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Células tumorales circulantes en
cancer de mama: un posible riesgo
biolagico

RESUMEN

El cdncer es una enfermedad que afecta a millones de personas en el mundo. Por
esto, la investigacion que se realiza dia a dia es extenuante. Sin embargo, adn
falta mucho por esclarecer. Hoy por hoy se sabe que, desde estadios muy tem-
pranos, un proceso neopldsico maligno puede desprender hacia la circulacion
sanguinea células con caracteristicas similares a las del tumor (células tumorales
circulantes, CTC) las cuales, cumpliendo algunas condiciones, pueden tener la
capacidad para anclarse a casi cualquier tejido sano, diferente al de su sitio de
origen, y asi generar un nuevo crecimiento tumoral (metastasis). El objetivo de
esta revision es describir cémo se comportan estas células, asi como su identi-
ficacion, importancia clinica en el diagnéstico, prondstico y como agentes de
riesgo biolégico en la terapia transfusional.
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Circulating tumor cells in breast cancer:
a potential biological hazard

ABSTRACT

At the present time, cancer affects millions of persons worldwide. Due
to this fact, research in this area is thorough. Nevertheless, there are
many voids in knowledge. Today it is known that from early stages, a
neoplastic process can deliver cells to the bloodstream that have simi-
lar characteristics to the tumor cells (Circulating Tumor Cells, CTCs).
Given certain condition, these cells can anchor to almost any tissue
different to the original and generate a new tumor growth (metastasis).
The purpose of this revision is to describe the behavior, identification
and clinical relevancy in diagnosis and prognosis of these cells, as well
as a risk agent in transfusion therapy.
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El cancer es una enfermedad que se caracteriza
por un crecimiento sin control y diseminacion de
un determinado tipo de células en practicamente
cualquier sitio del cuerpo: pulmén, estémago,
higado rifdn, etc.

Especificamente, el cincer de mama es un tumor
maligno originado en los conductos o lobulillos
(Figura 1).2 A escala mundial se registran 411,000
muertes al afio a causa de esta enfermedad y se
estima que en los Gltimos 5 anos 4.4 millones
de mujeres han sido diagnosticadas con la en-
fermedad. La tasa de supervivencia del cancer
mamario varia mucho en todo el mundo, desde
80% o mas en América del Norte, Sueciay Japdn,
pasando por un 60% aproximadamente en los
paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores
a 40% en los paises de ingresos bajos.* A partir
de 2006 el cancer mamario ha sido la segunda
causa de muerte general en mujeres de 30 a 50
afos; y la primera por cancer, desplazando al
cancer cérvico-uterino.?
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Figura 1. Historia natural del cancer de mama. En
su estadio incipiente se encuentra localizado en la
mama; sin embargo, desde esta etapa se produce la
diseminacién hematégena de células tumorales que
pueden tomar dos caminos. A) Células tumorales
diseminantes (CTD) las cuales se alojan en la médula
6sea y posteriormente se reproducen y diseminan
a otros tejidos coaccionando metastasis. B) Células
tumorales circulantes (CTC) que se desprenden del
tumor primario y originan metastasis de forma directa.
C) La metastasis es el resultado de la implantacién
de las CTD o CTC en el parénquima de un tejido
especifico.
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A través de varios estudios se ha determinado que
las células tumorales se desprenden del tumor
primario en las etapas iniciales de la progresion
maligna. De esta manera, las células liberadas
invaden capilares viajando por el torrente sangui-
neo; por ello se les conoce como células tumorales
circulantes (CTC). Al adherirse a las paredes de los
capilares y escapar del vaso sanguineo (extravasa-
cion) pueden establecerse en otro érgano diferente
al del tumor primario generando metastasis.* Sin
embargo, las CTC no se establecen en un lugar al
azar. Stephen Paget propuso, en 1889, la teoria del
sueloy la semilla, misma que sostiene que ciertas
células tumorales (semillas) tienen afinidad para
implantarse en las condiciones de un érgano en
particular (suelo), y cuando ambas condiciones se
dan se propicia la metastasis.®

Identificacion de células tumorales circulantes

Las células tumorales circulantes (CTC) pueden
distinguirse de las células normales en sangre
periférica mediante sus caracteristicas fisicas y
biolégicas. Para ello se requieren de técnicas
sensibles y especificas que permitan su correcta
identificacion dado que la concentracion de CTC
en sangre periférica, incluso en pacientes con un
proceso metastdsico en curso, no supera el indi-
ce de una CTC por cada 10° células leucocitarias;
es por ello que la mayoria de los sistemas de de-
teccion consisten en una fase de enriquecimiento
seguida del proceso de deteccion en si mismo.®
Generalmente, podemos decir, que los sistemas
de deteccion se categorizan en dos tipos:

