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Uso de citometria de flujo para
detectar células tumorales circulantes
en pacientes con cancer de mama

Sonia Chévez-Ocana,* Juan Carlos Bravata-Alcdntara,* Gustavo Acosta-Altamirano,*
Octavio Reyes-Herndndez,* Mbnica Sierra-Martinez*

RESUMEN

Introduccion. Desde hace una década existe evidencia de la presencia de células tumorales circulantes (CTC) en
pacientes con cancer de mama, esto principalmente ha sido relacionado con estadios avanzados y con ello a mal
prondstico. Hoy en dia se ha propuesto su deteccion para valorar eficacia de algtn tratamiento y durante el
seguimiento para valorar la reincidencia tumoral, esto en aspirado de médula 6sea mediante RT-PCR. Reciente-
mente se ha reportado la deteccion de este tipo de células en sangre periférica mediante citometria de flujo, lo que
harfa tener un método rapido y de menor costo, por lo que el propoésito de este trabajo fue la bdsqueda de CTC en
sangre periférica mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales en muestras de mujeres con
diagnéstico de cancer de mama y comparar los resultados con los estandares de diagnéstico que es la mastografia
y el estudio histopatolégico. Material y métodos. Se llevé a cabo un estudio comparativo, prospectivo y transver-
sal. En sangre periférica de 42 mujeres que acudieron por primera vez a la Clinica de Mama de Oncologia en el
Hospital Juarez de México, las muestras se procesaron y marcaron con un anticuerpo monoclonal (CK19).
Las células marcadas se cuantificaron por citometria de flujo en un citémetro Bekton-Dickinson, el porcentaje de
células marcadas se compar6 con los resultados de la mastografia y del estudio histopatolégico. Resultados.
Mediante una prueba de ANOVA de un solo factor se encontr6 que existen diferencias estadisticamente significa-
tivas en los porcentajes de células marcadas con CK19 entre las pacientes con tumores benignos y aquellas con
tumores malignos, siendo esta diferencia directamente proporcional al estadio de avance de la enfermedad y
con la mastografia en los estadios avanzados.

Palabras clave. Células tumorales circulantes, citoqueratina, citometria de flujo, anticuerpo monoclonal.

ABSTRACT

Introduction. For a decade EXIST evidence of the presence of circulating tumor cells (CTC) in Patients with Breast
Cancer, this has been mainly linked a advanced stages and with a poor prognosis. Today it has been proposed to
assess detection do effectiveness of society and treatment during any assess tumor recurrence, on bone marrow
aspirate by RT-PCR. Recently reported the detection of this type of cells in peripheral blood by flow cytometry,
which would have a quick method and cheaper, so that the purpose of this work was the search of CTC in
peripheral blood by citometry with monoclonal antibody in women with breast cancer diagnosis and compared
with the standards of diagnostic what is mammography and histopathology. Material and methods. A comparative,
prospective and cross-sectional study was conducted. Peripheral blood of 42 patients who came first to the breast
oncology clinic at the Hospital Juarez de México was obtained. The samples were processed and stained with a
monoclonal antibody (CK19), the labeled cells were quantified by flow cytometry on a Bekton-Dickinson, the
percentage of labeled cells cytometer and compared with the results of mammography and histopathology. Results.
Using a test ANOVA single factor was found that there were significant differences in the percentages of cells
labeled with CK19 among patients with benign tumors and those with malignant tumors, this being directly
proportional difference to the stage of disease progression and mammography in advanced.

Key words. Circulating tumor cells, cytokeratin, flow cytometry, monoclonal antibody.

*Laboratorio de Genética, Hospital Juarez de México, Secretaria de Salud.

155



« SOCIEDAD

MEDICO

Rev Hosp Jua Mex 2015; 82(3 y 4): 155-164

Chavez-Ocana S y cols. Células tumorales circulantes.

