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Introduccion

1.1 LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria, constituye un organo caracteristico de los
mamiferos, se presenta como una pareja de 6rganos glandulares situados
en la pared anterior del térax sobre el musculo pectoral mayor y parte del
musculo serrato mayor. Se extiende desde la segunda hasta la sexta costilla
en el plano vertical y desde la cara lateral del estern6n hasta la linea axilar

anterior homolateral en el plano horizontal.

La mama esta formada por piel, tejido celular subcutaneo y tejido
mamario (formado por elementos glandulares y ductales, en la mama

madura).

La cara superficial esta cubierta por piel. En el centro de esta cara se
encuentra el pezdon rodeado por una zona de piel hiperpigmentada

denominada areola.

Los elementos glandulares estan formados por conductos secretores y
acinos, que constituyen las unidades terminales de un sistema ductal que se
ramifica en 10 conductos mayores; galactéforos, que desembocan en el

pezon.

La glandula mamaria esta formada por tejido glandular de tipo tubulo-
alveolar, tejido conjuntivo (que conecta los lobulos), tejido adiposo (que
ocupa los espacios interlobulares), vasos sanguineos y conductos lactiferos.
El tejido celular subcutdaneo rodea la glandula sin que exista una capsula
claramente definida, desde éste se dirigen hacia el interior numerosos
tabiques de tejido conectivo. Un conjunto de quince a veinte lobulos
mamarios conforman la glandula mamaria, cada uno con su aparato
excretor, que se abren en el pezdon por medio de un conducto lactifero,
constituyendo un sistema excretor. Los lobulillos estan formados por un
numero de acinos comprendidos entre diez y cien, cada cual con su
conducto excretor denominado conducto terminal. Los acinos estan
estructurados por un conjunto de células secretoras que producen la

secrecion lactea y conforman una cavidad a la cual vierten esta secrecion,
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Introduccion

estan rodeados de células mioepiteliales y capilares sanguineos de singular

importancia en el proceso de secrecidn y eyeccion de la leche.

El sistema de conductos lactiferos que vacia la glandula mamaria es el
siguiente: el acino se vacia a través de un conducto terminal, el cual
converge con sus congeéneres para formar el conducto lobulillar, que recoge
la secrecidén lactea de todos los acinos de un lobulillo. Los conductos
lobulillares se reunen para formar el conducto interlobulillar, que al unirse
con otros conductos de este tipo, forma el conducto lobular o segmentario,
de mayor calibre que los anteriores, que se dirige al pezdén y antes de llegar
a él, bajo la areola mamaria, se dilata formando el seno lactifero, el que se

angosta nuevamente al desembocar en el pezon.

__~Costillas Lébulos
Musculo o 1 o
h N e T he¥
i ™ . o - — -
) “Fyo" Ductos
5 Tejido adiposo s
.E 3 1 _._‘\-.r-' po—
/ Tejido conjuntivo far '{'.
e - 'S -
i [o
e v
%~ Pezén
N Ducto normal

llustracion 1: Anatomia de la mama
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Lobulo con varios
lobulillos

Ducto

Seno lactifero Alveolos

Células mioepitelial

‘ Células glandulares
‘alrededor del ducto

llustracion 2: Sistema de conductos lactiferos

Los conductos estan revestidos por epitelio cuboideo o cilindrico. Por
fuera de este epitelio, entre él y la membrana basal, existe una capa de
células mioepiteliales muy ramificadas, que envuelven a los conductos vy
acinos. En los conductos de mayor tamafio el epitelio consta de dos o mas
capas de células que cerca del orificio externo del pezén se transforman en

epitelio plano estratificado.

La mama esta vascularizada por la arteria mamaria interna y las
arterias toracicas laterales. Con respecto al sistema linfatico, el plexo
subepitelial de la mama confluye con la red de vasos linfaticos subepiteliales
que se extienden por el térax, cuello y abdomen. Los vasos linfaticos de la
mama drenan a los ganglios axilares, pectorales, infraclaviculares y cadena

mamaria interna.

La estructura de la glandula mamaria varia con la edad y es
influenciada por el embarazo y la lactancia. Antes de la pubertad, la mama
posee unos pocos conductos rudimentarios cubiertos en su interior epitelio
plano y envuelto en tejido conectivo. Después de la pubertad, debido a la
influencia de las hormonas ovaricas, especialmente los estrogenos, los
conductos se comienzan a ramificar y en sus extremos se forman pequefas
masas solidas, esféricas, de células poliédricas, que constituiran los
alveolos. Durante el estado de reposo, el epitelio glandular esta separado del

estroma vascularizado vecino por una fina zona de fibroblastos, a través de
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los cuales no penetran vasos. Esta union epitelio-estroma, posiblemente,
ejerce un control sobre el paso de sustancias a las células secretoras. Los
alveolos activos solo aparecen durante el embarazo, periodo en el cual, los
conductos se ramifican y en su parte terminal se forma un lumen que

aumenta de tamafo a medida que se va cargando de secrecion.

Después de la menopausia la glandula mamaria se atrofia y los
elementos celulares de los alveolos y conductos degeneran y disminuyen en

numero.

1.2 EL CANCER DE MAMA
El cancer de mama, también conocido como carcinoma de mama, es
una neoplasia maligna originada por la proliferacion acelerada e incontrolada

de células malignas en el tejido mamario.

1.2.1 Epidemiologia

Anualmente se detectan en Espafia mas de 16.000 nuevos casos de
cancer de mama que afectan a mujeres de edades comprendidas entre los
35 y 45 anos. El cancer de mama es un problema de salud publica muy

importante, tanto por su alta incidencia como por la mortalidad que ocasiona.

En nuestro pais el cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente
en la poblacion femenina espafola, representa entre el 23-28% de todos los
tumores incidentes y la primera causa de muerte por cancer, con una tasa
de mortalidad de 28,8 por cada 100.000.

A nivel mundial se han visto importantes diferencias en la incidencia y
mortalidad entre paises. Siendo los paises occidentales donde hay mayor
incidencia de la enfermedad (Inglaterra, Noruega, Suecia, Dinamarca,
EEUU, Holanda y Canadd) (Malvezzi, Bertuccio et al. 2013) y los de baja
incidencia son los paises asiaticos (China y Singapur), paises del Caribe,

América Central y América del Sur (Méjico, Costa Rica y Chile) (Key,

Pagina | 6



Introduccion

Verkasalo et al. 2001). Estas diferencias se atribuyen a factores relacionados

con los estilos de vida y el desarrollo socio-econdémico.

1.2.2 Factores de riesgo

Muchos estudios han evaluado los posibles factores de riesgos
asociados al cancer de mama (McPherson, Steel et al. 2000), (Espie,
Lalloum et al. 2013). Aunque son numerosas las causas a continuacion se

resumen algunos factores que implican una mayor predisposicion:

v Edad. El riesgo de cancer de mama se incrementa con la edad,
siendo mas frecuente entre las mujeres mayores de 50 afios. La incidencia
de la enfermedad aumenta con la edad hasta llegar a la menopausia que
disminuye de un modo importante.

v Edad de la menarquia y menopausia. Se ha visto una asociacion
entre desarrollar cancer de mama y la edad de la menarquia: mujeres con
menarquia antes de los 12 afos tienen mayor probabilidad de desarrollar la

neoplasia que aquellas que desarrollaron por encima de los 14 afos.

También las mujeres con menopausia natural después de los 55 afos
tienen mayor probabilidad de desarrollar cancer de mama que las mujeres

que la tienen antes de los 45 anos.

v Edad al nacimiento del primer hijo. La nuliparidad y una edad tardia
en el primer parto se comportan como factores de riesgo, incrementando la
incidencia de la enfermedad. El riesgo se eleva entre las primiparas a partir
de los 35 afos.

v Historia familiar. Hasta la fecha se desconocen cuantos genes
pueden estar implicados en el desarrollo del cancer de mama. Cabe
destacar los genes BRCA1 (situado en el cromosoma 17) y BRCA2 (situado
en el cromosoma 13).

v Radiaciones ionizantes. Mujeres que han sufrido exposicion a
radiaciones ionizantes tienen mayor riesgo de padecer cancer de mama,

sobre todo si se reciben cuando la mama se esta desarrollando.
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v Factores hormonales. Se cree que las hormonas desempefan un
papel importante en el desarrollo del cancer de mama. Tanto los estrégenos
como la progesterona unidos a sus receptores hormonales influyen en el
crecimiento del tumor.
v Estilos de vida.
o] Dieta. Se sabe que hay una correlacion poco consistente entre la
incidencia de padecer cancer de mama y la ingesta alimentaria. Hasta la
fecha ningun nutriente estudiado de forma aislada se puede relacionar con el
riesgo de padecer la enfermedad.
o] Consumo de alcohol. La asociacion entre la ingesta de alcohol y un
incremento del riesgo de cancer de mama se ha establecido, pero no queda
claro, se piensa que puede tratarse de un factor de confusion y que la
asociacion reside en la alimentacion y otros habitos de consumo (Scoccianti,
Lauby-Secretan et al. 2014). Se ha comprobado que mujeres con consumo
elevado de alcohol y receptores hormonales positivos (RE+/RP- 6 RE+/RP+)
tiene mayor riesgo de desarrollar la enfermedad.
o] Tabaquismo. No hay relacion entre el habito del tabaquismo y
presentar la enfermedad.
o] Peso. Existe una asociacion entre el indice de masa corporal y la tasa
de mortalidad para cualquier tipo de cancer. La obesidad se asocia con un
amento en el riesgo de cancer de mama en las mujeres postmenopausicas,
con respecto a las premenopausicas.

o Enfermedades benignas de la mama. Se asocia con un incremento
del riesgo de padecer cancer de mama enfermedades benignas de la mama.
Generalmente las lesiones no proliferativas, proliferativas sin atipia e

hiperplasias atipicas.

1.2.3. Clasificacion histolégica del cancer de mama

v' Carcinoma in situ (estadio 0). Se define como la proliferaciéon de células
epiteliales malignas del tejido mamario sin capacidad de invasion de la
membrana basal. Lesion preneoplasica y su incidencia ha incrementado en
los ultimos afnos debido a las campafias de deteccidon precoz que se vienen

realizando (Malmgren, Atwood et al. 2008). Segun el lugar donde proliferan
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las células epiteliales el carcinoma de mama in situ se clasifica en los
siguientes tipos:
o] Carcinoma ductal in situ (CDIS). Proliferacion de las células
malignas en el interior de los conductos mamarios sin sobrepasar la
membrana basal (Silverstein 1998). Se considera lesidon precursora ya que
confiere riesgo de desarrollar cancer infiltrante. En este tipo de carcinomas
existe una prevalencia de mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 y
expresion de fenotipo angiogénico (Claus, Petruzella et al. 2005), (Wulfing,
Kersting et al. 2005). Su incidencia se ha incrementado hasta un 20% del
total de los carcinomas de mama. En el 90% de los casos se diagnostica por
la presencia de microcalcificaciones en la mamografia de mujeres
asintomaticas.

Los carcinomas de mama se clasifican en tres grupos en funcién de
las siguientes caracteristicas: grado de atipia nuclear, presencia de necrosis,
actividad mitotica y presencia de microcalcificaciones. Estos tres tipos son

los siguientes:

CDIS de bajo grado: tumores con nucleos de grado bajo o intermedio y

ausencia de necrosis.

CDIS de medio grado: tumores con nucleos de bajo grado pero con

necrosis.

CDIS de alto grado: tumores con nucleos grandes y elevada mitosis

Ccon O Sin necrosis.
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llustracién 3: Tipos de carcinomas in situ

o] Carcinoma lobular in situ (CLIS). Consiste en la proliferacion de
células pequenas y poco adhesivas que se originan en el ducto-lobulillar
terminal y pueden extenderse hasta el conducto terminal (Foote and Stewart
1941).

Es frecuente en mujeres de edades comprendidas entre los 40-50
afos. Tiene una incidencia de entre el 1-3% de las biopsias de mama
benignas. Es una lesidn precursora del carcinoma invasivo.

v Carcinoma invasivo. Los carcinomas invasivos derivan de la
transformacién neoplasica del epitelio de la unidad terminal ductal-lobular de
la mama. La OMS define 18 tipos histolégicos siendo los siguientes los mas
frecuentes:

o] Carcinoma ductal infiltrante. Es el mas frecuente (40-70%). Se
presenta formando cordones o grupos de células ductales que varian de
tamano, contenido citoplasmatico y grado de diferenciacion. La necrosis es

rara pero puede darse invasion linfatica.
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o] Carcinoma tubular. Se caracteriza por patron de crecimiento en
estructuras tubulares bien diferenciadas y tapizadas por una unica capa de
células. Suelen ser tumores menores de 2 cm y tienen buen prondstico. La
mayoria expresan receptores hormonales y no sobreexpresan el HER2.

o] Carcinoma cribiforme. Son tumores de bajo grado citolégico con
expresion de receptores hormonales. Son muy poco frecuentes (0.8-3.5%).
o] Carcinoma mucinoso. Se caracteriza por abundante moco
extracelular en el que nadan grupos de células neoplasicas de bajo grado
nuclear. La necrosis y la invasion linfatica son raras y es mas frecuente en
mujeres de edad avanzada.

o] Carcinoma medular. Es un tumor de alto grado citolégico pero de
buen prondstico. Con baja frecuencia de metastasis ganglionar. Esta
asociado a la mutacién del gen BRCA1, pero no al BRCA2.

o] Carcinoma lobulillar infiltrante. Es un tumor con patron de
crecimiento difuso con células sueltas o en hileras y abundante estroma
fibroso. Expresan receptores de estrogenos. Supone entre 5-15% de los
carcinomas invasivos. Clinicamente se detecta como una masa palpable y

en mamografia aparece distorsién arquitectural.

1.2.4. Clasificacion molecular del cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea. Los tumores de
mama tradicionalmente se han clasificado en distintas categorias en base a

su estadio clinico, morfologia celular y el analisis inmunohistoquimico.

Debido a la necesidad de factores prondsticos mas precisos, que
ayuden a clasificar las pacientes segun el grupo de riesgo, para tomar
decisiones terapéuticas mas exactas y al desarrollo de nuevas técnicas de
biologia molecular se ha podido determinar que existen varios subtipos de
cancer de mama con diferentes patrones de expresion genética y pronostico

(Cummings, Chambers et al. 2011).

Las técnicas de miroarrays de DNA analizan grandes series de genes
de tejidos tanto en fresco como congelado. También pueden analizarse

pequenas series de genes mediante la reaccion en cadena de la polimerasa

Pagina | 11



Introduccion

con transcriptasa inversa (RT-PCR) o incluso por técnicas de citogenética
convencional y molecular (FISH y CGH). En base a las técnicas de
microarrays de DNA, el cancer de mama se divide en dos subgrupos
dependiendo de la expresion o no del gen receptor de estrégenos (RE), el
cual se ha observado como el mayor factor discriminador del subtipo

molecular. Este patrén de expresion también persiste en sus metastasis.

El perfil de expresidon genética revel6 que dentro de los tumores RE+
existen dos subtipos: luminal (A y B) y subtipo HER2. Los tumores RE-
comprenden al subtipo basal (Perou, Sorlie et al. 2000), (Prat and Perou
2010).

v Tumores receptor estrogénico positivo.
o] Subtipo luminal. Expresan receptores hormonales y tienen un patrén
que concuerda con el componente epitelial luminal de la glandula mamaria.
Expresan citoqueratinas 8 y 18 y genes asociados a su activacion, LIV1 y
CCND1. Menos del 20% de estos tumores tienen mutado el gen p53 y
generalmente son de grado 1. Existen dos subtipos: luminal Ay B. El tumor
del subtipo luminal A es el mas frecuente de los tumores de mama, tiene alta
expresion de los genes relacionados con el RE y baja expresion de los
genes relacionados con la proliferacién celular comparado con el subtipo
luminal B. El subtipo luminal B tiende a ser de mas alto grado.

Los tumores luminales son de buen prondstico, sin embargo, el luminal
B tiene peor prondstico que el A. Se debe a la variacion en la respuesta al
tratamiento. Estos tipos de tumores son tratados con hormonoterapia.
0] Subtipo HER2. Estos tipos de tumores tienen una alta proporciéon de
mutaciones en el p53 y usualmente son de grado 3. La amplificacion y
sobreexpresion de HER2 en las células tumorales implica un pobre
prondstico debido a su alto riesgo de recaida temprana. Muestra mayor
sensibilidad a quimioterapia neoadyuvante. Los tumores HER2+ son
tratados con el anticuerpo monoclonal anti-HER2: tastuzumab, inhibidor de
la proliferacion celular, reduce la recurrencia de la enfermedad y aumenta la

supervivencia de las pacientes.
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v Tumores receptor estrogénico negativo.

o] Subtipo basal. Su patron de expresion es semejante al de las células
epiteliales basales y a las células mioepiteliales normales del tejido mamario.
No expresan el gen receptor de estrégenos, ni el gen receptor de
progesterona y tienen baja expresion de HER2. Son tumores con alta
expresion de citoqueratinas 5, 6 y 17 y expresan de genes relacionados con
la proliferacion celular (EGFR). La expresion de EGFR se considera esencial
para la migracién de células cancerigenas y los procesos de intravasacion.
También estan asociados a mutaciones en el gen BRCA1.

Mediante técnicas de inmunohistoquimica a este tipo de tumores se les
conoce también como triple negativo o subtipo basal por no expresar
receptores hormonales (para estrogenos y progesterona) ni HER2 y estan
asociados a un mal pronéstico de la enfermedad (Cheang, Voduc et al.
2008).

Son tumores muy agresivos, con mutaciones en el gen p53 y de alto

grado.

Subtipo | Histologia Grado | RE | HER2 | Caracteristicas

Luminal CK luminales +
CDI; lobular, tubular y cribiforme 162 + - _

A E-Cadherina +/-

Luminal CK luminales +
CDI; microcapilar 263 | +/- -/+

B p53 mutaciones

HER2 CDI 263 | +/- + p53 mutaciones

_ CK basales +

CDI;  medular, metaplasico, .

Basal . 3 - - p53 mutaciones
secretor y adenoide

EGFR+/-

CDI: carcinoma ductal invasivo // La expresion del gen receptor de estrogenos y HER2 se hace

mediante inmunohistoquimica // +: positivo. -:

mayormente positivo.

negativo. -/+: mayormente negativo. +/-:

Tabla 1: Clasificacion molecular del cancer de mama

1.2.5. Receptores de factores de crecimiento
Existen numerosos oncogenes que codifican para receptores de

factores de crecimiento con actividad tirosin-kinasa mutados. La activaciéon
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de estos receptores, mediante la activacion por ligandos, va a desencadenar
la activacion de vias de senalizacion celular que desembocan en la
proliferacion descontrolada.

Las mutaciones que suelen afectar a estos oncogenes suelen ser:
delecion del dominio extracelular, mutaciones puntuales que les confieren la
propiedad de estar permanentemente activados y delecion del extremo
carboxi-terminal haciéndole al receptor perder su capacidad reguladora.

El oncogén mas relevante en el cancer de mama es el HER2 que
codifica para una proteina receptor de membrana de 185kD con actividad
tirosin-kinasa. Se tratan de una proteina de membrana que corresponde al
receptor tipo-2 del factor de crecimiento epidérmico (de los 4 que existen) El
oncogen se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 (q21) (Bartsch,
Ziebermayr et al. 2010), (Isakoff 2010). La sobreexpresion de la proteina
HER2 en las células tumorales se debe a la amplificacién del gen y como
consecuencia el aumento de la expresion del gen no mutado, con el
subsiguiente incremento de la actividad tirosin-kinasa que induce
transformacién celular, crecimiento celular y progresiéon del tumor (Meng,
Tripathy et al. 2004), (Salido, Tusquets et al. 2005). Esto ocurre en el 15-
30% de los carcinomas de mama y se considera de mal prondstico.

La amplificacion del gen HER2 se determina mediante hibridacion
fluorescente in situ (FISH) y la expresion de su proteina se hace mediante

inmunohistoquimica.

Otros oncogenes conocidos e implicados en el cancer de mama son los
genes; erbB-1, erbB-3 y erbB-4, codifican proteinas pertenecientes a la
familia de los receptores tirosin-kinasa (miembros del subgrupo de los
receptores del factor de crecimiento epidérmico EGFR) con dominios de
membrana sencillos y dos dominios celulares ricos en cisteina. Los cuatro
receptores se coexpresan en diferentes combinaciones en una gran variedad

de tejidos excepto en el hematopoyeético.

Mientras que el gen HER2 se expresa a concentraciones bajas en

diversas células normales, en varios tipos de canceres se sobreexpresa.
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Generalmente esto se debe a la amplificacion genética o al incremento del
numero de genes HERZ en el nucleo.

La significacion del gen HER2 en el cancer de mama es multiple:
evolucion desde la lesidon premaligna no invasiva (carcinoma in situ) hasta
carcinoma metastasico. La sobreexpresion del erbB-2 se puede encontrar en
todos los estadios del cancer de mama, pero no se ha encontrado en
lesiones benignas; esto sugiere que el gen no se amplifica antes de un
verdadero estado maligno (Fehm, Becker et al. 2007), (Lang, Mosalpuria et
al. 2009).

Proxima a la region que alberga el gen HER2 se localiza el gen de la
topoisomerasa lla (TOPO lla). Se sabe que las lineas celulares que tiene
amplificado el HER2 también presentan amplificacién del gen y del producto
proteico de la TOPO lla: esta amplificacion hace que las células tengan unas
tasas de topoisomerasa |l seis veces superior a la normal. Curiosamente, las
células con baja expresion del gen de la topoisomerasa |l muestran gran
resistencia al tratamiento con antraciclinas (Hannemann, Kristel et al. 2006).
Por tanto el estudio del estado del gen TOPO lla tiene gran valor predictivo a

la respuesta al tratamiento.

1.2.6. Marcadores de proliferacion

La regulacion de los procesos celulares como proliferacion,
diferenciacién, apoptosis y ciclo celular se produce mediante senales
externas a la propia célula.

Un elemento esencial para el correcto funcionamiento de 6rganos y
tejidos es el equilibrio entre el numero adecuado de células en proliferacion y
de células especializadas. Equilibrio que se logra mediante el triangulo de
proliferacion, diferenciacidén y apoptosis.

La activacion de los receptores estd regulada por moléculas
extracelulares con factores de crecimiento, citoquinas y hormonas.

