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I. INTRODUCCIÓN	  

El	  cáncer	  de	  mama	  es	  unos	  de	  los	  tumores	  malignos	  más	  frecuentes	  en	  la	  mujer.	  En	  2012,	  el	  proyecto	  

GLOBOCAN	  estimó	  que	  había	  1.67	  millones	  de	  casos	  de	  cáncer	  de	  mama	  a	  nivel	  mundial	  (1).	  En	  Europa,	  

incluyendo	  países	  no	   integrantes	  de	   la	  Unión	  Europea,	   se	  diagnosticaron	  464.000	  casos	  nuevos.	  Estos	  

casos	  representaron	  el	  28.8	  %	  de	  todos	  los	  tumores	  diagnosticados	  en	  mujeres	  y	  un	  13.5%	  de	  todos	  los	  

pacientes	  con	  cáncer.	  El	  cáncer	  de	  mama	  representó	  el	  7.5%	  de	  todos	  los	  casos	  de	  muertes	  por	  cáncer	  

en	  Europa	  en	  2012.	  Datos	  procedentes	  de	  EUROCARE-‐5	  mostraron	  que	   la	  mediana	  de	  supervivencia	  a	  

los	  5	  años	  de	  mujeres	  europeas	  diagnosticadas	  de	  este	  tumor	  es	  del	  82%	  (2).	  	  A	  pesar	  de	  los	  avances	  en	  

la	   prevención,	   detección	   y	   tratamiento	   adyuvante	   del	   cáncer	   de	  mama,	   una	   proporción	   sustancial	   de	  

pacientes	   se	   diagnostican	   con	   enfermedad	  metastásica	   en	   el	  momento	   del	   diagnóstico	   inicial	   (5%)	   o	  

durante	  el	  curso	  de	  la	  enfermedad	  (30%)(3).	  Una	  vez	  el	  cáncer	  de	  mama	  ha	  diseminado	  	  a	  otros	  órganos	  

es	  una	  enfermedad	  típicamente	   incurable.	  En	   la	  mayoría	  de	  casos,	   la	  quimioterapia	  convencional	   solo	  

tiene	  efecto	  paliativos,	  aunque	  una	  pequeña	  fracción	  de	  pacientes	  puede	  alcanzar	  remisiones	  completas	  

prolongadas	   (4).	  Múltiples	  mecanismos	  biológicos	   como	  por	   ejemplo	   la	  heterogeneidad	   intrínseca	  del	  

cáncer	  de	  mama	  o	  la	  existencia	  de	  células	  madre	  del	  cáncer	  son	  los	  responsables	  de	  los	  resultados	  tan	  

pobres	   que	   se	   consiguen	   con	   los	   tratamientos	   convencionales	   (quimioterapias	   o	   tratamientos	  

endocrinos).	  

La	  heterogeneidad	  biológica	  del	  cáncer	  de	  mama	  ha	  permitido	  su	  clasificación	  en	  al	  menos	  tres	  grandes	  

subtipos	   (5-‐7).	  La	  actual	  clasificación	  del	  cáncer	  de	  mama	  está	  basada	  en	  el	  perfil	  de	  expresión	  de	   los	  

receptores	  de	  los	  receptores	  hormonales	  (RH),	  estrógeno	  (RE)	  y/o	  progesterona	  (RP),	  y	  el	  estado	  del	  gen	  

Erbb2	   (codifica	   para	   el	   receptor	   2	   de	   factor	   de	   crecimiento	   epidérmico	   humano:	   HER2).	   Estos	  

marcadores	   han	   permitido	   distinguir	   los	   tres	   principales	   subgrupos	  moleculares	   de	   cáncer	   de	  mama:	  

tumores	  luminales	  los	  cuales	  son	  positivos	  para	  al	  menos	  uno	  de	  los	  RH	  y	  HER2	  negativo;	  tumores	  HER2	  

amplificado;	   y	   aquellos	   que	   no	   expresan	   ninguno	   de	   los	   tres	   receptores,	   llamados	   triple	   negativos.	  

Aunque	   esta	   división	   no	   es	   perfecta	   y	   existen	   subgrupos	   dentro	   de	   los	   tres	   principales	   subgrupos	  

descritos,	   cada	   subgrupo	   molecular	   	   comparte	   un	   perfil	   de	   expresión	   genética,	   resultados	   clínicos	   y	  

respuesta	  a	   los	  tratamientos.	  Estas	  similitudes	  dentro	  de	   los	  subgrupos	  han	  influido	  profundamente	  el	  
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tratamiento	  de	  estas	  pacientes.	  	  Además,	  ha	  contribuido	  a	  un	  mayor	  conocimiento	  de	  la	  heterogeneidad	  

biológica	  del	  cáncer	  de	  mama.	  El	  reconocimiento	  de	  la	  existencia	  tanto	  de	  heterogeneidad	  inter-‐tumoral	  

como	  intra-‐tumoral	  ha	  reforzado	  la	  necesidad	  de	  una	  definición	  más	  precisa	  de	  los	  fenotipos	  tumorales.	  

El	   estudio	   de	   nuevos	   biomarcadores,	   perfiles	   moleculares	   y/o	   vías	   de	   señalización	   asociadas	   a	  

potenciales	   dianas	   terapéuticas	   en	   cada	   subtipo	   tumoral	   podrían	   mejoraran	   la	   selección	   de	   estos	  

tratamientos	  (8).	  	  	  

El	   objetivo	   final	   de	   la	   identificación	   de	   biomarcadores	   es	   individualizar	   tratamientos	   y	   obtener	   un	  

beneficio	   terapéutico	   máximo	   con	   mínimos	   efectos	   tóxicos.	   Durante	   los	   últimos	   15-‐20	   años,	   se	   han	  

descrito	  múltiples	  factores	  pronósticos	  y	  predictivos	  de	  respuesta	  para	  el	  cáncer	  de	  mama	  metastásico	  

(9).	   Los	  más	   relevantes	  han	   sido	  el	   estado	  de	   los	  RH	  y	  del	  HER2,	   el	   grado	   tumoral,	   la	   extensión	  de	   la	  

enfermedad,	   la	  edad,	  el	  estado	  general	  y	   los	  tratamientos	  previos	  (9,	  10).	  Durante	  el	  proceso	  de	  toma	  

de	   decisiones	   terapéuticas,	   los	   factores	   predictivos	   más	   importantes	   son	   los	   RH	   para	   la	   terapia	  

endocrina	  y	  la	  amplificación	  y/o	  expresión	  del	  HER2	  para	  los	  tratamientos	  dirigidos	  contra	  HER2	  (11).	  	  

Una	  de	   las	   campos	  que	   recientemente	  ha	   suscitado	  más	  atención	  es	  el	  estudio	  del	   valor	  pronostico	  y	  

predictivo	   de	   la	   detección	   y	   caracterización	   de	   las	   células	   tumorales	   circulantes	   (CTCs).	   De	   forma	  

paralela,	  otra	  	  estrategia	  que	  está	  siendo	  explorada	  para	  intentar	  frenar	  el	  proceso	  de	  diseminación	  ha	  

sido	  el	  estudio	  los	  mecanismos	  que	  promueven	  este	  evento.	  	  

I.1 Células	  Tumorales	  circulantes	  (CTCs)	  

La	  diseminación	  tumoral	  a	   través	  de	   la	  extravasación	  de	  CTC	  al	   torrente	  sanguíneo,	  es	  un	  paso	  crucial	  

para	   el	   desarrollo	   de	   metástasis.	   	   Las	   CTCs	   son	   células	   tumorales	   	   que	   se	   encuentran	   rodeadas	   de	  

billones	  de	  células	  hematopoyéticas	  en	  el	  torrente	  sanguíneo	  lo	  cual	  dificulta	  su	  detección.	  La	  presencia	  

de	   CTCs	   en	   sangre	   periférica	   fue	   informada	   por	   primera	   vez	   en	   1869	   (12),	   pero	   solamente	   avances	  

tecnológicos	  recientes	  en	  los	  métodos	  de	  detección	  han	  permitido	  la	  identificación	  y	  caracterización	  de	  

estas	  células	  de	  forma	  reproducible.	  Para	  su	  identificación,	  en	  primer	  lugar	  se	  deben	  distinguir	  las	  CTCs	  

de	  las	  células	  hematopoyéticas	  y	  de	  las	  células	  epiteliales	  normales.	  Con	  este	  fin,	  se	  utilizan	  diferentes	  



á

	   sao� a	   I E� s�  BOB� sBM� Ò� s�  � o�  a	   oRsaE � s� O BoNBÒL I E � s� B� NRsE � s�  BOB� a� O � DB� f vB� P	   sBb� B� Ò� � 1	   a	     ELM� 1	   �

Ò� � 	   . Po	   sELM� 1	   � O � o � 1Bo	   s� 	   sP	    RNE Bs� G� � � Ò� � 0my�

� � �  � Iy �

�

� M� 	   Ò�  � sB� 1	   � adOBo	   s� 	   PEa	   ÒE� Ò	   sb� I 	   M	   o� ÒO 	   Ma	   � s	   � daEÒEe� � Ò� � 	   . Po	   sELM� 1	   � O � o � 1Bo	   s� 	   PEa	   ÒE� Ò	   s�  BOB�

Ò� s�  EaBFd	   o� aEM� s� G� � m� GPoBa	   RM� s� 1	   Ò�  EaB	   sFd	   Ò	   aB� Po	   s	   Ma	   s� 	   M�  UÒdÒ� s� 	   PEa	   ÒE� Ò	   sm� B� Ò� s� � P� � � �

GOBÒU dÒ� s� 1	   � � 1V	   sELM� 1	   �  UÒdÒ� s� 	   PEa	   ÒE� Ò	   smb� Ò� � � ds	   M E� � 1	   Ò� 	   . Po	   sELM� 1	   Ò� O � o � 1Bo� Ò	   d B Ea� oEB�

 BO l M� G� � 3qm� f vB� PBo� Ò� � Po	   s	   M E� � 1	   � � MaRI 	   MBs� 	   sP	    RNE Bs� adOBo� Ò	   s� GPBo� 	   T	   O PÒBb� � � � 0� B� 	 � � 4my�

� 1	   O � sb� 1	   � E1B� � � Ò� � o� o	   e� � 1	   � 	   sa� s�  UÒdÒ� s� 	   s� M	    	   s� oEB� 	   Ò� dsB� 1	   � OUaB1Bs� 1	   � 	   MoEFd	    EO E	   MaB� 	   M� Ò� �



9	  
	  
	  

	  

	  

mayoría	  de	  casos.	  Las	  dos	  técnicas	  más	  usadas	  son	  la	  separación	  mediante	  un	  campo	  electromagnético	  

o	   mediante	   inmunoseparación.	   Típicamente,	   se	   conjuga	   un	   anticuerpo	   específico	   para	   un	   marcador	  

epitelial	  con	  partículas	  magnéticas	  y	  se	  separan	  en	  un	  campo	  magnético	  aquellas	  células	  detectadas	  por	  

el	   anticuerpo.	   Las	   células	   seleccionas	   son	   seguidamente	   identificadas	   y	   caracterizadas.	  

Desafortunadamente,	  nuestra	  capacidad	  de	  estudio	  y	  de	  extracción	  de	  conclusiones	  biológicas	  y	  clínicas	  

es	  muy	  dependiente	  de	  los	  parámetros	  de	  las	  técnicas	  de	  aislamiento.	  	  A	  pesar	  de	  los	  avances	  hechos,	  

aún	  estamos	  empezando	  a	  entender	  el	  papel	  de	  las	  CTCs	  en	  los	  procesos	  de	  diseminación	  y	  progresión.	  	  

I.2 Cascada	  metastásica	  

La	  cascada	  metastásica	  es	  un	  proceso	  biológico	  que	  consta	  de	  múltiples	  pasos	  secuenciales	  por	  los	  que	  

las	   	   células	   tumorales	   deben	   pasar	   para	   abandonar	   el	   tumor	   primario	   y	   generar	   una	  metástasis.	   Las	  

células	   tumorales	  deben	   invadir	   la	  membrana	  basal,	   el	   tejido	  de	   alrededor	   	   y	   finalmente	  entrar	   en	  el	  

torrente	   sanguíneo	   y/o	   linfático.	   Estas	   son	   capaces	   de	   sobrevivir	   en	   la	   circulación,	   	   extravasar	   a	   un	  

órgano	   distante	   y	   algunas	   de	   ellas	   tendrán	   la	   habilidad	   de	   establecer	   un	   tumor	   macroscópico	   en	   el	  

órgano	  distante.	   	  Datos	   experimentales	   sugieren	  que	  por	   cada	   	   gramo	  de	   tejido	   tumoral,	  millones	  de	  

células	  tumorales	  se	  intravasan	  cada	  día	  al	  torrente	  sanguíneo	  o	  sistema	  linfático	  (13).	  Sin	  embargo,	  el	  

destino	   final	   de	   las	   CTCs	   es	  más	   controvertido	   y	   la	   evidencia	   pre-‐clínica	   y	   clínica	   es	   inconsistente.	   En	  

algunos	  modelos	   experimentales,	   la	  mayoría	   de	  CTCs	   se	   destruyen	  en	   la	   circulación(14,	   15);	  mientras	  

que	  en	  otros	  trabajos,	   la	  mayoría	  de	  CTCs	  sobreviven	  y	  extravasan(16,	  17).	  Sin	  embargo,	   lo	  que	  sí	  que	  

parece	  consistente	  es	  que	  la	  mayoría	  de	  CTCs	  no	  formaran	  un	  foco	  metastásico	  macroscópico.	  A	  pesar	  

de	  todos	  los	  avances	  realizados,	  aun	  no	  disponemos	  de	  un	  conocimiento	  detallado	  de	  los	  mecanismos	  

que	  rigen	  la	  cascada	  metastásica.	  

I.3 Invasión	  

La	  invasión	  es	  el	  primer	  paso	  crítico	  en	  el	  proceso	  de	  metastatización.	  Este	  proceso	  requiere	  de	  cambios	  

en	   las	  adhesiones	  célula	   -‐	   célula	  y	   las	  adhesiones	  a	   la	  matriz	  extracelular.	   La	   familia	  de	   las	  cadherinas	  

representa	   uno	   de	   los	   grupos	   de	   proteínas	  más	   importantes	   involucradas	   en	   las	   adhesiones	   célula	   –	  

célula.	   El	   proceso	   de	   invasión	   frecuentemente	   se	   acompaña	   de	   un	   cambio	   de	   expresión	   en	   las	  
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cadherinas	   con	   la	   regulación	   negativa	   de	   las	   E-‐cadherina	   y	   la	   regulación	   positiva	   de	   las	   N-‐cadherina	  

(asociada	  a	   la	   	  transición	  epitelio-‐mesenquima	  (TEM)(18).	  Más	  allá	  de	  esta	  primera	  fase,	   la	   invasión	  es	  

facilitada	  por	  la	  degradación	  proteolítica	  de	  la	  matriz	  extracelular	  que	  permite	  que	  las	  células	  tumorales	  

penetren	   los	   límites	   del	   tejido.	   	   La	   adherencia	   de	   las	   células	   a	   la	  matriz	   extracelular	   es	  mediante	   las	  

integrinas	  las	  cuales	  forman	  heterodímeros	  transmembrana.	  

La	  degradación	  de	  la	  membrana	  extracelular	  es	  mediada	  por	  las	  metaloproteinasas	  de	  la	  matriz	  (MMP)	  y	  

el	   sistema	   activador	   del	   plasminógeno	   tipo	   urokinasa	   (uPA).	   	   Cuando	   el	   receptor	   de	   uPA	   (uPAR)	  

interacciona	  con	  la	  uPA,	  el	  plasminógeno	  se	  degrada	  y	  activa	  la	  plasmina	  que	  regula	  la	  degradación	  de	  la	  

matriz	  extracelular	  y	  la	  activación	  de	  las	  MMPs	  (19).	  	  Es	  importante	  destacar	  que	  un	  número	  significativo	  

de	  CTCs	  aisladas	  de	  pacientes	  con	  enfermedad	  avanzada	  presentan	  amplificación	  de	  uPAR(20).	  

I.4 Motilidad,	  migración	  y	  colonización	  

Los	  diferentes	  tipos	  de	  migración,	  representados	  por	  la	  migración	  individual	  (migración	  ameboide)	  o	  la	  

migración	   colectiva	   de	   células,	   requieren	   de	   la	   colaboración	   de	   diversas	   vías	  moleculares	   (21,	   22).	   La	  

activación	   de	   las	   RhoGTPasas	   juega	   un	   papel	  muy	   importante	   en	   la	  migración	   ameboide	   de	   una	   sola	  

célula(18,	  23).	  Este	  tipo	  de	  migración	  requiere	  de	  la	  pérdida	  de	  contacto	  con	  la	  matriz	  extracelular	  y	  la	  

polaridad	  celular.	  Como	  consecuencia,	   las	  células	  tumorales	  adquieren	  rápidos	  movimientos	  siguiendo	  

el	  camino	  con	  menos	  resistencia.	  Tanto	  la	  TEM	  como	  las	  RhoGTPasa	  activan	  las	  MMPs	  incrementando	  la	  

degradación	  de	  la	  matriz	  extracelular	  y	  a	  su	  vez	  la	  invasividad	  de	  las	  células	  cancerígenas(24).	  	  