1. Técnicas basadas en la identificacion de
acidos nucleicos.

2. Separacién de las células tumorales cir-
culantes (citometria).”

Técnicas basadas en acidos nucleicos: aunque
la deteccion de alteraciones genéticas en ADN
presente en la circulacion sanguinea, tales como
mutaciones en protooncogenes, genes supresores
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de tumor o ADN metilado aberrante, pueden
emplearse como marcadores de ADN derivado
del tumor primario; la deteccién de ADN aso-
ciado con el tumor en el plasma puede deberse
simplemente a la presencia de ADN circulante,
sin indicar necesariamente la presencia de CTC ya
que el ADN libre tiene una vida media prolongada
en el plasma y puede ser detectable mucho tiem-
po después de que fue liberado por un derrame
en el tumor primario, haciendo que la deteccion
de ADN en sangre pueda reflejar meramente la
presencia de ADN libre y no de células tumorales
circulantes. Otro inconveniente es que, debido
a que los cambios como la metilacion del ADN
ocurren en los estadios tempranos del proceso
de tumorogénesis, tales anormalidades pueden
ser detectadas en ADN liberado de lesiones
displasicas de pacientes que no tienen lesiones
neopldsicas. Asi pues, aunque la posible detec-
cion de CTC basada en ADN es prometedora, alin
tiene muchos retos que superar antes de poder ser
usada en la practica clinica.

Por otra parte, las técnicas de retrotranscripcion y
posterior amplificacién de ADNc a partir de ARN
permiten estimar indirectamente la presencia
de CTC al evaluar la expresién de marcadores
especificos de ARNm? tales como CK19, MUCT,
Mam-A y antigeno carinoembrionario. Estos
marcadores, st se emplean en paneles, es decir,
un sistema de evaluacién de mas de un marca-
dor de manera simultinea, permiten elevar la
especificidad de la técnica.?

En definitiva, las principales ventajas de la reac-
cién en cadena de la polimerasa de marcadores
basados en ARNm son su gran sensibilidad y la
amplia gama de iniciadores disponibles aunadas
a la posibilidad de emplear dichos marcadores
no s6lo para detectar CTC sino para hacer pre-
dicciones y prondsticos mediante el analisis de
los marcadores expresados. Sin embargo, esta
modalidad también tiene limitaciones, entre las
cuales se incluyen:
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1. La propia inestabilidad del ARN que
hace necesaria la aplicacién de medidas
especificas durante los procesos de ex-
traccion, como son el almacenamiento
y la preparacién de la muestra.

2. Elriesgo de falsos negativos debidos a que
las CTC estén presentes pero no expresen
los marcadores a estudiar.

3. Falsos positivos provocados por una so-
breexpresion de marcadores en células
normales, contaminacion de la muestra
o transcripcion ilegitima de genes.

La técnica, al requerir la destruccion de las
células hace imposible su caracterizacion
morfolégica.®® También existen ventajas, como
por ejemplo; el uso de paneles con miltiples
marcadores y la creacién de nuevos y mejores
oligonucléotidos disminuyen la cantidad de
falsos positivos, mientras que los avances en la
técnica de reacciéon en cadena de la polime-
rasa cuantitativa en tiempo real permiten una
mayor seguridad al diferenciar entre células
cancerigenas y no cancerigenas, estableciendo
qué valores de transcripcién corresponden a las
células tumorales.®

Métodos citométricos: incluyen una gran varie-
dad de técnicas basadas en inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia in situ y citometria de
flujo.? Estos sistemas aislan la célula completa
permitiendo su caracterizacion morfoldgica y
molecular.” A continuacién se mencionan algu-
nos de los mas utilizados.