Los marcadores de proliferaciéon celular estan presentes en
determinadas fases del ciclo celular.

v Receptor de crecimiento epidérmico (EGFR). El EGFR es
una glucoproteina transmembrana caracteristica de células de

origen epitelial. Pertenece a una familia de receptores de factores de
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crecimiento con actividad tirosin quinasa: la union de ligandos al
receptor desencadena una serie de respuestas celulares que
eventualmente desembocan en la proliferacién celular. El gen del
EGFR codifica 26 exones y se traduce en una proteina
transmembrana de 170 kDa de tres dominios con diferentes
funciones: un dominio extracelular para la unién al ligando, un

dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico tirosin quinasa

encargado de la transduccion de senales.

~

Union al
ligando

Dominio tirosin
quinasa

llustracion 4: Receptor EGFR

La activacidn aberrante de esta via de sefales esta implicada en
procesos de proliferacion celular aumentada, migracién, evasion de
la apoptosis, invasion tumoral y metastasis. Por todo ello el EGFR es
una excelente diana terapéutica ademas de expresa con elevada
frecuencia en una gran variedad de canceres. Su expresion se
asocia a enfermedad avanzada y a pobre diagnostico clinico (Liu,
Fusi et al. 2010), (Sauter, Lee et al. 2009).

1.2.7. Marcadores de células madre

Las células madre o stem cells son un tipo de células que tienen la
virtud natural de poder convertirse en cualquiera de las variedades celulares
que integran el organismo y tienen capacidad de autorregeneracion. Existen
dos tipos de células madre: progenitoras y cancerigenas (CSC), que derivan

de una mutacion en las células madre progenitoras.
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llustracion 5: Cancer stem cells

Las CSC se definen como una poblacion de células con capacidad
para iniciar el tumor, reconstruir aspectos del tumor original, establecer
metastasis a distancia y mediar en procesos de resistencia a la
quimioterapia (Li, Lewis et al. 2008), (O'Brien, Kreso et al. 2010).Recientes
estudios han asociado el proceso de transicién de la barrera mesénquima-
epitelio (EMT) con la adquisicion de caracteristicas propias de células madre
en las CTCs (Mani, Guo et al. 2008), (Morel, Lievre et al. 2008).

En la mayoria de las neoplasias existen células madre cancerigenas
que se pueden autorregenerar de forma indefinida, en contraste con las
células madre que tienen un potencial proliferativo limitado (Vander Griend,
Karthaus et al. 2008). Por eso, para tratar el cancer es necesario poder
destruir las células madre cancerigenas y caracterizar e identificar sus
propiedades. La erradicacion de estas unidades del tumor es esencial para
la remisién estable y duradera del mismo.

El CD133 representa un importante marcador de superficie celular para

la identificacion de células madre, que puede ser detectado mediante el
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anticuerpo AC133. Se trata de una proteina glicosilada que se localiza en la
superficie de ceélulas repobladoras, células progenitoras inmaduras y en
células progenitoras de monocitos y de granulocitos. Su funcién, aunque no
esta totalmente caracterizada, parece estar relacionada con el
mantenimiento de los estados primitivos de diferenciacion (Wright, Calcagno
et al. 2008), (Pece, Tosoni et al. 2010). También se le reconoce como
identificador de células con potencial capacidad de iniciacién tumoral en el
caso de algunos canceres como el glioblastoma, prostata (Vander Griend,
Karthaus et al. 2008), colorrectal (Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007) y mama
(Schwab, Peacock et al. 2012).

Las células que expresan el marcador CD133 se caracterizan porque
manifiestan propiedades tipicas de CSC, tienen capacidad para
autorrenovarse en cultivos celulares, pueden diferenciarse originando células
propias del tumor original y participan en el mimetismo vascular
(Kirschmann, Seftor et al. 2012). Estas células estan presentes en la sangre
del cordén umbilical, en la médula 6sea y en sangre periférica de adultos,
provenientes posiblemente de la médula ésea y movilizadas por la accién del
Factor Estimulante de Colonia Granulocitica (FECG) y del Factor de células

madre (stem cell factor).

1.2.8. Factores prondstico y predictivos

Una vez diagnosticado el cancer de mama, los factores prondsticos y
predictivos son decisivos a la hora de tomar decisiones sobre el manejo y
tratamiento de la enfermedad (Cianfrocca and Goldstein 2004).

Se considera factor prondstico a cualquier parametro que se asocie con
una determinada supervivencia, ya sea global o libre de enfermedad, en
ausencia de tratamiento adyuvante.

Se considera factor predictivo a cualquier valor asociado al grado de
respuesta a un tratamiento especifico.

v Factores prondéstico.

o] Edad. Las pacientes mas jovenes tienen peor prondstico que las de
edad intermedia. Algunos estudios indican que las mujeres menores de 35
afos presentan tumores mas agresivos, mas indiferenciados, con ganglios

afectados y receptores hormonales negativos (Espie, Lalloum et al. 2013).
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o] Afectacién ganglionar. Este es el factor prondstico mas significativo
en los estadios precoces de la enfermedad. Existe relacion directa entre el
numero de ganglios afectados y el riesgo de diseminacidon metastasica y
supervivencia. La supervivencia, recidiva y fracaso en el tratamiento se
correlacionan con el numero de ganglios axilares positivos (Fisher, Bauer et
al. 1983), (Hugh, Hanson et al. 2009).

El estado de los ganglios se divide en cuatro grupos diferentes segun sean
negativos (NO): la supervivencia a 10 afios es del 76%, positivos de 1 a 3
(N1): disminuye la supervivencia al 25%, positivos de 4 a 9 (N2) e igual o
mayor que 10 (N3). El riesgo de recaida en ganglios positivos es lo
suficientemente elevado como para establecer un tratamiento adyuvante.

o] Tamano tumoral. Es el factor prondstico mas relevante. Es necesario
medir exhaustivamente el tumor en al menos 2 dimensiones, empleando la
medida mayor para establecer la estadificacion (T). Hay relacién directa
entre el tamafo tumoral y la probabilidad de metastasis ganglionares
axilares (Rosen, Saigo et al. 1981).

El tamafo tumoral se utiliza de forma rutinaria como factor prondstico para
seleccionar el tratamiento adyuvante. Para tumores mayores de 1-2 cm con
riesgo de recidiva mayor o igual al 20% se aconseja tratamiento adyuvante
(Fisher, Dignam et al. 2001).

o] Grado histolégico. Numerosos estudios han demostrado que hay
peor prondéstico en los tumores poco diferenciados, independientemente de
la afectacién ganglionar y del tamafo tumoral (Le Doussal, Tubiana-Hulin et
al. 1989)

Los sistemas de graduacion tumoral valoran tres factores: 1) grado de
formacion de tubulos, 2) regularidad en el tamafio, forma, caracter de tincion
del nucleo y 3) hipercromasia nuclear y actividad mitética. Basado en la
evaluacion subjetiva de estos hallazgos los tumores se clasifican como de

bajo, moderado o alto grado de malignidad.
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0 Afectacion metastasica.

Estadio | Caracteristicas

| < 2cm, ganglios no afectados

| <2cm, ganglios afectados
Entre 2-5cm, ganglios afectados o no

>5cm, ganglios no afectados

]| <5cm, ganglios afectados

v Metastasis en huesos, cerebro,

plumén, higado, etc.

Tabla 2: Caracteristicas tumorales

o] Receptores hormonales. Los estrogenos y progestagenos son
hormonas esteroideas implicadas en el crecimiento, diferenciacion y
supervivencia del epitelio mamario. Son de crucial importancia en el
desarrollo de las neoplasias mamarias durante los afios reproductivos
(Cianfrocca and Goldstein 2004), (Hammond, Hayes et al. 2010). Se ha
observado que la concentracion de receptores esteroideos en tejido maligno
es 15 veces superior a la del tejido normal. Su activacion se relaciona con un
aumento de la replicacion celular. Los estrégenos y progestagenos actuan a
través de receptores nucleares compuestos dos por subunidades (ay B). La
presencia de receptores hormonales para estrogenos y progesterona se ha
asociado a un moderado mejor prondstico. La ausencia de receptores se
asocia con mayor frecuencia a diseminacion a distancia en enfermas sin
afectacion ganglionar. Por lo que la determinacion de receptores en las
biopsias de carcinomas antes del comienzo del tratamiento se ha hecho una
practica habitual.

Aproximadamente entre el 55-65% de los carcinomas primarios de mama
son receptores estrogénicos positivos (RE+). También se ha demostrado
que responden a terapia hormonal.

Aproximadamente el 45-60% de los canceres de mama expresan receptores
de progesterona (RP+), lo que aumenta la probabilidad de respuesta a
tratamientos hormonales.

La pérdida de receptores hormonales por las células tumorales esta

asociada con peor prondéstico.
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o] HER2. Es el oncogén mas relevante identificado en el cancer de
mama. El mecanismo por el que tiene lugar la oncogénesis se regula por un
aumento de la expresion del receptor no mutado y por tanto de la actividad
tirosin-kinasa, que se refleja en la induccion a la transformacién celular.

La amplificacién del gen HER2 se encuentra en el 30% de los canceres de
mama y se asocia a peor prondstico, pobre grado histolégico, extension a
ganglios axilares y al numero de ganglios afectados (Cheang, Chia et al.
2009). También se relaciona con resistencia a diversos agentes
quimioterapicos y hormonales. Ademas, la amplificacion del oncogén HER-2
se correlaciona con la ausencia de receptores estrogénicos y de
progesterona.

Se ha comprobado que si un tumor primario no expresa la proteina, las
subsiguientes metastasis pueden expresarla; por el contrario, si un tumor
primario expresa dicha proteina, esta capacidad se mantiene en todas las

metastasis del tumor.

ESTADIFICACION TNM

TO | No hay evidencia del tumor

T1 | Tumor primario inferior de 2cm

T2 | Tumor primario de entre 2-5cm

T3 | Tumor primario mayor de 5cm

T4 | A: invade pared costal / B: invade piel / C: invade

piel y pared / D: carcinoma inflamatorio

NO | Ausencia de ganglios afectados

N1 | 1-3 ganglios axilares afectados

N2 | 4-9 ganglios axilares afectados

N3 | =210 ganglios axilares afectados

MO | Ausencia de evidencia de metastasis

M1 | Metastasis a distancia

Tabla 3: Clasificacion del tumor en base al sistema TMN

v Factores predictivos.
o] Receptores hormonales. Los tumores con expresion de receptores

hormonales para estrégenos (RE) y progesterona (RP) pueden ser tratados
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con hormonoterapia en todos los estadios de la enfermedad. Aunque un alto
porcentaje no responden a la hormonoterapia o desarrollan resistencia.

o] HER2. La amplificacion del gen se ha asociado con un indice bajo de
respuesta a quimioterapia. Por otra parte se asocia con la resistencia a
tratamientos quimioterapicos y hormonales en el cancer de mama avanzado.
El tamoxifeno; actua bloqueando el receptor de estrégenos, es el tratamiento
de elecciéon de primera linea en el cancer de mama metastasico en
pacientes de edad avanzada y sin metastasis. La efectividad del tamoxifeno
es inferior en las pacientes que sobreexpresan HER2.

La amplificacion del gen se considera factor predictivo de respuesta al
anticuerpo tratuzumab al asociarse a quimioterapia, implica mayor control de
la enfermedad.

o] TOPO lla. Este gen se situa en el brazo largo del cromosoma 17. La
amplificacion del gen TOPO lla, al contrario de lo que se defendié hasta
hace poco, no siempre esta ligada a la amplificacion del gen HER2. Las
topoisomerasas son enzimas que controlan y modifican la estructura del
DNA mediante su actividad nucleasa y ligasa-helicasa. En las células
humanas existen dos isoformas (a y B) codificadas por dos genes ubicados
en cromosomas diferentes; siendo la isoforma a la unica que esta implicada
en el ciclo celular, en procesos de superenrollamiento del DNA y en el
apareamiento y segregacioén de los cromosomas durante la divisiéon celular.
Se ha comprobado claramente que los niveles de TOPO2A estan elevados
en las células inducidas a diferenciarse: por ello es considerada como
marcador de proliferacién celular.

o] Margenes de reseccion. El estado de los margenes de reseccion es
un buen indicador del riesgo de recidiva local. La distancia del tumor a los

margenes se mide en milimetros:

- Margen negativo: tumor separado del margen por 1 mm o mas del
estroma fibroadiposo.

- Margen préximo: distancia inferior a 1 mm.

- Margen positivo: menos de tres focos del tumor estan en contacto con

el margen de reseccion.
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1.2.9. Tratamiento sistémico del cancer de mama en estadio precoz

El desarrollo clinico del cancer de mama (localizado, avanzado y
metastasico) se clasifica en estadios segun el sistema internacional TNM
(tamafo tumoral, afectacion ganglionar y afectacibn metastasica). El
pronéstico del desarrollo de la enfermedad y las pautas de tratamiento a

seguir se basan en esta clasificacion por estadios.

ESTADIO CLASIFICACION TNM

I T1/NO/MO

! TO/N1/MO // T1/N1/MO // T2/NO/MO

B T2/N1// T3/INO

A TON2MO // TIN2MO // T2N2MO // T3N1MO // T3N2MO
nB T4NOMO // TAN1MO // TAN2MO

lc Cualquier T-N3MO

\") Cualquier T — Cualquier N - M 1

Tabla 4: Estadios de la enfermedad

Se considera que ha habido progresion de la enfermedad cuando el

tumor crece o aparece metastasis en algun érgano distante.

El cancer de mama puede ser abordado desde dos vias: tratamiento
locorregional del tumor (cirugia: conservativa o mastectomia y radioterapia)
y/o tratamiento sistémico (quimioterapia, hormonoterapia € inmunoterapia).
El tratamiento mas comun es la cirugia, seguido de tratamiento adyuvante.
La aplicacion de tratamiento sistémico se orienta a destruir mediante
citotdoxicos las posibles micrometastasis a distancia que puedan existir
después del tratamiento quirdrgico antes de que se hagan patentes. Las
pautas de aplicacion de los tratamientos sistémicos son dos: neoadyuvancia
y adyuvancia. Neoadyuvancia es toda aquella terapia que se prescribe antes
de la cirugia, con el objetivo de disminuir el tamafio del tumor y practicar asi
una cirugia mas conservadora y también para conseguir que un tumor que
por su tamano o extension no es quirurgico pase a serlo. En cuanto al
concepto de adyuvancia es toda aquella terapia que se utiliza después de la

cirugia.
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v Tratamiento sistémico.

o] Quimioterapia. Este tipo de tratamientos se aplica cuando se
detectan micrometastasis en los estadios iniciales del tumor con la finalidad
de reducir el riesgo de recaida y muerte. Y a pacientes con metastasis en los
nodulos linfaticos (N1) o tumores primarios mayores de 1cm (Li, Lewis et al.
2008).

o] Radioterapia. Consiste en la aplicacién de energia radiante para
eliminar células tumorales.

o] Hormonoterapia. La hormonoterapia fue el primer tratamiento
sistémico frente al cancer de mama disefiado contra una diana especifica:
receptores de estrégenos o progesterona. La proteina del gen receptor de
estrogenos la diana seleccionada, tanto en los estadios iniciales como en los
casos de enfermedad avanzada, puesto que esta presente en el 75% de los
tumores de mama. Las vias de accidn de estos tratamientos hormonales son
los siguientes:

. Disminuyendo la produccion de estrégenos por ablacion ovarica o
mediante inhibidores de la aromatasa.

. Modulando el receptor de estrogenos: actuando como agonistas o
como antagonistas. El mas comunmente usado en oncologia es el
tamoxifeno (Treeck, Wackwitz et al. 2006)

0] Inmunoterapia. La diana contra la que va dirigida este tratamiento
biologico es la proteina de membrana resultante de la expresion del gen
HER?2. Esta indicado contra tumores que sobreexpresan HER2+. Este tipo
de tratamiento inmunolégico utiliza el anticuerpo monoclonal denominado
trastuzumab (Herceptin®), que actua uniéndose a la proteina de membrana
e inhibiendo la proliferacion celular, fue la primera terapia dirigida
especificamente contra las células tumorales sin afectar a las células
normales.

También hay tratamientos anti-EGFR como: Cetuximab, Gefitinib y Erlotinib.

1.2.10. Diseminaciéon tumoral

El proceso de diseminacion tumoral es una de las principales

caracteristicas de los tumores con capacidad invasiva. Las células de los
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tumores malignos tienen capacidad de diseminarse por via sanguinea y/o
linfatica, como en el caso del cancer de mama, y anidar en otros organos
dando lugar al desarrollo de tumores secundarios. Este proceso,
denominado metastasis, supone la principal causa de muerte debida al

cancer.

El proceso metastasico puede ocurrir desde estadios muy tempranos
del desarrollo del tumor; pudiendo desembocar posteriormente en el
establecimiento de nuevos focos tumorales originado asi la enfermedad
metastasica (Coghlin and Murray 2010).
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llustracion 6: Diseminaciéon tumoral

Las etapas que dan lugar al desarrollo de la metastasis son las
siguientes: en primer lugar, las células se desprenden del tumor primario
penetran la membrana basal del tumor, infiltran el estroma subyacente,

entran en microcirculacién, bien via linfatica o via sanguinea.

Las células viajan a través del sistema circulatorio (sangre o linfa) y se
distribuyen pasivamente en organos distantes deteniéndose en los vasos

mas pequefios. En determinadas ocasiones estas células pueden tener
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capacidad para extravasar los capilares e invadir un 6rgano diana donde se

adaptaran al microambiente para vivir en €l (Gupta and Massague 2006).

Durante el proceso metastasico, gran parte de las células diseminadas
seran eliminadas por el sistema inmune y otra parte de éstas permaneceran
en un proceso denominado estado de latencia; celular o tumoral (Monteiro
and Fodde 2010).

Para que se produzca el crecimiento de la metastasis en el érgano
diana, primero debe vascularizar. En este proceso se rompe el equilibrio
entre factores pro y antiangiogénicos secretados por el tumor y el
microambiente. Asi las células tumorales con capacidad proliferativa
formaran una micrometastasis y posteriormente metastasis detectables

clinicamente.
Los pasos para la formacion de metastasis son los siguientes:

A) Disociacion e intravasacion de las células tumorales.

Un epitelio normal mantiene su estructura gracias a las uniones
intercelulares (uniones GAP y desmosomas) que mantienen a sus células
intimamente conectadas. Las células mantienen su estructura gracias a los
filamentos de actina y filamentos intermedios de su citoesqueleto.

Las cadherinas son moléculas de adhesion, proteinas transmembrana
dependientes de calcio. Para que las células tumorales puedan iniciar el
proceso de invasién deberan romper las fuerzas que mantienen la adhesion
celular y atravesar el epitelio vascular para pasar al torrente circulatorio.

La rotura de las fuerzas de union se debe a la modificacion en la adhesion.
El cambio mas importante es la pérdida de la adhesion mediada por E-
cadherina. A su vez en el proceso intervienen proteasas, proteinas con
actividad proteolitica, que permite a las células tumorales cruzar la matriz
intersticial y llegar al sistema vascular. Las moléculas implicadas en el
proceso son: las metaloproteasas de la matriz (MMP), el sistema activador
del plasminégeno y su receptor.

La interleucina-8 (IL-8) es otra molécula clave en la progresién tumoral. Sus
niveles se regulan por factores microambientales como la hipoxia, la

acidosis, el oxido nitrico y la densidad celular, actuando como factor
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mitogénico y angiogénica frente a estas situaciones. El nivel de expresion de
IL-8 regula directamente la neovascularizacion inducida por el tumor, el
crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis.

B) Angiogénesis.

El crecimiento del tumor primario y de la metastasis s6lo es posible si se
produce una neovascularizacion; que asegure la distribucién de oxigeno y
nutrientes al tejido, y un sistema excretor para eliminar los metabolitos de

desecho.

El proceso de angiogénesis comienza con la degradacion de la membrana
basal que rodea los capilares locales, sigue con la invasion del estroma por
las células endoteliales. Los nuevos vasos que se van formando muestran
diferencias respecto a los normales: tienen arquitectura mas desordenada e
irregular, con areas de hipoxia y acidosis. Las membranas de las nuevas
células endoteliales son mas permeables y los marcadores de superficie y
las moléculas de adhesion son diferentes, esto permite la seleccion de
dianas para terapias antiangiogénicas. Entre las moléculas implicadas cabe
destacar el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFR), el factor
de crecimiento fibroblastico basico (FGFb) y el receptor del factor de

crecimiento epidérmico (EGFR).

1.2.10.1 Diseminacion tumoral linfatica

Las células del tumor primario penetran en un vaso linfatico, que
carece de membrana basal y son transportadas por la linfa hasta un ganglio
linfatico donde proliferan formando una metastasis ganglionar linfatica. La
mayoria de las células tumorales que llegan al ganglio son destruidas por el
sistema inmune y no pueden llegar a formar metastasis. La afectacion de
los ganglios linfaticos se considera de mal prondstico en pacientes con

cancer de mama (Reed, Rosman et al. 2009).

1.2.10.2 Diseminacion tumoral sanguinea

Las células tumorales invaden los tejidos adyacentes al tumor primario

hasta penetrar en la pared de algun vaso sanguineo pequefio. Lo que
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conlleva a la recurrencia local por la “autosiembra tumoral” (Kim, Oskarsson
et al. 2009), (Langley and Fidler 2011).

Cuando la célula tumoral alcanza el torrente sanguineo tiene que
superar varios obstaculos: la apoptosis y la actividad del sistema inmune.
Las células tumorales escapan de la apoptosis porque experimentan
alteraciones en las integrinas y moléculas implicadas en la sefalizacion
(proteinas reguladoras de apoptosis). Las células tumorales pueden

enmascarar antigenos de superficie que son reconocidos por los linfocitos.

1.2.10.3 Diseminacion tumoral linfatica versus diseminacidén sanquinea

La mayoria de los tumores se expanden via linfatica y son los

ganglios linfaticos la zona mas comun donde el tumor disemina.

La causa de que el tumor se expanda a los ganglios puede deberse a
que éstos son filtros muy eficientes con gran capacidad adhesiva, debido a
la accién de los linfocitos T. Esta caracteristica permite a las células

tumorales invadir y proliferar en los ganglios linfaticos.

A pesar de la facilidad de diseminacién via linfatica, también puede

ocurrir simultaneamente por via sanguinea.

La destruccion de células tumorales en los ganglios linfaticos no es tan

exitosa como la destruccion en el flujo sanguineo.

Probablemente se deba a que las células tumorales en los ganglios
puedan usar los mismos mecanismos de migracion y adhesién que las

células del sistema inmune cuando responden a un antigeno.