En	  contraste,	   la	  migración	  colectiva	  de	  células	   requiere	   solamente	  hasta	  cierto	  punto	   la	   integridad	  de	  

algunas	   de	   las	   uniones	   intercelulares.	   En	   este	   caso,	   las	   células	   tumorales	   invaden,	   intravasan	   y	  

diseminan	  en	  clusters	  y	  estos	  permiten	  la	  formación	  más	  efectiva	  de	  émbolos	  en	  los	  vasos	  sanguíneos	  o	  

linfáticos	  confiriéndoles	  mayor	  capacidad	  para	  sobrevivir	  en	  la	  circulación(14).	  	  

Las	  células	  estromales	  también	  tienen	  un	  papel	  crucial	  en	  el	  proceso	  de	  diseminación,	  ya	  que	  modulan	  

los	  procesos	  de	  invasión,	  migración	  y	  además	  pueden	  regular	  el	  proceso	  de	  TEM(25).	  	  Los	  fibroblastos	  y	  

los	  miofibroblastos	   representan	   la	  mayoría	  de	  células	  estromales	   involucradas	  en	  el	   cáncer	  de	  mama.	  	  
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Los	  fibroblastos	  asociados	  a	  carcinoma	  (CAFs)	  son	  más	  competentes	  en	  promover	  el	  crecimiento	  de	  las	  

células	  de	  cáncer	  de	  mama	  y	  promover	  la	  angiogénesis	  que	  aquellas	  células	  comparables	  a	  los	  CAFs	  pero	  

que	  se	  han	  originado	  fuera	  de	  las	  masas	  tumorales(26,	  27).	  	  Los	  CAFs	  se	  pueden	  originar	  de	  fibroblastos	  

locales	  o	  de	  sus	  precursores	  y	  de	  	  células	  madre	  del	  mesénquima	  derivadas	  de	  la	  médula	  ósea(26).	  Una	  

de	   las	  vías	  de	  señalización	  más	   implicadas	  en	   los	  procesos	  que	   llevan	  a	  cabo	   los	  CAFs	  es	  el	  axis	  SDF1-‐

CXCR4	  (stromal	  cell-‐derived	  factor	  1-‐CXC-‐chemokine	  receptor	  4)(27).	  

Las	   células	   tumorales	   además	   pueden	   expresar	   receptores	   de	   quimioquinas	   facilitan	   la	   migración	   de	  	  

estas	   células	   a	   localizaciones	   específicas(28,	   29).	   Las	   quimioquinas	   pueden	   además	   regular	   desde	   el	  

órgano	  de	  origen	  si	  las	  células	  tumorales	  van	  a	  prosperar	  y	  colonizar	  otros	  órganos.	  Existe	  evidencia	  de	  

que	  un	  gradiente	  de	  quimioquinas	  en	  la	  sangre	  o	  en	  el	  microambiente	  tumoral,	  en	  colaboración	  con	  un	  

‘nicho	  pre	  metastásico’	  apropiado	  formado	  por	  células	  hematopoyéticas	  derivadas	  de	   la	  medula	  ósea,	  

propicia	  la	  colonización	  de	  ciertos	  órganos.	  Estas	  células	  hematopoyéticas	  derivadas	  de	  la	  medula	  ósea	  

atraen	   las	  células	   tumorales	  y	  promuevan	  el	  desarrollo	  de	  metástasis	   (30,	  31).	  Por	   lo	   tanto,	   las	  dianas	  

terapéuticas	  que	  involucran	  las	  interacciones	  entre	  las	  células	  hematopoyéticas	  derivadas	  de	  la	  medula	  

ósea	   y	   las	   células	   tumorales	   	   y	  aquellos	   compuestos	  que	  antagonicen	   los	   receptores	  de	  quimioquinas	  	  

representan	  estrategias	  terapéuticas	  muy	  prometedoras.	  	  	  

El	  ambiente	  que	  encuentran	  las	  CTCs	  en	  el	  torrente	  sanguíneo	  es	  muy	  desfavorable	  debido	  a	  	  las	  fuerzas	  

físicas,	   la	   presencia	   de	   células	   inmunológicas	   y	   la	   anoikis	   –apoptosis	   dependiente	   del	   anclaje-‐.	   Todos	  

estos	  factores	  contribuyen	  a	  la	  insuficiencia	  metastásica	  (32).	  Isiah	  Fidler	  mostró	  ya	  en	  los	  años	  70s	  que	  

el	  proceso	  de	  metastatización	  es	  un	  proceso	  ineficiente(14,	  33).	  Por	  lo	  tanto,	  la	  efectividad	  metastásica	  

de	  estas	  células	  es	  muy	  baja	  y	  la	  mayoría	  no	  pueden	  completar	  el	  proceso	  más	  allá	  de	  micrometastasis	  

precoces	  (34).	  	  

Se	  ha	  demostrado	  en	  modelos	  animales	  que	  los	  factores	  de	  coagulación	  también	  juegan	  un	  papel	  muy	  

importante	  en	  los	  procesos	  de	  metastatización	  y	  progresión	  del	  cáncer	  de	  mama(35,	  36).La	  unión	  de	  las	  

células	  tumorales	  a	  los	  factores	  de	  coagulación,	  incluyendo	  factor	  tisular,	  fibrinógeno,	  fibrina	  y	  trombina	  

crea	  un	  trombo	  y	  facilita	  que	  este	  se	  detenga	  en	  los	  lechos	  capilares	  y	  seguidamente	  el	  establecimiento	  
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de	  focos	  metastásicos	  (35).	  Este	  concepto	  se	  justifica	  por	  los	  resultados	  de	  un	  meta-‐análisis	  que	  mostró	  

que	   la	   anticoagulación	   terapéutica	   tiene	   efectos	   positivos	   en	   la	   supervivencia	   de	   los	   pacientes	   con	  

cáncer(37).	  Sin	  embargo,	  el	  efecto	  antimetastásico	  de	  la	  heparina	  parece	  no	  ser	  debido	  a	  su	  efecto	  anti-‐

coagulante	  sino	  más	  bien	  a	  	  su	  habilidad	  para	  inhibir	  la	  interacción	  entre	  oligosacáridos	  presentes	  en	  las	  

células	  tumorales	  y	  la	  P-‐selectina	  en	  las	  plaquetas	  (38,	  39).	  	  Según	  un	  estudio	  retrospectivo,	  	  el	  riesgo	  de	  

tromboembolismo	  venoso	  (TEV)	  en	   los	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  metastásico	  se	  asocia	  a	  niveles	  

elevados	   de	   factores	   procoagulantes,	   así	   como	   a	   la	   presencia	   de	   CTCs	   (40,	   41).	   	   Tambien,	   se	   ha	  

postulado	  que	   la	  antiagregación	  o	   la	  anticoagulación	  podría	   facilitar	   la	   liberación	  de	  células	  tumoral	  al	  

torrente	   sanguíneo;	   sin	   embargo,	   los	   tratamientos	   anticoagulantes	   aún	   no	   han	   demostrado	   tener	  

ningún	  impacto	  en	  la	  generación	  de	  CTCs.	  	  

El	  flujo	  de	  células	  parece	  no	  ser	  solamente	  unidireccional	  y	  las	  CTCs	  podrían	  ser	  liberadas	  desde	  tumores	  

metastásicos	  y	  volver	  a	  poblar	  el	   tumor	  de	  origen	  mediante	  un	  proceso	   llamado	   ‘auto	  sembrado’	   (42,	  

43).	  Este	  proceso	  probablemente	  requiere	  de	  dos	  funciones	  diferentes:	  la	  habilidad	  del	  tumor	  de	  atraer	  

su	   propia	   descendencia	   y	   las	   CTCs	   de	   reinfiltrar	   de	   nuevo	   el	   tumor	   primario.	   Este	   concepto	   podría	  

explicar	   algunas	   observaciones	   clínicas,	   como	   la	   relación	   entre	   el	   tamaño	   tumoral,	   pronóstico,	   y	   las	  

recaídas	  locales	  después	  de	  extirpaciones	  aparentemente	  completas	  del	  cáncer	  de	  mama(42).	  

I.5 Papel	  de	  la	  transición	  epitelio	  mesénquima	  (TEM)	  en	  la	  progresión	  tumoral	  

Las	  células	  tumorales	  frecuentemente	  activan	  la	  transdiferenciación	  de	  los	  programas	  involucrados	  en	  el	  

proceso	  de	  TEM.	  Estas	  células	  adquieren	  las	  propiedades	  necesarias	  para	  ejecutar	  los	  pasos	  necesarios	  

que	  llevaran	  a	  su	  metastatización	  (23).	  Mediante	  este	  proceso,	  las	  células	  pierden	  sus	  contactos	  célula	  -‐	  

célula	   y	   la	   polaridad	   celular,	   se	   regulan	   negativamente	   los	   genes	   asociados	   a	   rasgos	   epiteliales	   y	  

adquieren	  la	  expresión	  	  de	  genes	  asociada	  a	  rasgos	  mesenquimales,	  a	   la	  vez	  que	  se	  producen	  cambios	  

del	  citoesqueleto.	  Estos	  procesos	  celulares	  culminan	  con	  la	  apariencia	  mesenquimal	  de	  las	  células	  y	  con	  

un	  incremento	  de	  la	  invasividad	  y	  movilidad	  celular	  (Figura	  1)	  (44).	  	  
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I.6 Transición	  epitelio-‐mesénquima	  y	  CTCs	  

La	  TEM	  se	  caracteriza	  por	  múltiples	  cambios	  moleculares	  que	  facilitan	  la	   invasión	  y	   la	   intravasacion	  de	  

las	  células	  tumorales	  al	  torrente	  sanguíneo(47,	  48),	  por	  lo	  tanto	  la	  generación	  de	  al	  menos	  parte	  de	  las	  

CTCs.	  Este	  proceso	  también	  se	  ha	  asociado	  a	   la	  adquisición	  de	  un	   fenotipo	  de	  célula	  madre	  tumoral	  y	  

resistente	   a	   las	   señales	   de	   apoptosis.	   Por	   lo	   tanto,	   se	   facilitaría	   la	   supervivencia	   de	   las	   CTCs	   en	  

ambientes	   hostiles	   (45)	   y	   como	   consecuencia	   su	   persistencia	   en	   el	   torrente	   sanguíneo.	   	   Además,	   las	  

CTCs	  derivadas	  de	  este	  proceso	  serían	  	  también	  más	  proclives	  a	  la	  colonización	  de	  órganos	  distantes.	  	  

También	  se	  ha	  observado	  que	  el	  fenómeno	  de	  la	  TEM	  contribuye	  al	  ‘switch	  antigénico’,	  favoreciendo	  la	  

formación	   de	   nuevos	   vasos	   y	   por	   lo	   tanto	   permitiendo	   la	   supervivencia	   de	   las	   CTCs	   después	   de	   su	  

extravasación	  y	  colonización	  del	  nuevo	  órgano	  (49,	  50).	  Otro	  proceso	  que	  es	  modulado	  por	  el	  proceso	  

de	  TEM,	  es	  la	  regulación	  positiva	  de	  las	  moléculas	  de	  adhesión	  célula	  –	  célula	  que	  median	  en	  la	  adhesión	  

de	  las	  células	  tumorales	  al	  endotelio.	  De	  esta	  manera,	  aumenta	  la	  capacidad	  de	  estas	  células	  de	  migrar	  a	  

través	   de	   una	   lámina	   de	   estrato	   único	   ‘in	   vitro’	   y	   facilitan	   los	   procesos	   de	   intravasación	   y	  

extravasación(51,	  52).	   	  Milson,	  et	  al;	  demostraron	  que	  el	  proceso	  de	  TEM	  se	  asocia	  a	   la	  expresión	  del	  

factor	   tisular	   asociado	   con	  EGFR	   (53).	  Un	  aumento	  de	   la	  expresión	  del	   factor	   tisular	  puede	   facilitar	   la	  

formación	  de	  émbolos	  tumorales	  y	  su	  impactación	  en	  los	  lechos	  capilares.	  	  	  

Aunque	  en	   conjunto	  esto	  datos	   sugieren	  un	  papel	   relevante	  de	   la	   TEM	  en	   la	   biología	  de	   las	  CTCs,	   en	  

realidad	  existe	  muy	  poca	  evidencia	  experimental	  o	  translacional	  que	  asocie	  el	  proceso	  de	  TEM	  con	   las	  

CTCs.	  	  Por	  ejemplo	  se	  ha	  demostrado	  en	  modelos	  animales,	  utilizando	  la	  línea	  celular	  murina	  de	  cáncer	  

de	  mama	  4T1	  que	  tiene	  la	  característica	  de	  ser	  altamente	  metastásica,	  que	  la	  inhibición	  de	  TWIST	  (factor	  

de	   transcripción	   que	   induce	   la	   TEM)	   regula	   el	   tamaño	   tumoral	   y	   el	   número	   de	   CTCs	   aisladas	   en	   los	  	  

ratones(54).	   	   En	   otro	   modelo,	   la	   transformación	   de	   queratinocitos	   de	   la	   cavidad	   oral	   de	   hámsteres	  

mediante	  un	  efector	  de	   la	  vía	  de	  TGF-‐β	   (p21CKD2-‐API)	  conllevó	  una	  transformación	  de	  estas	  células	  a	  un	  

fenotipo	  de	  TEM	  (55).	  Tras	  la	  inyección	  subcutánea	  de	  estas	  células	  en	  los	  ratones,	  tanto	  las	  células	  con	  

un	  fenotipo	  de	  TEM	  como	  los	  controles	  fueron	  capaces	  de	  formar	  un	  tumor,	  pero	  solo	  aquellas	  células	  

con	  un	  fenotipo	  de	  TEM	  se	  detectaron	  en	  sangre	  periférica.	  Sin	  embargo,	  ninguno	  de	  los	  tipos	  celulares	  
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fue	  capaz	  de	  desarrollar	  metástasis	  pulmonares	  en	  estos	  ratones.	  	  En	  contraposición,	  si	  los	  dos	  tipos	  de	  

células	  (con	  fenotipo	  TEM	  y	  las	  células	  control)	  eran	  inoculadas	  directamente	  al	  torrente	  sanguíneo,	  solo	  

aquellas	  células	  sin	  fenotipo	  de	  TEM	  (controles)	  desarrollaron	  metástasis	  pulmonares(55).	  Chaffer	  et	  al;	  

mostró	  el	  mismo	  fenómeno	  en	  otro	  modelo	  animal.	  Aquellas	  células	  de	  una	   línea	  células	  parenterales	  

de	  cáncer	  de	  vejiga	  con	  características	  de	  TEM	  formaron	  metástasis	  si	  se	  inyectaban	  en	  la	  vejiga	  de	  los	  

ratones	   en	   contraposición	   con	   las	   células	   con	   características	   epiteliales	   (línea	   	   celular	   procedente	   de	  

células	   aislada	   de	   una	   metástasis	   ósea	   mediante	   selección	   in	   vivo	   de	   estas	   células).	   	   Después	   de	   la	  

inyección	   intracardiaca	   de	   ambos	   tipos	   de	   células,	   aquellas	   células	   con	   un	   fenotipo	   epitelial	   fueron	  

capaces	  de	  desarrollar	  más	  metástasis	  pulmonares	  en	   los	  ratones	  en	  cooperación	  con	  aquellas	  con	  un	  

fenotipo	  de	  TEM(56).	  	  

Estos	  datos	  experimentales	  sugieren	  que	  las	  células	  con	  un	  fenotipo	  de	  TEM	  facilitan	  la	  intravasación	  y	  

la	  generación	  de	  CTCs	  pero	  estas	  células	  tumorales	  son	  menos	  competentes	  para	  formar	  metástasis.	  En	  

contraposición,	   las	   células	   epiteliales	   tienen	   una	   capacidad	   más	   limitada	   de	   activar	   el	   proceso	   de	  

intravasación	  pero	  son	  más	  propensas	  a	  crecer	  en	  órganos	  secundarios(48,	  55).	   	  Otra	  posibilidad	  para	  

explicar	  estos	  hallazgos	  sería	  que	   los	  dos	  tipos	  celulares	  cooperaran	  en	  el	  proceso	  de	  metastatización.	  

Dado	  que	  estas	  observaciones	  son	  preliminares,	  el	  papel	  del	  proceso	  de	  TEM	  en	  la	  generación	  de	  CTCs,	  

su	  extravasación	  a	  órganos	  distantes	  y	  la	  formación	  de	  metástasis	  requieren	  aún	  de	  un	  extenso	  estudio.	  	  

I.7 Progresión	  tumoral	  y	  CTCs	  

Tradicionalmente,	   la	   diseminación	   tumoral	   se	   ha	   visto	   como	   un	   proceso	   secuencial	   y	   la	   enfermedad	  

metastásica	  un	  evento	  tardío	  en	  el	  proceso	  de	  la	  progresión	  tumoral.	  Por	  lo	  tanto,	  se	  suponía	  que	  solo	  

aquellos	   tumores	   grandes	   eran	   capaces	   de	   generar	   CTCs.	   Sin	   embargo,	   nuevos	   datos	   apoyan	   que	   la	  

diseminación	  tumoral	  es	  un	  evento	  precoz	  	  al	  menos	  en	  el	  cáncer	  de	  mama,	  cáncer	  de	  próstata	  y	  cáncer	  

de	  esófago(57-‐59).	  	  Por	  ejemplo,	  se	  encontraron	  células	  diseminadas	  en	  la	  medula	  ósea	  y	  los	  pulmones	  	  

de	  un	  modelo	  transgénico	  de	  ratones	  	  con	  cáncer	  de	  mama,	  antes	  de	  que	  las	  células	  del	  tumor	  primario	  

empezaran	  a	  abrirse	  camino	  a	  través	  de	  la	  membrana	  basal	  durante	  la	  etapa	  pre-‐invasiva	  de	  hiperplasia	  

atípica	  (57).	  En	  otro	  modelo	  experimental,	  se	  introdujeron	  en	  la	  circulación	  sistémica	  células	  mamarias	  
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no	  transformadas	  de	  ratón	  y	  se	  observó	  que	  podrían	  desarrollar	  metástasis	  pulmonares	  sin	  requerir	  de	  

su	  transformación	  en	  la	  localización	  primaria	  (inducción	  oncogénica	  inmediata	  y	  retardada).	  Estos	  datos	  

revelan	  que	  las	  CTCs	  pueden	  sobrevivir	  en	  un	  órgano	  distante	  por	  periodos	  extensos	  de	  tiempo	  y	  que	  los	  

eventos	   que	   inducen	   transformación	   en	   el	   órgano	   secundario	   pueden	   ser	   suficientes	   para	   inducir	   el	  

crecimiento	  tumoral(16).	  	  

