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Resumen

Las metastasis hematdgenas son la mayor causa de mortalidad en el cdncer de mama. Estd documentado que una vez las células tumorales se
diseminan el resultado es, generalmente, letal. Las células tumorales circulantes han sido consideradas por largo tiempo un reflejo de la agresividad
de los tumores, y entre ellos uno de los mas agresivos es el cdncer de mama metastésico. Los primeros resultados clinicos han permitido determinar
una fuerte relacion entre la deteccion y el nimero de las células tumorales circulantes, como un valor prondstico y como marcador de la actividad
antitumoral del tratamiento. El andlisis inmunomagnético utilizando una nueva metodologia permite determinar que un recuento de 5 células tumo-
rales circulantes o més en 7,5 ml de sangre, en cualquier fase de la enfermedad, se asocia a un mal prondstico, y es predictivo de una supervivencia
global mas corta.
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Abstract

Hematogenous metastasis is the major cause of mortality in breast cancer. Evidence indicates that tumor cells escape from the primary tumor
mass into the blood stream and that these disseminated cells are the source of increased lethality. Circulating or metastatic tumour cells have
been considered as useful indicators of the aggressiveness of breast cancer tumours. The first clinical results obtained with such assays strongly
suggest that in metastatic breast cancer, circulating tumour cells detection and enumeration can be used to estimate prognosis and may serve as
an early marker to assess anti-tumour activity of a treatment. Immunomagnetic analysis using a new methodology, determine that a circulating
tumour cells count of 5 or more per 7,5 ml of blood, at any time during the course of the disease is associated with a poor prognosis and is predic-
tive of shorter progression and overall survival.
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El cincer de mama es uno de los problemas de sa-
lud mas importantes actualmente, por su alta inci-
dencia y prevalencia; es el tumor mas comun entre
las mujeres en todo el mundo. Casi la mitad de las
pacientes con cancer de mama localizado y trata-
das con cirugia radical sufrirdn recidiva, un riesgo
que se intenta reducir sometiendo a la paciente a
tratamiento de quimioterapia tras la intervencion
quirurgica.

Las metastasis y la invasién son las principales
causas de morbimortalidad relacionada con el cén-
cer de mama. Muchos de estos tumores aumentan
su agresividad y adquieren un mayor potencial ma-
ligno a lo largo de su evolucién en el tiempo. A
pesar de que este tumor es aparentemente mono-
clonal, estd compuesto por subpoblaciones celula-
res que tienen caracteristicas fenotipicas, capacidad
de invasion, tasa de crecimiento, capacidad de me-
tastasis, y respuesta diferente al tratamiento hor-
monal y de quimioterapia (1). Por tales motivos,
varias investigaciones actuales buscan determinar
la heterogeneidad exacta de las células tumorales
circulantes. Sin la presencia de vasos intratumora-
les el fenémeno de metastasis es limitado, y se ha
correlacionado la probabilidad de metéstasis con
la intensidad de vascularizacion en el cancer de
mama (2).

La existencia de células tumorales circulantes
implica adhesion al endotelio y salida a través de la
membrana basal. En este proceso se hallan direc-
tamente implicadas moléculas de adhesién y en-
zimas proteoliticas. Algunos estudios revelan que
las células tumorales expresan CD44, y que esta
molécula les permite adherirse al endotelio y hacer
diseminacion vascular (3).

La determinacion de células tumorales circulan-
tes en los laboratorios clinicos ha sido un anhelo in-
satisfecho durante muchisimo tiempo. La comple-
jidad en su deteccion se debe a su escasa presencia
en el torrente sanguineo. Asi, en comparacién con
el nimero de elementos formes de la sangre peri-
férica, la concentracion de células tumorales circu-
lantes es extremadamente baja: de alrededor de 1
por 106-107 leucocitos, lo cual obligaria a analizar
muestras entre 1.000 y 10.000 veces mayores que
las extraidas habitualmente para un analisis de san-

gre (4).

Debido a lo anterior, las células tumorales cir-
culantes son eventos raros, que solo se han podido
detectar especificamente mediante una combina-

cion de marcadores intracelulares y de superficie
en laboratorios de investigacion. Afortunadamente,
durante la daltima década diferentes avances tecno-
l6gicos han hecho posible la optimizacién y la de-
teccion fiable de las células tumorales circulantes, y
estas van ganando relevancia clinica (5).

