Basal (90
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meses; p<0,001) sin sobreexpresion. Observamos una tendencia para el
subgrupo de HERZ2-positivo (68 meses; p=0,154) y no fue significativa la
diferencia en el de Luminales B, probablemente debido a que sélo en un tumor
pudimos demostrar sobreexpresion de OPN-c (test U de Mann-Whitney) (Tabla

16).

Tabla 16.- Mediana de la SLE segun la expresion de OPN-c en

inmunofenotipos

Fenotipo / Pacientes  Mediana Minimo  Maximo o*

FC ARNm OPN-c (n) (meses)
Luminal A

<4 35 138 16 259

>4 18 18 10 135 <0,001
Luminal B

<4 19 122 18 193

>4 1 - - - NV/**
HER2

<4 99 68 0 302

>4 15 50 13 117 0,154
TN/Basal

<4 46 90 1 197

>4 33 22 4 297 <0,001

*Test U de Mann-Whitney; *NV= no valorable

La posterior subestratificacion de los fenotipos tumorales dependiendo
de los niveles de OPN permitié identificar grupos de pacientes con diferente
riesgo dentro de cada subtipo, excepto en el grupo de pacientes con tumores
de tipo Luminal B. Ello probablemente es atribuible al escaso numero de

pacientes con recidivas en este subgrupo. En el caso de la OPN-t observamos
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s6lo una tendencia a la significacion (p=0,195) (Figura 29), mientras que para
la OPN-c, las diferencias si que fueron significativas (p=0,029; método de

Kaplan-Meier, test de log-rank) (Figura 30).
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Figura 29. - Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la expresion de OPN-t
en los diferentes subtipos. (A) Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la
expresion de OPN-t en fenotipo Luminal A. (B) Curva de Kaplan-Meier para la
SLE segun la expresion de OPN-t en fenotipo Luminal B (p=0,195; test de
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Figura 29 (continuacion). - (C) Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la
expresion de OPN-t en fenotipo HER2. (D) Curva de Kaplan-Meier para la SLE
segun la expresion de OPN-t en fenotipo TN/Basal (p=0,195; test de log-rank
conjunto para la subtestratificacion de los 4 inmunofenotipos).
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Figura 30. - Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la expresion de OPN-c
en los diferentes subtipos. (A) Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la
expresion de OPN-c en fenotipo Luminal A. (B) Curva de Kaplan-Meier para la
SLE segun la expresion de OPN-c en fenotipo Luminal B (p=0,029; test de
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104



Resultados

C
100
80
S
% 65%
8 60
>
£
3
S 60%
w % %
-l
(/2]
20
0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Seguimiento (meses)
D
100—“‘q=£g
k-
83%
80
)
©
© 70%
8 607
=]
£
>
S
w 40
-l
(/2]
20
0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Seguimiento (meses)

Figura 30 (continuacion).
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- (C) Curva de Kaplan-Meier para la SLE segun la
expresion de OPN-c en fenotipo HER2. (D) Curva de Kaplan-Meier para la SLE
segun la expresion de OPN-c en fenotipo TN/Basal (p=0,029; test de log-rank
conjunto para la subtestratificacion de los 4 inmunofenotipos).
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4.1.2.- Supervivencia Global (SG)
4.1.2.1.- Variables clinico-patologicas y SG
El andlisis demostré que las pacientes con tumores de <2cm (89%), bajo grado
histologico (97%), sin invasion linfatica (86%) ni necrosis (85%), ganglios
linfaticos negativos (84%) y con fenotipo Luminal A (91%) (Figura 31) tenian
SG estadisticamente significativas mas largas (todas las p<0,05). Sin embargo,
no encontramos correlacion con la edad de las pacientes al diagndéstico (p=ns;
método de Kaplan-Meier; test de log-rank) (Tabla 17).

La mediana en meses de la SG fue superior en las pacientes con
tumores de fenotipos Luminal A 'y B comparada con las de fenotipos
HER2 y TN/Basal, siendo en este ultimo grupo la mas corta (p=0,020, test de

las medianas) (Tabla 18).
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Tabla 17.- Correlacion de las variables clinico-patolégicas con la SG

Pacientes (n) Supervivencia (%) p*

Edad

<50 afos 104 I

S50 afios 205 79 ns
Tamaio

<20 mm 156 89

>20 mm 153 70 <0,001
Grado histolégico

1 23 97

2 86 85

3 193 73 0,001
Invasion vascular

ausente 135 86

presente 125 65 <0,001
Necrosis

ausente 137 85

presente 123 67 0,001
Fenotipo

Luminal A 61 91

Luminal B 28 78

HER2 122 72

TN/Basal 98 78 0,019
Status ganglionar

negativo 187 84

positivo 108 69 <0,001

*Test de Chi-cuadrado
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Figura 31.- Curvas de Kaplan-Meier para la SG segun inmunofenotipos
(p=0,019; test de log-rank).