Como	  ya	  se	  ha	  mencionado	  anteriormente,	  las	  CTCs	  	  juegan	  un	  papel	  en	  el	  proceso	  de	  ‘auto	  sembrado’.	  

En	   modelos	   animales	   de	   cáncer	   de	   mama,	   colon	   y	   melanoma,	   este	   proceso	   es	   mediado	  

preferencialmente	  por	  las	  CTCs	  más	  agresivas,	  como	  por	  ejemplo	  aquellas	  que	  muestran	  más	  tropismo	  

metastásico	  por	  el	  hueso,	  pulmón	  o	  cerebro.	  Se	  ha	  observado	  también	  que	  la	  interleukina	  (IL)-‐6	  y	  la	  IL-‐8	  

producida	   por	   los	   tumores	   atraen	   las	   CTCs	   mientras	   que	   las	   MMP1-‐collagenasa-‐1	   y	   fascin	   1,	   un	  

componente	   de	   la	   actina	   del	   citoesqueleto,	  median	   la	   infiltración	   de	   CTCs	   en	   los	   tumores	  mamarios.	  	  

Como	  rasgo	  diferencial,	  estas	  células	  que	  tienen	  capacidad	  de	  ‘auto	  sembrado’	  solo	  colonizan	  tumores	  

pre-‐existentes,	  no	   localizaciones	   intactas,	   y	  por	   lo	   tanto	  parece	  que	  estas	   células	  necesitan	  una	  cierta	  

adaptación	   para	   crecer	   en	   lugares	   anatómicos	   que	   están	   previamente	   establecidos.	   Este	   fenómeno	  

podría	  explicar	  la	  relación	  entre	  el	  tamaño	  tumoral,	  vascularidad,	  	  pronóstico	  y	  recaídas	  locales	  después	  

de	  que	  el	  tumor	  primario	  haya	  sido	  completamente	  extirpado(43).	  Enderling	  et	  al;	  mediante	  el	  uso	  de	  

un	  modelo	  matemático	  experimental	   sugirieron	  que	   la	   capacidad	  de	   las	   células	   tumorales	  para	   ‘	   auto	  

metastatizar’	  es	  el	  factor	  más	  importante	  para	  la	  progresión	  tumoral	  y	  se	  ve	  afectado	  por	  el	  equilibrio	  

entre	   proliferación	   celular,	   migración	   celular	   y	   muerte	   celular(60).	   	   Otra	   observación	   reciente	   de	  

Ginester,	  et	  al;	  demostró	  que	  al	  menos	  parte	  de	  las	  células	  madre	  del	  cáncer	  sobrexpresan	  el	  receptor	  

de	  quimioquina	  CXCR1	  y	  su	  bloqueo	   in	  vitro	  se	  asocia	  con	  una	  reducción	  de	  metástasis	  sistémicas(61).	  	  

Esta	  observación	  parece	  apoya	  los	  datos	  experimentales	  previos	  y	  propone	  una	  nueva	  diana	  terapéutica	  

para	  la	  enfermedad	  metastásica	  (61).	  	  

El	  papel	  de	  las	  CTCs	  en	  la	  progresión	  tumoral	  también	  se	  asocia	  a	  la	  diseminación	  de	  la	  resistencia	  a	  los	  

tratamientos.	   En	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   pulmón	   metastásico,	   se	   han	   aislado	   CTCs	   con	   mutaciones	  

adquiridas	  durante	  el	   tratamiento	   con	   inhibidores	  de	  EGFR(62).	   Los	  pacientes	   con	  este	   tipo	  de	   tumor	  

presentan	   progresión	   de	   la	   enfermedad	   en	   múltiples	   localizaciones	   a	   la	   vez	   y	   se	   cree	   que	   estas	  
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metástasis	  podrían	  tener	  el	  mismo	  tipo	  de	  resistencia	  (mutaciones).	   	  Una	  posible	  explicación	  para	  este	  

tipo	  de	  progresión	  sería	  que	  las	  CTCs	  con	  la	  mutación	  adquirida	  fueran	  las	  responsables	  de	  la	  progresión	  

de	  la	  enfermedad	  resistente.	  	  

Otra	   de	   las	   características	   de	   las	   CTCs	   es	   que	   todas	   no	   tienen	   la	   misma	   capacidad	   de	   generar	  

metástasis(55,	  56).	  Una	  observación	  muy	  importa	  proviene	  de	  pacientes	  (ovario,	  mama	  o	  pulmón)	  con	  

ascitis	  y	  a	  las	  que	  se	  les	  ha	  tratado	  con	  un	  shunt	  peritoneo-‐venoso	  para	  aliviar	  los	  síntomas	  asociados	  a	  

la	  ascitis.	  Este	   líquido	  ascítico	  es	   infundido	  directamente	  al	  sistema	  venoso	  y	  suelta	  billones	  de	  células	  

tumorales	  a	  la	  circulación	  sistémica	  cada	  semana	  durante	  meses.	  Las	  autopsias	  de	  seguimiento	  de	  estos	  

pacientes	  mostraron	  que	  la	  mayoría	  de	  las	  pacientes	  no	  tenían	  metástasis	  en	  ningún	  otro	  órgano	  y	  solo	  

se	   encontraron	   algunos	   pequeños	   depósitos,	   indicando	   algún	   grado	   de	   colonización	   de	   las	   células	  

procedentes	   del	   shunt.	   Otros	   pacientes	   presentaron	   más	   metástasis	   en	   los	   mismos	   órganos	   donde	  

previamente	   tenían	   metástasis.	   Ninguno	   de	   estos	   pacientes	   presentó	   ningún	   síntoma	   asociado	   a	   los	  

nuevos	   depósitos	   tumorales	   y	   todas	   murieron	   debido	   a	   su	   tumor	   original	   inoperable	   y	   en	  

progresión(63).	  

Estos	  hallazgos	  apoyan	  el	   concepto	  de	  que	   las	  CTCs	   son	  muy	  heterogéneas	  y	   con	  diferente	  capacidad	  

para	   diseminar,	   colonizar	   y	   formar	  metástasis	   clínicamente	   significativas.	   Debemos	   también	   tener	   en	  

cuenta	  que	  el	  microambiente	  en	  el	  órgano	  receptor	  en	  las	  localizaciones	  distantes	  puede	  influenciar	  la	  

capacidad	  de	  las	  CTCs	  para	  crecer	  allí	  después	  de	  su	  extravasación(30,	  31).	  	  

	  

I.8 Implicaciones	  clínicas	  y	  terapéuticas	  

La	   detección	   de	   CTCs	   en	   pacientes	   con	   tumores	   sólidos	   como	   en	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama,	  

próstata	   y	   colon,	   ha	   recibido	  mucha	   atención	   durante	   los	   últimos	   10	   años	   (64-‐66).	   La	   posibilidad	   de	  

recoger	   muestras	   secuenciales	   de	   sangre	   periférica	   para	   monitorizar	   a	   tiempo	   real	   la	   eficacia	   de	  

tratamientos	  sistémicos	  proporciona	  la	  oportunidad	  del	  desarrollo	  de	  nuevos	  biomarcadores.	  Además	  la	  

caracterización	  molecular	  de	   las	  CTCs	  podría	   contribuir	   a	  un	  mejor	   conocimiento	  de	   la	  biología	  de	   las	  
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metástasis	  y	  de	  nuevas	  dianas	  moleculares	  susceptibles	  de	  ser	  tratadas	  con	  tratamientos	  dirigidos.	  Uno	  

de	  los	  descubrimientos	  más	  relevantes	  hasta	  el	  momento	  proveniente	  del	  estudio	  fenotípico/genotípico	  

de	  las	  CTCs,	  es	  la	  identificación	  de	  una	  fracción	  de	  CTCs	  con	  propiedades	  de	  células	  madre	  del	  cáncer(67,	  

68).	  	  

Aislar,	  enumerar	  y	  caracterizar	  CTCs	  tiene	  implicaciones	  clínicas	  conocidas	  y	  los	  resultados	  de	  todos	  los	  

estudios	  que	  están	  actualmente	  en	  marcha	  muy	  probablemente	  expandirán	  aún	  más	  el	  conocimiento	  en	  

el	  campo.	  	  Durante	  los	  últimos	  años,	  se	  han	  publicado	  los	  resultados	  de	  varios	  estudios	  clínicos	  que	  han	  

tenido	   como	   objetivo	   determinar	   la	   utilidad	   de	   las	   CTCs	   como	   factor	   pronóstico	   en	   el	   cáncer	   de	  

mama(64-‐66,	  69,	  70).	  	  Aunque	  se	  han	  utilizado	  diferentes	  estrategias	  para	  la	  detección	  de	  las	  CTCs,	  en	  la	  

mayoría	  de	   los	  estudios	  se	  usaron	  métodos	  que	  enriquecen	  las	  muestras	  usando	  antígenos	  epiteliales,	  

como	  por	  ejemplo	  EpCAM,	  y/o	  la	  definición	  de	  CTCs	  como	  células	  epiteliales.	  Una	  de	  las	  limitaciones	  de	  

este	  tipo	  de	  metodologías	  es	  que	  infraestima	  las	  CTCs	  con	  un	  fenotipo	  completo	  de	  TEM	  (71),	  las	  cuales,	  

pueden	   adquirir	   propiedades	   de	   célula	   madre	   y	   conferir	   resistencia	   a	   la	   quimioterapia	   y	  

radioterapia(44).	  	  

En	  estos	  estudios,	  debido	  a	  las	  diferencias	  en	  los	  métodos	  y	  marcadores	  utilizados	  para	  la	  detección	  de	  

CTCs,	   se	   detectan	   diferentes	   subpoblaciones	   de	   CTCs	   que	   no	   necesariamente	   se	   solapan	   (72).	   Por	   lo	  

tanto,	  todos	  los	  datos	  que	  existen	  sobre	  su	  valor	  clínico	  y	  expresión	  de	  marcadores	  deben	  interpretarse	  

en	  el	  contexto	  del	  método	  de	  detección	  utilizado.	  A	  pesar	  de	  todas	   las	   limitaciones,	   la	  mayoría	  de	   los	  

trabajos	   han	   mostrado	   que	   la	   presencia	   de	   las	   	   CTCs	   	   se	   asocia	   a	   peores	   resultados	   clínicos	   de	   las	  

pacientes.	  

El	  sistema	  Cellsearch™	  (Veridex	  Corporation,	  Warren,	  NJ,	  USA)	  es	  el	  único	  sistema	  de	  detección	  de	  CTCs	  

aprobado	   por	   la	   FDA	   y	   con	   el	   que	   se	   ha	   obtenido	   la	   información	   clínica	  más	   robusta	   con	   resultados	  

reproducibles	  entre	  diferentes	   laboratorios.	  En	  la	  siguiente	  sección	  se	  describirán	  los	  resultados	  de	  los	  

estudios	   clínicos	   realizados	   con	   el	   uso	   de	   esta	  metodología.	   Cristofanilli	   et	   al	   (64),	   mostraron	   que	   el	  

número	   de	   CTCs	   detectadas	   antes	   de	   empezar	   una	   nueva	   línea	   de	   tratamiento	  mediante	   el	   sistema	  

Cellsearch™	   es	   un	   factor	   pronóstico	   independiente	   de	   supervivencia	   libre	   de	   progresión	   (SLP)	   y	  
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supervivencia	   global	   (SG)	   en	  pacientes	   con	   cáncer	   de	  mama	  metastásica.	   	   Aquellas	   pacientes	   con	  ≥	   5	  

CTCs	  por	  7.5	  ml	  de	  sangre	  periférica	  tienen	  una	  SLP	  y	  SG	  inferior	  en	  comparación	  con	  aquellas	  pacientes	  

con	   <	   5	   CTCs	   (2.7	  meses	   y	   10	  meses	   	   versus	   7	  meses	   y	   >18	  meses	   para	   SLP	   y	   SG,	   respectivamente;	  

p<0.001).	   Además,	   el	   recuento	   de	   CTCs	   en	   el	  momento	   de	   la	   primera	   visita	   de	   seguimiento	   también	  

mostró	  un	  valor	  pronóstico	  similar(73).	  La	  utilidad	  pronóstico	  de	  las	  CTCS	  ha	  sido	  independientemente	  

confirmada	  por	  diferentes	  grupos(74-‐76).	  Además,	  la	  supervivencia	  global	  fue	  superior	  en	  pacientes	  con	  

<	  5	  CTCs	  en	  7.5	  ml	  independientemente	  del	  tipo	  histológico,	  el	  estado	  de	  los	  RH	  y	  el	  estado	  de	  HER2,	  así	  

como,	   de	   si	   el	   paciente	   debuto	   con	   enfermedad	   metastásica	   o	   recayó	   (64).	   El	   valor	   pronóstico	   fue	  

también	  independiente	  de	  la	  línea	  de	  tratamiento	  (primera	  línea	  versus	  segunda	  línea	  de	  tratamiento),	  

localización	   metastásica	   (por	   ejemplo	   enfermedad	   visceral	   vs	   hueso	   y	   tejido	   blando),	   o	   subtipo	   de	  

cáncer	  de	  mama.	   	  Recientemente,	   se	  ha	  demostrado	  que	   la	  detección	  de	  CTC	  en	   la	  primera	   visita	  de	  

seguimiento	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  metastásica,	  puede	  predecir	  mejor	  el	  pronóstico	  de	  estas	  

pacientes	  que	  evaluando	  la	  respuesta	  con	  FDG-‐PET	  y/o	  CT(77).	  	  	  

Mientras	  que	  el	  valor	  pronóstico	  de	   las	  CTCS	  se	  ha	  demostrado	  en	  el	  cáncer	  de	  mama	  metastásica	  en	  

pacientes	   tratadas	   con	   quimioterapia	   o	   tratamientos	   hormonales	   convencionales,	   el	   reto	   es	   ahora	  

determinar	   este	   valor	   pronóstico	   en	   el	   contexto	   de	   tratamientos	   con	   agentes	   biológicos	   y	   terapias	  

dirigidas	   que	   afectan	   directamente	   la	   célula	   tumoral	   (trastuzumab)	   o	   modifica	   el	   microambiente	  

(bevacizumab)	  ya	  que	  puede	  influenciar	  procesos	  como	  la	  intravasación,	   la	  extravasación	  o	  el	  aclarado	  

de	   las	   CTCs.	   	   De	   hecho,	   hay	   datos	   recientes	   que	   sugieren	   que	   las	   CTCs	   en	   pacientes	   tratadas	   con	  

antiangiogénicos	  (78,	  79),	  o	  con	  terapias	  dirigidas	  contra	  HER2(80)	  tienen	  un	  valor	  pronóstico	  limitado.	  

	  

En	   cambio,	   se	  ha	   confirmado	  el	   valor	  pronóstico	  de	   las	  CTCS	  en	   los	  estadios	   tempranos	  de	   cáncer	  de	  

mama.	   La	   mayoría	   de	   estudios	   han	   usado	   >	   1	   CTCs	   como	   punto	   de	   corte	   para	   discriminar	   grupos	  

pronóstico	   (dado	  el	  bajo	   ratio	  de	  detección	  de	  CTCs	  en	   la	  enfermedad	  precoz	  en	  comparación	   	  con	   la	  

enfermedad	   metastásica).	   En	   el	   ensayo	   clínico	   más	   extenso	   evaluando	   el	   tratamiento	   adyuvante	  

realizado	  hasta	  el	  momento	  participaron	  1489	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  con	  alto	  riesgo	  de	  recaiga	  

o	   ganglios	   positivos	   se	   obtuvieron	   y	   analizaron	   23	   ml	   de	   sangre	   periférica	   antes	   y	   después	   de	   la	  

quimioterapia	   (basada	  en	   taxanos)(69).	   En	   el	   9.4%	  de	   los	   pacientes	   se	  detectaron	   	   >1	  CTCs	   	   antes	  de	  
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empezar	  la	  quimioterapia,	  y	  en	  un	  8.7%	  se	  detectaron	  >1	  CTCs	  después	  del	  tratamiento	  quimioterápico.	  	  

Aquellas	  pacientes	  con	  CTCs	  positivas	  antes	  del	   tratamiento	   tenían	  más	  ganglios	   linfáticos	  positivos	  al	  

diagnóstico;	  sin	  embargo,	  	  no	  hubo	  correlación	  con	  el	  tamaño	  tumoral,	  el	  grado	  tumoral	  o	  el	  estado	  de	  

los	  RH.	  Con	  una	  mediana	  de	  seguimiento	  de	  32	  meses,	   la	  presencia	  de	  >	  1	  CTCs	  antes	  del	  tratamiento	  

fue	  un	  factor	  pronóstico	  significativo	  con	  respeto	  a	  la	  supervivencia	  libre	  de	  enfermedad	  (SLE)	  y	  la	  SG.	  La	  	  

presencia	  de	  >	  1	  CTCs	  después	  de	  la	  quimioterapia	  solo	  predijo	  	  la	  SLE(69).	  	  