Los avances tecnolégicos actuales han permiti-
do desarrollar diferentes métodos para la determi-
nacién de células tumorales circulantes en los labo-
ratorios clinicos, ya sean morfolégicos (Isolation by
Size of Epithelial Tumor cells), basados en gradiente
de densidades; Oncoquick, o inmunomagnéticos
(Magnetic Activated Cell Sorting system, Rosette-
Sep-Applied imaging Rare Event, Fiber-optic Array
Scanning Technology, Laser Scanning Cytometer).
Recientemente se ha desarrollado un microchip
de silicona (CTC-chip) capaz de aislar, contabili-
zar y analizar las células tumorales circulantes. La
superficie del microchip, del tamafio de una tarjeta
de crédito, esta recubierta de alrededor de 80.000
puntos detectores tubulares microscépicos carga-
dos con anticuerpos capaces de detectar las pro-
teinas expresadas en diferentes tumores sélidos,
y dispuestos geométricamente, de manera que al
circular entre ellos la sangre de la muestra, con un
flujo y a una velocidad prefijados por medio de una
bomba neumitica, capturan las células tumorales
por su huella molecular. Los escasos ensayos efec-
tuados en clinica hasta el momento muestran una
alta fiabilidad para tal método. Ademas, se dispone
de microscopios automatizados que permiten una
exploracion mas rapida de las células tumorales cir-
culantes (Automated Cellular Imaging System) (6).

Los métodos para la deteccion de células tumo-
rales circulantes utilizan la citometria o el analisis
del 4acido nucleico. En ambas circunstancias son ne-
cesarios su aislamiento y su optimizacion, para in-
crementar su expresividad mediante analisis densi-
tométricos, inmunomarcadores o reaccion en cadena
de la polimerasa en transcripcion reversa (RT-PCR).

Los métodos de deteccion de células tumorales
circulantes basados en el ADN libre circulante, tales
como RT-PCR, o, mejor atn, RT-PCR cuantitativa,
muestran una mayor sensibilidad que los basados
en la citometria, pero existe incertidumbre acerca
de la vida media de células y acidos nucleicos en la
sangre periférica, lo cual significa que la presencia
de ADN libre circulante muestra la presencia de
los acidos nucleicos totales, y no solo la de las cé-
lulas tumorales. Si bien esto podria obviarse por la
determinaciéon de ARN libre, que desaparece rapi-
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damente de la sangre tras la muerte de la célula, la
especificidad sigue siendo baja, lo que no ha permi-
tido su utilizacion en la practica clinica.

Mas relevante todavia es reconocer que el ob-
jetivo ultimo en la determinacion de las células
tumorales circulantes por citometria no se limita
a identificar y cuantificar estas células en la sangre
periférica, sino que aspira, también, a su aislamien-
to y caracterizacion genética y molecular, para es-
tablecer el verdadero significado biolégico de estas
y su origen (tumor primario-metastasis), lo cual
supone una ventaja adicional sobre los métodos de
deteccion de células tumorales circulantes basados
en el ADN-ARN (RT-PCR) (7) (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion entre las diferentes técnicas de cuantificacion
de células tumorales circulantes

Técnica Validada Volumende Principio Sensibilidady
FDA sangre especificidad
Inmunomagnética  Si 7,5ml Capturade  Alta
células
epiteliales
RT-PCR No 510 ml RNA Alta sensibilidad y
baja especificidad
ISET No 10 ml Tamafio Buena sensibilidad
celular y baja especificidad
Microchip No 7,5ml Capturade Alta,yen
células investigacion
epiteliales
Microfiltro No 7,5ml Tamaio Alta, y en
celular investigacion
Citometria de flujo  No 100 pl Capturade Alta, y pendiente
células de estudios
epiteliales

La detecciéon inmunomagnética de células tu-
morales circulantes se basa en que las células epi-
teliales no deben encontrarse en sangre periféri-
ca. Para tal efecto, se busca un fenotipo celular
circulante tipo EpCAM (molécula de adhesion
de célula epitelial) positivo, CK (citoqueratina
8, 18 y 19) positivo, DAPI (marcacion nuclear)
positivo y CD45 (marcacion de leucocitos) ne-
gativo. Este sistema es el tinico, hasta el momen-
to, que se encuentra aprobado por la Agencia
Gubernamental de Control de Alimentos y Me-
dicamentos de los EE.UU. (FDA), para la de-
terminacion de células tumorales circulantes en
pacientes con cancer de mama, en 7,5 ml de
sangre periférica (8).