INTRODUCCION

El cancer de mama corresponde al 10.5% de todos los
nuevos casos de canceres, el tnico tipo de cancer que re-
gistra mas casos es el de pulmon. El 45% de los casos, asf
como la mayoria de las muertes por cancer de mama, se
registran en los paises en vias de desarrollo, y se estima un
aumento en las proporciones tanto de casos como de muer-
tes.! De 1.35 millones de nuevos casos presentados en 2009,
69,000 se ubicaron en los paises de ingresos bajos, 415,000
en los paises de ingreso medio-bajo y 224,000 en los pai-
ses de ingreso medio-alto. La mortalidad por cancer de mama
se concentra en los paises en vias de desarrollo debido, en
gran medida, a la falta de acceso a la deteccién tempranay
al tratamiento, y muestra una relacion clara con el nivel de
desarrollo del pais. Como proporcién de todas las muertes
por cancer entre mujeres, en los paises en vias de desarro-
llo, el cancer de mama representa 6.4% de las muertes y
7.4% del total de los afios de vida saludable potencial-
mente perdidos (AVISA, DALYs por sus siglas en inglés).
Debido a las muertes tempranas por cancer de mama, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que
los afios de vida perdidos (AVISA) por cancer de mama son
alrededor de 600,000 en la regién de Latinoamérica, cifra
tres veces mayor que los afios perdidos por muertes de can-
cer pulmonar. En ausencia de intervenciones efectivas en
los sistemas de salud para la deteccion y control del cancer
de mama la cifra aumentara a 900,000 en el 2020.?

De los mas o menos 25,000 genes que se piensa existen en
el genoma humano, hay un grupo pequeno que parece impor-
tante para la prevencion, desarrollo, y progresion del cancer.

Los genes que se han identificado hasta hoy han sido
ordenados en dos categorias amplias, dependiendo de sus
funciones normales en las células, protooncogenes, genes
supresores de tumor y genes de reparacién celular.

A pesar de las diferencias en sus funciones normales,
estos genes contribuyen a la division celular descontrolada
si se encuentran presentes en la forma mutante (oncogéni-
ca) o con alglin cambio epigenético. Las proteinas mutantes
pueden retener algunas de sus habilidades anteriores, pero
ya no tienen la misma sensibilidad hacia los controles que
las regulan, algunos oncogenes que estan asociados con
varios tipos de cancer se mencionan en el cuadro 1.

Receptores

En estadios iniciales, la mama es dependiente de estroge-
nos y la actividad mediada por sus receptores especificos.
Aproximadamente 55-70% de los canceres de mama expre-
san receptores de estrégenos (RE), por lo que son candidatos
alaterapia endocrina, aunque en algunos casos hay resisten-
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cia endocrina. Se ha visto que el incremento de coactivado-
res o inhibicién de corepresores, juegan un papel importan-
te en esta resistencia. Inicialmente la expresion aberrante de
coreguladores podria ser utilizada como un marcador pro-
nostico suplementario para determinar la efectividad de la
terapia endocrina o para monitorear la progresién del can-
cer. RE +: aproximadamente 80% de los casos de cancer de
mama son de receptores de estrogeno positivos.®

Entre los procedimientos de deteccion se incluyen la
autoexploracion y el examen clinico y el estudio radiogra-
fico. El ultrasonido se ha convertido en una valiosa herra-
mienta, porque es ampliamente disponible, no invasivoy
de menor costo que otras opciones, pero el valor de la
prueba de ultrasonido depende del operador, de su habili-
dad y experiencia.

La mamografia moderna puede detectar lesiones muy
pequenas de mas o menos 5 mm, lesiones que son imposi-
bles de palpar, asi como las microcalcificaciones (< 1
mm) que son un elemento primordial en la deteccion pre-
coz del cancer de la mama, ya que 71% de los llamados
cancer de mama minimo son diagnosticados por su pre-
sencia aislada.* Sin embargo, incluso con una mamografia
de elevada calidad, alrededor de 5 a 10% de los canceres
no son diagnosticados por esta técnica. Una de las causas
mas frecuentes para este hecho son las mamas radiolégica-
mente densas, que estdn compuestas fundamentalmente
de tejido fibroglandular denso (frecuente en los grupos j6-
venes), por este motivo no se debe solicitar mamografia a
una paciente menor de 35 0 40 anos, esto de acuerdo con
el criterio del especialista, porque las lesiones malignas
pueden ser muy dificiles de distinguir del tejido normal
envolvente que no ofrece el contraste suficiente para hacer-
las visibles (seria como buscar una bola blanca de billar en
un campo de nieve).