	  

En	   aquellas	   pacientes	   que	   reciben	   tratamiento	   neoadyuvante,	   la	   presencia	   de	   CTCs	   antes	   de	   la	  

quimioterapia	  también	  mostró	  ser	  un	  factor	  pronóstico	  independiente	  de	  respuesta,	  supervivencia	  libre	  

de	   metástasis	   y	   SG,	   mientras	   que	   la	   presencia	   de	   CTCs	   después	   del	   tratamiento	   quimioterápico	   fue	  

menos	  significativa	  (81,	  82).	  	  	  

La	   información	   pronóstico	   que	   las	   CTCs	   proporcionan	   puede	   que	   no	   esté	   solo	   limitada	   al	   número	   de	  

células	  aisladas	  en	  las	  pacientes,	  sino	  también	  a	  las	  características	  de	  las	  CTCs.	  Uno	  de	  los	  aspectos	  más	  

prometedores	   del	   estudio	   de	   las	   CTCs	   en	   una	   amplia	   variedad	   de	   tumores,	   es	   su	   caracterización	  

fenotípica/genotípica.	   Esto	  permitiría	   la	   identificación	  de	  dianas	   terapéuticas	   (por	  ejemplo,	   en	  el	   caso	  

del	   cáncer	   de	  mama	   la	   expresión	  de	  RH,	  HER2	  o	   EGFR)	   y	   permitir	   la	  monitorización	   a	   tiempo	   real	   de	  

estos	  marcadores	  en	  CTCs	  y	  a	  su	  vez,	  de	  los	  tratamientos	  sistémicos.	  

	  

Tradicionalmente	  los	  tratamientos	  sistémicos	  que	  se	  administran	  de	  forma	  adyuvante	  o	  neoadyuvante	  a	  

las	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  se	  seleccionan	  en	   función	  de	   la	  expresión	  de	   los	  RH	  y	  HER2	   (entre	  

otros	  factores)	  en	  el	  tumor	  primario.	  Sin	  embargo,	  en	  el	  caso	  de	  la	  enfermedad	  operable,	  la	  diana	  de	  los	  

tratamientos	   adyuvantes	   y	   en	   parte	   de	   los	   tratamientos	   neoadyuvantes	   es	   la	   enfermedad	   mínima	  

residual	   representada	   por	   las	   CTCs	   y	   las	   células	   tumorales	   diseminadas	   (DTC).	   	   La	   accesibilidad	   y	   la	  

posibilidad	  de	  análisis	   secuenciales	  de	  sangre	  hace	  de	   la	  caracterización	  de	   las	  CTCs	  un	  marcador	  que	  

está	  ganando	  más	  y	  más	  interés	  en	  los	  estos	  estadios	  cuando	  la	  enfermedad	  tiene	  más	  posibilidades	  de	  

ser	  curada.	  	  	  
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Se	  ha	  estudiado	  y	  documentado	  ampliamente	  discordancias	  entre	  el	  estado	  de	   los	  RH	  y	  HER2	  entre	  el	  

tumor	   primario	   y	   las	   CTCs	   el	   cáncer	   de	   mama	   metastásica.	   Hasta	   el	   momento	   se	   desconoce	   el	  

significado	  de	  estos	  hallazgos	  o	  si	  tienen	  alguna	  repercusión	  en	  la	  respuesta/resistencia	  a	  tratamientos,	  

sin	  embargo,	  estos	  hallazgos	  podrían	  acarrear	  implicaciones	  clínicas	  muy	  importantes.	  Por	  este	  motivo,	  

el	  primer	  objetivo	  de	  esta	  tesis	  es	  determinar	  la	  expresión	  de	  los	  RH	  y	  EGFR,	  así	  como	  la	  amplificación	  de	  

HER2	  en	  CTCs	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  operable.	  	  

	  

En	  las	  siguientes	  secciones	  se	  revisara	  el	  conocimiento	  acumulado	  sobre	  las	  características	  moleculares	  

de	   la	   CTCs	   principalmente	   de	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   avanzado,	   contexto	   en	   los	   que	   se	   ha	  

estudiado	  con	  más	  detalle	  la	  enfermedad	  tumoral	  circulante.	  

	  

I.9 Caracterización	  de	  biomarcadores	  en	  CTCs	  en	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  

	  

 Receptores	  Hormonales	  

El	  subtipo	  más	  común	  de	  cáncer	  de	  mama	  es	  el	  luminal	  A	  y	  representa	  el	  50-‐60%	  de	  todos	  los	  cánceres	  

de	  mama(83).	  Estos	  tumores	  se	  caracterizan	  por	  la	  expresión	  alta	  de	  receptores	  de	  estrógeno	  alfa	  (RE)	  y	  

se	  asocian	  con	  un	  relativo	  buen	  pronóstico(83).	  	  Los	  tumores	  luminal	  B	  representan	  un	  10-‐20%	  de	  todos	  

los	  tumores	  malignos	  de	  mama	  y	  se	  caracterizan	  por	  la	  expresión	  de	  RE,	  receptor	  de	  progesterona	  (RP)	  

y/o	  HER2.	  Frecuentemente	  representa	  un	  fenotipo	  más	  agresivo	  con	  grado	  tumoral	  más	  alto(5).	  

La	  expresión	  del	  RE	  en	  el	  tumor	  primario	  es	  evaluada	  mediante	  inmunohistoquímica	  (IHC)	  y	  la	  definición	  

de	  un	  tumor	  con	  el	  RE	  positivo	  o	  RP	  positivo	  se	  basa	  en	  la	  presencia	  de	  al	  menos	  un	  1%	  o	  más	  de	  células	  

tumorales	   positivas	   para	   el	   RE	   o	   RP,	   respectivamente	   (84).	   La	   expresión	   del	   RE	   y/o	   RP	   media	   la	  

sensibilidad	  de	  estos	  tumores	  a	  los	  tratamientos	  hormonales	  como	  el	  tamoxifeno	  o	  los	  inhibidores	  de	  la	  

aromatasa.	   Aunque	   se	   ha	   demostrado	   claramente	   la	   eficacia	   de	   los	   tratamientos	   endocrinos	   para	  

mujeres	  con	  tumores	  con	  RH	  positivos	  –tanto	  estadios	  precoces	  como	  metastásicos	  -‐	  se	  ha	  observado	  

que	  este	  tratamiento	  no	  es	  eficaz	  en	  aproximadamente	  un	  25-‐30%	  de	  pacientes	  (85-‐87).	  	  Son	  múltiples	  

los	  mecanismos	  de	  resistencia	  asociados	  al	  fallo	  de	  los	  tratamientos	  endocrinos.	  Por	  ejemplo,	  la	  pérdida	  
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de	  expresión	  del	  RE	  o	  el	  funcionamiento	  disfuncional	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  RE	  debido	  a	  cambios	  

genéticos	   o	   epigenéticos	   –hipermetilación	   del	   promotor	   de	   ERS1,	   expresión	   de	   isoformas	   del	   RE	  

truncadas	   o	   modificaciones	   post-‐translacionales-‐	   se	   han	   asociado	   a	   la	   resistencia	   a	   tratamientos	  

hormonales	   (88).	  Otros	  mecanismos	   independientes	  del	   RE	   son	   la	   alteración	  del	   ciclo	   celular	   o	   de	   las	  

moléculas	  relacionadas	  con	  las	  vías	  de	  supervivencia	  celular(86).	  	  

Como	   se	   ha	   mencionado	   anteriormente,	   el	   cáncer	   de	   mama	   se	   considera	   RH	   positivo	   si	   el	   tumor	  

primario	   muestra	   reactividad	   nuclear	   de	   cualquier	   intensidad	   del	   RE	   o	   RP	   en	   ≥	   1%	   de	   las	   células	  

estudiadas	  mediante	  	  IHC.	  	  Por	  lo	  tanto,	  no	  se	  debe	  necesariamente	  esperar	  que	  las	  CTCs	  procedentes	  

de	  tumores	  de	  mama	  RH	  positivos	  también	  sean	  RE	  o	  RP	  positivas.	  Las	  CTCs	  que	  no	  expresan	  RH	  pueden	  

haberse	   originado	   de	   la	   fracción	   de	   células	   del	   tumor	   primario	   negativas(89)	   o	   de	   clones	   con	   los	   RH	  

negativos	  generados	  bajo	  la	  presión	  de	  un	  tratamiento	  hormonal(90).	  La	  aparición	  de	  las	  CTCs	  con	  el	  RE	  

negativo	  puede	  	  también	  	  ir	  acompañada	  de	  aberraciones	  genómicas	  y	  epigenómicas(91).	  	  

Dado	  que	  el	  tratamiento	  endocrino	  es	  dependiente	  del	  estado	  de	  los	  RH	  y	  su	  diana	  terapéutica	  es	  el	  RE,	  

las	   discrepancias	   entre	   el	   estado	   de	   los	   RH	   en	   el	   tumor	   primario	   y	   las	   CTCs,	   además	   de	   la	  

heterogeneidad	   en	   la	   expresión	   de	   RH	   en	   las	   CTCs	   podría	   ser	   una	   de	   las	   razones	   para	   el	   fallo	   de	   los	  

tratamientos	  endocrinos	  y	  el	  desarrollo	  de	  enfermedad	  metastásica	  en	  aquellas	  pacientes	  con	  tumores	  

operables.	  	  

Los	  tumores	  primarios	  están	  compuestos	  tanto	  de	  células	  positivas	  como	  negativas	  para	  los	  RH	  previo	  a	  

cualquier	  tratamiento.	  La	  exposición	  a	  un	  tratamiento	  sistémico	  desencadena	  un	  cambio	  de	  expresión	  

del	   RE	   de	   positiva	   a	   negativa	   entre	   un	   2.5	   y	   un	   17%	   de	   los	   casos	   (92)	   y	   estos	   cambios	   de	   expresión	  

pueden	  ser	  bidireccionales(93).	  En	  el	  cáncer	  de	  mama	  metastásico,	  uno	  de	  los	  principales	  mecanismos	  

para	  evadir	  los	  tratamientos	  hormonales	  es	  la	  negativización	  del	  RE	  en	  los	  tumores	  (86,	  91).	  

Estudios	  muy	   recientes	   han	   podido	  mostrar	   que	   el	   estado	   de	   los	   RH	   en	   el	   tumor	   primario	   y	   las	   CTCs	  

originadas	   de	   este	   tumor	   no	   siempre	   coinciden	   y	   esta	   divergencia	   parece	   además	   ser	   un	   fenómeno	  

bastante	   común.	   	   En	   la	  mayoría	   de	   los	   estudios	   que	  han	   interrogado	  este	   fenómeno	   se	   han	  utilizado	  

métodos	  de	  análisis	  basados	  en	  la	  reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  (PCR)	  para	  medir	  la	  expresión	  de	  

RNA	  mensajero	  en	   la	  población	   total	  de	  CTCs	   (94-‐96).	   En	  uno	  de	  estos	  estudios,	   	   Tewes	  et	  al;	   fueron	  

capaces	   de	   predecir	   en	   un	   78%	   de	   los	   casos	   la	   respuesta	   al	   tratamiento	   hormonal	   mediante	   la	  
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evaluación	  del	  RE	  y	  del	  RP	  en	  sangre	  periférica	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  metastásico	  (96).	  Sin	  

embargo,	  no	  se	  puede	  evaluar	  la	  heterogeneidad	  intratumoral	  de	  las	  CTCs	  utilizando	  métodos	  basados	  

en	   la	  PCR.	  Por	   lo	  tanto,	  el	  estudio	  de	   los	  RH	  en	  CTCs	   individuales	  podría	  ser	   importante	  para	  describir	  

mejor	   las	   características	   de	   la	   enfermedad	   mínima	   residual	   y	   su	   asociación	   a	   la	   resistencia	   a	  

tratamientos	  hormonales.	  Hasta	  el	  momento,	  solamente	  un	  estudio	  evaluando	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  

mama	   metastásico	   con	   RE-‐positivo,	   ha	   mostrado	   que	   la	   expresión	   del	   RE	   evaluado	   mediante	  

inmunocitoquímica	   en	   CTC	   frecuentemente	   es	   negativa	   (69%	   de	   los	   casos)	   y	   con	   una	   considerable	  

heterogeneidad	  inter-‐paciente	  (97).	  	  

Otras	   situaciones	   clínicas	   en	   las	   que	   sería	   útil	   la	   re-‐evaluación	   de	   los	   RH	   y	   potencialmente	   guiar	   la	  

selección	  de	  los	  tratamientos	  sistémicos	  seria	  en	  el	  momento	  de	  la	  recaída	  tumoral,	  especialmente	  en	  

aquellos	  tumores	  que	  inicialmente	  eran	  RH	  positivos.	  	  El	  fenotipo	  de	  las	  CTCs	  podría	  ser	  el	  reflejo	  de	  la	  

enfermedad	  metastásica	  y	  ser	  relevante	  a	  la	  hora	  de	  seleccionar	  un	  tratamiento	  paliativo	  o	  monitorizar	  

este	  tratamiento.	  	  

	  

 HER2	  

El	  cáncer	  de	  mama	  HER2	  positivo	  representa	  un	  subtipo	  agresivo	  de	  esta	  enfermedad	  que	  ocurre	  entre	  

el	   	  15-‐20%	  de	  los	  pacientes(5).	  Estos	  pacientes	  desarrollan	  más	  frecuentemente	  enfermedad	  visceral	  y	  

del	   sistema	  nervioso	  central	  que	  aquellos	  HER2-‐negativos(98,	  99).	  Antes	  del	  desarrollo	  de	   las	   terapias	  

dirigidas	  a	  HER2,	  como	  transtuzumab	  o	  lapatinib,	  este	  subtipo	  de	  cáncer	  de	  mama	  tenía	  un	  pronóstico	  

muy	   pobre(100).	   La	   introducción	   de	   estos	   agentes	   ha	   mejorado	   los	   resultados	   clínicos	   tanto	   en	   la	  

enfermedad	  precoz	  como	  avanzada(101-‐106).	  A	  pesar	  de	  esta	  mejoría,	  los	  resultados	  con	  transtuzumab	  

como	  lapatinib	  están	  lejos	  de	  ser	  satisfactorios.	  Por	  ejemplo,	  incluso	  aquellas	  pacientes	  con	  tumores	  que	  

sobreexpresan	   HER2	   o	   que	   el	   gen	  HER2	   esta	   amplificado,	   el	   beneficio	   de	   una	   terapia	   dirigida	   contra	  

HER2	  en	  monoterapia	  está	  en	  el	  rango	  de	  un	  25%	  en	  la	  enfermedad	  avanzada(107).	  En	  el	  contexto	  de	  un	  

tratamiento	   adyuvante,	   transtuzumab	   -‐	   en	   combinación	   con	   quimioterapia-‐	   ha	   demostrado	   en	   4	  

estudios	  clínicos	  diferentes	  -‐incluyen	  más	  de	  1300	  mujeres	  con	  cáncer	  de	  mama	  en	  estadios	  precoces-‐	  

una	  reducción	  del	  riesgo	  de	  recaída	  solamente	  en	  alrededor	  del	  50%	  de	  la	  población	  tratada(108).	  	  
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Existen	   al	   menos	   tres	   explicaciones	   posibles	   para	   este	   fenómeno.	   En	   primer	   lugar,	   las	   enfermas	   con	  

tumores	   HER-‐2	   positivos	   pueden	   ser	   divididas	   en	   subgrupos	   con	   diferentes	   grupos	   pronóstico	   y	  

probablemente	   diferente	   sensibilidad	   a	   terapias	   dirigidas	   contra	   HER2.	   Segundo,	   los	   métodos	   de	  

detección	   y	   evaluación	   de	   HER2	   pueden	   ser	   inadecuados	   debido	   a	   las	   limitaciones	   que	   conllevan	  

métodos	   tradicionales,	   subjetividad	   en	   la	   interpretación	   de	   los	   resultados	   y	   la	   heterogeneidad	   de	   los	  

canceres	  de	  mama.	  Y	  tercero,	  varios	  estudios	  han	  observado	  que	  existen	  discrepancias	  en	  la	  expresión	  

de	   HER2	   entre	   los	   tumores	   primarios	   y	   sus	   metástasis	   (109).	   Finalmente	   y	   en	   la	   misma	   línea,	   estas	  

discrepancias	  también	  se	  han	  observado	  entre	  tumores	  primarios	  y	  las	  correspondientes	  CTCs	  –	  lo	  cual	  

tiene	  especial	  relevancia	  en	  las	  pacientes	  sin	  metástasis(110-‐115).	  Estas	  inconsistencias	  indican	  que	  las	  

células	  tumorales	  están	  en	  constante	  cambio	  -‐selección	  clonal-‐	  y	  que	  la	  detección	  del	  estado	  de	  HER2	  en	  

el	   tumor	  primario	  no	  tiene	  por	  qué	  reflejar	  el	   fenotipo	  en	  un	  momento	  determinado.	  Por	   lo	   tanto,	  es	  

crítico	   descubrir	   biomarcadores	   mejore	   y	   métodos	   a	   tiempo	   real	   para	   testar	   el	   estado	   de	   HER2	   y	  

optimizar	   tratamientos	   individuales	   en	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   tanto	   metastásica	   como	  

operables.	  	  