Segtin como sea el valor de las células tumorales
circulantes encontradas, se lo relaciona directamen-
te con el prondstico, y se evaltian la supervivencia
y la supervivencia global. Se hace seguimiento y se
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evaltia la respuesta a tratamientos quimioterapéu-
ticos en las pacientes con cancer de mama (9).

La muestra corresponde a 10 ml de sangre perifé-
rica recogida en los tubos, los cuales la preservan hasta
por 96 horas. Posteriormente la muestra (7,5 ml) se
analiza con el equipo, que contiene un reactivo de cap-
tura basado en un ferrofluido y reactivos inmunofluo-
rescentes. El reactivo del ferrofluido consiste en nano-
particulas con un ntcleo magnético rodeado de una
capa polimérica revestida con anticuerpos dirigidos al
antigeno EpCAM para la captura de células tumorales
circulantes (10).

Tras la captura inmunomagnética y el enrique-
cimiento se afiaden los reactivos fluorescentes para
la identificacion y la enumeracién de las células tu-
morales circulantes. Los reactivos fluorescentes in-
cluyen: anti-CK-Phycoerythrin (PE) especifico para
la proteina citoqueratina intracelular (caracteristica
de las células epiteliales), o DAPI, que tifie el nicleo
celular, y anti-CD45-Allophycocyanin (APC) espe-
cifico para los leucocitos (Fig. 1).
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CD45-APC

Ferrofluid
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Ferrofluid

Nucleus.
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Figura 1. Seleccion inmunomagnética de las células tumorales circu-
lantes. Determinacién de las caracteristicas inmunofenotipicas de las
células circulantes

La mezcla reactivo/muestra se administra me-
diante un cartucho que se introduce en un dis-
positivo de presentacion celular. El fuerte campo
magnético del dispositivo atrae hacia la superficie
del cartucho las células epiteliales marcadas mag-
néticamente.

Posteriormente se explora automaticamente toda
la superficie del cartucho, se adquieren las imagenes
y se muestran los eventos donde CK-PE y la fluo-
rescencia DAPI aparecen en el mismo lugar. Las
imagenes son presentadas en un formato de galeria,
para su clasificacion. Un evento es clasificado como
célula tumoral circulante cuando sus caracteristicas
morfolédgicas son coherentes con una célula tumoral
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y muestra el fenotipo EpCAM positivo, CK positivo,
DAPI positivo y CD45 negativo. En la (Fig. 2) se
observa la célula tumoral circulante en cancer de
mama, donde la citoqueratina marca la membrana
celular (verde) y envuelve el nuacleo (rosa), mar-
cados con anticuerpos CK-PE y DAPI respectiva-
mente (11).

En el caso de los tumores mamarios las células
tumorales circulantes tienen un origen epitelial, y
esta técnica permite diferenciar las células epitelia-
les de las hematdgenas; por otra parte, permite saber
si esta célula epitelial es tumoral o no. Este método
combina técnicas bioldgicas, automaticas de aisla-
miento, de deteccién celular y de visualizacion con
microscopia inmunofluorescente; ademas, no supo-
ne riesgos importantes para la paciente con cancer
de mama, ya que la muestra de sangre se obtiene
mediante una puncién venosa (7,5 ml de sangre pe-
riférica) (12).

Massimo Cristofanilli et al. fueron los primeros
en reportar que en cancer de mama metastisico mas
de 5 células tumorales circulantes por muestra estan
asociadas a un peor pronéstico que aquellas mues-
tras con menos de 5 células tumorales circulantes.
En el estudio de dichos autores, realizado con 177
mujeres con cidncer de mama, se registré que cerca

de la mitad presentaban metéstasis o diseminacion,
y que la progresiéon era mayor en las mujeres con 5
o mas células tumorales circulantes. En las pacientes
en quienes se encontré un mayor namero de célu-
las tumorales circulantes (30%) de 3 a 5 semanas
después de iniciar un nuevo tratamiento, el cancer
se extendié mas rapido que en aquellas cuyos ni-
veles de células tumorales circulantes habian caido
durante el mismo periodo, o no habian presentado
previamente un nivel elevado (13).

La técnica descrita por estos autores cuanti-
fica e identifica, de manera fiable y reproducible,
las células tumorales circulantes. Al estudiarse en
individuos sanos se observan menos de 2 células
tumorales circulantes en 7,5 ml de sangre periféri-
ca, donde el punto de corte que mejor discrimina
entre el cancer de mama localizado y diseminado
se ha establecido en < 2 células tumorales circulan-
tes en 7,5 ml de sangre periférica (14).