Tabla 18.- Mediana de la SG en inmunofenotipos

Pacientes Mediana

Fenotipo ") (meses) Minimo Maximo p*
Luminal A 61 120 10 267
Luminal B 28 136 41 202
HER2 122 78 3 302
TN/Basal 98 65 1 297 0,02

*Test de las medianas
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4.1.2.2- Expresion de OPN y SG

La mediana de la SG (en meses) fue menor en las pacientes cuyos tumores
sobreexpresaban OPN-t (64 meses) (p<0,001). Los resultados fueron similares
en cuanto a la sobreexpresion de OPN-c (32 meses) (p<0,001) (test U de

Mann-Whitney) (Tabla 19).

Tabla 19.- Mediana de la SG segun la expresion de OPN-ty OPN-c

FC ARNm FRIBEMIES MBI Minimo Maximo p*
(n) (meses)
OPN-t
<32 231 94 1 302
>32 77 64 8 297 <0,001
OPN-c
<4 205 98 1 302
>4 69 32 10 297 <0,001

*Test U de Mann-Whitney

Las pacientes tenian mejor pronéstico cuando los tumores no
sobreexpresaban OPN-t, estando 79% vivas en el U(ltimo seguimiento,
comparadas con el 77% en el subgrupo con sobreexpresion (p=0,13)
(Figura 32). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas con los
niveles de expresion de OPN-c (78% vs 82%) (p=ns) (método de Kaplan-Meier;

test de log-rank).
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Figura 32.- Curva de Kaplan-Meier para la SG segun la expresiéon de OPN-t
(p=0,13; test de log-rank).

4.1.2.3- Inmunofenotipos estratificados por los niv  eles de expresion de
ARNmM de OPN

La SG fue significativamente mayor entre las pacientes con CM del subtipo
Luminal A sin sobreexpresion de OPN-t, con una mediana de 138 meses
(p=0,002), mientras que observamos una tendencia para los subtipos

HERZ2-positivo y TN/Basal (test U de Mann-Whitney) (Tabla 20).
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Tabla 20.- Mediana de la SG segun la expresion de OPN-t en inmunofenotipos

Fenotipo / Pacientes  Mediana Minimo MAXIMo o*
FC ARNm OPN-t (n) (meses)

Luminal A

<32 47 138 10 267

>32 13 19 10 219 0,002
Luminal B

<32 26 138 41 202

>32 2 - - - NV**
HER2

<32 79 84 3 302

>32 43 71 8 174 0,114
TN/Basal

<32 73 69 1 197

>32 18 28 9 297 0,069

*Test U de Mann-Whitney; **NV= no valorable

Ademas, aquellas pacientes con tumores con sobreexpresion de OPN-c
presentaron medianas de SG mas cortas para los subtipos Luminal A (144 vs
18 meses) y TN/Basal (99 vs 30 meses) (ambas p<0,001; test U de

Mann-Whitney) (Tabla 21).
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Tabla 21.- Mediana de la SG segun la expresion de OPN-c en inmunofenotipos

Fenotipo / Pacientes Mediana Minimo  Maximo o*

FC ARNm OPN-c (n) (meses)
Luminal A

<4 35 144 16 267

>4 18 18 10 181 <0,001
Luminal B

<4 19 135 41 202

>4 1 - - . *xN\\/
HER2

<4 99 79 3 302

>4 15 65 17 117 ns
TN/Basal

<4 47 99 1 197

>4 33 30 11 297 <0,001

*Test U de Mann-Whitney; *NV= no valorable

El analisis de la SG en las pacientes segun el inmunofenotipo tumoral
dependiendo de los niveles de expresion de OPN no nos permitio identificar

subgrupos de riesgo (p=ns).

4.2.- Analisis Multivariado (Regresion de Cox)

4.2.1.- Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE)

En el andlisis multivariado decidimos incluir la expresion génica de OPN-t y
OPN-c por separado debido a que no son variables independientes, ya que la
OPN-c es parte de la OPN-t .Asi pues, realizamos dos andlisis por separado,

en primer lugar incluyendo la OPN-t y en segundo lugar la OPN-c.
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El analisis multivariado para la SLE demostré que el grado histologico
(p=0,035) y el status ganglionar (p=0,024) presentaban valor prondstico
independiente. Sin embargo, observamos sélo una tendencia con el tamafio del

tumor y la expresion de OPN-t (modelo de regresion de Cox) (Tabla 22).