Otro	   aspecto	   importante	   recae	   en	   la	   detección	   de	   marcadores	   de	   resistencia	   precoz	   y	   por	   lo	   tanto	  

progresión	  de	  la	  enfermedad.	  Hasta	  el	  momento	  se	  han	  descrito	  múltiples	  mecanismos	  que	  contribuyan	  

a	  la	  resistencia	  a	  los	  tratamientos	  dirigidos	  contra	  HER2.	  Por	  ejemplo,	  la	  sobreexpresión	  	  de	  la	  proteína	  

HER2	   truncada	   (p95HER2);	   la	  pérdida	  de	  gen	   supresor	  PTEN	   o	  mutaciones	   	  activadoras	  en	   la	   subunidad	  

catalítica	  o	  reguladora	  de	  fosfatidilinositol-‐3	  quinasa	  (PI3K)	  -‐lo	  cual	  se	  asocia	  a	  una	  regulación	  positiva	  de	  

la	  vía	  de	  señalización	  PI3K/AKT/mTOR-‐	  y	  la	  sobreexpresión	  del	  receptor	  insulin-‐like	  growth	  factor	  tipo	  1	  

están	  entre	  ellos(116).	  	  

En	  el	  caso	  del	  estudio	  de	  HER2	  en	  CTCs,	  Ignatiadis	  et	  at;	  mostraron	  que	  a	  pesar	  de	  que	  se	  detectan	  CTC-‐

HER2	  positivas	  en	  pacientes	  con	  tumores	  primarios	  HER2-‐negativos,	  la	  mayoría	  de	  casos	  con	  CTC-‐HER2	  

positivo	   tienen	   el	   mismo	   fenotipo	   en	   el	   tumor	   primario(111).	   Sin	   embargo,	   un	   estudio	  multicéntrico	  

prospectivo	   reportó	   que	   las	   CTC-‐HER2	   positivas	   pueden	   ser	   detectadas	   en	   un	   número	   relevante	   de	  

pacientes	  metastásicas	  con	  tumores	  primarios	  HER2-‐negativos(117)	  y	  este	  hallazgo	  ha	  sido	  confirmado	  

por	  otros	  grupos(118,	  119).	  Por	  ejemplo,	  Punnoose	  et	  al;	  publicaron	  que	  existe	  concordancia	  entre	  el	  
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estado	  de	  HER2	  en	  CTCs	  y	  el	  correspondiente	  tumor	  primario	  en	  la	  mayoría	  de	  pacientes	  metastásicas	  

(89%),	  aunque	  un	  11%	  de	  pacientes	  presentaron	  diferentes	  fenotipos/genotipos	  (120).	  	  

Dado	  la	  creciente	  evidencia	  de	  que	  el	  estado	  de	  HER2	  puede	  cambiar	  durante	  la	  recaída	  o	  la	  progresión	  

del	   cáncer	   de	  mama,	   la	   re-‐evaluación	   del	   estado	   de	  HER2	   en	   CTCs	   es	   una	   estrategia	   con	   potenciales	  

implicaciones	   clínicas	   y	   terapéuticas.	   En	   la	   actualidad,	   las	   pacientes	   con	   tumores	   primarios	   HER2-‐

negativos	  y	  CTCs-‐HER2	  positivas	  bien	  en	  el	  momento	  del	  diagnóstico	  o	  en	  el	  de	   la	  recaída,	  no	  optan	  a	  

tratamientos	  dirigidos	  a	  HER2.	   	  Por	   lo	   tanto,	  existe	  un	   interés	  en	  caracterizar	   correctamente	  HER2	  en	  

CTCs	   y	   validar	   en	   estudios	   clínicos	   su	   importancia	   clínica	   y	   como	   biomarcador	   en	   la	   selección	   de	  

tratamientos.	  	  

 EGFR	  y	  componentes	  de	  la	  via	  de	  señalización	  PI3Kα/PTEN/AKT	  

	  

La	   vía	   de	   señalización	   EGFR/PI3K/PTEN/AKT	   juega	   un	   papel	   muy	   importante	   en	   la	   transformación	  

maligna,	   la	   resistencia	   a	   tratamientos	   anti-‐tumorales	   y	   los	   procesos	   de	  metastatización.	   Esta	   vía	   esta	  

alterada	  con	  cierta	  frecuencia	  en	  el	  cáncer	  de	  mama	  debido	  a	  mutaciones	  o	  la	  expresión	  aberrante	  de	  

sus	  componentes.	  	  Con	  especial	  relevancia	  para	  esta	  tesis	  cabe	  destacar	  que	  el	  EGFR	  está	  involucrado	  en	  

le	   loop	  paracrino	  en	  que	   la	  producción	  de	  epidermal	  growth	  factor	   (EGF)	  por	  parte	  de	   los	  macrófagos	  

asociados	  al	  tumor	  incrementan	  la	  invasividad	  y	  la	  migración	  de	  las	  células	  de	  cáncer	  de	  mama(121).	  	  

	  

Existe	   mucha	  menos	   datos	   sobre	   la	   detección	   de	   EGFR	   y	   los	   componentes	   de	   la	   vía	   de	   señalización	  

PI3Kα/Akt	  en	  CTCs.	  Sin	  embargo,	   la	  disponibilidad	  de	  fármacos	  como	  lapatinib-‐	  un	   inhibidor	  reversible	  

de	  EGFR	  y	  de	  HER2	  aprobado	  para	  el	  tratamiento	  del	  cáncer	  de	  mama	  metastásico	  HER2-‐positivo(105)	  y	  

su	  relevancia	  en	   la	  adquisición	  de	  resistencia	  tu	  fármacos	  dirigidos	  contra	  HER2	  y	  terapias	  endocrinas,	  

refuerza	   la	   necesidad	   de	   investigar	   su	   estado	   en	   CTCs.	   Otro	   ejemplo	   de	   la	   importancia	   de	   la	  

caracterización	  del	  EGFR	  en	  CTCs	  en	  cáncer	  de	  mama	  se	  ilustró	  con	  la	  publicación	  de	  un	  caso	  clínico.	  El	  

beneficio	  clínico	  que	   la	  paciente	  alcanzó	  con	   lapatinib	  se	  correlacionó	  con	  la	  erradicación	  de	  CTCs	  que	  

sobrexpresaban	  EGFR	  y	  la	  respuesta	  tumoral	  (122).	  	  
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Hasta	  el	  momento,	  al	  menos	  dos	  estudios	  han	  estudiado	  la	  expresión	  del	  EGFR	  o	  componentes	  de	  la	  vía	  

de	  señalización	  PI3Kα/PTEN/AKT	  en	  CTCs	  mediante	  diferentes	  metodologías(123,	  124)	  y	  en	  un	  estudio	  

clínico	  se	  ha	  correlacionado	   la	  actividad	  de	  genitinib-‐un	   inhibidor	  del	  EGFR-‐	  con	   la	  desaparición	  de	   las	  

CTCS-‐EGFR-‐positivas	  en	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  metastásico	  (125).	  	  

Cabe	   destacar	   que	   en	   los	   	   estudios	   descriptivos	   publicados	   se	   han	   observado	   también	   divergencias	  

similares	   para	   el	   EGFR	   que	   las	   encontradas	   con	   el	   RE,	   RP	   y	   HER2	   (123).	   En	   uno	   de	   los	   estudios	   se	  

caracterizó	   la	  expresión	  de	  EGFR,	  HER2,	  PI3Kα	  y	  AKT	  en	  CTCs	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  tanto	  

metastásico	  como	  precoz.	  	  Este	  grupo	  confirmo	  que	  las	  CTCs	  	  expresan	  tanto	  receptores	  de	  membrana	  

como	  quinasas	  parte	  de	   la	   vía	  de	   señalización	  EGFR-‐HER2/PI3K/Akt	   (123).	   La	  expresión	  de	  PI3K	  y	  AKT	  

fosforilado	  fue	  similar	  (	   ≈	  80%)	  tanto	  en	  enfermas	  metastásicas	  como	  precoces,	  en	  cambio,	  la	  expresión	  

de	  EGFR	  fosforilado	  se	  observó	  en	  el	  33%	  de	  pacientes	  con	  tumores	  precoces	  y	  en	  el	  86%	  de	  pacientes	  

con	  tumores	  metastásicos	  (123).	  En	  la	  misma	  línea,	  la	  expresión	  de	  marcadores	  de	  célula	  madre	  ADLH1	  

y	  otros	  marcadores	  de	  TEM	  como	  TWIST1,	  AKT2	  o	  PI3Kα	  fueron	  estudiados	  en	  CTCs	  de	  502	  pacientes	  

exclusivamente	   con	   cáncer	   de	   mama	   localizado.	   En	   29%	   de	   las	   pacientes	   expresaban	   al	   menos	   un	  

marcador	  de	  TME	  y	  un	  14%	  expresaban	  ALDH1,	  sin	  embargo,	  no	  se	  pudo	  demostrar	  ninguna	  correlación	  

con	  los	  marcadores	  pronósticos	  clásicos	  (124).	  	  	  

	  

 Marcadores	  de	  TEM	  y	  de	  célula	  madre	  en	  CTCs	  

El	  proceso	  de	  TEM	  y	  la	  adquisición	  de	  propiedades	  de	  células	  madre	  por	  parte	  de	  las	  células	  tumorales	  

están	   íntimamente	   ligados(45).	  Durante	   la	  última	  década	  se	  ha	  observado	  en	  varios	   trabajos	  que	  TEM	  

genera	  CTCs	  con	  características	  fenotípicas	  mesenquimales..	  Uno	  de	  los	  trabajos	  iniciales	  fue	  presentado	  

por	  Aktas,	  et	  al;	  en	  el	  que	  evaluaron	  la	  expresión	  de	  marcadores	  asociados	  a	  la	  TEM	  en	  CTCs	  (TWIST1,	  

AKT	  2	  y	  PI3Kα)	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  metastásico	  –	  mediante	  una	  metodología	  basada	  en	  la	  

transcripción	  reversa	   (RT)-‐PCR	  con	  un	  paso	  de	  pre-‐enriquecimiento	  de	   la	  muestra	  con	  células	  EpCAM-‐

positivas(67).	  En	  este	  estudio,	  62	  %	  de	  las	  CTCs	  fueron	  positivas	  para	  al	  menos	  un	  marcador	  asociado	  a	  

la	   TEM(67).	   Otros	   estudios	   han	   mostrado	   que	   el	   EGFR	   fosforilado,	   HIF1α,	   HER2	   y	   las	   quinasas	   de	  

señalización	   PI3K/AKT	   	   se	   expresan	   en	   CTCs,	   a	   la	   vez	   que	   estas	   vías	   de	   señalización	   puede	   regular	   el	  
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proceso	   de	   TEM	   (118,	   123,	   126-‐128).	   Sin	   embargo,	   en	   los	   estudios	   mencionados	   se	   utilizaron	  

marcadores	  epiteliales	  para	  la	  detección	  de	  CTCs;	  por	  lo	  tanto,	  	  es	  más	  que	  probable	  que	  algunas	  de	  las	  

células	  aisladas	  en	  estos	  estudios	  solo	  tenga	  un	  fenotipo	  parcial	  de	  TEM.	  	  

Se	   han	   publicado	   estudios	   más	   recientes	   en	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   precoz	   en	   los	   que	   se	  

relacionan	  la	  adquisición	  de	  un	  fenotipo	  mesenquimal	  en	  CTC	  y	  peores	  resultados	  clínicos.	  Por	  ejemplo,	  

Serrano	  et	  al;	  han	  reportado	  que	  aquellas	  CTCs	  con	  fenotipo	  mesenquimal	  (Vimentina	  y	  Slug	  positivas)	  

co-‐expresan	  EGFR	  sugiriendo	  que	  la	  activación	  de	  esta	  quinasa	  está	  involucrada	  en	  el	  proceso	  de	  TEM.	  

Además,	  el	  mismo	  fenómeno	  se	  reprodujo	  en	  un	  modelo	  pre-‐clínico	  con	  una	  línea	  celular	  de	  cáncer	  de	  

mama	   mostrando	   que	   la	   inducción	   del	   proceso	   de	   TEM	   mediante	   la	   estimulación	   del	   EGFR	   por	   su	  

ligando	  está	  relacionado	  con	  la	  perdida	  de	  CK	  por	  parte	  de	  las	  células	  tumorales,	  así	  como,	  la	  inhibición	  

de	  la	  apoptosis	  (datos	  aceptados	  para	  publicación).	  Otro	  trabajo	  relevante	  mostró	  en	  11	  pacientes	  con	  

cáncer	   de	  mama	   	   en	   las	   cuales	  monitorizaron	   de	   forma	   secuencial	   sus	   CTC,	   que	   la	   adquisición	   de	   un	  

fenotipo	  mesenquimal	  está	  directamente	  asociado	  a	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  neoplásica.	  Las	  CTC	  

con	   fenotipo	  mesenquimal	   se	   detectaron	   de	   forma	   aislada	   o	   en	   clusters	   multicelulares.	   Estas	   células	  

expresaban	  conocidos	  reguladores	  del	  proceso	  de	  TEM	  como	  son	  componentes	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  

del	  transforming	  growth	  factor	  (TGF)-‐β	  y	  el	  factor	  de	  transcripción	  FOXC1(129).	  

Tal	   como	   ya	   se	   ha	  mencionado,	   el	   proceso	   de	   TEM	   está	   asociado	   a	   la	   adquisición	   de	  marcadores	   de	  

célula	   madre(45)	   y	   algunos	   estudios	   han	   documentado	   	   la	   expresión	   de	   estos	   en	   parte	   de	   las	  

poblaciones	  de	  CTCs	  (67,	  68).	  	  Reuben,	  et	  al;	  mostraron	  que	  más	  del	  60%	  de	  CTCs	  expresan	  NOTCH1,	  un	  

gen	  asociado	  con	  la	  auto-‐renovación	  de	  células	  iniciadoras	  de	  cáncer	  (68).	  De	  la	  misma	  forma,	  casi	  70%	  

de	   las	  CTCs	  expresan	  ALDH1,	  otro	  gen	  asociado	  con	  células	  madre	   tumorales(67,	  95).	   La	  expresión	  de	  

este	  marcador	   en	  CTCs	   también	   se	   ha	   relacionado	   con	   la	   resistencia	   a	   tratamiento	   anti-‐tumorales	   en	  

cáncer	   de	   mama	   metastásico	   (67,	   130).	   A	   pesar	   de	   las	   dificultades	   técnicas,	   combinaciones	   de	  

marcadores	  típicos	  de	  un	  fenotipo	  de	  célula	  madre	  –	  CD44+/CD24-‐/low/Lineage-‐	  y	   	  ALDH1high/CD24-‐/low	  − 	  

también	  se	  han	  descrito	  en	  CTCs	  (131).	  
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Otra	   característica	  que	  otros	   grupos	  han	  postulado	  es	  que	   las	   células	  madre	  de	   cáncer	   de	  mama	   son	  

típicamente	  son	  triple	  negativo	  (RH	  y	  HER2	  negativos)(132).	  En	  un	  pequeño	  estudio	  que	  evaluó	  las	  CTCs	  

en	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  precoz	  objetivaron	  que	  la	  mayoría	  de	  las	  CTCs	  fueron	  triple	  negativas	  

independientemente	   del	   fenotipo	   del	   tumor	   primario.	   Estos	   datos	   sugieren	   una	   continuidad	   en	   el	  

desarrollo	  de	  los	  fenotipos	  de	  las	  CTCs	  desde	  un	  fenotipo	  de	  diferenciación	  epitelial	  total	  a	  un	  fenotipo	  

mesenquimal,	   incluyendo	   aquellas	   pacientes	   con	   un	   fenotipo	   de	   TEM	   parcial	   –	   coexpresión	   de	  

marcadores	  epiteliales	  y	  mesenquimales.	  	  	  	  	  

CD113	  	  ha	  sido	  también	  reconocido	  como	  un	  indicador	  de	  células	  madre	  tumorales	  en	  diferentes	  tipos	  

de	   neoplasias(133-‐135).	   Este	   marcador	   no	   ha	   se	   ha	   caracterizado	   muy	   extensamente	   en	   cáncer	   de	  

mama,	   sin	   embargo;	   se	   ha	   descrito	   en	  modelos	   preclínicos	   que	   aquellas	   células	   de	   cáncer	   de	  mama	  

BRCA1	  positivas	  que	  expresan	  CD133	  tienen	  capacidad	  de	  regeneración	  y	  formación	  de	  tumores	  (136).	  

Además,	   estas	   células	   que	   expresan	   CD133,	   presentan	  mayor	   expresión	   de	   genes	   asociados	   a	   células	  

madre	   como	   por	   ejemplo	   Notch1,	   ALDH1,	   Fgfr1	   y	   Sox1(136).	   Otro	   modelo	   preclínico,	   mostró	   que	  

aquellos	   xenógrafos	   con	   células	   capaces	   de	   iniciar	   tumor	   y	   con	   capacidad	   ilimitada	   de	   regeneración	  

estaban	   enriquecidos	   con	   un	   fenotipo	   CD44posCD49fhiCD133/2hi(137).CD44	   y	   CD133	   están	   también	  

sobreexpresados	  en	  mamosferas	  derivadas	  de	  tejido	  tumoral	  mamario	  y	  líneas	  celulares(138,	  139).	  