1. Sistema CellSearch: se trata de un dispositivo
automatizado de enriquecimiento y deteccion
inmunocitoquimica desarrollado por la empresa
Veridex (NJ, USA). El sistema de enriquecimiento
usa particulas magnéticas marcadas con anti-
cuerpos dirigidos a las moléculas de adhesion
epitelial (EpCAM) que permite separar a aquellas
células que expresen dichos antigenos. Después
del enriquecimiento, las células capturadas
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son enfrentadas con anticuerpos fluorescentes
monoclonales contra leucocitos (CD45) y célu-
las epiteliales (citoqueratinas 8, 18 y 19), acto
seguido, se generan fotografias de las muestras
que pueden ser evaluadas por un analista ca-
pacitado.”'® Las CTC se definen como células
mononucleares con un perfil inmunolégico
CD45-/CK+.>"" Este método esta autorizado por
la FDA para ser usado en la deteccién de CTC en
pacientes diagnésticados con cancer metéstasico
de mama, colon y préstata. La sensibilidad del
método se encuentra en el orden de hasta una
CTC por cada 7.5 mL de sangre periférica, este
dato ha sido evaluado y confirmado en varios
estudios realizados por distintas instituciones.’
El sistema también tiene sus desventajas, como
el exceso de tiempo gastado para la revisién de
las imagenes y la necesidad de personal bien ca-
pacitado destinado a realizar dichas revisiones.
Ademas, en estudios recientes han reportado
que el genotipo “normal” del cancer de mama
invasivo (que representa aproximadamente 10%
de todos los casos) es tipicamente negativo para
la expresion de EpCAM y esto puede propiciar la
aparicion de falsos negativos en las determina-
ciones de CTC mediante el sistema CellSearch.

2. Ensayo de microfiltrado en membrana: en este
método se aprovecha la diferencia de tamafio
entre las CTC y las células sanguineas normales.
Los filtros de policarbonato fueron los primeros
en desarrollarse y son relativamente eficientes,
baratos y sencillos de usar; recientemente se han
logrado fabricar microfiltros a base de parileno
C especializados en separar CTC. Después de la
separacion las células se someten a un proceso
de reaccion en cadena de la polimerasa directa-
mente en la membrana de filtrado. Aun no se han
reportado ensayos clinicos usando esta técnica
y tampoco tiene fecha de salida al mercado.”?

3. Adna Test: la prueba Adna es otro sistema ba-
sado en enriquecimiento de CTC mediante el uso
de perlas con recubrimiento magnético; sin em-
bargo, a diferencia de CellSearch, el sistema usa
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como blanco del sistema de captura una mezcla
de antigenos de superficie en lugar de uno solo.
Después del enriquecimiento inmunomagnético
el sistema extrae el ARNm que serd usado en una
subsecuente reaccion en cadena de la polimerasa
para determinar de manera indirecta el nimero
de CTC a través de la deteccion de 3 marcadores
asociados: MUCT, HER2 vy la glicoproteina de
superficie GA733-2. Al combinar las técnicas
tradicionales de anticuerpos con la reaccion en
cadena de la polimerasa se obtiene sensibilidad
superior a la de CellSearch.”® Al dia de hoy el
sistema se comercializa en la Unién Europea para
su uso en cancer colorrectal y de mama, pero no
ha obtenido la aprobacién regulatoria de la FDA
para su comercializacién en Estados Unidos.

4. CTC-chip: es un método en el cual una pla-
ca de micropostes cubiertos con anticuerpos
anti-EpCAM interacciona con una muestra de
sangre periférica anticoagulada del paciente
que se hace circular por la placa mediante un
sistema de flujo laminar; se produce un area de
contacto mayor que se refleja en una recoleccién
de células EpCAM+ mas eficiente. Las CTC cap-
turadas son identificadas mediante microscopia
de fluorescencia: positivas para citoqueratinas y
negativas para el antigeno de superficie CD-45.
La sensibilidad del CTC-chip es mucho mayor
a la del sistema CellSearch debido a la mayor
superficie de contacto disponible y al lento flu-
jo de la muestra de sangre a través de la placa
(1-2 mL de sangre por hora). Ademas, atrapa
menos leucocitos obteniéndose rendimientos de
CTC superiores a 50% de las células capturadas,
en comparacion con el 0.1% de los sistemas
magnéticos.'""? Este sistema alin no se encuentra
disponible en el mercado pues todavia estd en
fase de desarrollo.0®

Ademas de los mencionados existen otros sis-
temas: EPISPOT, FAST, Citometria de Escaneo
Lasser entre otros, los cuales alin estan en desa-
rrollo y s6lo se emplean en investigacion clinica
y no se encuentran disponibles en el mercado.
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Valor diagnéstico