Tabla 22.- Resultados del analisis multivariado para la SLE incluyendo OPN-t

Variables 3 Odds ratio 95% IC p*
Edad -0,30 0,8 0,5-1,2 ns
Tamafio 0,45 1,6 0,9-2,7 0,094
Grado histolégico 0,70 2,0 1,0-3,8 0,035
Invasion vascular 0,04 1,0 0,6-1,7 ns
Necrosis 0,10 1,1 0,7-1,8 ns
Fenotipo -0,03 0,9 0,7-1,2 ns
Ganglios (+/-) 0,63 1,9 1,1-3,3 0,024
OPN-t (FC >32) 0,46 1,6 0,9-2,7 0,079

*Regresion de Cox

Por otro lado, incluimos como variable la expresion de la variante OPN-c.
En este caso fueron el grado histolégico (p=0,004), el status de los ganglios
linfaticos (p=0,014) y la expresion de OPN-c (p=0,006; regresion de Cox) las
variables con valor prondstico independiente en cuanto a la recidiva de la
enfermedad. En este caso también observamos una tendencia con el tamafio e

inmunofenotipo tumorales (Tabla 23).
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Tabla 23.- Resultados del analisis multivariado para la SLE incluyendo OPN-c

Variables 3 Odds ratio 95% IC p*
Edad -0,01 1,0 0,9-1,0 ns
Tamario 0,56 1,7 1,0-3,2 0,062
Grado histolégico 0,83 2,3 1,3-4,1 0,004
Invasion vascular -0,16 0,9 0,5-1,7 ns
Necrosis 0,05 1,0 0,6-1,8 ns
Fenotipo -0,27 0,8 0,6-1,0 0,074
Ganglios (+/-) 0,75 2,1 1,2-3,8 0,014
OPN-c (FC >4) 0,88 2,4 1,9-4,5 0,006

*Regresion de Cox

4.2.2.- Supervivencia Global (SG)

Observamos que UuUnicamente la presencia de metastasis ganglionares
(p=0,043; regresion de Cox) fue un factor independiente en cuanto a predecir la
muerte de las pacientes. Para las variables del tamafio, la invasion vascular, la
presencia de necrosis, el inmunofenotipo tumoral y la expresion de OPN-t sélo

se observé una tendencia a la significacion estadistica (Tabla 24).
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Tabla 24.- Resultados del analisis multivariado para la SG

Variables 3 Odds ratio 95% IC p*
Tamaio 0,76 2,1 0,9-4,8 0,070
Grado histolégico 0,30 1,3 0,7-2,5 ns
Invasion vascular 0,54 1,8 0,8-3,7 0,180
Necrosis 0,67 1,9 0,9-4,1 0,070
Fenotipo 0,18 1,2 0,9-1,7 0,260
Ganglios 0,32 4,0 1,0-1,8 0,043
OPN-t (FC >32) 0,33 1,4 0,7-2,5 0,270

*Regresion de Cox

6.- EXPRESION DE OPN EN LINEAS CELULARES

Detectamos sobreexpresion de OPN-t y OPN-c en las lineas MDA-MB-468 y
SK-BR-3. Sin embargo en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 la expresion de
OPN-t fue baja y ausente para OPN-c, mientras que no observamos expresion

de OPN-t ni OPN-c en las lineas T-47D y BT-474 (Figura 33).
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Figura 33.- Expresion de ARNm de OPN-t y OPN-c en lineas celulares de
cancer de mama representativas de los distintos subtipos moleculares
(*p=<0,05; **p<0,001; prueba t de Student).
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Discusion
DISCUSION
El cancer de mama es la neoplasia mas comun en los paises occidentales, lo
gue suscita un gran interés en investigar la etiopatogenia de la enfermedad y
su tratamiento. La alta incidencia de esta neoplasia conlleva un gran nimero de
muertes [3] y en ocasiones una menor calidad de vida en las pacientes que
superan la enfermedad [104].

El cancer de mama se clasifica basandose en una serie de criterios
clinicopatolégicos y de biomarcadores obtenidos por meétodos de
inmunohistoquimica, para asi determinar el prondstico y tratamiento de las
pacientes [105]. Sin embargo, hace poco mas de una década, Perou et al. [10]
publicaron sus resultados sugiriendo una nueva clasificacion en subtipos
“intrinsecos” moleculares, que representan diferentes entidades tumorales.
Estos subtipos moleculares se caracterizan por un determinado perfil genético
y un pronéstico distinto [14]. Por tanto, esta neoplasia ha pasado de
considerarse una unica enfermedad a ser percibida como un grupo de
enfermedades heterogéneas caracterizadas por diferentes aberraciones
moleculares [106].