Otras	   funciones	   adicionales	   asociadas	   a	   células	   CD133	   positivas	   son,	   en	   primer	   lugar,	   propiedades	  

migratorias	  mediante	  la	  promoción	  del	  proceso	  de	  TME	  –	  a	  través	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  Hedgehog-‐	  	  

(140-‐142)	   y	   la	   facilitación	   del	   evento	   de	   ‘vasculogenic	   mimicry’	   (VM)-‐	   proceso	   de	   vascularización	  

alterativo	  en	  el	  que	  tanto	  las	  células	  tumorales	  epiteliales	  como	  las	  	  células	  endoteliales	  participan	  en	  el	  

proceso	  de	  neovascularización(143).Los	  genes	  asociados	  a	  este	  proceso	  de	  vascularización	  forman	  parte	  

de	   las	   vías	   de	   señalización	   relacionadas	   con	   la	   hipoxia,	   propiedades	   de	   células	   madre	   y	   la	  

vascularización(143).	   	  Otros	   autores	   también	  han	   asociado	   las	   células	   tumorales	  CD133	  positivas	   (con	  

características	  de	  célula	  madre)	  con	  el	  proceso	  de	  VM	  en	  cáncer	  de	  mama	  triple	  negativo(144).	  	  Todos	  

estos	  datos	  preclínicos	  que	  posicionan	  a	  las	  células	  CD133+	  como	  potenciales	  células	  madre	  tumorales	  y	  

parte	   de	   eventos	   biológicos	   relacionados	   con	   la	   diseminación	   tumoral,	   recalcan	   la	   importancia	   de	   la	  

caracterización	  de	  este	  marcador	  en	  CTCs	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama.	  	  



29	  
	  
	  

	  

	  

	 	 
En	   resumen,	   las	   CTCs	   tienen	  un	   papel	   importante	   en	   la	   diseminación	   y	   la	   progresión	   de	   los	   tumores.	  

Estas	   poblaciones	   de	   células	   tumorales	   -‐raramente	   aisladas	   en	   el	   torrente	   sanguíneo-‐	   son	   muy	  

heterogéneas	   y	   su	   estudio	   está	   aún	   en	   estadios	   muy	   tempranos	   especialmente	   en	   los	   pacientes	   no	  

metastásicas.	   Su	   caracterización	  muy	  probablemente	   acarreara	   grandes	   avances	  para	   el	   desarrollo	  de	  

tratamientos	   dirigidos	   a	   dianas	   terapéuticas	   y	   en	   la	   monitorización	   de	   la	   respuesta	   a	   este	   tipo	   de	  

terapias	  y	  a	  otras	  más	  clásicas.	  	  	  	  

	  

II. HIPÓTESIS	  

Esta	  tesis	  doctoral	  consta	  de	  dos	  hipótesis:	  

 La	  expresión	  del	  RE,	  RP	  y	  EGFR	  y	  el	  estado	  del	  gen	  de	  HER2	  y	  TOPA2	  en	  CTCs	  de	  pacientes	  

con	  tumores	   localizados	  de	  cáncer	  de	  mama	  es	  discordante	  respecto	  al	  tumor	  primario	  de	  

origen.	  

 Asumiendo	   que	   el	   proceso	   de	   metastatización	   requiere	   de	   la	   diseminación	   de	   células	  

tumorales	  procedentes	  del	  tumor	  primario	  con	  propiedades	  de	  células	  madre	  y	  que	  la	  estas	  

células	  confieren	  cierta	  resistencia	  a	  drogas,	  hipotetizamos	  que	  la	  expresión	  de	  marcadores	  

de	  células	  madre	  en	  CTCs	  podría	  ser	  relevante	  y	  tener	  un	  papel	  como	  biomarcador	  predictor	  

de	  resistencia	  a	  tratamientos	  anticancerosos.	  	  	  

	  

III. OBJETIVOS	  

	  

 El	  primer	  objetivo	  del	  trabajo	  de	  tesis	  es	  evaluar	  la	  expresión	  del	  RE,	  RP	  y	  EGFR	  en	  CTCs	  y	  en	  

el	   tumor	   primario	   de	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   localizado	   que	   han	   recibido	   un	  

tratamiento	   radical	   (cirugía	   ±	   radioterapia	   ±	   tratamiento	   sistémico	   [quimioterapia	   y/o	  

tratamiento	   endocrino	   y/o	   trastuzumab])	   utilizando	   IHC.	   El	   objetivo	   de	   estudiar	   si	   las	  
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subpoblaciones	  de	  células	  tumorales	  circulantes	  reproducen	  el	  mismo	  fenotipo	  que	  las	  del	  

tumor	  primario.	  	  

	  

 El	  segundo	  objetivo	  del	  trabajo	  de	  tesis	  es	  evaluar	  el	  estado	  de	  los	  	  genes	  HER2	  y	  TOPA2	  en	  

el	   tumor	   primario	   de	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   localizado	   que	   han	   recibido	   un	  

tratamiento	   radical	   (cirugía	   ±	   radioterapia	   ±	   tratamiento	   sistémico	   [quimioterapia	   y/o	  

tratamiento	  endocrino	  y/o	  trastuzumab])	  utilizando	  fluorescence	  in	  situ	  hybridization	  (FISH).	  	  

objetivo	   de	   estudiar	   si	   las	   subpoblaciones	   de	   células	   tumorales	   circulantes	   reproducen	   el	  

mismo	  genotipo	  que	  las	  del	  tumor	  primario.	  

	  

	  

 Como	   parte	   de	   los	   objetivos	   I	   y	   II,	   se	   correlacionaron	   los	   hallazgos	   en	   las	   CTCs	   con	   las	  

características	   clínico-‐patológicas	   del	   tumor	   primario	   y	   los	   subtipos	   de	   cáncer	   de	   mama.	  	  

Además,	   se	   estudian	   si	   existen	   cambios	   en	   el	   fenotipo/genotipo	   de	   CTCs	   en	   muestras	  

obtenidas	  antes	  y	  después	  de	  un	  tratamiento	  sistémico.	  	  

	  

 El	   tercer	   objetivo	   del	   trabajo	   de	   tesis	   es	   determinar	   la	   expresión	   de	   CD133	   en	   CTCs	   de	  

pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  localizado	  que	  han	  recibido	  un	  tratamiento	  radical	  (cirugía	  ±	  

radioterapia	   ±	   tratamiento	   sistémico	   [quimioterapia	   y/o	   tratamiento	   endocrino	   y/o	  

trastuzumab]).	   Como	   parte	   de	   este	   objetivo,	   	   se	   evaluó	   su	   papel	   potencial	   de	   las	   CTCs-‐

CD133	  positivas	  en	  la	  resistencia	  a	  drogas	  mediante	  el	  estudio	  de	  muestras	  obtenidas	  antes	  

y	  después	  de	  un	  tratamiento	  sistémico.	  

	  

	  

IV. TRABAJOS	  
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V. PACIENTES	  Y	  METODOS	  

Entre	  marzo	  del	  2009	  y	   septiembre	  del	  2010	   fueron	   identificados	  pacientes	   con	   cáncer	  de	  mama	  con	  

estadios	  clínicos	  I-‐IIIC	  –según	  la	  clasificación	  de	  TNM-‐	  en	  las	  Unidades	  de	  cáncer	  de	  mama	  del	  Hospital	  

del	   Mar	   y	   del	   Hospital	   Universitario	   de	   Jaén.	   	   Los	   principales	   criterios	   de	   inclusión	   fueron	   tener	   un	  

diagnóstico	  histológico	  de	  cáncer	  de	  mama	  y	  tejido	  disponible	  para	  el	  estudio	  de	  biomarcadores.	  Tanto	  

los	  tratamientos	  quirúrgicos	  como	  el	  tratamiento	  anti-‐tumorales	  sistémico	  se	  indicaron	  de	  acuerdo	  con	  

el	   criterio	   de	   los	   médicos	   a	   cargo	   de	   la	   paciente.	   Los	   tratamientos	   sistémicos	   incluían	   terapias	  

endocrinas,	   quimioterapia	   y	   tratamientos	   dirigidos	   contra	   HER2	   -‐como	   el	   trastuzumab	   para	   aquellas	  

pacientes	  con	  una	  enfermedad	  HER2-‐positiva.	  	  Las	  historias	  clínicas	  de	  las	  pacientes	  fueron	  revisados	  y	  

la	  información	  clínica	  de	  interés	  se	  recopiló	  en	  una	  base	  de	  datos.	  	  

Un	   total	   de	   98	   pacientes	   fueron	   seleccionadas	   para	   participar	   en	   el	   estudio	   las	   cuales	   donaron	   tres	  

muestras	   de	   10	  ml	   de	   sangre	   en	   el	   	   momento	   del	   diagnóstico.	   En	   aquellas	   pacientes	   que	   recibieron	  

quimioterapia	  adyuvante,	  se	  obtuvieron	  tres	  muestra	  de	  sangre	  después	  de	  3	  ciclos	  de	  quimioterapia	  y	  

al	   final	   del	   tratamiento.	   En	   aquellas	   que	   recibieron	   tratamiento	  neoadyuvante,	   se	   obtuvieron	   las	   tres	  

segundas	  muestra	  al	  final	  del	  tratamiento	  neoadyuvante	  (Figura	  2).	  Para	  este	  estudio,	  clasificamos	  a	  las	  

pacientes	  en	  tres	  grandes	  subgrupos	  de	  pacientes	  en	  base	  a	   la	  expresión	  de	   los	  RH,	  el	  RE	  y	  el	  RP,	  y	  el	  

estado	  de	  HER2(5).	  De	  esta	  manera	  se	  clasificaron	  como	  tumores	  luminales	  aquellos	  con	  al	  menos	  uno	  

de	  los	  dos	  RH	  positivo	  y	  con	  HER2	  negativo;	  tumores	  HER2	  positivos	  aquellos	  con	  amplificación	  de	  HER2	  

o	  sobreexpresión	  de	  HER2	  y	  finalmente	  los	  tumores	  triple	  negativos	  que	  no	  expresan	  ninguna	  de	  los	  3	  

receptores.	  Este	  estudio	  fue	  aprobado	  por	  los	  comités	  éticos	  del	  Hospital	  del	  Mar	  y	  del	  Hospital	  de	  Jaén	  

y	  todas	  las	  pacientes	  y	  controles	  sanos	  firmaron	  el	  consentimiento	  informado	  del	  estudio.	  	  
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PharmaDX	  de	  Dako	  en	  el	  otro	  -‐	   	  de	  acuerdo	  con	   las	  recomendaciones	  del	  momento(145).	  El	  gen	  de	   la	  

TOP2A	   se	   evaluó	  mediante	   FISH	   usando	   el	  TOP2A/CEP17	  FISH	   probe	   kit®	   (Abbott	  Molecular	   Inc.,	   Des	  

Plaines,	   IL,	   USA).	   Se	   consideró	   amplificación	   	   de	   TOP2A	   si	   el	   ratio	   TOP2A/CEP17	   era	   2:1	   o	  mayor.	   Se	  

consideró	   polisomia	   del	   17	   (p17)	   cuando	   las	   células	   tenían	   3	   o	   más	   copias	   de	   centrómeros	   del	  

cromosoma	  17	  por	  célula(146).	  	  

V.2 Aislamiento	  y	  enumeración	  de	  las	  CTCs	  

Los	  30	  ml	  de	  sangre	  de	  cada	  donante	  se	  obtuvieron	  en	  3	  diferentes	  tubos	  (CellSave	  Preservatives	  Tubes;	  

Veridex,	   LLC,	  Raritan,	  NJ,	  USA),	   se	  mantuvieron	  a	   temperatura	  ambiente,	   y	   se	  procesaron	  en	  paralelo	  

dentro	  de	  las	  primeras	  72	  horas	  después	  de	  la	  obtención,	  de	  acuerdo	  con	  el	  protocolo	  establecido	  por	  

nuestro	  grupo(147).	  De	  forma	  simplificada,	   las	  muestra	  fueron	  procesadas	  mediante	  centrifugación	  en	  

un	  gradiente	  de	  densidad	  (Histopaque	  1119;	  Sigma-‐Aldrich,	  St.	  Louis,	  MO,	  USA).	  Para	  el	  enriquecimiento	  

de	   las	  CTCs	  en	   la	  muestra,	   se	  utilizó	  el	   kit	  de	  enriquecimiento	  comercial	  Carcinoma	  Cell	   Enrichment	  y	  

seguidamente	  el	  kit	  de	  detección	  de	  MACS	  technology	  (Miltenyi	  Biotec,	  Bergisch	  Gladbach,	  Germany).  

El	   enriquecimiento	   de	   las	   CTCs	   se	   llevó	   a	   cabo	   mediante	   separación	   celular	   selectiva	   positiva	  

inmunomagnética,	   usando	   ferropartículas	   magnéticas	   conjugadas	   con	   un	   un	   anticuerpo	   que	   detecta	  

múltiples	   CK	   (CK3-‐11D5):	   CK	   7,8,	   18	   y	   19.	   Las	   CTCs	   fueron	   finalmente	   identificadas	   mediante	  

inmunocitoquímica	   y	   visualizadas	   en	   el	   microscopia	   de	   luz	   directa	   con	   el	   objetivo	   de	   realizar	   una	  

evaluación	   combinada	   citomorfológica	   y	   inmunofenotípica.	   Los	   criterios	   citomorfológicos	   fueron	  

propuestos	   por	   el	   grupo	   de	   Meng	   (148)	   –	   por	   ejemplo,	   	   ratio	   citoplasma/núcleo	   alto	   y	   células	   más	  

grandes	  que	  los	  glóbulos	  blancos-‐	  fueron	  utilizados	  para	  la	  caracterización	  de	  celulas	  CK-‐positivas	  como	  

CTCs.	  Dado	  que	  se	  analizaron	  tres	  tubos	  diferentes	  de	  sangre	  para	  cada	  paciente,	  clasificamos	  un	  caso	  

como	  positivo	  para	  CTCs	  si	  almenos	  en	  uno	  de	  los	  tres	  tubos	  se	  aislaba	  una	  CTCs.	  	  

V.3 Cultivos	  celulares	  y	  experimentos	  de	  recuperación	  celular	  

Las	   líneas	   celulares	   de	   cáncer	   de	   mama	   fueron	   obtenidas	   del	   American	   Type	   Culture	   Collection	  

(Manassas,	  VA,	  USA).	  En	  el	  análisis	  de	  los	  experimentos	  de	  recuperación	  celular,	  se	  analizaron	  muestra	  
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en	  los	  controles	  como	  en	  las	  pacientes-‐	  para	  evitar	  la	  contaminación	  con	  células	  epiteliales	  de	  la	  piel	  en	  

el	  momento	  de	   la	  venopunción	  y	  asegurar	   la	  máxima	  especificidad	  de	   la	  metodología.	  No	  se	  encontró	  

ninguna	  célula	  CK	  positiva	  en	  las	  muestras	  de	  los	  controles.	  	  

V.4 Viabilidad	  de	  los	  estudios	  de	  los	  marcadores:	  RH,	  EGFR,	  HER2	  y	  TOPA2	  

Seguidamente	  se	  testó	  la	  viabilidad	  técnica	  de	  evaluar	  los	  biomarcadores	  de	  interés	  en	  las	  CTCs	  aisladas	  

utilizando	   las	   mismas	   técnicas	   que	   se	   utiliza	   en	   el	   tejido	   del	   tumor	   primario:	   expresión	   proteica	  

mediante	   inmunofluorescencia	   (IF)	   y	   la	   amplificación	   del	   DNA	  mediante	   FISH.	   Los	   controles	   positivos	  

fueron	   creados	   añadiendo	   un	   número	   decreciente	   de	   células	   tumorales	   de	   cáncer	   de	   mama	  

procedentes	   de	   líneas	   celulares	   que	   se	   pipetearon	   en	   diferentes	   muestras	   de	   sangre	   de	   donantes	  

voluntarios	   sanos.	   Las	   preparaciones	   de	   la	   centrífuga	   fueron	   creadas	   como	   se	   ha	   descrito	  

anteriormente.	  Para	  los	  controles	  negativos,	  	  se	  omitió	  el	  anticuerpo	  primario	  en	  las	  muestras	  de	  sangre	  

de	  	  voluntarios	  sanos	  	  procesadas.	  

Mediante	  los	  controles	  positivos	  y	  negativos	  de	  los	  biomarcadores,	  testamos	  si	  la	  expresión	  de	  los	  	  RE,	  

RP	  y	  el	   EGFR	   	  podría	   ser	  determinada	  de	   forma	   segura	  y	  precisa	  mediante	   IF	  en	   células	  de	   cáncer	  de	  

mama	  de	  las	  siguientes	  líneas	  celulares:	  MCF-‐7,	  MDA-‐MB231	  and	  SKBR3.	  Utilizamos	  anticuerpos	  contra	  

el	  RE,	  RP	  y	  el	  EGFR	  y	   se	  evaluó	   su	  expresión	  basándonos	  en	   la	  presencia	  o	  ausencia	  de	   tinción	  en	   las	  

CTCs	   (127).	   La	   amplificación	   del	   HER2	   y	   TOP2A	   se	   determinó	   mediante	   FISH	   –usando	   el	   cociente	  

HER2/TOP2A/CEP17.	   Las	   células	   tumorales	   de	   la	   línea	   SKBR3	   –	   caracterizadas	   por	   tener	   el	   gen	  Erbb2	  

amplificado-‐	  y	  MCF-‐7	  –	  típicamente	  HER2	  negativas-‐	  fueron	  pipeteadas	  en	  sangre	  total	  (2000,	  100	  y	  50	  

células).	  A	  continuación	  se	  procesaron	  las	  preparaciones	  de	  la	  centrifuga	  con	  idénticas	  condiciones	  que	  

en	  las	  muestras	  de	  los	  pacientes.	  La	  amplificación	  de	  HER2	  y	  TOPA2	  fue	  determinada	  en	  las	  células	  de	  

acuerdo	  con	  los	  criterios	  estándar	  descritos	  previamente	  para	  los	  tumores	  primarios(145).	  Finalmente,	  

se	  calculó	  el	  número	  de	  copias	  absolutas	  y	  relativas	  de	  los	  genes	  HER2	  y	  TOPA2	  en	  células	  tumorales	  de	  

las	   líneas	   SKBR3	   y	   MCF-‐7	   mediante	   la	   metodología	   llamada	   FICTION	   -‐	   que	   incluye	   separación	  

inmnunomagnética,	   inmunofenotipaje	   y	   citogenética	   interfásica	   	   para	   la	   investigación	   de	   neoplasias	  

(Figura	  3).	  	  	  
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para	  controlar	  el	  anticuerpo	  primario,	  se	  omitió	  el	  correspondiente	  anticuerpo	  primario	  y	  a	  continuación	  

se	  añadió	  el	  secundario.	  