1.2.11. Células tumorales circulantes (CTCs)

El término Enfermedad Minima Residual (MRD) hace referencia a la
presencia de células tumorales después del tratamiento. Estas células no
son detectables por los métodos convencionales y son el origen de futuras
metastasis (Pantel and Brakenhoff 2004). Resulta muy interesante la

deteccion y caracterizacion de estas CTCs a la hora de aplicar terapias
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dirigidas o individualizadas a cada paciente (Pierga, Bonneton et al. 2004),

(Bidard, Mathiot et al. 2010). Las células tumorales se pueden acantonar en:

- Ganglios linfaticos; células tumorales aisladas, influyen en la clasificacion
TMN del tumor (Sakorafas, Geraghty et al. 2004). Su deteccién se hace
mediante técnicas de tincion con hematoxilina-eosina, inmunohistoquimica o

técnicas de biologia molecular.

- Médula 6sea; células tumorales diseminadas (Braun and Pantel 2000),
(Janni, Rjosk et al. 2000).

- Sangre periférica: células tumorales circulantes (Cristofanilli, Budd et al.
2004).

Los tumores son sistemas biolégicos heterogéneos que pueden
contener subpoblaciones de células con diferente capacidad angiogénica,
invasiva y caracteristicas de células madre, es decir, potencial de
crecimiento indefinido (Huang, Heidt et al. 2007). Las células tumorales se
caracterizan por tener capacidad de autorrenovacion, divisidon asimétrica,
resistencia a la apoptosis, crecimiento independiente y capacidad
metastasica (Talmadge 2010). Hasta la fecha se desconocen cuales son las

alteraciones genéticas que contribuyen a la diseminacién tumoral.

El paradigma de las carcinogénesis define la metastasis como un
proceso que implica el paso de células tumorales circulantes (CTCs), a
través de la sangre o linfa, desde el érgano donde se desarrolla el tumor
primario hasta un érgano diana distante y sin relacion anatomica directa con

el érgano donde se origino la neoplasia (Braun, Vogl et al. 2005)

La teoria mas aceptada de la formacidon de la metastasis es que un
grupo de células del tumor primario se diseminan y tienen capacidad para
permanecer en estado de latencia; es decir, no proliferan ni entran en
apoptosis haciendo resistencia a terapias que actuan inhibiendo la division
celular (Minn, Kang et al. 2005). Los mecanismos que regulan la transicién
de estas células desde su estado latente e indetectable clinicamente a un
estado progresivo de crecimiento constituyen una de las areas mas

desconocidas en la biologia del cancer.
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La presencia de células tumorales circulantes es considerada como
un factor indicativo de diseminacion hematdégena con un considerable
significado prondstico en la posible formacién de metastasis. Y es, por tanto,
por lo que la presencia de CTCs en sangre periférica de pacientes de cancer
de mama no metastasicas se asocie a un mal pronéstico de la enfermedad
(Pierga, Bidard et al. 2008).

Recientes estudios revelan que estas células pueden presentar
caracteristicas de células madre, al parecer pueden desempefar un papel
crucial en la iniciacidon y progresién del cancer, asi como la resistencia a

tratamientos quimioterapicos (Fidler 2003).

Hasta la fecha la investigacion del cancer se ha centrado
principalmente en dos ambitos: 1) el tejido donde se desarrolla la neoplasia
(microambiente primario) y 2) el tejido donde se desarrolla la metastasis
(microambiente metastasico). La etapa intermedia es la diseminacion de las
células tumorales; etapa no detectable por los métodos clinico-patolégicos
convencionales. Podriamos por tanto considerar la existencia de un nuevo
microambiente intermedio, el sistema circulatorio, cuyo estudio permitira
explicar cdmo las células migran desde el tumor primario o microambiente-1,
penetran en los vasos sanguineos, sobreviven en el torrente circulatorio
eludiendo al sistema inmune, se mantienen en estado latente en algunos
organos durante afios y finalmente consiguen implantarse y proliferar en el

organo diana (Aguirre-Ghiso 2007).

En los ultimos afios, la investigacion se ha centrado en el desarrollo
de técnicas que permitan detectar células diseminadas en d&rganos
mesenquimaticos como la sangre periférica, médula 6sea y ganglios
linfaticos. La deteccidn de células tumorales diseminadas en médula 6sea se
considera factor pronostico en el cancer de mama y numerosos trabajos asi
lo demuestran. En el caso de las células tumorales circulantes en sangre
periférica, continia el debate sobre su posible valor prondstico aunque
numerosos trabajos cientificos asi lo indican (Cristofanilli, Hayes et al. 2005),

(Pierga, Bidard et al. 2008). Y por tanto queda asociada la presencia de
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estas células con una menor supervivencia y menor supervivencia libre de

enfermedad.

La sangre es un habitat de transito para las CTCs y aun no se conoce
que proporcion de éstas son capaces de sobrevivir en el torrente sanguineo
para con posterioridad proliferar hasta formar la metastasis. Es conocido que
la mayor parte de las células tumorales circulantes encontradas se
encuentran en apoptosis; lo que demuestra que la eficiencia metastasica de
estas células es muy baja. Sin embargo, la mayoria de los estudios
realizados hasta el momento demuestran que la presencia de CTCs en
pacientes con cancer de origen epitelial, como el caso del cancer de mama,
se encuentra relacionada con la evolucion de la enfermedad y la respuesta

al tratamiento.

Un hecho cierto, es que pacientes sin metastasis clinica aparente
sufren recaidas en un periodo de tiempo mas o menos largo. Esto
demuestra que las células tumorales diseminan en estadios tempranos del
tumor, incluso antes del primer diagnostico. Ademas, estas células
presentan caracteristicas fenotipicas diferentes al tumor primario y no
presentan crisis telomérica. Esta particularidad las hace interesantes objeto
de estudio con el fin de buscar otras pautas de tratamiento o tratamientos

personalizados (Mego, Mani et al. 2010).

v Caracteristicas bioldgicas y funcionales de las CTCs.

En el caso de cancer de mama metastasico se ha comprobado la capacidad
prondstica y predictiva de las CTCs. No obstante es necesario determinar
qué caracteristicas adquieren estas células para diseminar de forma
temprana. Las técnicas de doble marcaje inmunocitoquimico nos han

permitido identificarlas y detectarlas directamente.
Las células tumorales circulantes se caracterizan por:

o] Morfologia caracteristica de célula tumoral: tamafio mediano-grande y
nucleo granulado con gran ratio nucleo/citoplasma (aproximadamente %a).
(Marrinucci, Bethel et al. 2007; Marrinucci, Bethel et al. 2010).
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o] Expresan marcadores epiteliales, como son EpCAM y CK. Hay que
tener en cuenta que las CTCs ha tenido que atravesar la barrera
mesénquima-epitelio (EMT) y, por tanto, la expresion de estos marcadores
puede variar e incluso llegar a perderse o incluso no expresarse. (Pantel and
Brakenhoff 2004), (Fehm, Sagalowsky et al. 2002), (Mikolajczyk, Millar et al.
2011).

o] Aberraciones cromosomicas que afectan principalmente a los
cromosomas 1, 8 y 17. Lo mas frecuente es la aneusomia, siendo mas
comun la ganancia que la pérdida de cromosomas. (Swennenhuis, Tibbe et
al. 2009).

o] Poco potencial proliferativo, lo que les permite escapar de los
tratamientos quimioterapicos que actuan sobre células proliferativas. Estas
células tendrian capacidad para autorrenovarse y diferenciarse.

o Capacidad para escapar de la apoptosis, que la consiguen al
permanecer en estado durmiente o GO largo tiempo hasta que reciben las
sefales apropiadas provenientes del microambiente que las rodea. Asi lo

manifiesta la baja expresion de Ki67. (Muller, Stahmann et al. 2005).

1.2.12. Técnicas de enriquecimiento, aislamiento y deteccion de células

tumorales circulantes

El reto en la deteccion de células tumorales circulantes en sangre
periférica radica en que la presencia de éstas en sangre es extremadamente
baja (1 célula tumoral epitelial entre 10°-10° células hematopoyéticas). La
sangre humana se compone de células de blancas (5-10x10%/mL), células
rojas o hematies (5-9x10%mL) y plaquetas (2.5-4x10°mL). Tras superar con
exito el aislamiento de las células de interés, el segundo reto es identificarlas

como tumorales con el fin de minimizar el riesgo de falsos positivos.

v Enriquecimiento y aislamiento de CTCs. El aislamiento de CTCs
puede llevarse a cabo por distintos métodos: gradientes de densidad,
enriquecimiento con anticuerpos, citrometria de flujo por sorting celular y

filtracion, entre otros.
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o] Gradientes de densidad. Esta técnica consiste en la centrifugacion
de la muestra de sangre periférica usando soluciones de gradientes de
densidad (Ficoll-histopaque). El proceso se basa en la migracion de las
células, en funcion de su densidad celular por procesos de centrifugacién
diferencial, en distintas capas. Las células tumorales epiteliales se disponen

en la fraccion correspondiente a las células mononucleares, entre el plasma
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g
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-+ ;
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llustracion 7: Aislamiento de CTCs mediante gradientes de densidad

y el Ficoll.

Ficoll

Centrifugacion

o] Sistema de afinidad magnética. El sistema mas conocido es el
sistema MACS de Miltenyi Biotec (Martin, Siewert et al. 1998). La
metodologia de este sistema se basa en el uso de particulas biodegradables
de oOxido de hierro conjugadas con anticuerpos monoclonales especificos
dirigidos contra a antigenos especificos expresados en la superficie de las
células de interés: célula de origen epitelial o hematopoyética mononuclear.
Este sistema no afecta a la viabilidad celular. Una vez marcadas las células
de interés se procede a su aislamiento mediante el uso de una columna
magnética donde se lleva a cabo el “secuestro” de las particulas
magnetizadas. La seleccion puede ser: seleccion positiva, marcando
antigenos especificos de células tumorales (EpCAM, CK-7/8, MUC-1)
(Molnar, Ladanyi et al. 2001), (Gaforio, Serrano et al. 2003), (Fehm, Becker
et al. 2007) o seleccion negativa, marcando antigenos de células
hematopoyéticas (CD-45) (Yang, Lang et al. 2009).

Las citoqueratinas (CK) son componentes integrales del citoesqueleto de las

células epiteliales normales y tumorales, concretamente forman los
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filamentos intermedios. Pertenecen a una familia de 30 proteinas. No son
marcadores especificos de ceélulas tumorales pero las elegimos, como
criterio de identificacion de células tumorales epiteliales localizadas en
tejidos hematopoyéticos, porque las células sanguineas no las expresan.
Entre las CK mas utilizadas estan: CK-7, CK-8, CK-18 y CK-19, mas
expresadas en el componente luminal del epitelio mamario que en el
componente basal (Moll, Franke et al. 1982).

En nuestro grupo de investigacion hemos utilizado el anticuerpo monoclonal
PAN anti-citoqueratina 7/8 (clon CAM 5.2) también utilizado en otros
estudios (Martin, Siewert et al. 1998).

Seleccion positiva Seleccion negativa
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llustracién 8: Separaciéon inmunomagnética

Otros marcadores propuestos en la literatura que cabe destacar son:

. EpCAM: proteina de adhesion celular expresada en tumores malignos
de origen epitelial. Su localizacion en la superficie de la célula permite
mantener la viabilidad celular al no requerir permeabilizacién para su
posterior marcaje. Esta proteina también se expresa en células de origen
hematopoyético y durante el proceso de diseminacion tumoral puede ser que

Su expresion se pierda.
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. MUC1: Las mucinas son proteinas implicadas en la adhesion celular y
la modulaciéon de sefales para los factores de crecimiento, se cree que su
expresion podria favorecer la diseminacién celular.

= EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

Ninguno de estos factores son especificos de CTCs, pero la combinacién de
dos de ellos puede eliminar falsos positivos que pueda haber en la muestra.

0 Separacion por fluidos. Esta técnica se basa en el uso de ferrofluidos
de captura constituidos por nanoparticulas magnéticas, revestidas de
seroalbumina bovina, conjugadas con anticuerpos especificos frente el
antigeno EpCAM para capturar a las CTCs. En la actualidad podemos
encontrar en el mercado el sistema CellSearch® de Veridex Este dispositivo
estd basado en el uso de nanoparticulas magnéticas conjugados con
anticuerpos dirigidos frente al antigeno EpCAM. Se trata de un sistema
automatizado que permite, una vez enriquecida la muestra, detectar
mediante microscopia de fluorescencia las posible CTCs presentes en la
sangre de las pacientes (Cristofanilli, Budd et al. 2004), (Cristofanilli, Hayes
et al. 2005). Entre las desventajas del sistema, se encuentra el hecho de
que, recientes estudios sugieren que los marcadores EpCAM vy citoqueratina
se pierden en subpoblaciones especificas y potencialmente agresivas de
CTCs, que pierden sus propiedades epiteliales a favor de fenotipos
mesenquimales. No obstante es el unico aprobado actualmente por la FDA.

Otro sistema basado en la separacion por fluidos es el CellCollector™ de
Gilupi; que permite la deteccion y aislamiento de las células de interés
directamente in vivo en la sangre de los pacientes. Su tecnologia esta
basada en la deteccién de la expresiéon de la proteina de superficie EpCAM.
(Saucedo-Zeni, Mewes et al. 2012). AL igual que el CellSearch, presenta la
desventaja de no poder detectar subpoblaciones diferentes de CTCs. Este
dispositivo ha conseguido recientemente la acreditacién europea para su uso
clinico.

o] Filtracion. El proceso de filtracion se basa en el tamano celular. Se
hace pasar la muestra de sangre por una membrana cuyo tamafo de poro
va a dejar escapar las células hematopoyéticas y en ella van a quedar

retenidas las CTCs que son de mayor tamafio.
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Filtracion

llustracion 9: Separacion celular en funcion del tamaio

4 Deteccidon de CTCs. Una vez aisladas las CTCs se puede proceder
a: fijarlas en un porta para cuantificarlas y caracterizarlas mediante técnicas
de citometria de flujo, inmunocitoquimica o bien estudiar su presencia
mediante técnicas moleculares basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

o] Citometria de flujo. Esta técnica permite analizar las células
haciéndolas pasar a través de un rayo de luz a muy alta velocidad y medir
las caracteristicas de dispersion de la luz y fluorescencia. Para el uso de
esta técnica las células deben encontrarse aisladas en suspension en un
fluido, por ello las células sanguineas pueden analizarse directamente. Para
el estudio de marcadores especificos de las células se emplea un marcaje
con anticuerpos monoclonales, sefalados con particulas fluorescentes
dirigidos, contra ese antigeno especifico. La citometria de flujo permite el
uso de varios marcadores simultaneos. Combinando el uso de varios
marcadores fluorescentes se pueden analizar varias caracteristicas
fenotipicas de las células de interés simultaneamente. Algunos citbmetros
conocidos como separadores o “sorters” ademas de analizar las
caracteristicas celulares permiten discriminar poblaciones en base a su

complejidad y tamanio celular.
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Hipotesis

El aislamiento y caracterizacion de células tumorales circulantes
epiteliales con caracteristicas de células madre puede tener importantes

implicaciones bioldgicas en el conocimiento del proceso metastasico.

De acuerdo con los trabajos publicados, el proceso de diseminacion
tumoral requiere la adquisicion de una serie de caracteristicas propias de

células progenitoras tumorales.

Los estudios realizados con células tumorales circulantes parecen
definir poblaciones celulares con determinadas caracteristicas bioldgicas que
les permiten sobrevivir en un medio hostil como la sangre. Entre estas
caracteristicas destacan principalmente: capacidad de autorrenovacion,
regulacion del nicho, capacidad de acumular mutaciones a lo largo del
tiempo, activacion de rutas antiapoptoticas, capacidad de migracion y
evasion, incremento de la actividad transmembrana e induccion de latencia

tumoral. Todas estas caracteristicas son propias de células madre.

La presencia de marcadores especificos de células madre nos
identificaria pues una subpoblacién de células tumorales circulantes con
capacidad invasiva y proliferativa y, por tanto, con elevada probabilidad de

ser las responsables del desarrollo posterior de nuevos focos tumorales.

Determinar el valor pronostico que puedan tener estas células
tumorales circulantes en pacientes con cancer de mama en estadios
tempranos (sin afectacion metastdsica descrita clinicamente) de la
enfermedad puede permitir valorar el riesgo de recaida y la posibilidad de
administrar tratamientos mas especificos y adaptados a las caracteristicas

biolégicas de las células tumorales de cada paciente.

Por otro lado, la deteccion de células tumorales circulantes en cancer
de mama podria permitir identificar qué pacientes con nddulos negativos
podrian beneficiarse de la terapia en base a la presencia de CTCs en
sangre. Diferentes estudios han demostrado que las células tumorales
diseminadas y células tumorales circulantes pueden sobrevivir a la

guimioterapia, incluso a altas dosis, pero son susceptibles de eliminar por
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tratamientos de hormonoterapia o inmunolégicos dirigidos especificamente a
los marcadores que caracterizan biolégicamente a estas células y que

pueden ser diferentes a los expresados en el tumor primario.

En base a estas premisas, se considera que la caracterizacion
fenotipica, genética y funcional estas CTCs, nos aportara en primer lugar un
mejor conocimiento del proceso de diseminacion y colonizacion tumoral, que
redundara finalmente en la adopcion de medidas terapéuticas mas eficaces
e individualizadas, con la consiguiente mejora de la calidad de vida de los

pacientes oncoldgicos y un menor gasto sanitario.
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Objetivos

Los objetivos de este estudio son los siguientes:

Aislar células tumorales circulantes (CTCs) de origen epitelial
presentes en la sangre periférica de pacientes con cancer de mama en

estadio precoz.

Caracterizar fenotipicamente las CTCs aisladas en base a la expresion
de los marcadores: citoqueratina, EGFR, CD133 y receptores
hormonales (de estrégenos y de progesterona), mediante técnicas de

inmunocitoquimica.

Caracterizar genéticamente las CTCs aisladas mediante el analisis
citogenético de los genes HER2 y TOPO-Ila, para comprobar la posible

presencia de amplificaciones genéticas.

Relacionar la presencia de CTCs con la evolucion de la enfermedad.

Comparar la expresion de los diferentes marcadores analizados en las
CTCs con las caracteristicas clinico-patologicas presentes en el tumor
primario de las pacientes y su relacion con la respuesta a las distintas

pautas de tratamiento.
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Material y Métodos

4.1. SELECCION DE LAS PACIENTES PARA EL ESTUDIO

Este estudio se ha realizado sobre dos poblaciones de pacientes
seleccionadas: una poblacion de 91 pacientes con cancer de mama
metastasico y no metastasico atendidas en el servicio de oncologia del
Complejo Hospitalario Ciudad de Jaén (Jaén) en la fecha comprendida entre
Abril de 2000 y Diciembre de 2002; y otra poblacion de 98 pacientes
seleccionadas con cancer de mama en estadio precoz. El reclutamiento de
pacientes se llevd a cabo entre los afios 2009 y 2011 en los servicios de
oncologia de dos centros hospitalarios: Hospital del Mar (Barcelona) y

Complejo Hospitalario Ciudad de Jaén (Jaén).

Todas las pacientes fueron convenientemente informadas sobre el
interés y finalidad de este estudio cientifico y aceptaron su participacion
mediante la firma de un consentimiento informado. Los ensayos se llevaron
a cabo siguiendo las directrices de la Junta de Revisién Etica local y el
Ministerio Espafnol de Sanidad y cumpliendo la guia de buenas practicas

clinicas y los principios de la Declaracién de Helsinky.

Todas las historias clinicas y datos derivados de estas pacientes se

revisaron y recogieron en una base de datos.

Las edades de las pacientes estaban comprendidas entre los 26 y 77
anos (edad media=55 afos). Los estadios de la enfermedad estaban
comprendidos entre: grado I-IlIC, para la poblacién del primer estudio y

grado I-1l, para la poblacion del segundo y tercer estudio.

En cuanto a la clasificacion molecular del tumor, segun los criterios de
Perou, basado en los patrones de expresion de receptores hormonales y del
gen HER2 se identificaron tres grupos: con amplificacion del gen HER2
(RE+/RP+/HER2+), triples negativos o tipo basal (RE-/RP-/HER2-) y tumores
luminales (RE+/RP+/HER2-).

El procedimiento quirurgico y tratamiento sistémico a seguir fue a
discrecion meédica. Todas las pacientes incluidas en el estudio fueron

sometidas tras el primer diagnostico a tres pautas de tratamiento: solo
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quimioterapia, quimioterapia combinado con hormonoterapia y en aquellos
casos en los que el tumor primario expresaba el gen HER2 se aplico el
tratamiento con trastuzumab. Las pautas de administracion de los

tratamientos fueron en adyuvancia o neoadyuvancia, segun el caso.

Para determinar la capacidad prondstica en cuanto a la presencia y
numero de CTCs: analizamos en la primera poblacién sometida a estudio la
presencia de células tumorales circulantes en sangre periférica en 91
pacientes con cancer de mama localmente avanzado y recién diagnosticado.
Es decir, antes de ser sometidas a ningun tipo de tratamiento tanto
quimioterapico, hormonal, bioldégico o quirurgico. Y en posteriores muestras
que fueron tomadas a lo largo de los siguientes intervalos de tiempo: 1-5
meses (durante el tratamiento), 5-12 meses (después del tratamiento), 12-24

meses y 24-50 meses (durante la reevaluacion de la enfermedad).

Con la finalidad de caracterizar fenotipica y genéticamente a las CTCs,
y relacionar estas caracteristicas con su potencial metastasico y con la
respuesta a los tratamientos administrados: seleccionamos una poblacion de
98 pacientes con cancer de mama en estadio precoz. Los subtipos de
tumores primarios fueron: luminal (67 pacientes), basal o triple negativo (17
pacientes) y tipo HER2 amplificado (14 pacientes) (Sorlie, Perou et al. 2001).
Se tomaron muestras de sangre en el momento del primer diagndstico
(extraccion basal) y después de tres ciclos de quimioterapia si el tratamiento
se aplicaba en adyuvancia (38 pacientes) o al final del tratamiento, si éste se

aplicaba en neoadyuvancia (35 pacientes).