Las células tumorales circulantes (CTC) son uno
de los principales biomarcadores para el diag-
nostico y la terapia en el cancer sistémico. Sin
embargo, la tecnologia para su deteccién atin se
encuentra en fase de validacion, especialmente
en el cancer no metastasico, hecho que en la
actualidad impide el uso clinico de las CTC
como marcadores diagnésticos. A la fecha so-
lamente se ha aprovechado su poder predictivo
para la evolucién del tratamiento y las recidivas.
Recientemente, en el 2013, se determiné que el
andlisis de las células mononucleares obtenidas
por leucoféresis (LA) de sangre periférica permite
el enriquecimiento de CTC pues estas Ultimas
tienen una densidad similar a los mononucleares
y por lo general involucra el procesamiento de
toda la sangre circulante de un individuo. Con
esta aproximacion se han podido detectar CTC
en mas de 90% de los pacientes con cancer
de mama no metastdsico, obteniendo aproxi-
madamente 100,000 CTC, con una media de
7.500 CTC por paciente, determinandose una
correlacién positiva entre el nimero de CTC con
la propagacion anatémica de la enfermedad. Se
ha propuesto que la aféresis se puede combinar
facilmente con el sistema CellSearch aprobado
por la FDA de Estados Unidos para la cuantifica-
cién de las CTC. La comparacion directa entre la
cuantificacién de CTC a partir de 7.5 mL de san-
gre total revelé un mayor poder de resolucion de
la aféresis combinada con la inmunodeteccion
por CellSearch para la evaluacion prondstica de
pacientes con cancer de mama no metastdsico.

Se han hecho muiltiples aproximaciones diag-
nosticas de CTC en diferentes tipos de cancer y
la identificacion de ARNm que transcribe para
los genes mucina-1, citoqueratina 19, HER2 y
mamaglobina A; estos son los mejores biomarca-
dores de CTC en pacientes con cancer de mama
y tienen su principal aplicacién en la evaluacion
del tratamiento y el pronéstico de la enfermedad.
Asi, la mamaglobina tuvo con una sensibilidad

ISSSTE

de 80% y una especificidad de 100% mientras
que la mucina-1 tuvo una sensibilidad de 86%
y una especificidad de 100%."”

En estudios previos se ha demostrado que en la
etapa 1 de ciertos tipos de cancer se pueden
detectar CTC. Con base en éstos se realiz un
estudio en el cual se detecté que 19.3% (n = 88
pacientes) con cdncer pulmonar en etapa |
presentaban CTC y en 2 de los 17 pacientes
positivos a CTC se evidencié metdstasis.'®

Valor pronéstico

Un estudio prospectivo para evaluar la impor-
tancia prondstica de la deteccion de CTC en
pacientes con cancer de mama avanzado incluy6
80 pacientes con los siguientes criterios: muje-
res con diagnédstico histolégico de cancer de
mama, con evidencia de enfermedad metastasica
mediante estudios de imagen, empezando una
nueva linea de tratamiento o tratamiento para la
enfermedad avanzada, con un maximo de dos
lineas de tratamiento. Al inicio del estudio se
reportaron 49 pacientes que tenia >5 CTC en
7.5 mL de sangre total. El nimero de referencia
de CTC se asoci6 con la supervivencia libre de
progresion (HR 2.5, intervalo de confianza del
95%: 1.2 a5.4). En la Gltima extraccién de sangre
las pacientes con aumento o CTC persistente-
mente > 5 demostraron mayor riesgo estadistico
significativo de progresién que las pacientes con
CTC <5 (HR 6.4,1C 95%: 2.8 a 14.6)."7

Diversos estudios han permitido estimar que
las CTC se encuentran en 70-100% de los pa-
cientes con metdstasis, asi como en 46-71% de
pacientes con afectacion local. Ademas, se ha
observado que en estadios tempranos de cancer
pueden encontrarse, en promedio, 16 CTC en
20 mL de sangre."®

En un estudio para evaluar el valor pronéstico
de las CTC en pacientes con cancer de mama
metastasico recién diagnosticado se demostrd
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que 30.3% (n =59) de las pacientes con enferme-
dad metastésica de novo y 69.7% (n = 129) que
presentaron reincidencia de cadncer de mama, asi
como 61.6% (n = 114) de las pacientes tenian
una concentracion de CTC <5 y38.4% (n=71)
de las que tenfan una concentracién de CTC>5
(Figura 2). La mediana de supervivencia global
fue de 28.3 meses en las pacientes que tuvieron
<5 CTC por cada 7.5 mL de sangre total y de 15
meses en pacientes con >5 CTC por cada 7.5 mL
de sangre total (p < 0.0001). Hecho que es inde-
pendiente de la expresion del receptor HER-2/
neu. Se reportd una supervivencia superior entre
los pacientes con CTC < 5 si el paciente tenfa
reincidencia o si la enfermedad metastdsica era
de novo. Los pacientes con CTC > 5 tenian una
relacion de riesgo de muerte de 3.64 (IC 95%:
2.11-6.30) en comparacién con los pacientes
con < 5 CTC (modelo multivariado).'