V.6 Análisis	  de	  Inmunoblotting	  para	  la	  detección	  de	  CD133	  

Con	   el	   objetivo	   de	   garantizar	   que	   el	   anticuerpo	   contra	   CD133	   no	   reaccionaba	   de	   forma	   cruzada	   con	  

otras	   proteínas	   celulares	   como	   por	   ejemplo	   CK18,	   una	   serie	   de	   células	   control-‐	   con	   el	   estado	   de	  

expresión	  de	  CD133	  conocido-‐	  se	  examinaron	  para	  CD133	  y	  β-‐Activa	  (	  como	  control	  de	  carga)	  mediante	  

la	  técnica	  de	  Western	  Blot	  (WB).	  

Dos	   líneas	   celulares	  diferentes	  MCF-‐7	  y	  T47D	  y	   tres	   líneas	   celulares	  embrionarias	   (AND1	  y	  H9)	   fueron	  

usadas	  en	  este	  experimento.	  Todas	  las	  líneas	  celulares	  fueron	  cultivadas	  según	  los	  protocolos	  de	  nuestra	  

institución.	  A	  continuación	  se	  procedió	  con	  la	  rotura	  de	  las	  células	  con	  100	  µl	  de	  buffer	  de	  lisis	  (50	  mM	  

Tris/HCl,	  1%	  TritonX-‐100	  pH	  7.4,	  1%	  deoxycolato	  de	  sodio,	  0.1%	  SDS,	  0.15%	  NaCl,	  1	  mM	  EDTA,	  1	  mM	  

ortovanadato	   de	   sodio)	   a	   4°C	   con	   el	   objetivo	   de	   obtener	   las	   proteínas	   del	   lisado.	   Se	   determinó	   la	  

concentración	  de	  proteínas	  de	  las	  muestras	  mediante	  el	  kit	  Bio-‐Rad	  protein.	  Concentraciones	  iguales	  de	  

proteínas	  (10µg)	  de	  cada	  línea	  celular	  fueron	  separadas	  mediante	  electroforesis	  SDS	  y	  transferida	  a	  una	  

membrana	   pvdfa	   (Biorad,	   Hercules,	   CA).	   Las	   uniones	   no	   específicas	   fueron	   neutralizadas	   con	   leche	  

desnatada	   antes	   de	   la	   incubación	   con	   el	   anticuerpo	   primario	   (anticuerpo	   de	   conejo	   contra	   CD133	  

sampler	  kit	  Biorbyt®)	  a	  una	  dilución	  1/500.	  El	  lisado	  proteico	  fue	  incubado	  con	  un	  anticuerpo	  anti-‐CD133	  

durante	   una	   noche	   a	   4°C	   y	   a	   continuación	   –	   después	   de	   3	   lavados	   con	   PBS-‐Tween-‐	   se	   incubó	   con	   el	  

anticuerpo	   secundario	   (RPH	   cabra-‐antiratón	   a	   una	   dilución	   1/1.000)	   durante	   1	   hora	   a	   temperatura	  

ambiente.	   La	   detección	   de	   las	   bandas	   del	   WB	   se	   realizó	   mediante	   un	   kit	   de	   quimioluminiscencia	  	  

(Thermo	  scientific,	  Rockford,	  IL).	  Figura	  4.	  
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tinciones	   específicas	   para	   cada	   marcador	   se	   diferenciaron	   fácilmente	   de	   acuerdo	   con	   la	   distribución	  

diferencial	  de	  las	  proteínas	  examinadas	  y	  la	  combinación	  de	  inmunofluorescencia	  directa	  e	  indirecta	  con	  

el	  objetivo	  de	  evaluar	  simultáneamente	  células	  CK+/RE	  and	  CK+/EGFR/RP	  (Figura	  3)	  

V.8 Caracterización	  de	  la	  amplificación	  del	  HER2	  y	  TOP2A	  en	  CTCs	  

La	  amplificación	  de	  HER2	  y	  TOP2A	  fue	  determinada	  mediante	  FISH.	  Las	  sondas	  multicolor	  para	  TOP2A/	  

HER2/CEP17	  incluyen:	  una	  sonda	  para	  TOPA2	  marcada	  con	  platinumBright495	  (verde),	  una	  sonda	  para	  

HER2	  marcada	  con	  platinumBright550	   (rojo)	  y	  una	  sonda	  para	   la	  enumeración	  de	  CEP17	  marcada	  con	  

platinumBright415	   (azul)	   (Kreatech,	   Durham,	   NC,	   USA)	   (Figura	   3).	   Después	   de	   la	   incubación,	  

deshidratación	   y	   el	   secado	   de	   las	   células,	   las	   muestras	   fueron	   co-‐desnaturalizadas	   con	   las	   sondas	  

multicolores	   para	   TOP2A/HER2/CEP17	   durante	   5	   minutos	   a	   37°	   C.	   Después	   de	   diferentes	   pasos	   de	  

lavado,	   las	   muestras	   fueron	   contra	   teñidas	   con	   4'-‐6-‐diamidino-‐2-‐phenylindole	   (DAPI)	   (Vector	  

Laboratories,	  Burlingame,	  CA,	  USA).	  Después	  de	  la	  realización	  de	  la	  técnica	  de	  FISH,	  las	  CTCs	  fueron	  re-‐

identificadas	  en	  base	  a	  la	  localización	  de	  la	  tinción	  para	  CK	  y	  las	  señales	  nucleares	  fueron	  cuantificadas	  

de	  acuerdo	  al	  número	  de	  copias	  de	  los	  genes	  HER2	  y	  TOPA2,	  así	  como	  CEP17	  para	  cada	  tumor	  primario.	  	  

La	   identificación	   y	   contaje	   de	   las	   células	   tumorales	   fueron	   llevados	   a	   cabo	   con	   un	   microscopio	   de	  

fluorescencia	   computerizado	   (Zeiss	   AXIO	   Imager;	   Carl	   Zeiss,	   Jena,	   Germany).	   Las	   células	   CK+	   fueron	  

identificadas	  en	  un	  microscopio	  de	  luz	  directa.	  Tras	  la	  detección	  de	  las	  células	  CK+	  en	  cada	  muestra	  de	  

forma	   independiente,	   las	   muestras	   se	   evaluaron	   de	   forma	   independiente	   en	   un	   microscopio	   de	   luz	  

fluorescente	  para	  evaluar	  las	  células	  con	  expresión	  para	  	  CK+/EGFR/RP,	  CK+/RE,	  y	  el	  estado	  de	  CK+/HER2	  

and	  TOP2A.(Figure	  3)	  

V.9 Caracterización	  del	  CD133	  mediante	  inmunofluorescencia	  en	  CTCs	  

Después	  de	  la	  identificación	  de	  CTCS,	  las	  preparaciones	  de	  la	  centrífuga	  fueron	  teñidas	  para	  CD133	  y	  CK	  

para	   su	   evaluación	   mediante	   doble	   inmunofluorescencia	   (IF)	   siguiendo	   el	   protocolo	   establecidos	   en	  

nuestro	   laboratorio.	   Las	   preparaciones	   de	   las	   centrifugas	   se	   incubaron	   con	   un	   anticuerpo	   policlonal	  
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VI. ANÁLISIS	  ESTADÍSTICO	  

El	  análisis	  estadístico	  se	   llevó	  a	  cabo	  con	  SPSS	  14.0	  software	  (SPSS	  Inc.,	  Chicago,	   IL,	  USA).	  Los	  datos	  se	  

expresaron	  como	  medianas	  o	  porcentajes.	  Las	  variables	  categóricas	  fueron	  comparadas	  mediante	  el	  test	  

exacto	  de	   Fisher	   y	   las	   variables	   continuas	   fueron	   comparadas	  mediante	   la	   t	   de	   Student.	  Valores	  de	  p	  

menores	  de	  0.05	   fueran	  considerados	  estadísticamente	  significativos	  aplicando	  una	  prueba	  estadística	  

de	  dos	  colas.	  Las	  odds-‐ratio	  (OR)	  para	  el	  modelo	  de	  regresión	  logística	  se	  calcularon	  con	  un	  intervalo	  de	  

confianza	  (CI)	  del	  95%	  para	  evaluar	  la	  asociación	  entre	  las	  variables	  clínico-‐patológicas	  y	  el	  estado	  de	  las	  

CTCs	  y	  de	  los	  marcadores	  de	  interés	  en	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama.	  	  

VII. RESULTADOS	  

Noventa	   y	   ocho	   pacientes	   fueron	   incluidos	   en	   el	   estudio.	   Antes	   del	   tratamiento	   sistémico,	   se	  

identificaron	   CTCs	   en	   46	   de	   las	   98	   pacientes	   estudiadas	   (46.9%).	   	   La	   mediana	   de	   CTCs	   presentes	   en	  

aquellas	  pacientes	  CTCs	  positivas	   fue	  de	  3.4	  células	  en	  30	  ml	  de	  sangre	   (rango	  1	  –	  19).	   	  Después	  de	  3	  

ciclos	   de	   quimioterapia	   adyuvante,	   se	   identificaron	   CTCs	   en	   el	   34.2%	   (13/28)	   de	   las	   pacientes	   que	  

recibieron	   este	   tratamiento	   	   con	   una	   mediana	   de	   2.6	   células/30	   ml	   (rango	   1-‐7).	   Al	   final	   de	   la	  

quimioterapia	  neoadyuvante,	   se	  detectaron	  CTCs	  en	  16	  de	   las	  35	  pacientes	   (45.7%)	  en	  este	  grupo.	   La	  

mediana	   de	   CTCs	   detectadas	   fue	   de	   2.6	   células	   en	   30	   ml	   de	   sangre	   (Rango	   1-‐9).	   No	   se	   hallaron	  

diferencias	  entre	  el	  ratio	  de	  detección	  pre-‐	  o	  post-‐quimioterapia.	  La	  distribución	  de	  muestras	  CTCs+	  en	  

los	  tres	  tubos	  recogidos	  y	  la	  distribución	  de	  acuerdo	  con	  el	  recuento	  de	  CTCs	  se	  muestra	  en	  la	  Figura	  6.	  	  

En	   las	  muestras	  basales,	   en	  el	   56.5%	  de	   las	   pacientes	   se	  detectaron	  uno	  de	   los	   fenotipos	  estudiados:	  

CK+/ER,	  CK+/EGFR/RP,	  o	  CK+/HER2/TOP2A,	  en	  28.3%	  de	  los	  pacientes	  se	  detectaros	  2	  de	  los	  fenotipos.	  

A	   pesar	   de	   analizar	   30	   ml	   de	   sangre,	   en	   menos	   de	   un	   16%	   de	   pacientes	   se	   pudieron	   analizar	   los	   3	  

fenotipos.	  Además,	  en	  aproximadamente	  80%	  de	  las	  muestras	  positivas	  para	  CTCs-‐CK+	  se	  detectaron	  4	  

CTCs	  o	  menos	  para	  el	  análisis	  de	  los	  biomarcadores.	  	  
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Figure	  6.	  
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VII.1 Características	  clínicas	  en	  relación	  al	  estado	  de	  las	  CTCs	  

La	  población	  estudiada	  fue	  representativa	  de	  una	  población	  no	  seleccionada	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  

mama	  precoz	  o	  localmente	  avanzada.	  Los	  regímenes	  de	  quimioterapia	  que	  fueron	  administrados	  a	  estas	  

pacientes	  incluyeron	  antraciclinas	  (66.3%),	  taxanos	  (54.1),	  ciclofosfamida	  (100%)	  y	  5-‐flurouracilo	  (66.35).	  

Transtuzumab	   se	   administró	   solamente	   a	   aquellas	   pacientes	   con	   tumores	   HER2+	   (14.3%).	   	   Además,	  

72.4%	  de	  las	  pacientes	  con	  RH+	  recibieron	  terapia	  endocrina	  con	  letrozol	  (44.8%),	  tamoxifeno	  (23.4%)	  o	  

tamoxifeno	  2-‐3	  años	  seguido	  de	  exemestano	  (4.1%).	  Las	  características	  clínico-‐patológicas	  estratificadas	  

de	  acuerdo	  con	  la	  presencia	  y	  no	  de	  CTCs	  basales	  se	  presentan	  en	  la	  Tabla	  3.	  	  
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Tres	  de	  las	  14	  pacientes	  con	  el	  HER2	  amplificado	  en	  el	  tumor	  primario	  presentaron	  CTCs+,	  mientras	  que	  

en	  el	  resto	  de	  pacientes	  HER2	  positivas	  fueron	  negativas	  para	  CTCs	  (P	  =	  0.046).	  En	  contraste,	  no	  existe	  

correlación	  entre	  el	  estado	  de	  las	  CTCs	  y	  otras	  características	  clínicas	  en	  las	  pacientes.	  Las	  CTCs	  fueron	  

indetectables	   en	   todas	   las	   muestras	   obtenidas	   en	   43	   pacientes	   (43.9%).	   No	   se	   encontró	   asociación	  

estadística	   entre	   las	   siguientes	   características	   clínico-‐patológicas	   -‐tamaño	   tumoral,	   estado	   nodal,	  

histología,	   estado	   de	   los	   RH,	   estado	   del	   Ki-‐67,	   p53	   o	   tipo	   de	   cirugía-‐	   y	   la	   negatividad	   de	   CTCs	  

indetectables.	  Sin	  embargo,	  se	  observó	  mayor	  probabilidad	  de	  no	  detectar	  CTCs	  en	  aquellas	  pacientes	  

menores	  de	  50	  años	  (OR	  =	  1.04,	  95%	  CI	  =	  1.01	  to	  10.8,	  P	  =	  0.02),	  tumores	  G1-‐G2	  (OR	  =	  6.9,	  95%	  CI	  =1.72	  

to	  27.79,	  P	  =	  0.006)	  o	  HER2	  amplificados	  (OR	  =	  0.21,	  95%	  CI	  =	  0.05	  to	  0.84,	  P	  =	  0.02).	  

Tabla	  3.	  

 
N(%) CTC + N(%) CTC - p(χ2) 

Edad 
≤ 50 

> 50 

14 (41.2) 

32 (50) 

20 (58.8) 

32 (50) 

NS 

Histología 
Ductal 

Others 

40 (47) 

6 (46.2) 

45 (53) 

7 (53.8) 

NS 

Clínico 

Tamaño Tumoral 

Size 

≤ 2cm 

> 2-5cm 

> 5cm 

25 (54.3) 

15 (39.5) 

6 (42.9) 

21 (45.7) 

23 (60.5) 

8 (57.1) 

NS 

Patológico 

Estado Nodal 

pN0 

pN1-2 

9 (39.1) 

11 (61.1) 

14 (60.2) 

7 (38.9) 

NS 

Clínico 

Estado Nodal 

cN0 

cN positive 

7 (41.2) 

7 (38.9) 

10 (58.8) 

11 (61.1) 

NS 
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Grado 

I 

II 

III 

Unknown 

8 (38.1) 

15 (44.1) 

20 (55.5) 

3 (42.9) 

13 (61.9) 

19 (55.9) 

16 (44.5) 

4 (57.1) 

NS 

Estado Hormonal 
RH+ 

RH - 

35 (46.7) 

11 (47.8) 

40 (53.3) 

12 (52.2) 

NS 

Estado 

HER2 

 

HER2 + 

HER2 - 

3 (21.4) 

43 (51.2) 

11 (78.6) 

41 (48.8) 

0.046 

Estado 

P53 

 

P53 + 

P53 – 

Unknown 

26 (51) 

7 (50) 

13 (39.4) 

25 (49) 

7 (50) 

20 (60.6) 

NS 

Ki67% 
≤ 14% 

> 14% 

20 (52.6) 

26 (43.3) 

18 (47.4) 

34 (56.7) 

NS 

	  

VII.2 Estado	  de	  los	  receptores	  hormonales	  en	  CTCs	  

La	   expresión	  de	  RE	   fue	  evaluada	   antes	  de	  empezar	   el	   tratamiento	   sistémico	   y	   la	   expresión	  de	  RE	   fue	  

detectada	  en	  10	  (50%)	  de	  las	  CTCs-‐CK+.	  Se	  detectó	  heterogeneidad	  en	  la	  expresión	  de	  RE	  in	  5/10	  (50%)	  

pacientes	  en	  las	  cuales	  se	  detectaron	  CTCs-‐CK+	  con	  RE+	  y	  RE-‐	  en	  la	  misma	  muestra.	  En	  13	  pacientes	  con	  

tumores	   RE+	   se	   detectaron	   CTCs	   antes	   del	   tratamiento	   sistémico	   y	   en	   61.5%	   de	   ellas	   las	   CTC-‐CK+	  

aisladas	  fueron	  también	  positivas	  para	  RE,	  mientras	  que	  en	  el	  resto	  de	  pacientes	  se	  detectaron	  CTCs-‐CK+	  

con	   RE-‐.	   El	   estado	   de	   RP	   en	   CTCs	   se	   analizó	   en	   27	   pacientes	   con	   CTC-‐CK+	   y	   33%	   de	   estas	   tenían	  

expresión	  nuclear	  para	  PR.	  También	  se	  observó	  heterogeneidad	  para	  la	  expresión	  de	  RP	  en	  un	  11.1%	  de	  

las	   pacientes.	   	   	   Cuando	   se	   correlacionó	   la	   expresión	   del	   RP	   en	   las	   CTCs	   y	   los	   tumores	   primarios	  

correspondientes,	  en	  68.2%	  (15/27)	  CTCs	  originadas	  en	  tumores	  primarios	  RP+	  fueron	  clasificadas	  como	  

CTC-‐CK+	  RP-‐.	  En	  contraste,	  solo	  7	  pacientes	  (31.8%)	  con	  tumores	  positivos	  para	  el	  RP	  también	  tuvieron	  

las	  CTC-‐CK+	  positivas	  para	  RP.	   	  Es	   importante	  remarcar	  que	  no	  hubo	  correlación	  entre	   la	  expresión	  de	  
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los	   RE	   y	   RP	   en	   CTCs	   y	   los	   tumores	   primarios	   de	   origen	   (P	   =	   0.17	   and	   P	   =	   0.55).	   Además,	   no	   se	  

observó	  asociación	  entre	  el	  estado	  del	  RE	  y	  el	  RP	  en	  CTCs	  y	  las	  características	  clínico-‐patológicas	  

basales	  de	  las	  pacientes.	  	  

