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Resumen

A pesar de los avances en la deteccion y trata-
miento del cancer de mama la mortalidad es todavia
muy significativa. La principal causa es el desarrollo
de una enfermedad metastasica recurrente median-
te la diseminaciéon de células tumorales circulantes,
cuyo principal destino es la sangre periférica junto
con los nédulos linfaticos y la médula 6sea antes de
afectar a los 6rganos.

En la actualidad, existen métodos de deteccion de
gran sensibilidad y variedad de marcadores especifi-
cos que nos pueden permitir detectar a las células
tumorales circulantes en sangre periférica, y de es-
te modo, realizar estudios para predecir un riesgo
individual de desarrollar metastasis, evaluar la pro-
gresion de la enfermedad y monitorizar la respuesta
al tratamiento en las pacientes con metastasis.
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Introducciéon

Se ha estimado aproximadamente a nivel mun-
dial un millén de casos anuales de cancer de mama,
siendo el tipo de neoplasia que con mas frecuencia se
diagnostica en la mujer!.

El desarrollo de una enfermedad metastasica es
la causante de que un 30-40 % de las pacientes termi-
nen falleciendo a pesar de las mejoras en la deteccion
y tratamiento de esta patologia®. La dispersién me-
tastdsica en muchas ocasiones tiene lugar sin enfer-
medad detectable en los ganglios linfaticos durante
el segundo y tercer afio después del diagnéstico 2 3 4.

Existen muchos investigadores que creen que la
deteccion de estas células potencialmente metastasi-
cas en médula 6sea (células tumorales diseminadas,
DTCs)? 4 0 en sangre periférica (CTCs)® podrian re-
velar informacién pronostica adicional a la consegui-
da con el sistema de estadiaje actual del cancer de
mama.® Se ha observado que dichas células acumu-

lan un menor numero de alteraciones genémicas que
las células del tumor primario, sugiriendo que la di-
seminacién de las CTCs ocurre en una fase temprana
de la enfermedad * 35. En cierta manera, podriamos
considerarlo como una enfermedad sistémica en las
pacientes en estadios precoces®. En el caso de la en-
fermedad metastasica, la deteccion de CTCs podria
ser utilizada como “una biopsia a tiempo real” para
evaluar y monitorizar la respuesta al tratamiento.’

.Qué son las Células Tumorales Circulantes?

Las CTCs fueron descritas por primera vez en
1869 en pacientes con céncer por Asworth!'°. Son
células tumorales epiteliales que ya se encuentran
en la sangre periférica de pacientes con cancer en un
estadio temprano?. Se supuso durante mucho tiempo,
que su presencia en la sangre significaba progresion
de enfermedad neoplésica y que se podria relacionar
directamente con la aparicién de metastasis tumora-
les. Pero su verdadero significado biolégico no pudo
establecerse por su escaso nimero y por no contar
en aquel momento con técnicas que permitieran su
aislamiento e identificacién. Los avances tecnolégicos
actuales han puesto de manifiesto que las CTCs po-
seen alteraciones gendmicas caracteristicas propias
de células malignas, y que rara vez se encuentran en
sangre periférica de personas sanas®. Se estima que
solamente 1 de cada 10°-10% CTCs presentes en san-
gre periférica pueden ingresar en tejidos distantes
del tumor primario y que sélo un pequeno porcentaje
de estas células van a desarrollar una enfermedad
metastdsica (ver figura 1)!! 35,

La deteccion de dichas células y su monitorizacion
durante el seguimiento y tratamiento en el cancer
de mama, podria tener un gran valor clinico con res-
pecto a una prediccién temprana de recidiva'?, in-
cluso pudiendo superar los resultados obtenidos con
los marcadores tumorales séricos clasicos'®. La uti-
lidad clinica de la deteccion de CTCs ha sido tam-
bién demostrada en el cancer de mama metastatico?,
en cancer colorectal y de préstata metastaticos'® 16,
Asi como en el céncer pancreatico!”, gastrico'®, de
vejigal?, y de pulmoén entre otros??.
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Figura 1. Células tumorales circulantes y el proceso mateastdsico. Las CTCs a partir del tumor primario, alcanzan el torrente sanguineo

siendo capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo hasta que se infiltran en la médula 6sea o en los 6rganos, dando lugar a mi-

crometéastasis que originardn metdstasis macroscépicas identificables por pruebas de imagen. Figura modificada de Park Y, y colaboradores

(2011).

,Como se detectan?