Con el objeto de garantizar un buen analisis predictivo y con el tiempo
pronéstico, se buscd un grupo de pacientes lo mas homogéneo posible
respecto al resto de factores prondstico que ya se conocen y cuya variacion
pueda influir en el desenlace del estudio actuando como factores de

confusion.
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4.2. MUESTRAS EMPLEADAS EN ESTE ESTUDIO

Las muestras sanguineas fueron recogidas en tubos heparinizados
CellSave® (Veridex, Johnson & Johnson Company, LLC) y procesadas
dentro de las 72 horas siguientes a su extraccion de acuerdo con el
protocolo establecido por nuestro grupo (Gaforio, Serrano et al. 2003),
(Nadal, Fernandez et al. 2012). Para su transporte se adoptaron las medidas
de bioseguridad, siguiendo el plan general de prevencion de riesgos

laborales de los Centros remitentes.

4.2.1. Muestras de sangre de pacientes

A cada paciente se le extrajeron 3 muestras de 10 mililitros de sangre
periférica en momentos puntuales del tratamiento segun las pautas de

administracion del mismo.

4.2.2. Controles negativos

Ademas de las muestras de sangre de nuestras pacientes, también se
utilizaron para el estudio muestras de sangre procedentes de 16 voluntarios
sanos sin relacion alguna con las pacientes incluidas en el estudio. Estas
muestras se emplearon como controles negativos con la finalidad de

detectar posibles falsos positivos.

Se obtuvo el consentimiento de todos los voluntarios sanos.

4.2.3. Lineas celulares de cancer de mama

Para establecer la sensibilidad y eficacia de la metodologia empleada
en este estudio hemos utilizado tres lineas celulares de adenocarcinoma de
mama obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC) (Hwang-
Verslues, Kuo et al. 2009).

Las lineas celulares que se utilizaron en la investigacion fueron: MDA
MB-231, MCF7, SKBR3 y T47D.
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Se eligieron estas lineas porque presentan caracteristicas diferentes.

v" MCEF-7: Esta linea celular se caracteriza por expresar receptores
hormonales (RE+/RP+), EGFR y CD133. Presenta 3 copias del
centromero 17, dos copias del gen HER2 y dos copias del gen TOPO
la.

v" MDA-MB-231: No expresa receptores hormonales ni el gen HER2
(son triple negativo: RE-/RP-/HER2-). Expresan el gen EGFR vy
CD133. En esta linea celular aparecen dos genotipos diferentes, un

genotipo predominante (91.33%) que presenta trisomia para el
centrémero 17 y un segundo genotipo, menos abundante en la
poblacién (8.67%), con tetrasomia para el centromero 17. No aparece
amplificacion de ninguno de los genes (ratio medio respecto al CEP17
de 1.01 para ambos genes).

v" SKBR-3: Esta linea celular no expresa receptores hormonales.
Expresan el gen HER2 y EGFR. Presenta amplificacién para el gen
HER2 (numero medio de copias 25.87+7.39) y amplificacion para el
gen TOPO lla (9.48£2.55), respecto al CEP17. Son células con
capacidad invasiva.

v' T47D: Esta linea celular se caracteriza por expresar receptores
hormonales (RE+/RP+) y EGFR. Presenta 2 copias del centromero

17, dos copias del gen HER2 y dos copias del gen TOPO lla.

4.2.4. Controles positivos

Todas las técnicas de laboratorio empleadas en este estudio fueron
puestas a punto previamente sobre controles positivos: con la finalidad de
determinar la especificidad de la metodologia empleada. Estos controles se
hacen de manera peridédica y simultdneamente con las muestras de las
pacientes.

Los controles positivos se diseiaron a partir de las muestras de sangre
periférica donadas por voluntarios sanos que se mezclaron con un
determinado numero de células tumorales procedentes de las lineas
celulares de cancer de mama cultivadas en el laboratorio: MDA MB-231,
SKBR3, MCF-7 y T47D.
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Los controles positivos también permiten evaluar la sensibilidad de

nuestra metodologia a la hora de aislar las células tumorales de la sangre

periférica. Para ello hemos realizado tres tipos de controles; variando el

numero de células tumorales que se mezclan con la sangre, poniendo 1000,

500 y 50 células tumorales en 10 mililitros de sangre periférica

respectivamente y posteriormente evaluamos la capacidad de recuperacion

de estas células. De este modo pudimos comprobar que la eficacia de la

metodologia rondaba entre el 40-60% de células recuperadas.

Linea celular MCF-7 T47D

N° CTC 10mL sangre | 1000 500 50| 1000 500 50

% de recogida 52 50 58| 60 50 40

Tabla 5: Eficacia de la técnica

El protocolo seguido para crear los controles positivos se describe a

continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Decantar el medio de cultivo de tubo Falcon® en el que crecen las
lineas celulares cultivadas y si es necesario aclarar con PBS.
Despegar las células del fondo de la placa con tripsina, PBS-EDTA
o medio comercial Trypple Express (Sigma). Se depositan 2 mL
del reactivo y se deja actuar durante un tiempo no superior a 2
minutos. Para potenciar su actividad es aconsejable dejar la placa
en el incubador durante este periodo de tiempo.

Una vez despegado el cultivo afiadir 10 mL de PBS y decantar

todo el contenido de la placa en un tubo de centrifuga.

Centrifugar a 1200 r.p.m. durante 10 minutos a 22°C con freno
bajo.
Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 2mL de

medio de cultivo.
A continuacion hay que evaluar la concentracién celular. El
recuento se hace en camara de Neubauer. Esta camara de

recuento tiene una depresién en el centro de 0,1 mm con respecto
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a la superficie que la divide en dos cuadriculas de 3 milimetros
cuadrados cada una. Para hacer el recuento sobre la camara
Neubauer se coloca un cubreobjetos de 22x22 mm y en los
bordes, superior e inferior, de éste se pipetean 10 pL de la
suspension celular. La muestra entra en la camara por capilaridad.
Bajo el microscopio 6ptico se cuentan las células que estan en las
cuatro cuadriculas grandes (marcada en rojo) y se hace la media
(M).

A0,
Bapin €
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4 >

llustracién 10: Camara de Neubauer

7) Para calcular la concentracion de células por mililitro se aplica la

siguiente formula:

[células / mililitro] = 10000-(M/4)

8) Finalmente, preparar las diluciones apropiadas en funcion del
numero de células tumorales que se vayan a dispensar en las

muestras de sangre control.

4.3. ANALISIS REALIZADOS SOBRE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Las determinaciones analiticas que se realizaron sobre las tres

muestras de sangre extraidas a las pacientes; una vez enriquecidas vy fijadas
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sobre un porta las células tumorales circulantes presentes en ellas, fueron

las siguientes:

- Muestra-1: expresion de citoqueratinas, mediante tincion cromogénica
enzimatica, receptor de estrogenos (RE) y CD133 con doble tincidn

inmunocitoquimica.

- Muestra-2: expresion del citoqueratinas con tincidn cromogénica, factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y receptor de progesterona (RP) mediante

doble tincidén inmunocitoquimica.

- Muestra-3: fenotipado y genotipado de CTCs mediante FICTION. Con esta
técnica se evalua la expresibn de citoqueratinas con tincidon
inmunocitoquimica y se combina con hibridacion fluorescente in situ (FISH)
para detectar alteraciones numéricas de los genes a estudiar. Utilizamos la

triple sonda para los genes HER2/TOPO-lla/centrémero 17.

4.4 ANALISIS REALIZADOS SOBRE LAS BIOPSIAS DEL TUMOR
PRIMARIO

La recogida y procesamiento de las biopsias del tumor primario se
realizd por los patdlogos de los correspondientes hospitales donde se
trataron a las pacientes. Siguiendo los protocolos de inmunotincidon

establecidos sobre los tejidos parafinados.

Sobre las biopsias se analizaron los siguientes marcadores: RE y RP
usando los anticuerpos 6F11 (diluido 1/40; Novocastra, Newcastle Upon
Tyne, United Kingdom) y 312 (diluido 1/100), respectivamente, de acuerdo
con la guia de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (Hammond,
Hayes et al. 2010). Ki67 con el anticuerpo monoclonal de ratén MIB-1
(diluido 1/200; Dako, Glostrup, Denmark) y calculando el porcentaje de
nucleo tefiidos. Se establece un punto de corte de 14% de nucleos tefiidos
para definir a un tumor como “alto grado de proliferacion” (Cheang, Chia et
al. 2009). Grado de tincion nuclear del p53 usando DO-7 (Nococastra Lab,

Newcastle Upon Tyne United Kingdom); cualquier grado de tincion se
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considera positivo. Estado de HER2 mediante inmunohistoquimica usando el
Herceptest (Dako) en todas las pacientes y confirmando cuando estaba
indicado mediante FISH (Hibridacion Fluorescente In Situ) (Pathvysion,
Abbott) siguiendo las recomendaciones de Sauter (Sauter, Lee et al. 2009).
Estado del gen TOPO-lla mediante FISH con la sonda TOPOII/CEP17
(Abbott Molecular Inc, Des Plaines, IL, USA), considerando amplificacion del
gen cuando el ratio TOPO2:CEP17 fue 2:1 o mayor. Consideramos
polisomia del cromosoma 17 (p17) cuando las células tenian tres o0 mas

copias del centrémero 17 (Salido, Tusquets et al. 2005).

4.5. PROCEDIMIENTOS TECNICOS
4.51. Cultivo in vitro de lineas celulares

El cultivo celular, técnica que consiste en hacer crecer in vitro células
procedentes de lineas celulares (en nuestro caso células cancerigenas) en
condiciones controladas, se realizé en RPMI 1640 1X (GIBCO) enriquecido
con un 10% de seroalbumina fetal bovina (HyClone) y suplementado con:
piruvato sédico, bicarbonato sodico, antibidticos (penicilina y estreptomicina)

para evitar contaminaciones y Hepes buffer para evitar que vire el pH.

Uno de los aspectos mas importantes a considerar a la hora de trabajar
con cultivos celulares es evitar la contaminacion con hongos o bacterias que
podrian matar a las células en crecimiento. Hay que prestar especial
atencion a la contaminacién por micoplasmas. Para evitar la entrada de
microorganismos contaminantes la manipulacion de los cultivos se realizan
en condiciones de esterilidad: trabajando en campana de flujo laminar, se
trata de una cabina dotada de un sistema de propulsién y esterilizacién del
aire por filtracion, y también suplementando los medios de cultivo con

antibidticos.

Asi mismos se realizaron test de micoplasmas de la lineas celulares

para descartar contaminaciones.
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Los cultivos se incuban a 37°C, en una ambiente de humedad y con
una mezcla de gases apropiada (5% de CO3) para mantener el pH éptimo de

los medios de cultivo.

Las células cancerigenas crecen adheridas a una superficie y para ello

se emplean superficies plasticas especificas (tubos Falcon®).

Antes de comenzar a trabajar con cultivos celulares se deben tomar las

siguientes precauciones:

v" Es muy importante cambiar el medio de cultivo uno o dos dias antes
de proceder a la congelacion de las células u otro proceso. Dado que
las células estan en continua division y crecimiento, se pueden
generar una serie de problemas: agotamiento de nutrientes del medio,
acumulacion de células necréticas o apoptéticas, inhibicién del
crecimiento celular por contacto y diferenciacion celular anémala.

v Si se observan alteraciones en la morfologia celular hay que descartar
ese cultivo.

v' Los cultivos no deben dividirse precipitadamente, es aconsejable
esperar a que haya una considerable densidad celular para que
crezcan bien las células.

v’ Periodicamente se debe realizar un test de micoplasmas.

4.5.2. Aislamiento y enriquecimiento celular

El método de aislamiento de células mononucleares, granulocitos y de
células de origen epitelial presentes en sangre periférica se basa en la
creacion de un gradiente de densidad con ficoll (1119 g/mL) que permite

separar las células en funcién de sus diferentes densidades.

El gradiente se realiza vertiendo con cuidado la muestra biologica
(sangre periférica) sobre el ficoll; este proceso se hace muy lentamente para
evitar que las dos fases se mezclen. La fuerza centrifuga a la que es
sometida la muestra provoca que las células mononucleares, los
granulocitos y otras células de semejante densidad queden retenidos en la

interfase entre el plasma y la solucion de ficoll de 1119 g/mL.
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Es aconsejable mantener las muestras de sangre a temperatura
ambiente hasta su procesamiento y diluirlas 1:2 6 1:4 para evitar sobrecargar
el gradiente. Hay que atemperar el ficoll antes de su uso para asegurar

mayor eficacia en la recogida de células.

Las etapas del procesamiento de la muestra se describen a

continuacion:

1) Se requieren 5 ml de ficoll 1119 por cada 10 ml de sangre venosa.

2) En un tubo conico de 30 mL, se depositan 5 ml de ficoll 1119.

3) A continuacion se afiade con cuidado la muestra de sangre,
previamente diluida en PBS (5ml de PBS/10ml de sangre).

4) Centrifugar a 700x g durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-
22°C). La centrifugacién ha de realizarse sin freno y con cabezal
basculante.

5) Sacar con cuidado los tubos de la centrifuga. Apareceran dos
interfases, en la superior quedan retenidas las células mononucleares
y en la inferior los granulocitos.

6) Aspirar la capa de células mononucleares mediante una pipeta
pasteur, colocandola justo encima del halo y con cuidado de no
arrastrar plasma, eritrocitos ni ficoll. Colocar las células en un tubo de
30 ml.

7) Lavar las células anadiendo 15 ml de PBS y centrifugar a 200x g
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

8) Eliminar el sobrenadante y resuspender en la solucién apropiada

para seguir el procesamiento adecuado.

4.5.3. Seleccidn positiva inmunomagnética

El método de seleccion positiva inmunomagnética se basa en el
aislamiento de las células diana dentro de una poblacion heterogénea
mediante la utilizacién del sistema MACS, que se basa en el uso de MACS®
microesferas, MACS® Columnas y MACS® separadores (Miltenyi Biotec)
(Martin, Siewert et al. 1998).
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Las microesferas son particulas magnéticas de o6xido de hierro de
aproximadamente 50 nm de tamafo y biodegradables, las cuales no
interfieren ni en la viabilidad, ni en la funcionalidad celular. Las microesferas
estdn conjugadas con anticuerpos monoclonales, que reconocen
especificamente las células de interés, dirigidos contra la citoqueratina CK-7,
8,18y 19.

Una vez marcadas, se aislan mediante la utilizacion de las MACS
columnas, colocadas sobre el separador magnético. Las columnas estan
disefiadas para soportar un alto campo magnético que permite que la fuerza
magnética generada sea suficientemente fuerte para retener células
marcadas con el anticuerpo conjugado con microesferas. La obtencion de la
poblacion celular de interés se consigue mediante la liberacion de la
columna de su separador magnético siendo recogidas en tampon de elucion.
Este procedimiento retiene a las células de origen epitelial marcadas
magnéticamente en la columna y deja pasar las células hematopoyéticas:
seleccion inmunomagnética positiva.

e Y £

F Células diana marcadas
magnéticamente con

o Macs microbolas

b -

Las células marcadas

son retenidas dentro de
la coelumna, colocada en
el separador magnético

_ La columna se retira del
o separador y las células
B | ) | marcadas que estaban

en un tubo.

llustracion 11: Funcionamiento de las columnas y el separador MACS®

Este sistema de separacion celular basado en enriquecimiento
inmunomagnético; permite seleccionar e identificar con mayor sensibilidad

células tumorales diseminadas en sangre periférica, utiliza nanoparticulas
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supermagnéticas unidas a anticuerpos especificos para marcadores de

origen epitelial que no expresan las células hematopoyéticas maduras.

Los reactivos necesarios para el marcaje magnético y posterior

seleccion vienen incluidos en el Kit de trabajo (Carcinoma Cell Enrichment

and Detection Kit, Miltenyi Biotec). Todas las soluciones de trabajo deben

ser utilizadas al 1x.

Los componentes del kit se describen a continuacion:

v

Dilution Buffer 2x50 ml (10x). Solucién tampdén de lavado
(contiene azida). Preparar solucion al 1x diluyendo en MiliQ
filtrada, mezclando bien, inmediatamente antes de usar.
CellStain Solution 50 ml (10x): Solucién tampén de lavado que
contiene azida y BSA. Esta solucién requiere la preparacion
previa de Dilution Buffer 1x. Preparar inmediatamente antes de
usar.

Solucién de Permeabilizacion (CellPerm Solution); Reactivo,
que debido a que contiene detergente, produce poros en las
células, permitiendo asi el marcaje intracelular.

Solucién Fijante (CellFix Solution): Contiene formaldehido que
hace posible la fijacion de los poros inducidos por el
permeabilizante, estabilizando la morfologia celular. Se utiliza
inmediatamente después del permeabilizante.

Macs Cytokeratin-Microbeads: Esferas magnéticas (Macs
Microbeads) conjugadas con el anticuerpo monoclonal
anticitoqueratina (Clon Cam5.2. Isotipo: mouse 1gG2a).

FcR Blocking Reagent: Evita uniones inespecificas que puedan
producirse. Algunas células presentes en la sangre, como
monocitos y macréfagos, expresan receptores Fc que pueden
unirse de forma inespecifica a las microesferas: Fc Blocking

Reagent bloquea esta union incrementando la especificidad.

Una vez que las células mononucleares son separadas del resto de

fracciones celulares de la sangre, mediante gradiente de ficoll, se procede a

su marcaje y aislamiento por seleccion positiva inmunomagnética. Todo el

proceso se debe realizar a temperatura ambiente (19-22°C).
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Después de la separacion de la fraccion de células mononucleadas
presentes en la sangre mediante gradiente de ficoll se llevan a cabo los

siguientes procesos:

- Preparacion de la muestra
- Marcaje magnético (incubacién con el anticuerpo especifico)

- Seleccion inmunomagnética

m— Sangre periférica

—— Ficoll

Centrifugacion
700xg 30°

- Fraccion Celular de interés

% Permeabilizaciony
—
L o8

Fijacion de células
aisladas

Incubacion AC

pegs

epa

.

racion ° Citospin
o Pl
o Mag netica Recogida de células CK+

—-—-@

llustracién 12: Esquemas del proceso de aislamiento de CTCs y fijacion

v' Preparacion de la muestra.

1) Resuspender en 2 ml de Dilution Buffer 1x, el pellet obtenido
tras el ultimo lavado que se le realiza a las células en la
seleccidn leucocitaria, resuspender bien, con cuidado y
afiadir 8 ml mas de Dilution Buffer volver a mezclar sin hacer

burbujas. El volumen final sera de 10 ml.
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2) Anadir con cuidado 1,250 ml del reactivo CellPerm Solution,

(se aconseja afnadir el reactivo poco a poco y apoyando la
pipeta en la pared del tubo, de esta forma se evita la
aparicion de grumos) mezclando bien sin hacer burbujas y
dejar actuar durante 5 minutos exactos a temperatura

ambiente.

3) Adadir con cuidado 1,250 ml del reactivo CellFix Solution,

4)

5)

mezclando bien sin hacer burbujas e incubar durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 300 x g durante 10 minutos, a temperatura
ambiente.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet celular
golpeando suavemente el tubo con los dedos y después diluir
en 5,5 ml de CellStain solution.

Centrifugar a 300 x g durante 10 minutos a temperatura

ambiente.

v' Marcaje Magnético.

1)

2)

3)

4)

5)

Resuspender las células en un volumen final de 150 ul de
CellStain solution en tubos de polietileno de 5 ml.

Anadir 50 pl de FcR Blocking Reagent, mezclando bien pero
sin hacer burbujas.

Anadir 50 pl de Macs Cytokeratin-Microbeads mezclando
bien pero sin hacer burbujas. Incubar 45 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad.

Anadir CellStain Solution hasta un volumen final de 4 ml y
centrifugar a 300 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Resuspender y anadir CellStain hasta un volumen final de

1mL. Proceder a la separacién magnética.
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v’ Separacidon Magnética.
1) Aplicar la columna de separacion positiva tipo MS*/RS™ en el
campo magnético del separador MACS.
2) Equilibrar la columna anadiendo 500 pl de 1x Dilution Buffer.
3) Pasar las células a través de la columna, no mas de 500 pl

cada vez, apoyando la pipeta en la pared de la columna para

evitar hacer burbujas.

A - Separador magnetico
miniMAC de Miltenyi Biotec

llustracién 13: Separador magnético

4) Eliminar las células no marcadas con las microesferas, que
puedan quedar retenidas en la columna mediante 3 lavados,
con 500 ul de 1x Dilution Buffer, cada uno de ellos. Evitar la
formacion de burbujas.

5) Retirar la columna del separador y colocar sobre un tubo.
Aplicar sobre la columna 1 ml de Dilution Buffer y hacer
presion con el émbolo que acompana a la columna (a modo
de jeringa) para recoger las células retenidas en ella.

6) Citocentrifugar en citocentrifuga Hettich (Tuttlingen, Germany)
durante 10 minutos a 1500 rpm, utilizando embudos de doble
camara. Cada area sobre la que se deposita la solucion
celular mide 28 mm?. Estos embudos se colocan sobre portas
de poli-L-lisina con filtro para recoger el volumen sobrante. El
volumen de muestra que se vierte sobre cada embudo es de
0,5 mL.
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llustraciéon 14: Citocentrifuga Hettich y componentes

7) Una vez realizado el citospin se dejan secar los portas al aire
y finalmente se visualizan en un microscopio invertido para

comprobar la eficacia del citospin.

Es extremadamente importante respetar los tiempos y la temperatura
en las incubaciones; de lo contrario podremos obtener falsos positivos.

Utilizar agua miliQ autoclavada vy filtrada para la dilucion de los distintos
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buffers. Y se recomienda realizar controles, tanto negativos como positivos,

periddicamente como meétodo de control de calidad del kit comercial.

4.5.4. Deteccion de CTCs mediante tincién cromogeénica

La deteccion de las células de origen epitelial circulantes presentes en
sangre periférica esta basada en un sistema de marcaje directo de la
proteina mediante un anticuerpo anticitoqueratina y empleando una tincion
cromogeénica enzimatica. Para este proceso se emplea un marcador
especifico de células de origen epitelial; concretamente, la citoqueratina que
en ningun caso se va a expresar en las células de origen hematopoyético. Al
tratarse de muestras sanguineas, la presencia de marcadores de origen
epitelial no debe detectarse en condiciones fisiologicas normales.