Por otro lado, el estudio de factores relacionados con el
pronostico de la enfermedad ha enfatizado la importancia
de las caracteristicas celulares y demograficas en la super-
vivencia'y mortalidad de las mujeres con cancer mamario.
Clinicamente se toma en consideracion la clasificacién
TNM (tumor-nédulo-metéstasis).®

Las caracteristicas celulares notificadas con més frecuen-
ciaincluyen la estirpe histolégica, otra caracteristica celu-

Cuadro 1. Oncogenes asociados al cancer de mama.

e Ras: molécula para la transduccion de senales.

e Myc: factor de transcripcion.

® Src: tirosina quinasa.

e hTERT: enzima que funciona en la replicacién celular.
e HER-2/neu (erbB-2): receptor de factores de crecimiento.
® Bcl-2: proteina para prevenir apoptosis
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lar es el grado histologico de diferenciacién. De manera
adicional, se ha senalado la presencia de receptores hor-
monales y algunos marcadores de proliferacion celular como
HER2/neu, p53, Bcl-2, entre otros, que caracterizan el tipo
molecular de cancer de mama.

Antecedentes especificos

Desde hace una década existen estudios donde detectan
la presencia de citoqueratina en sangre periférica de pa-
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cientes con cancer de mama.® Las citoqueratinas (Cks) son
filamentos intermedios que se encuentran dentro de las
células epiteliales y son esenciales para la estructura nor-
mal y funcionamiento del tejido, son responsables de la
integridad mecanica celular y tienen una participacion cri-
tica en la division celular, motilidad y el contacto célula-
célula. Las CKs epiteliales estan conservadas filogenética-
mente y estan fuertemente relacionadas bioquimica e
inmunolégicamente; en la actualidad se conocen 20 tipos,
divididas con base en su homologia:”
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Figura 1. Estructura de los filamentos intermedios. Fuente: Carrillo y cols. 2006.%
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Figura 2. Células tumorales circulantes y el proceso metastasico. Células tumorales circulantes y el proceso matastasico. Las
CTCs a partir del tumor primario, alcanzan el torrente sanguineo siendo capaces de sobrevivir durante largos periodos hasta que
se infiltran en la médula 6sea o en los 6rganos, dando lugar a micrometdstasis que originaran metdstasis macroscopicas
identificables por pruebas de imagen. Fuente: Revista Eubacteria 2012; 28.
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e Tipo Il, basicas: 1 a 8.
e Tipo |, &cidas: 9 a 20.

Las citoqueratinas son codificadas por una amplia fami-
lia multigénica de aproximadamente 50 diferentes miem-
bros, aunque tienen débil afinidad con otros filamentos
intermedios y en general tienen una estructura similar con
tres dominios, amino terminal, carboxilo terminal y un
dominio alfa hélice (Figura 1).

La expresion de estas Cks se produce con frecuencia en
un 6rgano o tejido especifico, por ejemplo, la CK7 se ex-
presa en epitelio del tracto genitourinario mientras que CK20
es mas comun en el tracto gastrointestinal.

Los subgrupos de Cks que expresa una célula epitelial
dependen principalmente del tipo de epitelio, del momento
de diferenciacién terminal y de la fase de desarrollo. Por lo
tanto, son como huellas dactilares que permiten clasificar
todos los epitelios segtin su perfil de expresiéon.®

Ademas, esto también se aplica a la contraparte malig-
na del epitelio (los carcinomas), ya que el perfil de cito-
queratina tiende a permanecer constante cuando el tejido
sufre una transformacion maligna. Normalmente, las Cks
muestran muy baja solubilidad, modificaciones postraduc-
cionales en el dominio central son relativamente raras, pero
en los extremos N-y C- terminal, como fosforilacion gli-
cosilacién y transglutaminacién, influyen en la actividad
biologica de los filamentos resultando en incremento de la
solubilidad y reorganizacion.

Recientemente, se ha considerado el papel del las Cks
durante la apoptosis. La falla de las células que llevan a
una muerte celular apropiada se ve en varias patologias,
incluyendo cancer (Figura 2). Las caracteristicas morfo-
[6gicas de apoptosis como la fragmentacion nucleary la
formacion de cuerpos apoptaticos, son el resultado de
un rompimiento via caspasas, la mayoria de las Cks son
substrato para caspasas, una consecuencia de esta di-
gestion es la exposicion de un epitopo sugiriendo como
causa de los fragmentos encontrados en el espacio ex-
tracelular.’