Debido a que esta nueva clasificacion molecular esta cobrando una gran
relevancia del mismo modo que la clasificacion clasica, en el presente estudio
clasificamos en un primer lugar los tumores de mama basandonos en
biomarcadores determinados por inmunohistoquimica como son RE/RP, HER2,
p53, Bcl2 y Ki67, que se aplican en la rutina del diagnéstico histolégico.
Actualmente, la clasificacion molecular esta siendo revisada y ampliada, ya que
se han descrito nuevos subtipos, como los tumores claudin-low [13, 107-108],

que por el momento no son contemplados en la clasificacion inmunofenotipica.
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En segundo lugar, el estudio de los niveles de expresion de ARNm de
OPN se realiz6 para determinar el papel que podria tener este oncogén en la
etiopatogenia de los distintos fenotipos y su potencial aplicabilidad como factor
prondstico y/o de diana terapéutica.

En la serie analizada de 309 canceres de mama no consecutivos,
predominaron las pacientes de =50 afios, con tumores <20 mm, de alto grado
histoldgico, sin invasion vascular ni necrosis tumoral y con ganglios axilares
negativos. La clasificacion por inmunofenotipos de los tumores seleccionados
mostréo que el grupo HER2-positivo fue el mas frecuentemente analizado
(39,5%), seguido del TN/Basal (31,7%), una proporcion atipica como
consecuencia de los criterios de seleccion en nuestro grupo de investigacion.

Los primeros estudios publicados sobre los niveles de expresion de OPN
por métodos inmunohistoquimicos datan de 1995, en los que demuestran
niveles altos de expresion en cancer de mama [109], lo que ha sido
corroborado por estudios mas recientes [85-88]. El andlisis de sangre de
pacientes también revel6 un aumento de la concentracién de OPN en estadios
mas avanzados de la enfermedad [83].

Sin embargo, el analisis de los niveles de expresion de ARNm de OPN
por gRT-PCR ha sido objeto de muy pocos estudios en neoplasias humanas, y
concretamente en el cancer de mama, donde por lo general el nimero de
tumores incluidos es reducido (40-181 casos) [89-91, 93].

El 89% de nuestros casos presentaron un incremento de dos veces 0
mayor en los niveles de ARNm de OPN en comparacion con los controles de
mama normales, lo que sugiere un papel fundamental de la OPN en la

etiopatogenia del cancer de mama.
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Resefiar que los escasos resultados publicados en el tema presentado,
ademas de su variabilidad, hacen que no se tenga un punto de referencia
orientativo, ya que cada autor considera un punto de corte diferente para definir
la presencia o no de sobreexpresion de OPN. Por ello, para el propdsito de
nuestro estudio, consideramos como punto de corte el FC del P75 para definir la
sobrexpresion de OPN, siendo FC 232.

En nuestra serie, la mediana del FC de OPN-t fue de 12,45. De modo
similar, Reinholz et al. [89] observaron un aumento de ARNm de OPN de 6
veces en DCIS mientras que en los tumores primarios y en las metastasis fue
de hasta 12 veces, comparados con el tejido normal. El 60% de los carcinomas
infiltrantes analizados sobreexpresaban OPN-t. De modo similar, los estudios
de expresién de OPN por inmunohistoquimica demuestran positividades entre
el 49-87% [85-88, 92, 110].

En nuestra serie observamos que la mediana de FC de OPN-t era mayor
en los subtipos HER2-positivo y TN/Basal, lo que sugiere su asociacion a
tumores con un comportamiento clinico mas agresivo, y que por tanto puede
ser considerado un biomarcador con potencial valor pronéstico.

Los estudios de correlacion con los receptores hormonales realizados
por el grupo de Rudland et al. de la Universidad de Liverpool no demostraron
inicialmente asociacion de OPN con RE, RP ni HER2 [87], pero en un estudio
posterior describieron una correlacién positiva con RE-a [88]. Contrariamente,
para Ribeiro-Silva et al. [85] esta correlacién fue negativa con el subtipo
luminal, positiva con el subtipo HER2-positvo y no observaron ninguna

correlaciéon con el subtipo TN/Basal, aunque este Ultimo subgrupo incluia sélo
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17 tumores. Sin embargo, Wang et al. [92, 111] demostraron sobreexpresion de
OPN en el 86% de los TN comparado con el 60% de los clasificados como no
TN.