Con esta metodologia el marcador especifico utilizado es un anticuerpo
pancitoqueratina especifica para la CK 7, 8, 18 y 19. La visualizacion de
células positivas para la citoqueratina, es decir, células tumorales, se realiza
en un primer paso mediante una tincion cromogénica basada en una
reaccion enzimatica provocada por la unidon de la fosfatasa alcalina con su
sustrato (Fast Red TR/Naphtol). Esta reaccion produce un precipitado de
color rojo permanente visible con microscopia convencional. La contratincion
del nucleo se realiza con hematoxilina tipo Mayer’s. La utilizacion de esta
metodologia permite detectar las diferentes citomorfologias (Meng, Tripathy
et al. 2004) que presentan las células tumorales circulantes y los linfocitos

con total claridad.

llustracién 15: CTC teflida con tincién cromogénicay unida a linfocitos

Para proceder a marcar las citoqueratinas con Fast Red hay que
preparar previamente los reactivos; disolviendo las tabletas del kit en 1 mL

de agua MiliQ. Para ello en un tubo eppendorf se pone 1mL de agua miliQ y
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se disuelve muy bien en primer lugar la tableta de Fast Tris Buffer;
ayudandonos con el vortex. A continuacidn, se disuelve la tableta de Fast

Napthol. Todo el proceso se realiza directamente sobre el portaobjetos.

1) La muestra se debe procesar siempre en camara humeda. Se puede
fabricar la camara humeda con una caja de plastico o metal dentro de
la cual se situa un papel humedecido sobre el que se coloca el porta
que se pretende analizar. De este modo evitamos que la muestra se
deshidrate.

2) El area celular se marca con un lapiz hidrofébico o diamante para que
nos facilite, una vez sumergido en los reactivos, saber donde se
encuentran las células asi como la incubacion con los distintos
reactivos.

3) Hidratar la muestra con PBS al 1x frio hasta cubrir todo el area celular
o introduciendo la muestra en una jarra Coplin, durante 5 minutos.

4) Decantar con cuidado la muestra para eliminar el PBS 1x sobre un
papel secante.

5) Proceder a la fijacion de muestra con Carnoys (metanol-acetona, 3:1)
frio conservado a -20°C durante 5 minutos.

6) Lavar en PBS 1X durante 5 minutos para eliminar el Carnoys.

7) Depositar sobre el porta 100 ul e incubar en oscuridad y a
temperatura ambiente en la camara de humedad durante 30 minutos.

8) Decantary lavar en PBS 1X durante 1 minuto.

9) Colocar el porta en la camara de humedad y cubrir con hematoxilina.
Dejar actuar durante 1 minuto (en funcion del numero de células).

10) Lavar en PBS y dejar secar al aire para visualizar en el microscopio
de fluorescencia (Zeiss AXIOVER).

4.5.5. Tincidon inmunocitoquimica

Las moléculas con actividad de anticuerpos son herramientas que
utiliza el sistema inmune para combatir agentes patdégenos y reciben la
designacion genérica de inmunoglobulinas, también denominados

gammaglobulinas. Todas las moléculas de inmunoglobulinas poseen una
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estructura comun de cuatro cadenas polipeptidicas: dos grandes (pesadas o

H) y dos pequefias (ligeras o L).
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llustracion 16: Estructura de inmunoglobulina

Las inmunoglobulinas humanas y en la mayor parte de los mamiferos
superiores se dividen en cinco clases, atendiendo a la estructura primaria de
sus cadenas pesadas. Estas clases de designan como IgG, IgM, IgA, IgD e
IgE.

Los anticuerpos se pueden unir a moléculas marcadoras, denominados
fluorocromos, que permiten visualizar el lugar de reaccidn con sus

respectivos antigenos.
Existen distintas técnicas de tincion mediante inmunofluorescencia:

- Directa; se utiliza un anticuerpo, ligado a un fluorocromo,

especifico frente al antigeno que se desea detectar.

N

llustracién 17: Marcaje de directo
- Indirecta; se emplea un anticuerpo especifico no marcado
(primario) y seguidamente otro anticuerpo marcado con
fluorocromo (secundario) que reacciona de forma especifica con el

anticuerpo primario.
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S
/

llustraciéon 18: Marcaje indirecto

- Técnica de sandwich; se emplea para detectar la presencia de
inmunoglobulinas especificas frente a un determinado antigeno en
las células de tejidos pertenecientes a un animal previamente

inmunizado con ese antigeno.
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llustracién 19: Técnica sandwich

- Incubacién con complemento; es una modificacion de la técnica
indirecta, en ella el anticuerpo que se emplea en el primer paso de
la técnica ha de ser capaz de fijar el complemento. Una vez
realizada la primera incubacién con dicho anticuerpo que a su vez
es especifico frente a un determinado antigeno se afade suero de
fresco como fuente de complemento y se incuba. En una tercera
fase se incuba con un anticuerpo especifico frente a una
determinada fraccion del complemento, dicho anticuerpo
especifico ira marcado con un fluorocromo.

- Doble tincion; permite la determinacion de dos anticuerpos de
manera simultanea o secuencial. Para la técnica se emplean dos
cromoégenos que originen una coloracion distinta en cada caso.
Para evitar reacciones cruzadas deben emplearse antisueros

obtenidos de distintas especies animales. Ademas siempre debe
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utilizarse en primer lugar el anticuerpo que da reaccidn mas
intensa y si se va a trabajar con anticuerpos tipo monoclonal y

policlonal, primero se usara el policlonal.

La tincion inmunocitoquimica permite la caracterizacion fenotipica de

las células tumorales circulantes en sangre periférica mediante un doble

marcaje directo sobre el porta con anticuerpos conjugados con fluorocromos.

Los mas utilizados habitualmente son: Alexa, Rhodamine y DilLights.

El abanico de marcadores adicionales que se pueden utilizar es muy

amplio e incluye tanto marcadores especificos de proteinas de superficie

(por ejemplo: EGFR y CD133) como nucleares (por ejemplo: receptores

hormonales, para estrogenos o progesterona) o intracitoplasmaticos (por

ejemplo: citoqueratinas). Para evaluar los resultados se requiere de un

microscopio de fluorescencia.

El protocolo a seguir se describe a continuacion. Es importante trabajar

durante todo el proceso en oscuridad, en camara de humedad y a

temperatura ambiente.

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)
8)

Comenzar humedeciendo el porta en PBS 1X durante 5 minutos.

Decantar el exceso de PBS e incubar durante 30 minutos con 100 uL del
antisuero especifico para el anticuerpo secundario para evitar falsos
positivos diluido al 1:10 en PBS 1X.

Lavar en PBS 1X durante 5 minutos.

Incubar durante 1 hora con 100uL del primer anticuerpo monoclonal anti-
humano para la proteina especifica que se desee estudiar (EGFR, CD133,
RE 6 RP) diluido al 1:25 en PBS con SBF al 10%.

Lavar en PBS 1X durante 5 minutos.

Incubar durante 30 minutos con 100uL del anticuerpo secundario marcado
con fluorescencia especifico frente al anticuerpo primario diluido al 1:100 en
PBS.

Lavar en PBS 1X durante 5 minutos.

Contratedir con 5uL DAPI y visualizar en el microscopio de fluorescencia
(Zeiss AXIOVER).

Las CTCs aisladas y fijadas sobre porta fueron caracterizadas mediante

inmunocitoquimica para los siguientes biomarcadores: receptores hormonales,
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EGFR y CD133. En primer lugar identificamos las CTCs mediante tincion
cromogénica y a continuacion se realizaron los marcajes especificos para los
biomarcadores en el siguiente orden: RE/CD133, en la primera muestra. Sobre la
segunda muestra de la misma paciente realizamos la tincion para identificar
EGFR/RP. En primer lugar detectamos la presencia de células CK+ usando tincion
cromogénica. Para la expresion del EGFR utilizamos un anticuerpo primario
monoclonal anti-humano EGFR seguido de la incubacion con un anticuerpo
secundario marcado con Alexa fluor 355 (color azul). Para identificar el marcador
CD133 usamos el kit antiCD133 (Biobyt); que contiene tres anti-CD133 dirigidos
frente a los tres epitopos de la proteina CD133, diluido 1:50 y un anticuerpo

secundario anti-conejo IgG marcado con Alexa fluor 350 (color azul) diluido 1:50.

1

llustracién 20: 1) CK+ (rojo) y EGFR+ (azul) // 2) CK+ (rojo) y CD133 (azul)

4.5.6. FICTION

El FICTION es una técnica de citogenética clasica que combina el
analisis fenotipico y genético de las células de interés. Con este tipo de
técnica en primer lugar se procede a realizar un marcaje inmunofluorescente
de la célula, que nos permita identificarla como célula tumoral, en base a la
expresion del antigeno citoqueratina y a continuacion mediante FISH
(hibridacion fluorescente in situ) se pueden analizar anomalias tanto
numéricas como estructurales de sus cromosomas. La técnica de la
hibridacién fluorescente in situ se basa en la formacion, bajo determinadas

condiciones fisicas, de puentes de hidrégeno entre fragmentos especificos
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marcados de DNA o RNA (denominados sondas) y sus secuencias
complementarias del DNA o RNA celular, constituyendo hibridos. Esta
técnica proporciona informacion de la presencia y distribucion de secuencias
especificas en la cromatina.

Para el FISH utilizamos la triple sonda multicolor HER2/TOPO-
II/ICEP17 (Kreatech, Durham, NC, USA) que marca en rojo el HER2, en
verde la TOPO-Illa y en celeste el centromero 17.

Sefales HER2 | Sefiales Cepl7 | Estado del gen Her2
<4 <2 No amplificado
<2 Posible polisomia
40 =2 Baja amplificaciéon
>6 >2 Amplificacion

Tabla 6: Interpretacién sefiales de FISH (guidelines)

Con el FICTION podemos distinguir las células tumorales por su clara
marcacion citoplasmatica en color verde de la citoqueratina y por una
morfologia acorde al fenotipo maligno y seguidamente proceder al analisis
de sus nucleos para determinar la amplificacién de los genes HER2 y TOPO-
lla, evaluando el numero de copias para cada gen. El protocolo para llevar a
cabo esta técnica se describe a continuacion.

1) Hidratar la muestra en PBS durante 5 minutos
2) Lavar a 75°C durante 2 minutos en 2xSSC al 0,3% de IGPack, en
jarra coplin.
3) Deshidratar en concentraciones creciente de etanol: 70%, 3min;
80%, 3min; 100%, 3min.
Dejar secar al aire.

Agregar 7 ul de sonda y colocar cubre sellando con Fixogum.

Incubar a 37°C durante 16-24 horas.

)
)
6) Desnaturalizar a 80° C durante 5 minutos.
)
) Retirar el cubre e hidratar la muestra en PBS, durante 5 minutos.

9) Lavar a 75°C durante 2 minutos.
10) Lavar en agua destilada durante 15 segundos.

11) Montar cubre con Antifade (Vysis).
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12) Refrigerar a 4°C durante 20 minutos.

13) Visualizar inmediatamente al microscopio de fluorescencia (Zeiss
AXIO Imager; Carl Zeiss, Jena, Alemania): en primer lugar se
localizan las CTCs (visibles por la tincion CK+) y seguidamente se
analizan sus nucleos para registrar el numero de copias de HERZ2,

TOPO-lla y centromero 17.

llustracién 21: Resultados de FICTION con microscopio de fluorescencia

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico fue realizado usando el programa SPSS 14.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La presencia de 1 CTC por cada 10 mililitros
de sangre se considera resultado positivo, de acuerdo con el limite de
deteccion analitica indicado en nuestro ensayo.

Los datos se expresan como medias 0 como numeros en porcentajes.
Las variables categoricas fueron comparadas porla prueba exacta de
Fisher's. Las variables continuas se compararon mediante el test de t-
Student.

Los valores con p<0.05fueron considerados estadisticamente
significativos. Se consideré un intervalo de confianza del 95% (IC) para
evaluar la asociacion entre las variables clinico-patologicasy el estado
de CTCs.
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Resultados

5.1. ESTUDIO-1: IMPACTO PRONOSTICO DE CTCs EN UNA
POBLACION HETEROGENEA DE PACIENTES DE CANCER DE MAMA

Caracteristicas de las pacientes

De las 91 pacientes incluidas inicialmente en el estudio, solo 65 lo
completaron. El seguimiento se realiz6 hasta un maximo de 50 meses o
hasta el fallecimiento de la paciente. La edad de las pacientes estaba
comprendida entre 26 y 77 afnos, siendo la edad media de 55 anos. Estadios
de la enfermedad comprendidos entre | y IlIC. Las caracteristicas clinico-

patoldgicas de las pacientes se registran en la siguiente tabla.

Caracteristicas 65 pacientes
MO 42 (72.3%)
M1 18 (27.7%
NO 10 (15.4%
N1 42 (64.1%
N2 10 (15.4%
Nx 3 (4.6%)

Ductal 53 (81.5%)

Tipo histoldgico Lobular 8 (12.3%)

Pacientes

Nodulos linfaticos

)
)
)
)

Otros 4 (6.2%)
T1 10 (15.4%)
T2 36 (55.4%)

Tamano tumoral T3 5(7.7%)
T4 12 (18.5%)

Tx 2 (3.1%)

RE+ | 43 (66.2%)
RE- | 22(33.8%)
RP+ | 42 (66.7%)
RP- | 21(33.3%)
HER2+ | 50.59 (81.6%)
HER2- | 11.4 (18.4%)

Rcpt. estrégenos

Rcpt. progesterona

HER2

Pagina | 73



Resultados

Ki67+ | 40 (87%)
Ki67- 6 (13%)
p53+ | 29 (44.6%)
p53- | 36 (55.4%)

Tabla 7: Caracteristicas clinicas de las pacientes

Kic7

P53

Todas las pacientes recibieron quimioterapia como primera linea de
tratamiento. En el estudio se incluyeron tanto pacientes afectas de
enfermedad metastasica M1 (28%) como aquellas en estadios localizados
MO (72%). En cuanto al tipo histolégico de tumor, el 81.5% de las pacientes
se correspondian con el tipo ductal y el 12.5% tipo lobular. Y en cuanto al
tamafio tumoral mas de la mitad de los casos fue T2 (55.4%). Un porcentaje
similar de las pacientes expresaron receptores de estrégenos y de
progesterona (RE=66% y RP=65%). El 84%, 87% y 45% de las pacientes

fueron positivas para los biomarcadores HER2, Ki67 y p53, respectivamente.

Persistencia de las CTCs vy riesgo de muerte durante el seguimiento

El numero de CTCs aisladas en la poblacién analizada estaba
comprendido entre un rango de 1 a 125, siendo el numero medio de 3 CTCs
por 10 mL de sangre periférica. Los porcentajes en que se detectaron CTCs
fueron de 62.9%, 46.4%, 43.1% y 31% de las pacientes estudiadas durante
los intervalos de tiempo de 1-5 meses, >5-12 meses, >12-24 meses y 24-50

meses, respectivamente.

Las pacientes que presentaron CTCs en sangre periférica en
cualquiera de los intervalos de tiempo durante el seguimiento tenian mayor
riesgo de muerte (p=0.035) que aquellas pacientes sin CTCs durante el
seguimiento. Cuando solo se consideraban las pacientes metastasicas, no
encontramos relacion significativa entre la presencia de CTCs y el riesgo de
muerte (p=0.059).Dicho resultado se encuentra al borde de la significacion
estadistica; esto podria ser consecuencia del pequeio niumero de pacientes

analizadas.
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Poblacién (N=65) | N° pacientes | Ratio o]
Total (MO+M1) 55 1.04 | 0.035
Metastasicas 18 1.04 | 0.059

Tabla 8: Relacién entre presencia de CTCs y riesgo de muerte

Comparamos mediante la curva de Kaplan-Meier la supervivencia
global entre pacientes con y sin CTCs en sangre observamos lo siguiente.
En la extraccion basal (antes de iniciar el tratamiento con quimioterapia) no
se observaron diferencias significativas (p=0.636) entre pacientes que no

tuvieron CTCs en sangre periférica y pacientes con CTCs,

e
0.75 7
0.50
0.25 .
R - S —r Y
0.004_ - : '
0 50 100 150

Dias transcurridos

Tabla 9: Supervivencia global antes de recibir quimioterapia

Sin embargo, en la primera reevaluacion (después de recibir
quimioterapia) observamos una supervivencia significativamente menor

(p=0.035) en las pacientes con CTCs en sangre periférica.
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Tabla 10: Supervivencia global después del tratamiento

Ademas, analizando los niveles de CTCs en sangre observamos que;
las pacientes con mas de 10 CTCs en cualquiera de los muestras de sangre
tomadas en los intervalos de tiempo establecidos durante el periodo de
seguimiento tienen mayor riesgo de muerte que las pacientes con menos de
10 CTCs (p=0.022). Esta misma relacion también es encontrada en el

subgrupo de pacientes con metastasis (p=0.038).

Poblacion/N° CTCs | Ratio p

MO0+M1 CTCs+ (N=55)

1-5 0.92 | 0.904
>5-9 1.34 | 0.795
=210 9.20 | 0.022
Sé6lo M1 CTCs+ (N=18)

1-5 0.87 | 0.852
>5-9 1.51 | 0.725
210 10.64 | 0.038

Tabla 11: Numero de CTCs y riesgo de muerte

Las CTCs se detectaron con mayor frecuencia dentro de los primeros
24 meses. Sin embargo, la presencia de CTCs se correlaciond
significativamente con el riesgo de muerte dentro de los dos primeros
intervalos de tiempo: 1-5 meses (p=0.002) y >5-12 meses (p=0.029), en

contraste con el intervalo de tiempo comprendido entre los 12-50 meses
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(p=0.154), donde no se encontro relacion estadisticamente significativa entre

el riesgo de muerte y la presencia de CTCs.

Por el contario, para las pacientes metastasicas sélo se encontro

correlacion en el primer intervalo de tiempo 1-5 meses (p=0.006)

Poblacion/

Intervalo tiempo Ratio P
MO0+M1 CTCs+ (N=55)
Muestra basal 1.02 0.100
1-5 meses 1.23 0.002
>5-12 meses 1.04 0.029
>12-24 meses 1.13 0.154
24-50 meses 1.05 0.111
S6lo M1 CTCs+ (N=18)
Muestra basal 1.01 0.614
1-5 meses 1.35 0.006
>5-12 meses 1.08 0.269
>12-24 meses 1.85 0.319
24-50 meses 1.24 0

Tabla 12: Presencia de CTCs en los diferentes

intervalos de tiempo y riesgo de muerte

Dado que el mayor riesgo de muerte se encontro en el primer intervalo
de tiempo, es decir, durante los 5 primeros meses de la terapia, realizamos
un analisis detallado de las CTCs en este periodo. Nuestros resultados
mostraron que las pacientes con mas de 5 CTCs durante los 5 primeros
meses tuvieron mayor riesgo de muerte que las pacientes con menos de 5
CTCs (p=0.002).
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Riesgo de muerte
N° CTCs | Ratio p
1-5 2.79 0.141
>5 16.9 0.002

Tabla 13: Persistencia de CTCs

5.2. ESTUDIO-2: CARACTERIZACION DE BIOMARCADORES EN
CELULAS TUMORALES CIRCULANTES EN PACIENTES CON CANCER
DE MAMA

Deteccion de CTCs antes y después del tratamiento

De las 98 pacientes que participaron en nuestro estudio, antes de
someterse a cualquier tipo de tratamiento sistémico identificamos CTCs en
46 (46.9%) de ellas. El numero medio de CTCs detectadas fue de 3.4 células

por 30mL de sangre periférica; en un rango comprendido entre 1y 19 CTCs.

Después de tres ciclos de tratamiento adyuvante aislamos CTCs en 13
de 38 pacientes (34.2%). El numero medio fue de 2.6 CTCs por 30 mL de
sangre; en un rango de 1 a 7 CTCs.

Y al final del tratamiento neoadyuvante, las CTCs fueron detectadas en
16 de 35 pacientes (45.7%). Siendo el numero medio de 2.6 células por

30mL y el rango oscil6 entre 1y 9.

Cuando se compard la incidencia de CTCs detectadas en las muestras
basales (p=0.30) frente a las muestras de sangre que se tomaron
secuencialmente a lo largo del tratamiento (p=0.39), no se encontraron

diferencias significativas.

La presencia de una célula CK+, o mas, en al menos uno de los tres

tubos recogido a las pacientes fue considerado como resultado positivo.
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Pacientes CK+ Media | Rango | p
Pre-tratamiento 98 | 46 (46.9%) | 3.4 1-19 1 0.30
Adyuvantes 38 [13(34.2%)| 2.6 1-7 0.39
Neoadyuvantes 35|16 (45.7%)| 2.6 1-9

Tabla 14: Deteccion de CTCs

Sobre las muestras de sangre disponibles realizamos los siguientes
analisis. En el primer tubo, deteccion de células CK+ y expresion de RE. En
el segundo tubo, deteccion de CTCs mediante la expresién de EGFR y RP.
Y en el tercer tubo, expresion de CK y estado de los genes HER2/TOPO-Illa
(mediante FICTION). Observamos una tasa mas alta de CTCs en sangre en
el primer tubo (56.5%) frente al segundo tubo (28.30%), en las muestras
basales. Lo mismo ocurre con las muestras tomadas tras los tratamientos.
Esta variedad se debe a la técnica empleada para la deteccion del marcador
que se desea estudiar. Hemos comprobado que la técnica mas eficaz para
identificar células CK+ en sangre periférica es el sistema APAAP (alcalin
fosfatasa antialcalin fosfatasa). La distribucion de las CTCs segun la técnica

de deteccion utilizada se representa en la siguiente figura.

Ademas en el 80% de las muestras CK+, se detectaron 4 o menos

CTCs para el analisis de biomarcadores.
Tubo-3 ®mTubo-2 mTubo-1

12,50%

Neoayuvanca 18.70%
58,80%

1,10%

Adyuvanca
69,30%

Muestra basal

Tabla 15: Distribucion de las CTCs en las muestras de sangre
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=1 CTC m24CTCs m=z5CTCs

18,80%

Neoayuvancia 25,00%

46,10%
Adyuvancia
46,10%

Muestra basal 52.10%

Tabla 16: Estratificacion de acuerdo con las CTCs encontradas

Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes vy estado de las CTCs

Las pacientes que se seleccionaron para participar en este estudio
fueron diagnosticadas de cancer de mama en estadio precoz y localmente
avanzado. Las pautas de quimioterapia que se administraron fueron:
antraciclinas (66.3%), taxanos (54.1%), ciclofosfamida (100%) y fluorouracilo
(66,3%). El trastuzumab fue suministrado sélo a aquellas pacientes con
tumores HER2+ (13.2%). Adicionalmente, las pacientes con tumores
primario que expresaron receptores hormonales positivos recibieron
tratamiento endocrino con letrozol (44.8%), tamoxifeno o tamoxifeno (2-3

anos) seguido de exemestrano (4.1%).