La utilidad clinica de las CKs como marcadores tumora-
les esta bien establecida y reflejan actividad tumoral
teniendo un valor predictivo de la enfermedad muy preciso;
pudiendo detectarse antes que el resto de los métodos
convencionales, siendo una buena herramienta para ver
efectividad de un tratamiento y con ello tomar decisiones
mucho mas precisas.

Uno de los estudios de Cks mas utilizados es la medi-
cion de fragmentos solubles de CK19' como marcador de
cancer de mama, colon, pulmon y vejiga, viendo la necesi-
dad de utilizar otros marcadores que contribuyan a su
especificidad.
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Algunos estudios han buscado la presencia de la expre-
sion de CK19 en las pacientes con cancer de mama tratan-
dolo de relacionar desde los estadios tempranos como un
valor de mal pronéstico, llegando a compararlo incluso
con la clasificacion TNM, receptores de estrogenos, grado
histolégico, entre otros, refiriendo que la presencia de CK-
19 es un factor de mal pronéstico.'? Por otro lado, no es
claro si el DNA libre que es amplificado en sangre perifé-
rica es de CTCs o si proviene de tumores primarios, tumo-
res metastasicos o de tejido normal; con la RT-PCR se han
identificado en sangre periférica pequenas cantidades de
moléculas de mRNA especificas de determinadas protei-
nas que solo son expresadas por las células epiteliales de
tumores sélidos. Este fenomeno, ademas de demostrar la
presencia de la célula tumoral en sangre, también demues-
tra que posee su maquinaria de transcripcion activay, por
tanto, su capacidad invasiva estd intacta.'> '

Con el uso de la RT-PCR se ha conseguido aumentar la
sensibilidad, pudiendo discriminar la transcripcién ilegiti-
ma, resolviendo en gran parte las falsos positivos que
puedan aparecer. Aunque estas técnicas indirectas presentan
el inconveniente de no observar la morfologfa celular, lo
compensan con la posibilidad de usar gran cantidad de
marcadores moleculares simultdneamente aumentando la
sensibilidad y la especificidad de una forma significativa,
convirtiéndose en un método idoneo para la deteccion de
recidivas por via hematégena y para identificar el alto riesgo
de metastasis en el cancer de mama.''®

Papel de las CTCs
en el cancer de mama

Las CTCs han sido ampliamente estudiadas por su valor
pronostico en el cancer de mama. Cuando estan presentes en
sangre periférica, después de una cirugia potencialmente cu-
rativa, es l6gico pensar en riesgo de recidiva y, por tanto, las
pacientes son obvias candidatas al tratamiento adyuvante.'”'8

Hay autores que sugieren que la deteccién precoz del
cancer de mama metastasico se puede realizar mediante la
deteccién de CTCs mediante la cuantificacion por Cell-
SearchR, RT-PCR y RT-PCR a tiempo real con el marcador
CK19, proponiéndolo como un factor pronéstico indepen-
diente que disminuye el intervalo libre de enfermedad (di-
sease-free interval, DFS) y la supervivencia general (overall
survival, OS).1%?° A la misma conclusién han llegado otros
investigadores usando otros marcadores como la Maspina,
que es una proteina relacionada con la familia serpina de
inhibidores de la proteasa, sintetizada por las células epi-
teliales del tejido mamario.?'

También la mamo-globina (MGA), proteina que ex-
hibe homologia con varias proteinas secretoras epitelia-
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les, formando parte de la superfamilia de las secretoglo-
binas (SCGB). La determinacién de MGA se ha conver-
tido en uno de los principales métodos para la detec-
cién de CTCs mediante RT-PCR, y es el marcador de
cancer de mama mas estudiado después de la CK-19,
proponiéndolo como un indicador pronéstico adicio-
nal.?223 La citometria de flujo es un tecnologia que nos
proporciona informacion cuantitativa precisa, analiza
células rapida e individualmente comparandola incluso
con la RT-PCR, por lo que recientemente se ha propues-
to como método que indica la progresion de cancer de
mama en los estadios Il a V.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, prospectivo, com-
parativo, transversal. Se trabajé con muestras de sangre pe-
riférica de pacientes del Hospital Juarez de México, mien-
tras que la investigacion se efectud en el laboratorio central,
laboratorio de citometria de flujo en la unidad de Investi-
gacion del Hospital Juarez de México, asi como en la
Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico
Nacional.