Aunque nuestros resultados pueden no ser comparables debido a que el
meétodo de estudio es diferente, hay una correlacion parcial con algunos de los
resultados de los estudios previos, ya que pudimos demostrar que los niveles
de expresion de ARNm de OPN fueron mas elevados en los TN/Basal [92, 111]
y en los HER2-positivo [85]. También Bane et al. [93] en su analisis de la
expresion de ARNm de OPN en cancer de mama con mutaciones de BRCAL,
frecuentemente de subtipo TN/Basal, observaron mayor expresion e OPN en
comparaciéon con un subgrupo de tumores luminales. Para Ihnen et al. [91] la
mediana de expresion de ARNm de OPN fue mayor en los tumores TN/Basal
en comparacion con los luminales y HER2-positivo.

Nuestro estudio confirma pues el papel relevante de OPN en un
subgrupo de CM de subtipo TN/Basal. Sin embargo, la discordancia de
resultados con respecto al subtipo HER2-positivo podemos atribuirla al
reducido nimero de casos incluidos en las series anteriores [85, 87, 91].

Més recientemente, de las tres “splice variants” de OPN, OPN-c se ha
sugerido como un marcador especifico de células neoplasicas de mama, ya
que no se suele expresar en la mama normal [112]. Nosotros detectamos
expresion de OPN-c en nuestros controles sanos y en el ARN comercial de
mama normal, aunque los niveles siempre fueron inferiores a los de las
neoplasias analizadas.

De los tumores con sobreexpresion de OPN-t, el 38% presentaron

también niveles elevados de OPN-c. Nuestros resultados son comparables al
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anico estudio publicado al respecto por Patani et a.l [90]. En una serie de 127
canceres de mama analizaron la expresion de los tres transcritos de ARNm por
gRT-PCR, observando un aumento de la media, siendo de 1,5 en OPN-a, 3,5
en OPN-b y el doble en OPN-c. El calculo de la media de nuestros datos de
OPN-c fue incluso mayor (FC=2,42). Sin embargo, teniendo en cuenta que esta
variable seguia una distribucion no paramétrica, el dato que utilizamos fue el de
la mediana de OPN-c. Estos autores vieron que la expresion de OPN-a fue
menor en tumores de alto grado y estadio (TNM), de alto NPI (Nottingham
prognostic index) y en tumores cuyas pacientes fallecieron antes, por lo que
consideraron que la sobreexpresion de OPN-a es un factor positivo. Por otro
lado, observaron que la expresion de OPN-b se incrementaba con el grado
tumoral, el NP1 y las recidivas, siendo la supervivencia global de las pacientes
menor. Por ultimo, observaron un incremento de la expresion de OPN-c en
tumores de alto grado y en estadios avanzados. Ademas, OPN-c se
correlacion6 con el desarrollo de recidivas locales, metastasis a distancia
fundamentalmente O6seas y con una menor supervivencia global de las
pacientes.
En nuestra serie, la mediana del FC de la variante OPN-c fue 0,95, lo
que significa que la expresion de OPN-c en el 50% de los tumores es similar a
la mama normal. Para el proposito de este estudio y tal como hicimos con la
variable de la expresién de OPN-t, consideramos como punto de corte para
definir la sobreexpresion de OPN-c el FC del Ps, siendo FC>4. Segun este
criterio, los tumores con alta expresion de ARNm de OPN-c solian ser de alto
grado y las pacientes presentaron mas frecuentemente recidiva local y/o

metastasis a distancia.
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Tras la estratificacion de los resultados de ARNm de OPN-c en los
diferentes inmunofenotipos, observamos que los carcinomas de los subtipos
Luminal A y B, y los HER2-positivo presentaban expresion sin gran variacion.
Por el contrario, los tumores del subtipo TN/Basal tenian una mediana mas
elevada (FC=2,78). Segun nuestro punto de corte, observamos que el 42% de
los carcinomas TN/Basal sobreexpresaban OPN-c, lo que se asocio a un peor
prondstico en este subgrupo de pacientes. No podemos contrastar nuestros
resultados con otros estudios, ya que no existe literatura publicada al respecto.
Sin embargo, existen datos que apoyarian nuestras observaciones, como la
demostrada correlacion con alto grado histolégico [112], la presencia de
metastasis a distancia y a SLE més cortas [90].

La sobreexpresion de OPN-c también se ha demostrado en otros tipos
de neoplasias, correlacionada en ocasiones con caracteristicas de agresividad.
Por ejemplo, en pancreas se ha descrito en adenocarcinomas ductales [74] y
en lineas celulares de glioma se ha asociado a la capacidad de invasion celular
[113]. Similar a lo demostrado en cancer de mama, un estudio reciente en
pacientes con cancer de prostata demuestra un aumento de las tres variantes
transcripcionales de OPN, siendo OPN-c la mas sobreexpresada y con mejor
especificidad y sensibilidad para distinguir pacientes de riesgo [114].