Las caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes y la presencia o

ausencia de CTCs se recogen en la siguiente tabla:
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98 pacientes CTCs+ CTCs- |P (¥9)
Edad <50 afios | 14 (41.2%) | 20 (58.8%) NS
>50 afios | 32 (50%) | 32 (50%)
Histologia Ductal 40 (47%) | 45 (53%) NS
Otros 6 (46.2%) | 7 (53.8%)
Tamano tumoral | <2cm 25 (54.3%) | 21 (45.7%) NS
>2-5cm | 15 (39.5%) | 23 (60.5%)
Nodulos linfaticos | pNO 9 (39.1%) | 14 (60.2%) NS
Est. Patolégico pN1-N2 | 11 (61.1%) | 7 (38.9%)
Noédulos linfaticos | cNO 7 (41.2%) | 10 (58.8%) NS
Est. Clinico cN+ 7 (38.9%) | 11 (61.1%)
Grado I 8 (38.1%) | 13 (61.9%) NS
I 15 (44.1%) | 19 (55.9%)
Rcpt. Hormonales | RH+ 35 (46.7%) | 40 (53.3%) NS
RH- 11 (47.8%) | 12 (52.2%)
Estado HER2 HER2+ 3(21.4%) | 11 (78.6%) 0.046
HER2- 43 (51.2%) | 41 (48.8%)
Estado p53 P53+ 26 (51%) | 25 (49%) NS
P53- 7 (50%) 7 (50%)
Ki67 <14% 20 (52.6%) | 18 (47.4%) NS
>14% 26 (43.3%) | 34 (56.7%)

Tabla 17: Caracteristicas de las pacientes y presencia de CTCs

Cabe destacar que tras analizar las muestras de sangre basales, antes

de cualquier tipo de tratamiento, de las 14 pacientes con tumores primarios
HER2+, 3 presentaron CTCs/HER2+ y las 11 restantes fueron CTCs-
(p=0.046). En cambio no se encontrd relacion significativa entre las
caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes y la presencia o ausencia
de CTCs.

En nuestro estudio hemos analizado a un grupo de pacientes en las
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(43,9%). No encontramos relacion estadisticamente significativa entre la no
presencia de CTCs en sangre periférica y el tamafo del tumor, el estado
ganglionar, la histologia, el estado de los receptores hormonales, el estado
del Ki67 y p53 o el procedimiento quirurgico. Sin embargo, si observamos
mayor incidencia de pacientes sin CTCs detectables entre las pacientes
menores de 50 afos (p=0.02), con tumores de grado 1-2 (p=0.006) y con

amplificacion del gen HER2 (p=0.02).

Caracterizacion de las CTCs aisladas antes del tratamiento sistémico

Expresion de recetores hormonales en las CTCs vy en el tumor primario

Analizamos la expresion del receptor de estrégenos (RE) en las CTCs
aisladas de 20 pacientes, antes de cualquier tipo de tratamiento sistémico.
10 (50%) de estas pacientes presentaban CTCs/RE+. En 5 (50%) de ellas
CK+/RE+ observamos heterogeneidad para la expresion del receptor de
estrégenos, por lo tanto, en una misma muestra de sangre pueden coexistir
CTCs RE+y RE-.

CK+/RE+ CK+/RE+/RE-

llustraciéon 22: Expresion de RH en CTCs

Entre las 14 pacientes con tumores RE+ y con CTCs en sangre
periférica antes de cualquier tipo de tratamiento sistémico, analizamos la
expresion del RE en estas células. Como era de esperar 9 de estas
pacientes fueron clasificadas como CK+/RE+ (61.5%) mientras que 5 de
ellas fueron CK+/RE- (38.5%).
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Basal Luminal HER2+
CTCs p
(RH-/HER2-) | (RH+/HER2-) | (RH+/HER2+)
RE+ | 1(16.7%) | 7 (63.6%) | 2 (66.7%) NS
RE- | 5(83.3%) | 4(36.4%) 1 (33.3%)

Resultados

Tabla 18: Expresion de receptor de estrégenos en CTCs

Analizamos la expresion del receptor de progesterona (RP) en las
CTCs aisladas de 27 pacientes, antes de cualquier tipo de tratamiento
sistémico. 9 de éstas (33%) presentaron tincidén nuclear para la expresion del
RP y encontramos heterogeneidad para la expresién de RP en 1 caso
(11.1%).

Cuando se correlaciond la expresion del RP entre las CTCs y su
correspondiente tumor primario observamos que: 17 tumores RP+ (68.2%)
no expresaron este marcador en las CTCs asiladas en sangre periférica. En
contraste, sélo 8 tumores primarios RP+ (31.8%) también lo expresaron sus
CTCs. Por tanto, encontramos discrepancias en la expresion del receptor de

progesterona entre las CTCs y su correspondiente tumor primario.

Basal Luminal HER2+
CTCs p
(RH-/HER2-) | (RH+/HER2-) | (RH+/HER2+)
RP+ 1 (50%) 8 (33.3%) 0 (0%) NS
RP- 1 (50%) 16 (66.7%) | 1 (100%)

Tabla 19: Expresion de receptor de progesterona en CTCs

Cabe sefialar que no hubo relacion entre la expresion de los
receptores hormonales en el tumor primario y las CTCs (RE p=0.17 y RP
p=0.55). Ademas el estado de los recetores hormonales en las CTCs no
mostré asociacion con las caracteristicas clinico-patolégicas basales de las

pacientes.
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Expresion de EGFR en CTCs vy en el tumor primario

En

pacientes (27.5%). Después de las pautas de tratamiento, detectamos

las extracciones basales, detectamos CTCs/EGFR+ en 27

CTCs/EGFR+ en 13.9% de las pacientes adyuvantes y en 11.1% de las

pacientes neoadyuvantes.

No encontramos relacion significativa entre el estado del EGFR en
las CTCs y las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes; edad,
tamano tumoral, estado de los ganglios linfaticos, histologia, grado tumoral,
estado del p53, ki67 y HER2. Sin embargo, si hemos observado una alta
probabilidad de pacientes cuyos tumores primarios expresaron receptores
hormonales y las CTCs aisladas eran EGFR+ (33.3% tumor primario RH+ y
CTCs/EGFR+ vs 8.7% tumor primario RH- y CTCs/EGFR+; p=0.01).

CTCs Basal Luminal HER2+ P
(RH-/HER2-) | (RH+/HER2-) | (RH+/HER2+)

EGFR+ | 2 (11.1%) | 24 (35.8%) 1(7.7%) 0.03

EGFR- | 16 (88.9%) | 43 (64.2%) | 12 (92.3%) '

Tabla 20: Expresiéon de EGFR en CTCs

Estado de los genes HER2 y TOPO-lla en las CTCs vy en el tumor primario

Las CTCs aisladas en 26 pacientes fueron analizadas para evaluar el
estado de los genes HER2 y TOPO-lla mediante FISH en al menos una

célula, antes de que las pacientes inicien el tratamiento.

Analizando las CTCs aisladas en las muestras de sangre de 24
pacientes cuyos tumores primarios eran HER2-; observamos que estas
células también eran HER2-. Tan sélo hubo un caso de una paciente con
una CTC con amplificacion del centrémero 17. Mientras que las CTCs de 2
pacientes con tumores primarios HER2+ ninguna de ellas tuvieron

amplificacion del gen.
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Basal Luminal | HER2+
CTCs asa umina p
(RH-/HER2-) | (RH+/HER2-) | (RH+/HER2+)
HER2+ | 0 (0%) 0 (0%)* 00%) | o
HER2- | 8 (100%) | 16 (100%) | 2 (100%)

Resultados

Tabla 21: Expresiéon de HER2 en CTCs

Entre las 26 pacientes CTCs+ analizadas, solo 2 presentaron
amplificacion del gen TOPO-lla. Considerando a las pacientes con tumores
primarios TOPO-lla no amplificado; 22 tenian CTCs/TOPO-lla-, 1 tuvo
CTCs/TOPO-Illa+ y otra con amplificacion del centromero 17. En contraste, 2

tumores primarios con amplificacion del gen TOPO-lla tuvieron CTCs/TOPO-

lla-.
i +
CTCs Basal Luminal HER2 P
(RH-/HER2-) | (RH+/HER2-) | (RH+/HER2+)
TOPO-lla+ | 1(12.5%) | 1(6.3%)* 0 (0%) NS
TOPO-lla- | 7 (87.5%) | 15(93.7%) | 2 (100%)

Tabla 22: Expresion de TOPO-lla en CTCs

Las CTCs con amplificacion del gen TOPO-lla no presentaron
amplificacion del gen HER2.

No hay asociacion significativa entre el estado de los genes HER2 y

TOPO-lla en las CTCs y su correspondiente tumor primario.

llustracién 23: FICTION
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Caracterizacion de las CTCs después del tratamiento sistémico

Después de tres ciclos de tratamiento adyuvante, 13 de las 38

pacientes (34.2%) sometidas a esta pauta de tratamiento fueron CTCs+.
Con respecto al analisis de los biomarcadores, 6 de estas 13 pacientes
tenian tumores primarios RE+ y en 4 de ellas sus CTCs también expresaron
RE. Cabe destacar una paciente que con CTCs/RE- cuyo tumor primario fue
RE+ y no present6 CTCs en la muestra de sangre extraida antes del
tratamiento sistémico.

Con respecto al receptor de progesterona, observamos que 3 de 5
pacientes con tenian tumores primario RP+ presentaron CTCS/RP+.
Curiosamente, 1 de las pacientes CTCs/RP+ después de tres ciclos de
tratamiento provenia de un tumor primario RP+ y CTCs/RP- en la extraccion
basal.

En cuanto al EGFR, pudimos encontrar cambios fenotipicos en las
CTCs a lo largo del seguimiento. Analizamos en caso de 5 pacientes
CTCs/EGFR+; 1 paciente inicialmente fue CTCs/EGFR+ mientras que las
otras 4 (11.1%) fueron CTCs/EGFR- en la extraccion basal.
Significativamente, 25 (69.4%) casos que eran CTCs/EGFR- en la extraccion
basal lo siguieron siendo después de recibir 3 ciclos de quimioterapia y 6
(16.6%) casos se transformaron en CTCs/EGFR-.

También evaluamos el estado del HER2 y TOPO-lla en 7 pacientes
CTCs+. En 6 de ellas, el estado de estos genes fue normal. Entre las
pacientes con tumores primarios HER2 negativo encontramos discordancia
para la expresion de los genes HER2 y TOPO-Illa en un solo caso; que fue
clasificado como CTC con co-amplificacion de HER2/TOPO-lla en CTCs.

Al final del tratamiento neoadyuvante, detectamos CTCs en 16 de las
35 pacientes (45.7%) sometidas a esta pauta de tratamiento.

La expresion de los receptores hormonales: RE y RP, se detecté en 3
(8.5%) y 1 (2.8%) de las pacientes, respectivamente. Cabe destacar que en
dos pacientes, con tumores primarios RE+ y en la muestra basal CTCs/RE+,
al final del tratamiento neoadyuvante sus CTCs dejaron de expresar el RE
(CTCs/RE-).
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En las 36 muestras analizadas para la expresion del EGFR: hubo
persistencia de CTCs/EGFR+ en 1 paciente, mientras que 7 (19.4%) se
transformaron en CTCs/EGFR-. A su vez 25 (69.4%) de las pacientes que
inicialmente eran CTCs/EGFR- lo siguieron siendo después del tratamiento,
mientras que 3 de ellas fueron CTCs/EGFR+ en la ultima muestra de sangre.

En 9 de las pacientes donde aun se siguieron detectaron CTCs,
evaluamos el estado de los genes HER2 y TOPO-lla. Ninguna de las células
detectadas en las pacientes presentaba estos genes amplificados. En este
caso, los correspondientes tumores primarios de 2 de ellas tenian
amplificacion del HER2 mientras que los 7 restantes fueron clasificados
como tumores HER2-.

Analizando el estado de los biomarcadores seleccionados, para el
estudio en las CTCs aisladas en sangre periférica de pacientes con cancer
de mama antes y después del tratamiento; observamos que el 30% de las
pacientes cambian su estado en las CTCs antes y después del tratamiento
sistémico. Es decir, hay una biodinamica en la expresion de los marcadores
a lo largo del tratamiento. Los cambios pueden reflejarse tanto en la
presencia o ausencia de CTCs como en la expresion de los marcadores que
pueden presentar.

Hemos observado que predominan los grupos de pacientes sin CTCs
antes del tratamiento y después del tratamiento, independientemente de las

pautas de administracion; tanto en adyuvancia como neoadyuvancia.

CTE-fCTC ETC-fCTC
113 17%

Después de 3 ciclos de adyuvancia Al final del tratamiento necadyuvante

Tabla 23: Estado de las CTCs tras los tratamientos
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Subtipos moleculares de cancer de mama v perfiles de los biomarcadores en
CTCs

Las 98 pacientes que participaron en el estudio se clasificaron en tres
grupos de tumores, siguiendo la clasificacion de Perou (Perou, 2000) en
base a sus perfiles moleculares: 67 (68.4%) tipo luminal (RE+/RP+/HER2-),
17 (17.3%) tipo basal o triple negativo (RE-/RP-/HER2-) y 14 (14.3%) tipo
HER2+ (RE+/RP+/HER2+).

En nuestro estudio hemos correlacionado los biomarcadores:
receptores hormonales, EGFR y estado de los genes HER2 y TOPO-lla, en
las CTCs con los tres tipos moleculares de cancer de mama. Cabe destacar
que solo encontramos asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia de CTCs/EGFR+ y los tres tipos de tumores (luminal, HER2
amplificado y basal) con (p=0.03).

5.3. ESTUDIO-3: ANALISIS DE CD133 EN PACIENTES CON CANCER DE
MAMA NO METASTASICO Y CORRELACION CON LOS RESULTADOS
CLiNICOS

Estado del CD133 en las CTCs v en el tumor primario

El marcador de superficie CD133 esta asociado a células madre
pluripontenciales; pudiendo ser un marcador util para seleccionar células con
posibles caracteristicas de célula madre cancerigenas (CSC). Por ello
analizamos la expresion del CD133 en un grupo de 98 pacientes con cancer
de mama en estadio precoz. Se confirmé la presencia CTCs/CK+ en 20 de
estas pacientes (20.4%). Seguidamente analizamos la expresion de CD133
en este grupo. Se observa expresion de CD133 en 13 de las 20 (65%)
pacientes. El numero medio de CTCs CK+/CD133+ es de 1.46 células por
10 mL de sangre periférica (rango 1-4 células).
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llustracién 24: Expresion CD133

La heterogeneidad en la expresion de marcadores en CTCs también
pudo observarse en el caso del CD133, se detecté en un 75% de los casos.
En aquellas pacientes en las que fuimos capaces de detectar mas de una
CTC, observamos que pueden coexistir CTCs CK+/CD133+ y CK+/CD133-.

Comparamos el estado de la expresion del marcador CD133 en las
CTCs aisladas en las pacientes antes y después de recibir tratamiento
sistémico; aplicado en adyuvancia o neoadyuvancia. Cabe indicar que de las
98 pacientes que se enrolaron en el estudio: 1 abandoné el estudio, 73
recibieron quimioterapia y 24 terapia endocrina como unico tratamiento. Sélo
incluimos en nuestro estudio las pacientes que fueron tratadas con

quimioterapia.

Comparamos la presencia de CTCs/CD133+ antes y después de
recibir el tratamiento. En las muestras basales o pre-tratamiento, se confirmo
la presencia de CTCs en 17 de 73 pacientes (23.3%) siendo 10 de estas 17
muestras CD133+ (58.8%). El numero medio de células Ck+/CD133+ fue de
1.6 (rango 1-4). Después de recibir tratamiento quimioterapico se confirmé la
presencia de CTCs en 23 de 73 pacientes (31.5%) y 11 de 23 (47.8%)

coexpresaron CD133 con una media de 1.54 células (rango 1-3).

Aunque la proporcion de pacientes de CTCs CK+/CD133+ fue
ligeramente mas elevado antes de recibir el tratamiento sistémico, no se
encontraron diferencias significativas antes y después de la quimioterapia
(p=0.53).
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Pacientes CK+ CD133+ Media | Rango | p
Pre-tratamiento 17/73 | 10/17 (58.8%) | 1.6 1-4

Adyuvantes  23/73 | 11/23 (47.8%)| 154 | 1-3
Tabla 24: Expresiéon de CD133 en CTCs

NS

Es notable destacar que alrededor del 10.2% de las pacientes
cambiaron el estado de sus CTCs después del tratamiento pasaron a ser
CTCs/CK+ y 5 de 8 (62.5%) co-expresaron CD133. Entre las pacientes con
CTCs antes del tratamiento; predominé el grupo de pacientes CTCs
CK+/CD133+ antes del tratamiento y el grupo sin CTCs después del
tratamiento. Ademas, algunas pacientes CK+/CD133- en las muestras
basales se transformaron en CK+/CD133+ después de recibir quimioterapia.

En este caso vuelve a observarse la biodinamica de las CTCs.

En cuanto a la relacion del marcador CD133 con la evolucion de la
enfermedad a lo largo del seguimiento, encontramos que un grupo de
pacientes CTC- antes del tratamiento después del tratamiento 6 pacientes
pasaron a ser CTCs CK+/CD133+; 2 sufrieron una recaida de la enfermedad

y 1 murié por recurrencia del cancer de mama.

Expresion de CD133 en CTCs v correlacidn con las caracteristicas clinico-

patoldgicas de las pacientes

Las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes, con cancer de
mama en estadio temprano o localmente avanzado, en la linea basal de
acuerdo con el estado de sus CTCs para el CD133 se recogen en la

siguiente tabla.
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20 pacientes CK+/CD133+ | CK+/CD133- | P (%)

Edad <50 anos 6 (85.7%) 1(14.3%) NS
>50 afios 7 (53.8%) 6 (46.2%)

Histologia Ductal 11 (68.8%) 5 (31.2%) NS
Otros 2 (50%) 2 (50%)

Tamano tumoral <2cm 8 (80%) 2 (20%)
>2-5cm 3 (42.9%) 4 (57.1%) NS
>5cm 2 (66.7%) 1 (33.3%)

Nodulos linfaticos | NO 3 (50%) 3 (50%) NS
N+ 10 (71.5%) 4 (28.5%)

Grado I 4 (100%) 0 (0%)
Il 3 (75%) 1(25%) NS
1] 5 (45.5%) 6 (54.5%)
Desconc. 1 (100%) 0 (0)

Rcpt. Hormonales | RH+ 10 (76.9%) 3 (23.1%) NS
RH- 3 (42.9%) 4 (57.1%)

Estado HER2 HER2- 13 (76.5%) 4 (23.2%) 0.03
HER2+ 0 (0%) 3 (100%)

Estado p53 P53+ 8 (80%) 2 (20%)
P53- 1 (50%) 1 (50%) NS
Desconc. 4 (4%) 4 (50%)

Ki67 <14% 8 (100%) 0 (0%) 0.01
214% 5 (41.7%) 7 (58.3%)

Tabla 25: Caracteristicas clinicas de las pacientes y expresion de CD133 en CTCs

Pudimos observar que la expresion del gen HER2 y Ki67 en el tumor
primario se correlacioné con la presencia en sangre periférica de CTCs
CK+/CD133+ (p=0.03 y p=0.01, respectivamente). Los tumores HER2- y
(Ki67<14%) indice de CTCs

CK+/CD133+. Y no se encontrd relacion significativa entre la expresion de

baja proliferacion mostraron un alto
CD133 en CTCs y el resto de caracteristicas clinico-patologicas de las

pacientes; como son edad, histologia, tamafo tumoral, estado de los

nodulos linfaticos, grado tumoral, expresion de receptores hormonales y

expresion de p53.
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Expresion de CD133 en CTCs y subtipos de tumores

Correlacionamos la expresion de CTCs CK+/CD133+ con los tres
subtipos moleculares de tumores primarios. Cabe destacar una asociacion
estadisticamente significativa solo entre los tumores de tipo luminal y CTCs
CD133+ antes del tratamiento (p=0.006). La presencia de CTCS
CK+/CD133+ fue mas comun en los tumores tipo luminal en comparacion

con los tipo basal y tipo HER2 amplificado.

Pre-tratamiento
CTCs

Luminal Basal HER2+ P

CK+/CD133+ | 10 (90.9%) | 3 (50%) | 0 (0%)
0.006

CK+/CD133- 1(9.1%) |3 (50%) | 3 (100%)
abla 26: Relacion entre tipo molecular de tumor primario y expresion

de CD133 en las CTCs

Cuando analizamos solo al subgrupo de pacientes que recibieron
quimioterapia como parte del tratamiento sistémico, la asociacion entre la
presencia de CTCs CK+/CD133+ y los tumores luminales se mantuvo
estadisticamente significativa (p=0.026). Después de la quimioterapia, no
hubo diferencias significativas entre la distribucion de las células
CK+/CD133+ 6 CD133- en los tres subtipos de tumores de cancer de mama
(p=0.35).

Post-tratamiento
CTCs

Luminal Basal HER2+ P

CK+/CD133+ | 6 (50%) | 4 (66.6%) | 1 (20%)
0.35

CK+/CD133- | 6 (50%) | 2 (33.3%) | 4 (80%)

Tabla 27: Expresion de CD133 en CTCs después del tratamiento
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Resultados

Expresion de CD133 en CTCs en las pacientes que recibieron quimioterapia

como tratamiento sistémico

Es evidente que la diseminacidn de células con caracteristicas de
células madre segun los subtipos de tumores y que el enriquecimiento de
células madre de cancer de mama en el tumor primario después de
administrar quimioterapia neoadyuvante, juega un papel en la resistencia a
farmacos. Basandonos en estos antecedentes hemos analizado la expresion
de CD133 en CTCs de los distintos subtipos de cancer de mama antes y

después de la quimioterapia.

43 (64.2%) de las 67 pacientes con tumores tipo luminal recibieron
tratamiento de quimioterapia seguido de terapia endocrina: 26 en adyuvancia
y 17 en neoadyuvancia. Antes del tratamiento, 7 (87.5%) tuvieron
CTCs/CD133+ y sélo 1 (12.5%) CTCs/CD133-. Después de la quimioterapia,
6 (50%) de las pacientes fueron CTCs/CD133+ y solo 6 (50%)
CTCs/CD133-. No encontramos relacién significativa entre CTCs

CK+/CD133+ y los tumores tipo luminal.