Los criterios de inclusion fueron pacientes que llegaran
a la consulta de mama por primera vez al Servicio de On-
cologia del Hospital Juarez de México, sin antecedentes de
otro tipo de neoplasias y que hayan aceptado ingresar al
estudio bajo firma del consentimiento informado, las pa-
cientes que acudieron con reporte de tumoracién benigna
se tomaron como controles.

Obtencion y
procesamiento de las muestras

Se tomaron muestras de sangre periférica en tubos con
EDTA de las pacientes que cubrian los criterios de inclu-
sion, eliminando los primeros 5 mL, para evitar contami-
nacién con la piel.

Se llevo a cabo la cuantificacién de las células nuclea-
das en el analizador automético para biometria hemética
Cell Dyn 3000 x10° /uL. Se ajust6 la cantidad de 0.5-1 x
10°%/L de células nucleadas en PBS, a partir de la cual se
tomaron alicuotas de 120 uL para ser depositadas en los
tubos Falcon; posteriormente se determiné la cantidad de
células positivas para CK19 por citometria de flujo en cada
muestra del paciente.

Tincion
Para la deteccion de células positivas para CK19 se

colocaron en un tubo Falcon 0.5-1 x 10%/L células mono-
nucleares viables en 100 plL de anticuerpo marcado con
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CK19. Se procedié a la permeabilizacion de las células
con 200 mL de solucion permeabilizadora por 7 min, luego
se lavo con amortiguador de fosfatos, se resuspendio, se
volvié a centrifugar a 300 x g durante 5 min, se eliminé el
sobrenadante, se resuspendi6 en vortex a baja velocidad y
se adicionaron 20 plL de anticuerpo monoclonal CK19. Se
mezclé e incubd durante 25 min a 4°C en la oscuridad.
Transcurrido este tiempo se adicionaron 2 mL de PBS, se
centrifugd, decanto y se resuspendio en PBS para la adqui-
sicion de datos."”

Adquisicion de datos

La adquisicion de los datos se realizé por medio del
programa Cell Quest Pro versién 3.2.1. Apple System 7.6.1,
analizando 500,000 eventos totales, posteriormente, en un
grafico de puntos ajustando primero la autofluorescencia
de las células, colocando los marcadores de los cuadrantes
en un valor entre 101y 102, tanto para el eje de las absci-
sas como para el eje de las ordenadas, colocando dicha
autofluorescencia en el cuadrante inferior izquierdo.

Analisis

La seleccion de la region de las células de interés (R1) se
hizo a partir de una grafica de puntos dot plot, se analiz6
la expresion de las células CK19 +. Se obtuvieron los re-
sultados de dicha regién en forma de porcentaje. Se com-
pararon y analizaron los resultados.

Inmunohistoquimica de lineas celulares de cancer de
mama: se recabaron los datos obtenidos en las biopsias
de cancer de mama sobre receptores de estrégenos,
receptores de progesterona y Her2/neu.

Captura y procesamiento
estadistico de datos

Aceptamos un riesgo de 5% y deseamos un poder esta-
distico de 95% para detectar diferencias, si es que existian.

El procesamiento de los resultados se realizé con el pro-
grama SPSS.18, utilizando ANOVA de un solo factor, par-
ticularmente con el modelo lineal general univariante, se
analiz6 lahomogeneidad de los grupos con prueba le Le-
venney la variabilidad entre grupos con la prueba de Tukey.

RESULTADOS

Se incluyeron 42 pacientes, de las cuales 13 fueron con-
troles sanas y 29 positivas a cancer de mama (Cuadro 2); el
promedio de porcentaje de presencia CK19 en las pacien-
tes con resultado de biopsia negativa a malignidad (para el
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Cuadro 2. Niveles de porcentaje de CK 19 segln estadio.

Negativas | Il 1l \Y,
3.22 34.87 34.28 72.55 82.02
15.99 35.80 26.58 71.34 93.70
2.31 38.59 43.66 30.68 88.34
11.69 28.40 53.05 71.34 94.66
3.92 27.93 42.55 66.65 93.62
25.99 44.87 22.40 68.40

2.87 33.22 43.26 72.35

1.29 62.22

7.95 56.03

10.00 57.48

3.22

1.00

3.24

Promedio para el grupo control negativo: 7.1%. Estadio I:
mayores mientras mayor es el estadio de las pacientes.

Cuadro 3. Niveles promedio de CK19 por grupo.