De acuerdo con los datos de la literatura, observamos so6lo una
tendencia de los niveles de expresion de OPN-t en los tumores de las mujeres
de mayor edad [92], no asociacion con el tamafio tumoral y tampoco para la
OPN-c [87, 89]. En nuestra serie, los niveles elevados de OPN-c se

correlacionaron soélo con un alto grado histoldgico [90, 112], mientras que OPN-
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t con el status ganglionar positivo. Resultados similares han sido observados
en estudios inmunohistoquimicos de OPN-t [85, 87, 92].

Un metaandlisis publicado recientemente sobre la expresion de OPN en
diferentes tipos de cancer demuestra que el aumento de los niveles de OPN a
su vez incrementa la probabilidad de que el tumor sea de alto grado [115].

En conjunto, nuestros datos estan apoyados por la literatura, que
sugieren que la OPN-t y/o variante OPN-c se sobreexpresan en tumores de alto
grado, con metastasis ganglionares y por tanto, son marcadores potenciales de
un comportamiento biolégico mas agresivo en el cancer de mama [45, 68].

El andlisis de supervivencia confirm6é que las variables clinico-
patolégicas como la edad joven, el tamafio (>20 mm), un alto grado de
histoldgico, la presencia de invasion vascular y de necrosis asi como un status
ganglionar positivo se correlacionan con peor supervivencia [116-118].

Nuestras pacientes con tumores de fenotipos HER2 y TN/Basal también
tuvieron supervivencias libres de enfermedad mas cortas [107-108]. A pesar de
que la supervivencia libre de enfermedad suele ser intermedia en pacientes con
tumores Luminal B, en nuestra serie fue similar a las pacientes con tumores de
fenotipo Luminal A. Esto podemos atribuirlo a que este grupo incluia pocas
pacientes (n=28) del tipo Luminal B, ya que fueron excluidas aquellas con
tumores RH/HER2-positivos [119]. Sin embargo, las Ultimas recomendaciones
de Sant Gallen [120] recomiendan la subclasificacion de este subgrupo como
“Luminal B/HER2-positivo”, que obviamente son tumores mas agresivos.

La mediana de meses de supervivencia libre de enfermedad fue menor
en pacientes cuyos tumores presentaban alta expresion de OPN-t (84 vs 39

meses) y de OPN-c (84 vs 21 meses). El analisis de supervivencia nos permitié
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distinguir un subgrupo de pacientes con mayor riesgo de recidiva cuando sus
tumores sobreexpresaban OPN-t (67% vs 73%) u OPN-c (71% vs 73%), similar
a estudios previos de expresion de ARNm de OPN [90-91] y su proteina [86,
111], lo que corrobora el papel de SPP1 como gen asociado a metastasis [44,
48-49, 61].

Es interesante destacar que la mediana de meses de supervivencia libre
de enfermedad fue mayor en pacientes con tumores con baja expresion de
OPN-t y OPN-c, ademas entre los diferentes subtipos moleculares. Esto fue
mas evidente en aquellas con tumores del subtipo TN/Basal, donde
observamos una mayor expresion tanto de OPN-t como de OPN-c entre las
que desarrollaron mas frecuentemente recidiva.

En cuanto al analisis de la supervivencia global, nuestras pacientes con
tumores de subtipo Luminal A seguido de Luminal B, vivian mas tiempo
comparadas con las portadores de tumores HER2 positivo y TN/Basal, de
acuerdo con la literatura [11, 14, 107]. La mediana de meses fue notablemente
menor en pacientes con tumores con alta expresion, tanto de OPN-t (64 vs 94
meses) como de la variante OPN-c (32 vs 98 meses). Pudimos detectar
ademas un subgrupo de pacientes con mayor riesgo de muerte cuando los
niveles de OPN-t eran elevados (77% vs 79%) [86-87, 111], pero no con la
OPN-c. Sin embargo, Patani et a.l [90] si que observaron correlacién
significativa entre la expresion de OPN-b y OPN-c y peores supervivencias
globales.

Tras estratificar a las pacientes por subtipos moleculares y niveles de
expresion de OPN-t y OPN-c, también observamos una disminucion de la

mediana de meses en todos los grupos cuando habia sobreexpresion.
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Nuestros datos son comparables con los de lhnen et al. [91] que observan que
las pacientes con tumores TN/Basal y alta expresion de ARNm de OPN
presentan menores supervivencias globales que aquellas con tumores
Luminales y HER2-positivo. Por lo tanto, aunque OPN tiene un papel relevante
en un subgrupo de tumores dentro de cada fenotipo, es fundamentalmente en
el subtipo TN/Basal donde confiere especial agresividad, lo que podria
contribuir, al menos en parte a que estas pacientes tengan un peor pronostico.
Esto tiene una gran importancia debido al desarrollo de nuevas “dianas
terapéuticas”, entre las que se podria incluir OPN, considerando las pocas
opciones de tratamiento en este grupo de pacientes.