Considerando sélo a las pacientes con tumores tipo basal o triple
negativo, 17 (17.3%), todas recibieron tratamiento convencional con
quimioterapia. 3 (60%) presentaron CTCs/CD133+ antes del tratamiento
mientras que 4 (80%) fueron CTCs/CD133+ después del tratamiento. No
encontramos diferencias significativas entre la proporcion de CTCs
CK+/CD133+ antes y después de la quimioterapia. No hubo relaciéon

significativa entre CTCs CK+/CD133+ y los tumores tipo basal.

En cuanto a los tumores con HER2 amplificado (14 pacientes), antes
del tratamiento encontramos CTCs/CD133+ en algunas pacientes mientras
que en 2 pacientes fueron CD133-. Después de aplicar la quimioterapia y
tratamiento con trastuzumab en 5 pacientes encontramos: sélo 1 (20%)
paciente CD133+ y 4 (80%) CD133-. No hubo diferencias significativas entre
la proporcion de CTCs CK+/CD133+ antes y después del tratamiento
sistémico. No hubo relacion significativa entre CTCs CK+/CD133+ y los

tumores tipo HER2 amplificado.
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Discusion

La sistematica natural del cancer de mama se caracteriza por la diseminacion
temprana de células tumorales, incluso cuando el tamafno del tumor es relativamente
pequeno. El proceso de metastasis implica un vertido de células, que en el caso del
cancer de mama puede ocurrir a través del sistema sanguineo y/o linfatico, con la
posible colonizacién de nuevos érganos y el posterior desarrollo de un nuevo tumor

en otro 6rgano distante (Pantel and Brakenhoff 2004).

Actualmente nos seguimos encontrando con la problematica de aquellas
pacientes que a pesar de ser consideradas “de buen prondstico” recaen en la
enfermedad al tiempo de ser diagnosticadas. Es en estos casos en los que se hace

necesario establecer nuevos y adicionales factores pronéstico.

La presencia de células tumorales en sangre, a las que denominamos CTCs,
es pues un paso esencial aunque no suficiente para el desarrollo del proceso
metastasico. Asi lo apoyan varios estudios (Cristofanilli, Broglio et al. 2007),
(Franken, de Groot et al. 2012) en los que se pone de manifiesto la importancia del
seguimiento de las CTCs en pacientes con cancer de mama metastasico. Hay una
asociacion significativa entre la deteccion de CTCs y el riesgo de muerte en las
pacientes. Es por ello, por lo que se puede concluir que la deteccién de CTCs en
sangre periférica puede ser un importante factor prondstico en pacientes con cancer

de origen epitelial: mama, pulmdn y colon (Shibue and Weinberg 2010).

Siguiendo este razonamiento; las CTCs pueden considerarse como
precursores metastasicos capaces de la iniciacion de una lesion clonal metastasica
(Yu, Stott et al. 2011). Sin embargo, tenemos que tener en cuenta que las CTCs son
eventos extraordinariamente raros: entendiendo por ello el pequefio numero en el
que son detectadas. Aunque el avance en la compresion del proceso metastasico ha
sido mas que evidente en los ultimos anos todavia queda mucho por entender sobre
los mecanismos genéticos, fenotipicos y funcionales implicados en dicho evento. No
obstante, si sabemos con certeza que el proceso metastasico es altamente
ineficiente, es decir, son pocas las células que diseminadas en sangre tienen
capacidad para iniciar una metastasis. Lo que también explica las limitaciones
implicitas al proceso y que se correlacionan con las limitaciones técnicas para poder

estudiarlo.
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El interés que ha despertado el conocimiento de este proceso, con especial
enfoque en el estudio de las CTCs, ha permitido que haya aumentado el numero de

estudios en los que se valida la capacidad predictiva y pronéstico de las CTCs.

La sangre periférica ha sido histéricamente uno de los especimenes mas
importantes de diagndstico para el control de las CTCs; debido principalmente a la
facilidad de recoleccion de las muestras. La extraccién de sangre periférica es un

proceso relativamente indoloro y puede llevarse a cabo mas asiduamente.

No obstante, a pesar de que estudios recientes demuestran que la presencia
de CTCs antes del tratamiento en pacientes con cancer de mama puede asociarse a
mal prondstico (Cristofanilli, Hayes et al. 2005), (Cristofanilli, Broglio et al. 2007); la

utilidad clinica en pacientes en estadios tempranos es aun incierta.

En el caso concreto del cancer de mama; es aceptado que la presencia de un
numero determinado de CTCs (5CTCs/7.5ml de sangre) es indicativo de un mal
pronostico en este tipo de pacientes. Pero si bien su presencia puede aportar
informacion sobre la evolucion de la enfermedad, es necesario introducir la
caracterizacion genética y fenotipica en su estudio si queremos obtener una
potencial y complementaria herramienta predictiva en este tipo de pacientes
(Gervasoni, Monasterio Mufioz et al. 2008), (Wang, Wu et al. 2006).

Como antes se explicaba, un numero importante de estudios han validado la
capacidad pronostico de las CTCs en cancer de mama, hasta el punto de que la
“American Joint Commission on Cancer Staging Manual” incluye una nueva
categoria MO(i+) en pacientes de cancer de mama; para designar a pacientes con
enfermedad microscopica en sangre o médula a pesar de que hayan sido

diagnosticadas como “libres de enfermedad” (Lucci, Hall et al. 2012).

En base a los estudios realizados por los grupos ya mencionados, la “US Food
and Drug Administration” (FDA) aprob6 en 2007 el uso del equipo CellSearch®
(Veridex, LLC) para la deteccion de CTCs y su potencial utilidad como herramienta
pronéstico en pacientes con cancer de mama metastasico (Lang, Mosalpuria et al.
2009), (Bidard, Mathiot et al. 2010). Estableciéndose por consenso un punto de
corte por el cual a partir de 5 CTCs en 7,5 mL de sangre periférica se identificaba a

pacientes con alto riesgo de recaida.
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El principio del funcionamiento del CellsSearch® se basa en la captura
inmunomagnética de células mediante el uso de anticuerpos dirigidos frente al
antigeno de superficie EpCAM. La problematica que plantea el uso de esta
tecnologia radica precisamente en la proteina de superficie en la que basa el
proceso de aislamiento de CTCs; puesto que puede dar lugar a falsos negativos. La
proteina de superficie EpCAM no la expresan todos los tumores; por lo tanto, se
pueden escapar CTCs que no la expresen (Mikolajczyk, Millar et al. 2011). Ademas
se expresa en células de origen hematopoyético; esto puede dar lugar al origen de
falsos positivos (Choesmel, Anract et al. 2004). También es sabido que hay tejidos
con baja regulacidon de las proteinas de adhesion durante el proceso de
diseminacion tumoral: se cree que debido al proceso de transicién epitelio-
mesénquima (EMT), (Gorges, Tinhofer et al. 2012). Por todo esto se cuestiona a la

proteina EpCAM como buen marcador tumoral.

En nuestro caso, la tasa de deteccion de CTCs es similar a la encontrada en
otros estudios donde se emplearon otros dispositivos; como pueden ser el caso del
CellsSearch® (Lang, Mosalpuria et al. 2009), (Bidard, Mathiot et al. 2010). La
principal ventaja de nuestra metodologia de enriquecimiento y deteccion de CTCs,
radica en el hecho de que es mas versatil, en cuanto al tipo de marcadores que
pueden ser utilizados, que los dispositivos anteriormente mencionados (Nadal,
Fernandez et al. 2012).

Por otra parte, uno de los principales problemas planteados en el tratamiento
de los pacientes oncoldgicos, es el desarrollo de quimio-resistencia adquirida. Esto
implica por defecto una progresion de la enfermedad después de la primera linea de
tratamiento. La presencia de CTCs se puede emplear como un marcador alternativo,
puesto que su deteccidn nos informa sobre la probabilidad de recaida y sobre la
potencial respuesta a los tratamientos, que el paciente pueda desarrollar. En este
contexto, el papel prondstico y predictivo de las CTCs podria resultar crucial para
predecir el riesgo de metastasis y en la toma de decisiones terapéuticas (Pierga,
Bonneton et al. 2004), (Tewes, Aktas et al. 2009). En nuestro estudio hemos
demostrado que la presencia de CTCs en las pacientes a lo largo del tratamiento
implicaba mayor riesgo de muerte (p=0.035) que aquellas pacientes que no las
presentaron; independientemente de las caracteristicas anatomopatoldgicas del

tumor primario (Serrano, Lorente et al. 2011).
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Cabe destacar concretamente el caso de las pacientes con tumores de mama
triple negativos. Es en estos casos donde nos encontramos con pacientes cuyos
tumores carecen de dianas terapéuticas frente a las que dirigir los tratamientos. Se
trata por tanto de pacientes diagnosticados con un mal prondstico (Bartsch,
Ziebermayr et al. 2010), (Isakoff 2010). Sin embargo, una caracteristica importante
presente en este tipo de tumor triple negativo, es el hecho de que sus células son
positivas para la expresion del receptor EGFR. Sin embargo, y a pesar de ello, estos
tumores no responden en la mayoria de los casos a los tratamientos inhibidores de

la tirosin quinasa dirigidos contra el EGFR.

En nuestro estudio hemos comprobado que pacientes con CTCs/EGFR+,
después de una primera linea de tratamiento adyuvante, perdian la expresion de
este receptor, lo que les proporcionaba la capacidad de escapar al tratamiento,
dando lugar a posteriores recaidas en estas pacientes. Los resultados de nuestro
trabajo sugieren pues, que una posible explicacion a la resistencia adquirida a los
tratamientos anti-EGFR, desarrollados por estas pacientes, puede ser el hecho de
que existan CTCs que no expresan dicha diana y por tanto serian refractarias al

tratamiento.

Por todo ello, es pues necesario el analisis de los diferentes biomarcadores que
pueden estar presentes en las CTCs detectadas en estas pacientes de cancer de
mama, en los estadios tempranos de la enfermedad. Necesario es, asi mismo,
correlacionar la presencia y caracteristicas fenotipicas y genéticas de estas CTCs
con las caracteristicas anatomopatoldgicas del tumor primario del que proceden: con

el propésito de seleccionar la pauta de tratamiento mas adecuada.

En este estudio hemos realizado el aislamiento y deteccion de CTCs en
diferentes pautas temporales sobre una poblacion de 91 pacientes en estadio precoz
de cancer de mama. Con el objetivo principal de determinar su significado prondstico

y predictivo (Serrano, Lorente et al. 2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo confirmaron, efectivamente y como
ya se ha mencionado anteriormente, que la presencia de CTCs podria predecir el
riesgo de muerte. Es importante destacar que el riesgo de muerte se incrementd
cuando el numero de CTCs era superior a 5 durante los 5 primeros meses de

quimioterapia (p=0.002). Los resultados de estos primeros ensayos sugieren la
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necesidad de establecer un punto de corte a partir del cual el numero de CTCs
pueda predecir la evolucion de la enfermedad. Sin embargo, debemos tener en
cuenta que es necesaria la implicacion de un mayor numero de pacientes que nos
permitan determinar esta relacién. Ademas estos resultados son coincidentes con
los resultados de otros grupos de investigacion en esta area (Cristofanilli, Broglio et
al. 2007), (Ring, Smith et al. 2004), (Pantel, Muller et al. 2003) que argumentan la
capacidad pronodstico de las CTCs en estadios tempranos en el desarrollo de
metastasis a distancia. Los avances en este area de investigacion han estado
acompanados del desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento y deteccion de CTCs
(Woelfle, Breit et al. 2005), (Nagrath, Sequist et al. 2007).

A pesar de que el nivel en que las CTCs pueden predecir el riesgo de recaida,
se hace interesante encontrar con mayor precisién el momento 6ptimo para tomar
las muestras de sangre y la frecuencia de las extracciones (Hayes, Cristofanilli et al.
2006). En este sentido nuestros resultados evidencian que: la presencia de CTCs en
sangre periférica durante los 12 primeros meses son un elemento predictivo de gran
utilidad para la supervivencia global. Ademas, nuestros datos muestran un valor
umbral de CTCs para identificar a las pacientes con alto riesgo de muerte antes y
después de los 5 meses (5 CTCs vs 10 CTCs).

Por otra parte, se valora la potencial capacidad como factor predictivo de las
CTCs. Asi la deteccion de CTCs podria ser considerada una nueva herramienta
para la valoracion de respuestas a los tratamientos administrados. Es conocida la
naturaleza heterogénea de la enfermedad del cancer de mama. Esta
heterogeneidad, que se determina mediante el analisis de biopsias tumorales,
condiciona no sdlo la valoracion prondstico de la enfermedad sino también el tipo de
tratamiento a administrar. También es sabido que esta heterogeneidad es fruto de
profundos y continuos cambios; que con una unica biopsia no pueden ser
obviamente analizados. Por tanto, el andlisis de biopsias liquidas y reiterativas,
como puede ser el caso de los analisis de CTCs, pueden ser de gran utilidad para la
administraciéon personalizada del tratamiento y también para el conocimiento
bioldégico de la evolucion del cancer (Krebs, Metcalf et al. 2014), (Gasent Blesa,
Alberola Candel et al. 2008), (Bear 2008). Ademas la caracterizacién de estas

células puede ayudar a predecir la capacidad de metastasis en pacientes con cancer
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de mama en estadio precoz (Gervasoni, Monasterio Munoz et al. 2008),(Wang, Wu
et al. 20006).

Asi, en este punto, podemos definir que la importancia de los resultados
derivados de nuestro estudio radica en los siguientes aspectos: a) validan la
capacidad prondstico de las CTCs en pacientes con cancer de mama; b) sugieren
que la persistencia de CTCs después del tratamiento con quimioterapia podria
definir a un grupo de pacientes con alto riesgo de recaida; c) revelan que las CTCs
pueden estar presentes en pacientes tanto metastasicas como en pacientes en

estadios tempranos de la enfermedad.

El hecho claro es que las CTCs, ademas de ser una excelente herramienta por
su comentada capacidad prondstico y predictivo, son claves para un mejor
entendimiento del proceso metastasico. Asi un punto interesante en este sentido es
la gran heterogeneidad presente en estas CTCs: heterogeneidad tanto fenotipica
como genética, que puede existir no sélo entre ellas sino también entre ellas y el
tumor primario. Estas diferencias pueden condicionar el prondstico de la enfermedad
y sobre todo la potencial respuesta al tratamiento (Lang, Mosalpuria et al. 2009).
Por tanto, a medida que comencemos a conocer mas sobre la biologia de las CTCs
podremos empezar a abordar mejor la manera de tratar la enfermedad. Por todo
ello, el analisis de las CTCs nos abre una puerta para el descubrimiento de nuevas

dianas terapéuticas y a tratamientos personalizados (Mego, Mani et al. 2010).

Es necesario pues abordar el estudio de caracterizacion tanto fenotipica
como genética de estas células. Asi uno de los trabajos aqui discutidos, que hasta
donde sabemos es el mas amplio realizado sobre la evaluacion de biomarcadores
en las CTCs aisladas en sangre periférica, ha consistido en la caracterizacién de las
CTCs aisladas y detectadas en pacientes con cancer de mama no metastasico
(Nadal, Fernandez et al. 2012).

Con la finalidad de determinar la posible complejidad fenotipica y genética de
células tumorales circulantes elegimos seis marcadores. La eleccion de éstos se
hizo teniendo en cuenta: por un lado, las implicaciones biolégicas que dichos
marcadores puedan tener en cuanto la capacidad de proliferacion, supervivencia en
medios hostiles, como es el torrente sanguineo, o la posibilidad de evadir los

procesos de anoikis y apoptosis; y por otro, la potencial utilidad clinica que la
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presencia de estos marcadores pudiese tener, en cuanto a la posibilidad de ser
potenciales dianas terapéuticas. En este contexto las principales lineas de
tratamiento utilizadas fueron terapias basadas en principios biolégicos y/o quimicos.
Entre los tratamientos quimioterapicos administrados a estos pacientes se
encontraban: antraciclinas, taxanos, ciclofosfamida, y 5-fluoruracilo. Adicionalmente,
las pacientes cuyos tumores primarios expresaron receptores hormonales también
recibieron terapia endocrina con letrozol y tamoxifeno. Y solo a las pacientes con

tumores HER2 amplificado se les administro trastuzumab.

En base a ésto, se desarroll6 un ensayo de trabajo que implicaba la
correlaciéon genética y fenotipica entre las CTCs y los tumores primarios de los que
procedian. Con la pretension de determinar: si las CTCs presentaban las mismas
caracteristicas genéticas y fenotipicas que el tumor y si la potencial resistencia a los
tratamientos podia deberse a la pérdida de expresion de los marcadores en las
CTCs.

En este estudio se caracterizaron a las CTCs en base a la expresion de los
siguientes biomarcadores: receptores hormonales (estrogenos (RE) y progesterona
(RP)), EGFR, CD133 y el estatus de los genes HER2 y TOPO-Ila. Posteriormente,
con el objeto de determinar su correspondencia con el tumor primario original,
correlacionamos las caracteristicas fenotipicas y genéticas de las CTCs con los

datos anatomopatoldgicos del tumor de origen.

El andlisis se realiz6 a partir de 30 mL de sangre divididos en tres tubos, con la
finalidad de identificar cuales eran los mejores marcadores para aislar y detectar
CTCs y que tuviesen mayor correlacion clinica. El principal problema que se nos
planted para el analisis, tanto fenotipico como genético, fue la tasa de deteccion de
estas células. El numero de células recogidas es bastante bajo y aun mas por el
hecho de tratarse de pacientes no metastasicas. Ademas hay que destacar que la
sensibilidad y especificidad de la técnica dependia, como pudimos comprobar, del
tipo de marcador usado. Siendo la citoqueratina (CK) el mas eficaz, a pesar de no
ser un marcador especifico tumoral. Asi mismo, el EGFR también demostré tener

una gran sensibilidad.

La positividad de la muestras era determinada por la presencia de una o mas

células positivas para el marcador usado en cada momento (CK o EGFR). El hecho
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de que no existan estudios suficientes en este contexto del cancer de mama no
metastasico ha implicado que, si bien en cancer de mama metastasico la
determinacién de un numero de CTC=5 es claramente un mal factor pronéstico, esta
consideraciéon no se ha podido aun establecer en los pacientes con cancer de mama
no metastasico. Por tanto en el caso de pacientes en estadio precoz, se necesitan
mas estudios para determinar el umbral a partir del cual podemos obtener
informacion con validez clinica (Pierga, Bidard et al. 2008; Bidard, Mathiot et al.
2010).

La optimizacion de los andlisis en cuanto a la deteccion de CTCs seria
necesaria para llevar a cabo la caracterizacion exhaustiva de estas células y la
utilizacion de esta tecnologia emergente a gran escala en los ensayos clinicos
(Riethdorf, Muller et al. 2010).

Por otra parte, diversos estudios en los que se correlacionan las caracteristicas
anatomopatolégicas del tumor primario y la expresion de estos mismos marcadores
en las CTCs se encontraron diferencias. Asi los resultados obtenidos por el grupo
de Lang (Lang, Mosalpuria et al. 2009) determinaban una mayor presencia de CTCs
en pacientes con tumores primarios HER2+. Mientras que en otros estudios
(Riethdorf, Fritsche et al. 2007), (Riethdorf, Muller et al. 2010) esta asociacién no se
confirmaba. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por nuestro
grupo: en efecto, en nuestro estudio, las CTCs fueron encontradas con mas
frecuencia en pacientes con tumores primarios HER2-. En cuanto al resto de
parametros clinicos clasicos (TNM, tamafo tumoral, receptores hormonales...etc.):
al igual que en la mayoria de los estudios, las CTCs se mostraron como una variable
clinica independiente y no hallamos correlacién estadistica significativa entre su

estatus y estos criterios clinico-patolégicos mencionados.

Cabe recalcar la existencia de un grupo de pacientes de mal prondstico,
menores de 50 afios de edad, con presencia de HER2 amplificado en el tumor
primario y de alto grado nuclear, en el que no detectamos CTCs (Mego, De Giorgi et
al. 2011). Esto podria estar explicado por la capacidad de las células para adquirir
caracteristicas mesenquimales en el proceso de transicion mesenquima-epitelio
(EMT). Estos cambios facilitarian el proceso de invasion y cascada metastasica

(Yang and Weinberg 2008). Las CTCs derivadas de un proceso EMT podrian
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modular su fenotipo y adquirir propiedades de células mesenquimales dificultando
asi su deteccion por los métodos convencionales empleados en el laboratorio
(Kallergi, Papadaki et al. 2011).

La persistencia de CTCs a lo largo del tratamiento fue otra de las variables a
estudiar. En nuestro analisis, el 35% de nuestra poblacion de pacientes no
cambiaban el estado de sus CTCs. Es decir, a pesar del tratamiento habia pacientes
que mantenian el mismo numero y caracteristicas de sus CTCs. Estos resultados
entran en contradiccion con los datos obtenidos en otros estudios previos; como en
el caso de los grupos de Riethdorf y Pierga (Pierga, Bidard et al. 2008), (Riethdorf,
Muller et al. 2010). Y especialmente en aquellas pacientes que recibieron terapias
anti-HER2 (Riethdorf, Muller et al. 2010), (Pierga, Hajage et al. 2012). Esta
discrepancia puede explicarse, en parte, porque analizamos 30 mL de sangre
periférica en vez de 7,5 mL y porque sélo el 14,3% de nuestras pacientes recibieron

trastuzumab como parte de su tratamiento.

En esta misma linea de trabajo, nuestro estudio demuestra que no hay
concordancia en la expresion de los receptores hormonales (RE y RP) entre el tumor
primario y sus correspondientes CTCs. Lo que concuerda con otros estudios (Fehm,
Hoffmann et al. 2009). Ademas observamos que en una misma muestra de sangre
coexistian poblaciones heterogéneas de CTCs con diferentes fenotipos, en base a la

expresion o no de receptores hormonales.

Las técnicas actuales de andlisis molecular, basadas en la tecnologia de
PCR, no tienen la suficiente especificidad para analizar genéticamente células
individuales; debido a la pequefa cantidad de muestra. Por lo tanto, tampoco
pueden detectar heterogeneidad entre las diferentes potenciales poblaciones de
CTCs. Son las técnicas basadas en la inmunocitoquimica las Unicas que se han
revelado, hasta el momento, con mayor grado de especificidad y permiten una

caracterizacion biolégicamente mas relevante de las subpoblaciones de CTCs.