33.70%. Estadio II: 38.6%. Estadio Ill: 62.9%. Estadio 1V: 90.1%. Claramente son

N Media Intervalo de confianza Minimo Maéximo
para la media al 95%
Limite inferior  Limite superior
Estadio | 7 33.7514 30.0360 37.4669 27.93 38.59
Estadio Il 6 38.6000 26.3954 50.8046 22.40 53.05
Estadio IlI 10 62.9040 53.7170 72.0910 30.68 72.55
Estadio IV 6 90.1117 85.0209 95.2025 82.02 94.66
Negativo 13 7.1300 2.7411 11.5189 1.00 25.99
Total 42 41.1967 31.7608 50.6325 1.00 94.66

Numero de pacientes por grupo: controles negativas a cancer: 13. Estadio I: siete. Estadio 2: seis. Estadio 3: 10. Estadio 4: seis. Las medias por grupo
tnicamente entre el estadio 1y 2 son muy parecidas. El intervalo de confianza por grupo no es desproporcionado, al igual que los niveles de los

[imites superior e inferior.

grupo control) fue de 7.1, en el estadio clinico (EC) | de
34.81 con siete casos; EC 1l, 38, siete casos; EC III, 62.9,
10 casos; EC 1V, 90.46, cinco pacientes (Figura 3); aunque
aparentemente los resultados son diferentes en el grupo de
las pacientes control —negativas a cancer—, hubo una pa-
ciente con niveles muy cercanos a los que las pacientes de
estadio | presentaban; asimismo, entre el estadio | y Il la
diferencia no es significativa al contrario de las pacientes
con EC Il y IV (Figura 4).

En el andlisis inter e intragrupos de Tukey de los niveles
de positividad para CK19 encontramos diferencia estadis-
ticamente significativa entre las pacientes que fueron
negativas a cancer y las pacientes de cualquier estadio,
ademas la variacion intragrupos, la diferencia a excepcién
de entre los grupos | y Il es estadisticamente significativa
(Cuadro 3). Este mismo analisis s6lo es estadisticamente
significativo en el estadio IV con el andlisis de BIRADS y
sin deferencia respecto a la presencia de receptores de es-
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trogenos, de progesterona Her2/neu y el porcentaje de CK19
encontrado.

DISCUSION

Es preocupante el incremento de los casos de cancer
de mama en la poblacién mundial. En nuestro pais tam-
bién se ha presentado este incremento, probablemente
se deba a las modificaciones en nuestra alimentacién y
al sedentarismo, asi como la falta de medidas preventi-
vas y de deteccién eficaces; sin embargo, debemos de
enfocar nuestro esfuerzo para encontrar métodos con-
fiables que puedan detectar el padecimiento desde
estadios tempranos y con ello disminuir su mortalidad.
Actualmente, casi 10% de las mujeres tienen riesgo de
desarrollar cancer y a pesar de que existen mejores
medicamentos, el prondstico a cinco anos es menos
de 50%.
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Figura 3. Adquisicién de datos por grupo. A. Baja presencia de células que se marcan con el anticuerpo monoclonal para CK19,
en la region del cuadrante inferior izquierdo, en este caso fue una paciente control negativa a cancer con 2.31% de positividad,
mientras que el promedio de este grupo fue de 7.1%. Promedio de positividad para CK19: B. Estadio I, 33.70%. C. Estadio Il,

38.6%. D. Estadio Ill, 62.9%. E. Estadio IV, 90.1%.

El estudio de factores relacionados con el pronéstico de
la enfermedad ha enfatizado la importancia de las caracte-
risticas celulares y demogréficas en la supervivenciay mor-
talidad de las mujeres con cancer de mama.

La incidencia de cancer mama a nivel mundial y en
nuestro pais esta en ascenso; el cambio en el estilo de
vida, el poco apego a medidas preventivas y de deteccion
hace que la prevalencia de estadios avanzados sea elevada,
y como consecuencia repercuta en su mortalidad. El estu-
dio de factores pronoésticos y predictivos de esta enferme-

dad ha mejorado la sobrevida y el periodo libre de enfer-
medad.