En nuestra serie pudimos demostrar el valor prondstico independiente en
cuanto al riesgo de recidiva local y/o metéstasis a distancia de factores
clasicos, como el grado histolégico y el status ganglionar, con una tendencia
para el subtipo y el tamafio del tumor. Confirmamos ademas el valor pronostico
de los niveles de ARNm de OPN-c, mientras que sélo encontramos tendencia a
la significacién para la OPN-t [91]. Este dato refuerza el papel relevante de esta
variante en los mecanismos de progresion de la enfermedad, también sugerida
por otros investigadores [54, 89-90, 112]. Estudios previos demuestran ademas
el papel relevante de la expresion proteica de OPN-t [111], o de su
concentracion en plasma [83] .

Finalmente, el status ganglionar tuvo un valor prondstico independiente
en cuanto a predecir la muerte de nuestras pacientes, mostrando sélo una
tendencia a la significacion el tamafio, la invasion vascular y la necrosis
tumorales. Aunque en nuestra serie no pudimos demostrar el valor prondstico

independiente de OPN, otros autores lo demuestran para los niveles de la

129



Discusion
proteina de OPN en tumores [86-87] 0 en sangre [83] de pacientes con cancer
de mama y en otras neplasias [115].

Para validar los resultados obtenidos en la serie clinica de pacientes,
cuantificamos el ARNm de OPN en lineas celulares representativas de los
diferentes subtipos de cancer de mama. A pesar de que la qRT-PCR es una
técnica molecular ampliamente extendida, existen pocos estudios de expresion
de ARNm de OPN en lineas celulares de mama [121]. Existen mas datos
publicados sobre la expresion de OPN por métodos de hibridacion in situ [122],
RT-PCR [54, 123-124], Western blot [125-129] e inmunohistoquimica [122,
130].

En la linea celular de mama no tumoral (184A1) observamos expresion
génica tanto de OPN-t como de OPN-c, asi como en nuestro control de tejido
de mama normal y en control de ARN de mama comercial. Estos valores se
utilizaron como referencia, de manera que relativizamos la expresiéon del resto
de lineas tumorales frente a la linea no tumoral.

En las lineas representativas del subtipo Luminal A, los niveles de
expresion fueron muy bajos, incluso practicamente indetectables en la linea
T-47D. Tampoco en la linea celular BT-474, representativa del subtipo Luminal
con HER2-positivo, pudimos demostrar expresion. Otros investigadores han
detectado un aumento de la expresién de OPN en MCF-7 cuando las células
estdn formando mamosferas. En comparacion con el crecimiento en
monocapa, el crecimiento de mamosferas presenta mayor similitud a los
tumores in vivo respecto a la arquitectura y a la fisiologia celular [131], lo que

podria justificar al menos en parte nuestros resultados.
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Por otra parte, en SK-BR-3, modelo de los tumores HER2-positivo puro
(RE/RP-negativo, HER2-positivo) observamos la mayor expresion de OPN-t y
OPN-c, lo que se correlaciona con nuestros resultados de la serie clinica
analizada.

En cuanto a las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468,
representativas del subtipo TN/Basal, mostraron resultados contradictorios, ya
que so6lo detectamos sobreexpresion de OPN-t en MDA-MB-468. Es posible
que la linea celular MDA-MB-231 presente una expresion mas baja por sus
propiedades de células madre, ya que recientemente ha sido clasificada como
linea del subtipo claudin-low [13]. Ademas, otros investigadores han detectado
expresion de OPN en la linea celular MDA-MB-435, similar a las dos lineas del
subtipo TN/Basal empleadas en nuestro estudio [130, 132].

Los estudios por inmunohistoquimica e hibridacién in situ de OPN en
lineas celulares tampoco demuestran expresiéon en MCF-7, T-47D, MDA-MB-
231 [122, 130], ni en la linea SK-BR-3. Sin embargo, si se observl expresion
en xenotransplantes de ratones [130], hecho que los autores justifican por la
induccion de la expresion debido al microambiente tumoral. Estos resultados
estarian en parte de acuerdo con nuestros datos, ya que en las lineas MCF-7,
T-47D, MDA-MB-231 [130] demostramos una baja expresion génica, mientras
que en la linea SK-BR-3 si encontramos una alta expresion.