Comentario (riesgo biologico)

En reportes previos se ha demostrado que las
CTC se encuentran presentes en pacientes con
estadios 1 de cancer de mama; sin embargo,

. Diagnésticoy  Radioterapia_

Etapa

quirdrgico

—\
Valor_ \\Respuesla terapéutica pn‘)/"a(',)‘s’{ico
\
\ \
\\
\
\ \ N
\ \
\. \ o

Paciente norma' 1 2 3 4 Recidiva
Estadio tumoral

Figura 2. Curso temporal de las células tumorales
circulantes y su valor clinico. Evolucién natural de
las CTC desde los estadios tempranos del cancer de
mama hasta estadios tardios. En los paises en vias
de desarrollo el diagnéstico del cancer de mama se
realiza en estadios 2 y 3 que se caracterizan por alta
concentracion tanto de células tumorales circulantes
como de células tumorales diseminantes.
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alrededor del mundo la gran mayoria del diag-
nostico temprano de esta enfermedad se realiza
en estadios 2 o 3, por lo que las pacientes no
diagnosticadas que se encuentran en etapa
subclinica pudiesen ser admitidas por los ser-
vicios de banco de sangre como donadoras
clinicamente sanas y las CTC presentes en los
concentrados globulares provenientes de éstas
pacientes podrian estar siendo transferidas a
pacientes sanos, tanto hombres como muje-
res. Aunado a esto, la realizacién de pruebas
cruzadas asegura que estas CTC tengan un
nicho adecuado para su desarrollo y pueden
ser un factor condicionante y desencadenante
de cancer metastésico de origen desconocido.
La estabilidad y viabilidad de las CTC en los
concentrados globulares sin desleucocitar de-
pende de las condiciones de almacenamiento
y del tiempo que transcurre entre la extraccion,
separacion y trasfundicion de los paquetes
globulares.?® Quiza en esta parte habria que
agregar porqué las pruebas cruzadas garantizan,
lo que se propone en el texto, fundamentandolo
en la base de la técnica, es decir, qué son las
pruebas cruzadas.

DISCUSION

La cuantificacién de las CTC ha demostrado su
utilidad como valor pronéstico, como marcador
de la supervivencia en pacientes con cancer de
mama. El futuro del diagnéstico de CTC es el
analisis molecular, aunque atin se encuentra en
desarrollo y depende de ensayos de aislamiento y
purificacién que generen mayores cantidades de
CTCYy, por lo tanto, una mayor cantidad del ADN
tumoral, ARN mensajero tumoral y micro-ARN
tumoral que faciliten la realizacion de técnicas de
biologia molecular encaminadas al diagndstico e
identificacion de las CTC, que las discriminen de
las células leucocitarias contaminantes.

En estudios previos se ha demostrado que las
proteinas de enriquecimiento inmunomagnético
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utilizadas en las pruebas de deteccion de CTC
(CellSearch), basada en la expresion de EpCAM,
arrojan falsos negativos ya que ésta no se expre-
sa en todos los subtipos de cancer de mama.”'
Sin embargo, al utilizar la proteina CD146 se
aumenta la sensibilidad para la deteccion de
CTC negativas a EpCAM.?2 Este hecho es comUn
a una gran cantidad de tumores cancerigenos,
por lo que se hace indispensable contar con
un conjunto especifico de biomarcadores que
identifiquen a cada tipo de cancer.

En el futuro la correcta purificacion y aislamiento
de las CTC permitird desarrollar los tratamientos
anti-microARNs y tenerlos disponibles para su
uso terapéutico en el cancer de mama. Es muy
probable que algunos de estos microARNs tu-
morales sean detectables en la circulacion, lo
cual podria simplificar y establecer las pruebas
de farmacos encaminados a suprimir o a activar
la maquinaria mirnémica con finalidad farma-
coterapéutica.
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