Las CTCs son indetectables por los métodos de
rutina actuales de imagen y laboratorio?!. Para su
deteccion se utiliza un paso previo de enriquecimien-
to pre-analitico basado en aspectos morfolégicos de
las CTCs (como el tamarfio o la densidad), y técnicas
de inmunoseparacién (de esta manera se incrementa
la sensibilidad del ensayo)!3. Podemos diferenciar de
una manera muy general dos tipos de deteccién:

1. Métodos directos basados en inmunocitoquimi-
ca, inmunofluorescencia y citometria de flujo. Todos
ellos se basan en el reconocimiento de moléculas
especificas de la célula tumoral por medio de uno
0 varios anticuerpos monoclonales asociados a una
molécula que da una senal cuantificable. De entre es-
tos métodos directos de deteccion, el mas destacado es
el CellSearch® Circulating Tumor Cell System, ca-
paz de detectar en sangre periférica una CTC por ca-
da 10°-107 células mononucleares mediante electro-
magnetismo. Concretamente utiliza un reactivo (fe-
rrofluido) con nanoparticulas con un nicleo magnéti-
co rodeado de una capa polimérica revestida con an-
ticuerpos dirigidos al antigeno EpCAM para captu-

rar las CTCs. Tras la captura inmunomagnética, se
afiaden los reactivos fluorescentes anti-citoqueratina
(CK19), filamento intermedio del citoesqueleto de las
células epiteliales, DAPI que tifie el nticleo de las
células y anti-CD45 que marca los leucocitos. Las
células en el ferrofluido se depositan en un cartucho
que se introduce en un dispositivo de presentacion
celular (Magnest®)), este ejerce un campo magnético
que atrae a las células y adquiere imagenes de las
mismas permitiendo su identificacion y enumeracion
de una manera fiable y reproducible (ver figura 2).
Este sistema es el tnico aprobado por la agencia gu-
bernamental de control de alimentos y medicamentos
de los EE.UU. (FDA) para la determinacién de las
CTCs en pacientes con cancer de mamaZ!.

2. Métodos indirectos basados en ensayos de aci-
dos nucleicos. Los mas usados son la reaccion en cade-
na de la polimerasa (PCR, cuantitativa o cualitativa),
la transcripcion reversa (RT-PCR) y algunas variacio-
nes de la misma, en las que se requiere un paso previo
de transcripcién reversa a partir de mRNA especificos
(ver tabla 1). La PCR a partir de DNA genémico se
utiliza para identificar y caracterizar CTCs, mediante
la busqueda de mutaciones puntuales en oncogenes o

2 / REVISTA EUBACTERIA (ABRIL 2012) N°28 / ISSN-1697-0071/



ESPECIAL BIOMEDICINA

genes supresores de tumores; siendo su principal des-
ventaja la gran variabilidad genética entre diferentes
tipos histolégicos de tumor?2. Adem4s, la PCR tiene
menos especificidad; no esta claro si el DNA libre que
es amplificado en sangre periférica es de CTCs o si
proviene de tumores primarios, tumores metastasi-
cos o de tejido normal'!. Sin embargo con la RT-PCR
se detecta en sangre periférica pequenas cantidades
de moléculas de mRNA especificas de determinadas
proteinas que solo son expresadas por las células epi-
teliales del tumor sélido. Este fenémeno ademas de
demostrar la presencia de la célula tumoral en san-
gre, también demuestra que posee su maquinaria de
transcripcion activa y que por tanto su capacidad in-
vasiva estd intacta®.

Técnica Volumen de Principio Inconvenientes|

muestra

Ventajas

Alta sensibilidad Baja especificidad

No andlisis
morfolégico

Fase de enriquecimiento
preanalitica corta

510 mL RNA Alta sensibilidad No anélisis
morfolégico
Deteccién de CTCs viables
Nested RT-PCR 510 mL RNA Sensibilidad muy alta No analisis
morfol6gico
Deteccion de CTCs viables
RT-PCR a tiempo 510 mL RNA Alta sensibilidad No anélisis
real morfolégico
Deteccién de CTCs viables
Cuantificacién celular
RT-PCR a tiempo 510 mL RNA Alta sensibilidad y alta No anélisis

real multimarcador

especificidad morfol6gico
Deteccién de CTCs viables
Cuantificacién celular

Significacién pronéstica en
el cancer de mama precoz

Tabla 1. Métodos de deteccion de CTCs basados en ensayos de
acidos nucleicos.

Figura 2. Imagen de células tumorales circulantes por el método
CellSearch®. Cada evento clasificado como célula tumoral debe
tener un fenotipo: EpCAM positivo, CK 19 positivo, DAPI positivo
y CD45 negativo. Figura modificada de Krishnamurthy S, y cola-
boradores (2010).