Por otro lado, con técnicas de Western blot también se demostré
expresion proteica de OPN, tanto en la linea MDA-MB-468 [126-127] donde
observamos expresion por gRT-PCR, como en MCF-7 y MDA-MB-231, e
incluso en T47D [125], donde nosotros detectamos muy baja expresion, o no

expresion en el caso de T47D.
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Los datos sobre la expresion de las variantes transcripcionales de OPN
en lineas celulares también son muy escasos. He et al. [54] observaron en
geles de agarosa los productos de RT-PCR del ARNm de OPN-a, OPN-b y
OPN-c en la linea MDA-MB-231, siendo indetectables en la linea MCF-7, lo que
segun estos autores apoyaria el papel relevante de OPN en lineas celulares de
cancer de mama con mayor potencial metastatico. Estos resultados son en
parte cuestionables debido a que en este estudio no se incluyd suero bovino
fetal en el medio de cultivo, el cual se suele afadir de forma habitual en el
cultivo de lineas celulares eucariotas.

Analizando nuestros resultados de una forma global, entre las 6 lineas
tumorales analizadas, demostramos mayor expresion de OPN-t y OPN-c en
SK-BR-3 y MDA-MB-468, de los subtipos HER2 y TN/Basal, respectivamente,
lo que se correlaciona con los datos de nuestra serie clinica de pacientes con
CM con estos fenotipos mas agresivos.

Por otro lado, nuestros resultados apoyan los datos recientemente
publicados por otros investigadores en cuanto a que la sobreexpresion de OPN
es un factor de mal prondstico, aunque las series de pacientes son muy cortas
y con escaso seguimiento clinico.

El papel de OPN, ademas de ser relevante en la etiopatogenia de un
subgrupo de canceres de mama, aporta nueva informacién prondstica en los
diferentes subtipos moleculares, lo que justificaria su utilidad potencial como
factor prondstico [115, 133].

Finalmente, los estudios experimentales recientes en lineas celulares y
ratones [134] apoyan a OPN como potencial “diana terapéutica”. La inhibicién

de OPN con anticuerpos anti-OPN es capaz de bloquear los mecanismos de
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angiogénesis tumoral [71]. Por otro lado, la inhibicion de la expresion de OPN
por ARN de interferencia parece aumentar la quimiosensibilidad [135] y la
radiosensibilidad [136-137] de las células de cancer de mama, mientras que en
otros estudios han observado una disminucion de la progresion tumoral [138].
Aparentemente, algunas sustancias organicas naturales también tienen la
capacidad de inhibir la expresion de OPN, como los alcaloides de una esponja
marina [139], polifenores del té verde [140] o la curcumina [70].

Asi pues, los datos experimentales recientemente publicados al respecto
parecen ser muy prometedores para el desarrollo de nuevas terapias. En un
futuro podrian realizarse ensayos clinicos de pacientes con tumores que
sobreexpresen OPN y en las que existen pocas opciones terapéuticas, como

es el caso de aquellas con tumores de fenotipos TN/Basal.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1 - El andlisis de la expresion de ARNm de OPN-t y OPN-c por la técnica
de qRT-PCR gque se ha aplicado en este trabajo permite cuantificar de forma
objetiva los niveles de expresiéon de OPN. EI ARNm de OPN-t se expresa
mayormente en los subtipos de cancer de mama HER2-positivo y TN/Basal,

mientras que la OPN-c se sobreexpresa en el TN/Basal

2 - Una elevada expresion de ARNm de OPN se asocia a factores de
mal prondstico como son alto grado histolégico y ganglios linfaticos positivos.

3 - Una elevada expresion de ARNm de OPN-t y OPN-c se asocia a un
mayor riesgo de desarrollar recidiva y/o metastasis a distancia de la
enfermedad, lo que apoya su papel relevante como “gen asociado a
metéstasis”. La OPN-c, ademas, define grupos de riesgo entre los

inmunofenotipos.

4 - El ARNm de OPN-t se expresa mayormente en lineas celulares
representativas de los subtipos de cdncer de mama HER2-positivo y TN/Basal.

5 - La sobreexpresion de OPN parece conferir caracteristicas mas
agresivas a los tumores y un peor prondstico a las pacientes, como ocurre en
tumores de inmunofenotipo TN/Basal. La ausencia de terapias especificas para
tratar a pacientes con tumores de este subtipo hace de OPN una potencial
diana terapéutica en un futuro proximo, aunque se hacen necesarios mas
estudios, sobretodo dentro del contexto de ensayos clinicos que corroboren

nuestros resultados.
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