Estudios previos indican que células epiteliales del tu-
mor inicial pueden ser reconocidas en sangre periférica (cé-
lulas tumorales circulantes, CTC), las cuales han sido aso-
ciadas a recurrencia y metastasis del cancer de mama. Las
CKs'y en especial CK19 se ha propuesto como un marca-
dor util para detectar células tumorales en sangre periférica
y con ello predecir la recurrencia, mejorando asi la sobre-
vida.?>?¢ Existe evidencia de que esta liberacion no soélo es
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Figura 4. Cuantificacién de CK19 por grupo.

por un proceso de apoptosis, sugiriendo incluso que pue-
den contribuir a la progresion del cancer, dando un valor
estadisticamente mas significativo con respecto a la pre-
sencia de otras lineas celulares cancerosas previamente co-
nocidas como MUCT, los receptores de estrégenos y la cla-
sificacion TNM, aunque también se ha sugerido su uso
simultaneo para elevar su sensibilidad y especificidad o in-
cluso en combinacién con otros marcadores moleculares.

La citometria de flujo es una tecnologia que aparte de
dar informacién precisa es rapida, y en cuanto a la cuanti-
ficacion de poblaciones celulares se ha comparado con la
precisién de RT-PCR, y asfi evitar la expresion ilegitima.?

En este estudio se analizaron 42 muestras de pacientes
que acudieron a la consulta de mama por primera vez.
Existe diferencia significativa entre el grupo de mujeres sa-
nas y las pacientes con diagndstico de cancer de mama;
aunque el numero de casos es bajo, se abre una puerta para
continuar su vigilancia, incluso de estos mismos grupos
viendo el seguimiento y realizar varias medidas a lo largo
de su tratamiento y vigilancia.

Del grupo control vale la pena ver el seguimiento, ya
que incluso algunos investigadores proponen que se pue-
den encontrar CTC con meses de antelacién a la presencia
clinica del cancery asi establecer una ventana de diferen-
cia en cuanto a las pacientes sanas y en las que tienen
riesgo de desarrollar cancer. Por otro lado, tal como lo
sugieren Ignatidis y Banbarg, entre otros investigadores, es
conveniente que se incremente el nimero de marcadores
que también se han relacionado con la presenciade CTCy
en un futuro establecer un tamizaje de facil acceso y con
alto indice de sensibilidad. Los estudios de CTC dan un
nuevo valor que pueda utilizarse como valor pronéstico y
puede en tiempo real redirigir el tratamiento en pacientes
con cancer de mama.?' Algunos investigadores sugieren que
la presencia de CK19 podria buscarse en los nédulos centi-

162

nelas, siendo superiores a otros marcadores ya estudiados
como p63, receptores de estrogenos o junto con ellos co-
moMGB1%#y HER221 y en pacientes bajo tratamiento o
incluso posterior al mismo.

La gran variedad de métodos de deteccion para CTCs
dificulta la comparacién de los resultados entre los distin-
tos estudios. Por esta razén es necesario realizar nuevos
estudios clinicos para corroborar si la deteccion de CTCs
en pacientes con cancer de mama (principalmente en las
pacientes sin evidencia de metastasis) puede brindar un
pronostico en la evolucion de la enfermedad y contribuir
en la eleccién del tratamiento que se seguira para prevenir
su recidiva. En el caso del paciente metastasico seria dtil
monitorizar la respuesta al tratamiento, indicando quién
responde a la terapia y quién no, posibilitando nuevos tra-
tamientos y evitando efectos secundarios innecesarios.

La estandarizacion de estas técnicas para la determina-
cién de CTCs en los laboratorios clinicos asistenciales es
hoy en dia relativamente sencilla'y quiza en un futuro cerca-
no, la deteccion de este tipo de células y su estudio genético
en profundidad podria ser una herramienta predictiva util
para laindividualizacion del tratamiento del cancer de mama.

CONCLUSIONES

e Lapresenciade CK19 en sangre periférica de pacientes
con cancer de mama se encuentra mas elevado mien-
tras mayor es el estadio clinico.

e Losniveles de CK19 no tienen relacion con la presencia
de receptores de estrogenos.

e Los niveles de CK19 no tienen relacién con los porcen-
tajes de receptores de progesterona.

e Losniveles de CK19 no tienen relacion con la presencia
de receptores de Her2/neu.

e El uso de multimarcadores para la detecciéon de CTCs
aumenta la probabilidad de detectar las células que
hayan perdido algiin marcador epitelial como conse-
cuencia de la diseminacién tumoral, y ademas de ser-
vir como herramienta pronéstica, definiria las subpo-
blaciones de CTCs con gran capacidad invasiva y
resistentes en funciéon de los marcadores detectados.
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