Sin embargo, el principal inconveniente al que
se enfrenta la RT-PCR es la deteccion de falsos
positivos?2. Mediante: a) la contaminacién con DNA
genomico durante la extraccion del RNA; b) la ex-
presién ilegitima de los marcadores en otros tipos
celulares (transcripciéon en bajas cantidades de un
gen especifico de tejido en células no especificas); c) la
induccién de los genes usados como marcadores por

citoquinas o por factores de crecimiento en trastor-
nos hematicos; y d) la presencia de pseudogenes?2.
Con el uso de la nested RT-PCR y de la RT-PCR a
tiempo real se consigue aumentar la sensibilidad, se
puede discriminar la transcripcion ilegitima, asi co-
mo disefar oligonucleotidos que no amplifiquen DNA
gendmico o pseudogenes resolviendo en gran parte
las falsos positivos que puedan aparecer??. Aunque
estas técnicas indirectas presentan el inconvenien-
te de no poder observar la morfologia celular??, lo
compensan con la posibilidad de usar gran cantidad
de marcadores moleculares simultdneamente aumen-
tando las sensibilidad (deteccién de 1 CTC entre 107
células nucleadas de sangre periférica) y la especifi-
cidad de una forma significativa, convirtiéndose en
un método idoneo para la deteccién de recidivas por
via hematégena y para identificar el alto riesgo de

metastasis en el cancer de mama?2°.

.Qué papel juegan las CTCs en el cancer de
mama?

Las CTCs han sido ampliamente estudiadas por
su valor pronéstico en el cancer de mama. Cuando
estan presentes después de una cirugia potencial-
mente curativa en sangre periférica, es 16gico pensar
en riesgo de recidiva y por tanto las pacientes son
obvias candidatas al tratamiento adyuvante?S.

Hay autores que describen que en el cancer de
mama precoz y metastasico, la deteccion de CTCs
mediante la cuantificaciéon por CellSearch®), nested
RT-PCR y RT-PCR a tiempo real con el marcador
CK19, es un factor pronéstico independiente que dis-
minuye el intervalo libre de enfermedad (disease-free
interval, DFS) y la supervivencia general (“overall
survival”, OS)® . A la misma conclusién llegan nu-
merosos investigadores en el cancer de mama precoz
usando otros marcadores como la Maspina?” 28, que
es una proteina relacionada con la familia serpina de
inhibidores de la proteasa, sintetizada por las células
epiteliales del tejido mamario. O también la Mamo-
globina (MGA) proteina que exhibe homologia con
varias proteinas secretoras epiteliales, formando par-
te de la superfamilia de las secretoglobinas (SCGB).
La determinacion de MGA se ha convertido en uno
de los principales métodos para la deteccion de CTCs
mediante RT-PCR, y es el marcador de cancer de ma-
ma mads estudiado después de la CK-1922. Hay un
estudio actual que demuestra como la deteccion de
CTCs por nested RT-PCR, usando como tnico marca-
dor la mamoglobina en pacientes con cancer de mama
invasivo en el momento del diagnédstico, se asocia con
un peor prondstico, los autores proponen a la mamo-
globina como un indicador pronéstico adicional?®.

Hay que destacar un estudio en concreto, en el
que por primera vez se describe el uso de la RT-
PCR a tiempo real con multimarcadores (CK19,
mamoglobina-A y HER2) para detectar CTCs. En
dicho estudio se pronostica un peor resultado clinico
en pacientes con cancer de mama precoz y demuestra
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ser un ensayo mucho mas sensible y especifico compa-
rado con la deteccién de CTCs por RT-PCR a tiempo
real con un tnico marcador3?. Otros investigadores
utilizando el mismo método con los marcadores p1B,
PS2, CK19 y EGP2 en pacientes con cancer de mama
metastasico, observaron que la positividad para estos
marcadores se asociaba con una peor supervivencia'“.

El uso de multimarcadores para la detecciéon de
CTCs aumenta la probabilidad de detectar las célu-
las que hayan perdido algtin marcador epitelial como
consecuencia de la diseminaciéon tumoral®? 34, Y a
parte de servir como herramienta prondstica, podria
también definir las subpoblaciones de CTCs con gran
capacidad invasiva y resistentes en funcién de los
marcadores detectados3? 3!.

Conclusiones:

El uso de la gran variedad de métodos de deteccion
para CTCs dificulta la comparacién de los resultados
entre los distintos estudios. Por esta razon es necesa-
rio realizar nuevos estudios clinicos para corroborar
si la detecciéon de CTCs en pacientes con carcinoma
mamario (principalmente en las pacientes sin eviden-
cia de metastasis), puede brindar un pronéstico en la
evolucion de la enfermedad y contribuir en la eleccion
del tratamiento que haya que seguir para prevenir
su recidiva. En el caso del paciente metastasico, seria
atil para monitorizar la respuesta al tratamiento,
indicando quien responde a la terapia y quien no,
posibilitando nuevos tratamientos y evitando efectos
secundarios innecesarios.

La estandarizacion de estas técnicas para la deter-
minacién de CTCs en los laboratorios clinicos asisten-
ciales es hoy dia relativamente sencilla y quizas en
un futuro cercano, la deteccion de este tipo de células
y su estudio genético en profundidad, podria ser una
herramienta predictiva 1til para la individualizacién
del tratamiento del cancer de mama.
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