Asi por ejemplo, referenciandonos a la expresion de RH podriamos deducir
que la distinta distribucidn, en cuanto a la expresion de éstos en las CTCs en una
misma paciente, podria condicionar las diferentes respuestas al tratamiento

hormonal y también la posterior respuesta al tratamiento quimioterapico. No
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obstante esta asociacion necesita estar mejor caracterizada, con una mayor

poblacion de pacientes.

En cuanto a cambios en el fenotipo referidos a la expresion o no de los
receptores hormonales en las CTCs con respecto al tumor primario, después de
administrar las pautas de tratamiento, hemos observado: que hay dos grupos de
pacientes claramente diferenciados. Un grupo de pacientes en cuyas CTCs se
habian producido cambios en el fenotipo de los receptores hormonales y otro grupo
de pacientes en las que se mantenian los fenotipos en las CTCs igual que el tumor
primario. Dado que todas las muestras de sangre recogidas periddicamente y las
pacientes han sido tratadas con quimioterapia; no podemos descartar que los
cambios hayan sido inducidos por la droga administrada. Y por tanto, la seleccién
clonal de las CTCs ha podido estar influenciada por la interaccién con la

quimioterapia.

La caracterizacién fenotipica de las CTCs aisladas también incluyd la
identificaciéon de la proteina EGFR. Este marcador se expres6 en el 27% de las
CTCs de las muestras de sangre basales. Al igual que ocurria con los otros
biomarcadores ya descritos; no encontramos correlacion con las caracteristicas
anatomopatoloégicas de los tumores primarios, excepto para los tumores con
receptores hormonales positivos. Datos preclinicos han aportado evidencias de que
la desigualdad que hay entre la expresion del EGFR y RE, entre las CTCs y éstas
con su correspondiente tumor primario, puede mediar en el desarrollo a resistencias
al tratamiento endocrino en las pacientes con receptores hormonales positivos. En
cancer de mama existe una probada relacion entre la expresion del EGFR vy los
tumores triples negativos (Shou, Massarweh et al. 2004). Se podria abrir una
interesante linea de investigacidn en este tipo de pacientes triple negativos; para las
que no existen realmente marcadores especificos y que, por tanto, no son
susceptibles de tratamientos especificos (Bartsch, Ziebermayr et al. 2010), (Isakoff
2010). Ademas, la expresion del EGFR en las CTCs podria representar un potencial
biomarcardor negativo en la respuesta a determinados agentes anticancerigenos
incluyendo la terapia endocrina en pacientes con cancer de mama RH+ (Osborne
and Schiff 2003), (Creighton, Massarweh et al. 2008).
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Por otro lado, menos del 25% de las pacientes CTCs+/EFGR+ se
transformaron en CTCs+/EFGR- después del tratamiento. Lo que sugiere que los
tratamientos convencionales administrados, como quimioterapia o trastuzumab,
eliminan parcialmente subpoblaciones CTCs+/EGFR+. Aunque somos conscientes
que nuestros resultados deben tratarse con cautela debido a la limitacién del tamaio

de la muestra.

La sobreexpresion del HER2 en la CTCs de las pacientes con cancer de
mama ha sido bien caracterizada en algunos estudios (Riethdorf, Muller et al. 2010),
(Wulfing, Borchard et al. 2006). En estos estudios se describen las discrepancias
existente entre el estatus del HER2 en las CTCs y en sus correspondientes tumores
primarios analizando su expresion tanto en pacientes en estadios tempranos de la
enfermedad como en pacientes metastasicas (Riethdorf, Muller et al. 2010), (Meng,
Tripathy et al. 2004). En nuestro caso, la amplificacién del gen HER2 no fue
detectada en las CTCs aisladas. Estos resultados no coinciden con los obtenidos por
otros grupos, que analizan la expresion mediante inmunofluorescencia de HER2. La
ausencia de CTCs/HER2+ puede deberse a la ya comentada existencia de
subpoblaciones de CTCs, debido a la heterogeneidad de la que parece hacer gala,
pero también se debe tener en cuenta que el andlisis se realiza sobre un bajo

numero de células que puede desestimar poblaciones CTCs/HER2+.

Por otra parte los genes HER2 y TOPO-Illa se encuentra en la misma regién
cromosomica, en brazo largo del cromosoma 17 (17q), por lo que se aceptaba que la
amplificacion del gen HER2 conllevaba la amplificacion de la TOPO-lla. Otros
grupos de investigacion (Glynn, Mahon et al.); (O'Malley, Chia et al. 2009) han
demostrado que la amplificacion del gen TOPO-lla en las pacientes con cancer de
mama no esta confinado so6lo a aquellas que tienen amplificado el gen HER2,
simultaneamente. Esto sugiere que una proporcidon de pacientes HER2- (no
amplificado) pueden  presentar  amplificaciones del gen  TOPO-llg;

independientemente de la presencia de amplificacion de HER2.

Estos resultados son coincidentes con los andlisis genéticos con respecto a la
amplificacion de HER2 y TOPO2 encontrados en nuestro estudio. Asi, en nuestra
poblacion de pacientes positivos para presencia de CTCs, el 50% de estas pacientes

presentaban CTCs con amplificacion del gen TOPO-lla mientras que esta
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anormalidad no era detectada en el gen HER2 (CTCs HER2-/TOPO2+.). Pero
ademas, los tumores primarios de los que procedian las CTCs eran también
negativos para la amplificacién del gen: provenian de tumores HER2-. No obstante,
es destacable que después de recibir tres ciclos de quimioterapia, observamos
cambios fenotipicos y genéticos en las CTCs de las pacientes. Asi, entre estos
cambios se detectd la coamplificacion en HER2 y TOPO-lla en CTCs en una
paciente cuyo tumor primario y CTCs iniciales no presentaban amplificacién ni de
HER2- ni de TOPO-lla-. De acuerdo con otros grupos de investigacion, estos
hallazgos abren una nueva ventana de oportunidades porque tumores primarios de
mama HER2- cuyas CTCs coamplifican los genes HER2 y TOPO-lla podrian
beneficiarse de terapias anti-HER2 asi como de tratamientos basados en las

antraciclinas.

En nuestro estudio las CTCs/HER2- fueron aisladas después del tratamiento
sistémico tanto en pacientes con tumores primarios HER2- como HER2+, incluso en
pacientes tratadas con trastuzumab. Este hallazgo sugiere pacientes con tumores de
mama con HER2 amplificado y CTCs/HER2- han podido ser seleccionadas por la
terapia con trastuzumab. En esta poblacion de pacientes cuyos tumores
presentaban amplificacién de HERZ2 la terapia bioldgica anti-HER2 se administraba

en combinacién con la quimioterapia.

Los principales parametros estandar para la seleccion de los tratamientos
para el cancer de mama son: la expresion de los receptores hormonales para la
terapia endocrina y el estado del gen HER2 para la terapia con anti-HER2. De todos
los biomarcadores expresados en las CTCs, solo el EGFR fue el que se encontrd
con mas frecuencia en los tumores tipo luminal comparado con los tumores triples
negativos y los tumores HER2 amplificados. Podriamos especular que, la asociacion
entre CTCs/EGFR+ y tumores de mama tipo luminal esta explicado en parte por un
aumento de las células tumorales que expresan EGFR; implicado en un bucle
paracrino en el cual el factor de crecimiento producido por los macrofagos
incrementa la capacidad de intravasacion y migracion de las células tumorales que
expresan EGFR. La expresion del EGFR esta relacionada con menor nivel de
receptores hormonales, alta proliferacion, inestabilidad gendmica y sobreexpresion

del HER2. Aunque esta asociacidon necesita ser bien caracterizada, parece ser que
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los tumores luminales pueden ser mas dependientes de este mecanismo que

promueve la intravasacion celular que otros subtipos de tumores de mama.

Un fenémeno propio del cancer de mama es el desarrollo de metastasis afios
después de la erradicacion con cirugia del tumor primario y el tratamiento sistémico
(Aguirre-Ghiso 2007). Este proceso metastasico puede estar relacionado con la
capacidad de las células tumorales de verter al torrente sanguineo, sobrevivir y
llegar a 6rganos distantes donde anidar periodos de tiempo en forma de células
latentes, hasta que debido a estimulos determinados son capaces de formar nuevas
metastasis. Esta capacidad de las CTCs de permanecer en estado de latencia y de

autorrenovarse es una propiedad intrinseca de células madre progenitoras.

Al igual que ocurre con las CTCs, la identificacién y definicion de células
madre tumorales (CSCs) es compleja en cuanto a sus caracteristicas biolégicas y a
sus funciones. No obstante, se han identificado distintos marcadores asociados a lo
que se ha identificado como células madre. En el caso del cancer de mama, entre
los marcadores que parecen ser mas representativos de esta subpoblacién de
células tumorales cabe destacar: CD24, CD44 y CD133 (Kasimir-Bauer, Hoffmann et
al. 2012), (Theodoropoulos, Polioudaki et al. 2010).

Los estudios realizados por el grupo de Schwab (Schwab, Peacock et al.
2012) junto con los anteriores mencionados nos han servido de base en este trabajo.
Nuestro estudio se focalizd principalmente en el analisis de la expresion de CD133
como potencial marcador de células progenitoras del cancer en las CTCs de
pacientes con cancer de mama. Los resultados del estudio nos llevé a cuestionarnos
si las CTCs CK+/CD133+ son generadas durante el proceso de transiciéon de
epitelio-mesénquima (EMT): pudiendo estas células ser seleccionadas tras el
tratamiento sistémico. Lo que sugiere que permanecen refractarias a la accion de los

tratamientos administrados la resistencia a quimioterapia.

El desarrollo del proceso metastasico implica, cambios fenotipicos, genéticos
y epigenéticos en las células tumorales. Estos cambios les permiten diseminar y
sobrevivir adaptandose a nuevos microambientes. Entre estos cambios fenotipicos y
genéticos se encuentra la adquisicidon de fenotipos mesenquimales a través del
proceso de transicion epitelio-mesénquima. Este proceso consiste en la pérdida total

o parcial de las caracteristicas de células epiteliales y la adquisicion de fenotipos
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propios de células mesenquimales. Esto les permite pasar de ser células epiteliales
(sésiles) a ser células mesenquimales (moviles). El proceso EMT es un conjunto de
cambios moleculares que conducen a cambios en el comportamiento celular. EI| EMT
se inicia cuando la célula epitelial tumoral abandona el tumor primario original y
migra a un organo diana para iniciar el desarrollo de un nuevo tumor. Todo este
proceso de migracion celular implica: la rotura de las uniones intercelulares, la
deslocalizacion de las proteinas implicadas en éstas uniones y la reorganizacion del
citoesqueleto celular (Zeisberg and Neilson 2009), (Miyazono 2009). Debido a la
EMT, las células sufren cambios en el citoesqueleto y en la expresion de proteinas
de superficie, como son el EpCAM vy las CK, propias de células epiteliales. Todos
estos cambios son esenciales para que las células adquieran caracteristicas de

células moviles (Thiery 2002).

Partiendo de la evidencia de que el marcador CD133 es caracteristico de
células madre y de su implicacion en procesos de migracion celular y
vascularizacion; analizamos la expresion en las CTCs aisladas en pacientes con
cancer de mama en estadio precoz y la implicacion en la resistencia a los

tratamientos quimioterapicos.

En nuestro estudio detectamos una alta proporcion de células tumorales
circulantes que coexpresaban CD133 (CK+/CD133+); tanto antes como después de
que las pacientes recibieran quimioterapia. Ademas, también nos encontramos con
muestras de sangre de una misma paciente en la que coexistian poblaciones de
CTCs heterogéneas para la expresion de CD133. Ya anteriormente se describe la
heterogeneidad en la expresion de los receptores hormonales en la poblacién de
CTCs asiladas en una misma paciente (Nadal, Fernandez et al. 2012). La
heterogeneidad en la expresion de CD133 y receptores hormonales en las CTCs,
aisladas en una misma paciente, apoya el concepto de heterogeneidad intratumoral
y también los cambios fenotipicos de las CTCs derivadas de la EMT (Charafe-
Jauffret, Monville et al. 2008), (Polyak 2011).

El hecho de que mas de la mitad de las pacientes, tanto antes como después
de cualquier tipo de tratamiento, presenten CTCs/CD133+ refleja la importancia de
esta poblacion celular. Se puede especular que las CTCs/CD133+ pueden ser

relevantes para la progresion celular y metastasis o para la adaptacion al medio
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encontrado. Otros investigadores han informado que las CTCs de todos los
pacientes con cancer de prostata incluidos en el estudio expresaron CD133
(Armstrong, Marengo et al. 2011); estos resultados son coincidentes con nuestras
observaciones. Especulamos que estas CTCs pudieron haber adquirido las
propiedades de células madre durante su migraciéon al torrente sanguineo y
contribuir a la progresion de la metastasis. Cabe sefialar que el nimero de cancer
stem cells es pequefio en los tumores primarios; sin embargo, el CD133 se expresa
ampliamente en las CTCs. Estas observaciones apoyan la idea de que las CTCs
pueden funcionar como un conjunto de células con capacidad de autorrenovarse y

migrar (Goss and Chambers 2010).

En nuestro estudio una alta proporcion de CTCs de pacientes con cancer de
mama no metastasico expresaron el marcador de células madre CD133. Estos
resultados eran coincidentes con los datos obtenidos por otros grupos de
investigacion (Mani, Guo et al. 2008) que demostraron como las células epiteliales
de cancer de mama adquieren caracteristicas propias de stem cells al atravesar la

barrera mesénquima-epitelio (EMT).

Aunque el CD133 ha sido utilizado como marcador para la identificacién de
células madre de tejidos normales y tumorales; se cree que el corte y unién del
marcador a dominios de colesterol puede estar implicado en sefales Hedgehog
(SHH). Esta via de sefalizacion se requiere para la diferenciacion celular primitiva y
la interaccion mesénquima-epitelio (Evangelista, Tian et al. 2006). Adicionalmente, la
via SHH juega un papel importante en la capacidad de migracién de las células
CD133+ derivadas de lineas celulares de cancer (Chen, Lingala et al. 2011),
(Uchida, Arita et al. 2011). Estas propiedades migratorias pueden explicarnos porqué
encontramos tantas células CK+/CD133+ en el torrente sanguineo de pacientes con

cancer de mama.

Cabe destacar que la seleccion clonal durante la progresién del tumor se
puede reflejar en la evolucion de la enfermedad. Las células generadas durante el
proceso de EMT, han cambiado su fenotipo, lo que puede estar provocado por la
administracidn de las propias terapias administradas. Estas células son un objetivo

actual para el desarrollo de nuevos tratamientos especificos para la potencial
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erradicacion de células circulantes y diseminadas (Mani, Guo et al. 2008), (Shipitsin,
Campbell et al. 2007).

El trabajo se desarrollé pues, analizando la expresion de CD133 en CTCs
antes y después de la quimioterapia, para intentar determinar la capacidad predictiva
y pronostico de este marcador sobre CTCs. En los resultados obtenidos se
comprobd la existencia de cambios fenotipicos en las CTCs, de CTCs CK+/CD133-
a CK+/CD133+ sugiriendo que la expresién de CD133 podria estar inducida por el
efecto de la quimioterapia. Ademas, la mitad de las pacientes sin CTCs detectables
en la muestra basal que pasaron a presentar CTCs después de la quimioterapia
presentaron CTCs CK+/CD133+. Esto nos induce a pensar que la seleccion clonal
de las CTCs/CD133+ después del tratamiento se ve influenciada por la terapia
sistémica administrada a las pacientes. Es importante destacar que el 50% de las
pacientes que sufrieron recaida en nuestro estudio pertenecian al subgrupo de
pacientes CTCs- antes del tratamiento y CTCs+/CD133+ después de |la
quimioterapia. Lo que sugiere que esta subpoblacion de CTCs puede predecir una

recaida sistémica temprana.

Recientemente, Park y col. han demostrado que la frecuencia en que
aparecen CTCs con caracteristicas similares a stem cells varia acorde con el subtipo
de tumor primario y el estadio histolégico del mismo (Park, Lee et al. 2010). Por lo
tanto, es de interés identificar las caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores
en pacientes de cancer de mama con CTCs/CD133+. En nuestro grupo hemos
encontrado que la presencia de estas células se asocia a pacientes con tumores que
no presentan amplificacion del gen HER2 (HER2-) y bajo indice de proliferacion
(Ki67).

El cancer de mama es uno de los pocos tipos de tumores en los cuales la
clasificacion molecular ha logrado el disefio de terapias individualizadas, llevando a
mejoras significativas en la supervivencia. Esta clasificacion esta lejos de ser
perfecta y existen subgrupos dentro de los grupos establecidos marcados por los
factores bioldgicos. La expresion de marcadores especificos de células madre en
CTCs esta asociado; con la resistencia innata a los agentes contra el cancer y con el

fracaso a los tratamientos. En consecuencia, las CTCs con fenotipo de células
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madre pueden plantear importantes desafios clinicos hacia la completa erradicacion

de la enfermedad minima residual (MRD).

Uno de los objetivos fundamentales del analisis del CD133 sobre CTCs fue;
determinar la contribucion que su expresién podria tener sobre la heterogeneidad
tumoral existente en los diferentes subtipos de cancer de mama. En algunos
estudios realizados sobre pacientes con cancer de mama metastasico,
independientemente de las caracteristicas del tumor primario y el estado de las
CTCs, se describe un enriquecimiento de CTCs/CD133+ después de administrar
quimioterapia (Tanei, Morimoto et al. 2009), (Aktas, Tewes et al. 2009). En nuestro
estudio nos hemos centrado especificamente en pacientes de cancer de mama en
estadios tempranos: en este caso no encontramos diferencias significativas, en
cuanto, a la proporciéon de CTCs/CD133+, antes y después del tratamiento sistémico

en la poblacién general analizada.

El analisis de la presencia de CTCs CK+/CD133+ en los distintos subtipos de
cancer de mama; determind, en este caso si, diferencias significativas.
Encontrandose estas diferencias en el porcentaje de CTCs/CD133+ aisladas segun
el subtipo tumoral. Asi, se detect6 un mayor porcentaje en los tumores de tipo
luminal, en los analisis realizados antes de la administracion de cualquier tipo de
tratamiento. No obstante tras la administracion del tratamiento quimioterapico, se
detectd una disminucion en la proporcion de CTCs positivas para CD133. Sin
embargo, lo contrario ocurria en el caso de los tumores primarios no luminales;
triple negativo y HER2+. En estas pacientes se observé un enriquecimiento relativo
de las CTCs/CD133+ después de la terapia sistémica. La frecuencia de CTCs con
caracteristicas de stem cells y fenotipo migratorio podria sugerir que estos subtipos
puedan ser clasificados en base a la expresion de perfiles genéticos y fenotipicos

relacionados con células progenitoras.

Este incremento de CTCs CK+/CD133+ después del tratamiento, en los
tumores HER2 amplificado y triple negativo, podria sugerir que las células tienen la
potencial capacidad para sobrevivir al tratamiento y que, por tanto, son refractarias al
mismo. Con la consiguiente capacidad para poder desarrollar mas tarde enfermedad
metastasica. De hecho de 2 de las 4 (50%) pacientes con tumores triple negativo y

CTCs CK+/CD133+ sufrieron recaida después de la quimioterapia dentro de los dos
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primeros afos. En este punto es importante destacar que no se encontraron
diferencias significativas; debido a la falta de seguimiento y al tamafio insuficiente de

la muestra por la baja tasa de deteccion al tratarse de pacientes no metastasicas.

Otros grupos han analizado la expresion de marcadores caracteristicos de
células madre, tales como CD44 y ALDH1, en CTCs aisladas en pacientes con
cancer de mama (Aktas, Tewes et al. 2009), (Theodoropoulos, Polioudaki et al.
2010), (Kasimir-Bauer, Hoffmann et al. 2012). Dado que el marcador CD133 podria
desempenar un papel como potencial marcador de células madre en cancer de
mama; nuestros hallazgos son consistentes con otros autores que describen como
las células epiteliales del cancer de mama activan vias de células madre en el
proceso epitelio-mesénquima (Mani, Guo et al. 2008). La activacién de las vias de
células madre implica la expresion de genes asociados a células endoteliales. Todo
ello va a favorecer el mimetismo vascular y las propiedades migratorias de las
células tumorales: implicando la diseminacion del tumor y el desarrollo de una

metastasis.

Debido a que las CSC conducen a la resistencia a los tratamientos
quimioterapicos el conocimiento de las vias de sefalizacion de estas células se

convierten en una interesante diana terapéutica.

El hallazgo de nuevos tratamientos, especialmente en el caso de pacientes
con cancer de mama no metastasico que es potencialmente curable, aumenta el
interés de la caracterizacion molecular de las CTCs. Se hacen necesarios mas
estudios para poder confirmar el papel de CD133 en la resistencia a la quimioterapia

y su papel como diana de tratamientos anti-CSC y antivasculares.

Independientemente del perfil molecular, la presencia de CTCs proporciona
una valiosa informacion prondstica. Ademas, su erradicacion es esencial para el
éxito en el tratamiento del cancer a largo plazo. Claramente, las cancer stem cells
conducen a la resistencia a la quimioterapia y es por ello que son dianas atractivas

para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas contra ellas.
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Conclusiones

Las CTCs son un factor pronostico importante e independiente de la

supervivencia global.

La heterogeneidad de la distribucion de los biomarcadores en las CTCs
y la falta de correlacion fenotipica y genética con el tumor primario;
puede explicar la potencial resistencia que determinadas pacientes

desarrollan a las terapias.

Esta heterogeneidad, reflejada en la asociacion entre el estado de los
receptores hormonales, EGFR, HER2 y TOPO2, entre las CTCs y los
subtipos de tumores primarios de las que proceden: puede contribuir, en
parte, a la diversidad en los patrones de expresion genética y en los

distintos resultados clinicos segun el subtipo de cancer de mama.

La caracterizacion de los biomarcadores en CTCs podria convertirse en
una herramienta Util para clasificar a las pacientes y aplicar terapias a
medida y drogas dirigidas.

La expresion del biomarcador CD133 en CTCs es mas frecuente en los

tumores de tipo luminal antes de cualquier tipo de tratamiento.

Las células que expresan CD133 no incrementan significativamente su
presencia después del tratamiento. Sin embargo, las CTCs CD133+
persisten tras el tratamiento administrado en los casos de pacientes no

metastasicas de cancer de mama.

Las células CD133+ presentan un potencial papel en la resistencia a la

quimioterapia.

Los resultados de este trabajo requieren estudios adicionales que
impliguen un numero mayor de pacientes con cancer de mama en

estadio precoz para obtener conclusiones definitivas en este contexto.
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