Se ha demostrado que las células tumorales cir-
culantes en pacientes con cancer de mama metasta-
sico estin asociadas a supervivencia, supervivencia
libre de la enfermedad y prediccion de la respuesta
terapéutica. Poder identificar el nimero de células
tumorales circulantes, especialmente en el primer
seguimiento después de comenzar el tratamiento,

Control

Célula tumoral

CK-PE DAPI

Figura 2. Galeria de imédgenes para clasificacion de células tumorales circulantes
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proporciona una indicacion rdpida y de confianza
acerca de la terapéutica elegida. Actualmente se
debe esperar hasta 3 0 4 meses para valorar si la
quimioterapia funciona (15).

En el seguimiento se recomienda tomar la
muestra antes del inicio del tratamiento, y que las
muestras posteriores se extraigan en intervalos de 3
a 4 semanas, para seguir el nivel de células tumora-
les circulantes mientras se recibe la quimioterapia.
Se sabe que mientras més diseminado este el tumor
los niveles de células tumorales circulantes estan
significativamente mas elevados.

En un estudio donde se revisan las células tumo-
rales circulantes de 1.767 pacientes con cancer de
mama en el momento del diagnéstico y durante la
quimioterapia, se comparan los resultados con 852
obtenidos de las mismas pacientes al finalizar su
tratamiento. Los hallazgos sefialan que un 10% de
las pacientes que inicialmente dieron positivo para
células tumorales circulantes dio también positivo
tras la quimioterapia, y de quienes dieron negativo,
un 93% sigui6 registrando resultados negativos tras
el tratamiento. Esto permite pensar que al detectar
las células tumorales circulantes se podra persona-
lizar la quimioterapia para hacerla més efectiva y
reducir los costes sanitarios del proceso (16).

Las células tumorales circulantes se han correla-
cionado con imagenes radioldgicas en las pacientes
con cancer de mama; se ha observado que las valo-
raciones de células tumorales circulantes realizadas
més cercanas al momento de la adquisiciéon de ima-
genes produjeron perspectivas de supervivencia pa-
recida, en comparacién con la valoraciones de células
tumorales circulantes realizadas aproximadamente 4
semanas después del comienzo de la terapia (17).

En la muestra, de 138 pacientes, 134 (97%)
tuvieron valoraciones de células tumorales circu-
lantes dentro del mes posterior al primer estudio
de adquisicion de imagenes de seguimiento. La
mediana de supervivencia de 105 pacientes (78%)
con resultados de células tumorales circulantes fa-
vorable fue de 21,19 meses (IC 95% 19,9-31,6).
Para 29 pacientes (22%) con resultado de células
tumorales circulantes no favorable la mediana de
supervivencia fue de 8,5 meses (IC 95% 5,5-15,1).
Estos datos muestran que las valoraciones de células
tumorales circulantes en ambos momentos ofrecen
resultados similares a los obtenidos por adquisicion
de iméigenes aproximadamente 9 semanas después
del comienzo de la terapia (17).
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La quimioterapia continta siendo el tipo de
tratamiento empleado de forma sistematica para
luchar contra el cancer de mama; sin embargo, la
disminucién parcial o completa de la masa tumo-
ral es inducida mediante la respuesta del tumor al
tratamiento.

El significado y la importancia de las células
tumorales circulantes crecen a medida que se co-
noce la técnica de deteccidn, el significado clinico,
su relacion directa con el prondstico y la respuesta
a los tratamientos instaurados. Actualmente exis-
ten protocolos de quimioterapia que estan siendo
evaluados segin el conteo de las células tumorales
circulantes en cancer de mama metastasico, y que,
una vez determinados, tendrdn un gran impacto en
la sobrevida de las pacientes (18).

Por lo anterior, las biopsias no invasivas del tu-
mor podrian ser una realidad, y el seguimiento de
los tratamientos podria realizarse tantas veces como
fuera necesario, y, ademas, permitirdin monitorizar
el genotipo del tumor durante el tratamiento. Las
células tumorales circulantes aisladas con estas tec-
nologias pueden asemejarse a una “biopsia liquida”,
con capacidad de estudio molecular individuali-
zado (mutaciones, genes de resistencia conocidos
a farmacos, nuevos marcadores tumorales, etc.) y
especifico de cada paciente.
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