VII.3 Expresión	  del	  EGFR	  en	  CTCs	  

En	  la	  muestra	  basal,	  CTCs-‐CK+	  EGFR+	  se	  detectaron	  in	  27	  (27.5%)	  de	  las	  pacientes.	  Después	  de	  3	  

ciclos	   de	   quimioterapia	   y	   al	   final	   de	   este	   tratamiento,	   se	   detectaron	   CTCs-‐CK+	   EGFR+	   in	   5	  

(13.9%)	  y	  4	  (11.1%)	  de	  las	  pacientes,	  respectivamente.	  No	  existe	  correlación	  entre	  el	  estado	  del	  

EGFR	   en	   CTCs	   en	   la	   muestra	   basal	   y	   las	   siguientes	   características	   clínico-‐patológicas	   de	   las	  

pacientes:	  edad,	  tamaño	  tumoral,	  estado	  nodal,	  histología,	  grado	  nuclear,	  estado	  de	  la	  p53	  y	  Ki-‐

67,	   así	   como	   el	   estado	   de	   HER2.	   Es	   importante	   destacar	   que	   se	   detectaron	   CTCs-‐CK+	   con	  

expresión	  positiva	  para	  EGFR	  en	  una	  mayor	  proporción	  de	  pacientes	  con	  tumores	  primarios	  que	  

expresaban	  RH	  (33.3%	  versus	  8.7%,	  P	  =	  0.01).	  

VII.4 Estado	  HER2	  y	  TOP2A	  en	  CTCs	  y	  en	  los	  correspondientes	  tumores	  primarios	  

En	  veinte	  seis	  pacientes	  con	  CTCs+	  se	  evaluó	  el	  estado	  de	  HER2	  y	  TOPA2	  mediante	  FISH	  en	  al	  

menos	  una	  CTCs	  en	  cada	  paciente.	  Antes	  de	  un	  tratamiento	  sistémico,	  se	  pudieron	  estudiar	  las	  

CTCs	   de	   tres	   pacientes	   con	   tumores	   primarios	   con	   el	   HER2	   amplificado.	   Ninguna	   de	   estas	  

pacientes	  presentaba	  el	  HER2	   amplificado	  en	   las	  CTCs.	   Entre	   aquellas	  pacientes	   con	   tumores	  

primarios	  negativos	  para	  HER2,	  se	  clasificaron	  24	  pacientes	  como	  negativas	  para	  HER2	  en	  CTCs.	  

En	  estas	  pacientes,	  solamente	  en	  un	  caso	  se	  detectó	  polisomía	  del	  Cromosoma	  17	  en	  las	  CTCs.	  

Se	  analizaron	  26	  pacientes	  con	  CTC-‐CK+	  para	  conocer	  el	  estado	  de	  la	  TOP2A	  y	  en	  dos	  casos	  se	  

encontró	  amplificación	  de	  este	  gen,	  mientras	  que	  las	  otras	  pacientes	  tenían	  el	  gen	  de	  la	  TOP2A	  

nativo.	   EL	   estado	   de	   TOP2A	   fue	   evaluado	   en	   11	   correspondientes	   tumores	   primarios.	   En	  

aquellas	  pacientes	   con	   tumores	  primarios	   con	   	  el	   gen	  TOP2A	   nativo,	   siete	  de	  estas	  pacientes	  

también	  tenían	  el	  gen	  de	  la	  TOP2A	  nativo	  en	  el	  tumor	  primario,	  mientras	  que	  en	  un	  caso	  el	  gen	  
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de	  la	  TOP2A	  	  estaba	  amplificado	  en	  CTCs	  y	  en	  otro	  caso	  se	  demostró	  polisomía	  del	  cromosoma	  

17.	   	   En	   contraste,	   en	   tres	   pacientes	   con	   la	   TOP2A	   amplificado	   en	   el	   tumor	   primario,	   las	  

correspondientes	  CTCs	  tenían	  el	  gen	  de	  la	  TOP2A	  nativo.	  Ninguno	  de	  los	  casos	  con	  CTCs	  con	  la	  

TOP2A	  amplificado	  no	  presentaron	  co-‐amplificación	  del	  gen	  HER2.	  No	  se	  demostró	  asociación	  

entre	   el	   estado	   de	   estos	   dos	   genes	   en	   CTCs	   y	   su	   estado	   en	   los	   	   correspondientes	   tumores	  

primarios.	  Además,	  no	  se	  encontró	  asociación	  entre	  las	  características	  clínico-‐patológicas	  de	  las	  

pacientes	  y	  el	  estado	  de	  HER2	  y	  TOP2A	  en	  CTCs.	  	  

VII.5 Caracterización	  	  de	  las	  CTCs	  después	  del	  tratamiento	  sistémico	  

Después	  de	  tres	  ciclos	  de	  tratamiento	  adyuvante,	  en	  13	  pacientes	  (34.2%),	  se	  detectaron	  CTCs.	  

En	   el	   análisis	   de	   biomarcadores,	   se	   detectó	   expresión	   de	   RE	   en	   4	   de	   6	   pacientes	   con	   CTC	  

positivas.	   	   Una	   de	   las	   CTCs-‐CK+	   RE+	   se	   detectó	   en	   una	   paciente	   con	   un	   tumor	   que	   era	   RE	  

positivo	  (esta	  paciente	  era	  negativa	  para	  CTCs	  antes	  de	  un	  tratamiento	  sistémico).	  	  

Con	  respecto	  a	   la	  expresión	  de	  RP,	  se	  detectó	  expresión	  de	  este	  marcador	  en	  cinco	  pacientes	  

con	  CTCs-‐CK+.	  Después	  de	  3	  ciclos	  de	   tratamiento	  adyuvante,	  uno	  de	   los	  casos	  con	  CTCs-‐CK+	  

RP+	  procedía	  de	  un	  tumor	  primario	  que	  expresaba	  RP,	  sin	  embargo,	  en	  la	  muestra	  basal	  se	  aisló	  

una	   CTCs-‐CK+	   RP-‐.	   	   En	   el	   caso	   del	   EGFR,	   	   se	   detectaron	   CTCs-‐CK+	   EGFR+	   en	   5	   pacientes;	   un	  

paciente	  presentó	  inicialmente	  CTCs-‐CK+	  EGFR+,	  mientras	  cuatro	  (11.1%)	  casos	  fueron	  EGFR	  –	  

en	   la	  muestra	   basal.	   	   Cabe	   destacar	   que	   25	   (69.4%)	   de	   los	   casos	   las	   CTCS-‐CK+	   fueron	   EGFR	  

negativos	   y	   después	   de	   	   3	   ciclos	   de	   quimioterapia,	   6	   (16.6%)	   pacientes	   continuaron	  

presentando	  CTCS-‐CK+	  EGFR-‐.	  

Respecto	   al	   estado	  de	  HER2	   y	  TOP2A,	   fueron	  evaluados	  en	   siete	  pacientes	   con	  CTCs-‐CK+.	   En	  

siete	   de	   estas	   pacientes,	   los	   genes	  HER2	   y	   TOP2A	   fueron	   normales.	   Entre	   las	   pacientes	   con	  

tumores	  primarios	  HER2-‐,	  se	  detectó	  un	  caso	  de	  CTCs	  con	  co-‐amplificación	  de	  HER2	  y	  TOP2A.	  	  
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Al	  final	  del	  tratamiento,	  CTCs-‐CK+	  fueron	  detectadas	  en	  17	  (44.7%)	  pacientes.	  Expresión	  de	  RE	  y	  

RP	  en	  CTCs	  fue	  detectada	  en	  3	  pacientes	  (85%)	  y	  en	  1	  paciente	  (44.7%)	  respectivamente.	  	  Cabe	  

recalcar	   que	   2	   pacientes	   con	   CTC-‐CK+	   RE-‐	   al	   finalizar	   el	   tratamiento	   neoadyuvante	   habían	  

presentado	  CTC-‐CK+	  RE+	  en	  la	  muestra	  basal	  y	  el	  tumor	  primario	  también	  era	  RE+.	   	  De	  las	  36	  

muestras	  de	  diferentes	  pacientes	  analizadas	  para	  la	  expresión	  del	  EGFR,	  un	  solo	  caso	  presentó	  

CTCs-‐CK+	  EGFR+	  persistentes	  después	  del	  tratamiento	  sistémico,	  mientras	  que	  7	  (19.4%)	  de	  los	  

casos	   fueron	   clasificados	   como	   CTCs-‐CK+	   EGFR-‐.	   Aquellas	   pacientes	   que	   fueron	   inicialmente	  

clasificadas	   como	   CTCs-‐CK+	   EGFR-‐,	   25	   (69.4%)	   de	   ellas	   presentaron	   el	   mismo	   fenotipo	   y	   3	  

fueron	  clasificadas	  como	  CTCs-‐CK+	  EGFR+	  en	  la	  muestra	  al	  final	  del	  tratamiento.	  

En	  nueve	  pacientes	  con	  CTCs	  detectables	  al	  final	  del	  tratamiento	  sistémico,	  se	  evaluó	  el	  estado	  

de	  HER2	  y	  TOP2A.	  En	  ningún	  caso	  se	  encontró	  alteración	  de	  estos	  genes	  en	  las	  CTCs	  detectadas.	  

Dos	  de	  los	  casos	  analizados	  presentaron	  al	  diagnóstico	  un	  tumor	  con	  HER2	  amplificado	  y	  	  siete	  

eran	   tumores	   con	   HER2	   nativo.	   El	   estado	   de	   las	   CTCs	   antes	   y	   después	   del	   tratamiento	   se	  

muestra	  en	  la	  Figura	  7.Vale	  la	  pena	  remarcar	  que	  alrededor	  de	  un	  30%	  de	  pacientes	  cambiaron	  

el	  estado	  de	  las	  CTCs	  después	  de	  un	  tratamiento	  sistémico,	  Sin	  embargo,	  el	  grupo	  de	  pacientes	  

más	   común	   en	   esta	   serie	   de	   pacientes	   fue	   aquel	   en	   el	   que	   no	   se	   pudieron	   detectar	   CTCs	   ni	  

antes	  ni	  después	  de	  la	  quimioterapia.	  	  

Figura	  7.	  
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VII.7 Expresión	  de	  CD133	  en	  células	  tumorales	  de	  MCF-‐7	  

Células	  de	  las	  líneas	  celulares	  MCF-‐7	  y	  H9	  fueron	  pipeteadas	  en	  sangre	  periférica	  de	  voluntarios	  

sanos.	  Los	  controles	  positivos	  y	  negativos	  fueron	  utilizados	  en	  el	  momento	  del	  análisis	  de	  CTCs	  

para	   determinar	   la	   expresión	   de	   CD33	   mediante	   IF.	   Las	   muestras	   se	   evaluaron	   con	   un	  

microscopio	   computerizado	   de	   fluorescencia	   revelando	   que	   la	   expresión	   de	   CD133	   es	   de	  

superficie	  en	  CTCs-‐CK+.	  Los	  controles	  positivos	  y	  negativos	  para	  la	  expresión	  de	  CD133	  y	  CK	  se	  

muestran	   en	   la	   Figura	   5.	   El	   análisis	   mediante	   inmunoblot	   del	   lisado	   de	   proteínas	   con	   el	  

	   Triple	  Negativo	  

N(%)	  

Luminal	  

N(%)	  

HER2	  +	  

N(%)	  

p	  

ER+CTCs	  

ER-‐CTCs	  	  

1	  (16.7)	  

5	  (83.3)	  

7	  (63.6)	  

4	  (36.4)	  

2	  (66.7)	  

1	  (33.3)	  

NS	  

PR+CTCs	  

PR-‐CTCs	  	  

1(50)	  

1(50)	  

8	  (33.3)	  

16	  (66.7)	  

0	  (0)	  

1	  (100)	  

NS	  

EGFR+CTCs	  

EGFR-‐CTCs	  	  

2	  (11.1)	  

16	  (88.9)	  

24	  (35.8)	  

43	  (64.2)	  

1	  (7.7)	  

12	  (92.3)	  

.03	  

HER2+CTCs	  

HER2-‐CTCs	  	  

0	  (0)	  

8	  (100)	  

0	  (0)*	  

16	  (100)	  

0	  (0)	  

2	  (100)	  

Unable	  to	  

determine	  

TOP2A+CTCs	  

TOP2A-‐CTCs	  	  

1	  (12.5)	  

7	  (87.5)	  

1	  (6.3)*	  

15	  (93.7)	  

0	  (0)	  

2	  (100)	  

NS	  
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anticuerpo	   anti-‐CD133	   mostró	   que	   MCF-‐7	   y	   H9	   (	   controles	   positivos)	   expresaban	   CD133,	  

mientras	  que	  la	  expresión	  de	  CD133	  fue	  no	  detectable	  en	  FLG	  y	  ADN1	  (controles	  negativos).	  

VII.8 Expresión	  de	  CD133	  en	  CTCs	  

Se	   analizó	   la	   expresión	   de	   CD133	   en	   20	   pacientes	   en	   las	   que	   se	   aislaron	   CTCs-‐CK+.	   Los	  

experimentos	   de	   doble	   tinción	   con	   anticuerpos	   para	   pan-‐CK	   y	   CD133	   mostraron	  

inmunofluorescencia	  específica	  para	  CK+	  y	  CD133	  en	  13	  de	   las	  20	  pacientes	  analizadas	   (65%)	  

(Figura	   5).	   La	  mediana	  de	  CTCs	  CK+/CD133+	   fue	  de	   1.46	   células	   por	   cada	  10	  ml	   (rango	  1–4).	  	  

También	  se	  observó	  heterogeneidad	  en	  la	  expresión	  de	  CD133	  en	  un	  75%	  de	  las	  CTCs-‐CK+	  en	  

las	  pacientes	  que	  se	  pudieron	  evaluar	  más	  de	  una	  CTC	  (CK+/CD133+	  and	  CK+/CD133-‐	  CTCs	  co-‐

existían	  en	  la	  misma	  muestra).	  

Por	   otra	   parte,	   73	   pacientes	   de	   las	   74	   pacientes	   que	   recibieron	   quimioterapia,	   ya	   que	   una	  

paciente	  retiró	  el	  consentimiento	  informado	  para	  la	  muestra	  secuencial.	  Veinticuatro	  pacientes	  

que	   recibieron	   tratamiento	   endocrino	   como	   tratamiento	   único	   adyuvante	   y	   fueron	   excluidas	  

del	  análisis	  de	  las	  muestras	  secuenciales.	  Con	  respecto	  al	  estado	  de	  CK-‐CD133	  antes	  y	  después	  

de	   quimioterapia,	   la	   presencia	   de	   células	   CK+	   se	   confirmó	   en	   17	   (23.3%)s	   	   pacientes	   en	   	   las	  

muestra	  basal	  y	  en	  	  23	  (31.5%)	  después	  del	  tratamiento	  de	  quimioterapia.	  En	  10	  pacientes	  de	  

las	  17	  analizadas	  (58.8%)	  se	  aislaron	  CTCs/CK+/CD133+	  en	  la	  muestra	  basal	  con	  una	  media	  de	  

1.6	  células	  en	  cada	  10	  ml	  (rango	  1-‐4).	  Once	  de	  las	  23	  (47.8%)	  CK+/CTCs	  analizadas	  presentaron	  

co-‐expresión	  de	  CD133	  con	  una	  media	  de	  1.54	  células	  (1	  to	  3	  CK+/CD1331	  células).	  

Aunque	   la	   proporción	   de	   pacientes	   con	   CTCs	   CK+/CD133+	   fue	   mayor	   en	   las	   muestras	   pre-‐

quimioterapia,	   no	   se	   encontraron	   diferencias	   significativas	   entre	   la	   proporción	   de	   CTCs	  

CK+/CD133+	  antes	  y	  después	  de	  la	  quimioterapia	  (p=0.53).	  	  Es	  importante	  destacar	  de	  que	  en	  la	  

población	   estudiada	   para	   CD133,	   10.2%	   de	   las	   pacientes	   cambiaron	   el	   estado	   de	   las	   CTCs	  
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después	  de	  un	  tratamiento	  sistémico	  y	  se	  aislaron	  en	  ellas	  CTCs-‐CK+.	  De	  estas	  CTCs-‐CK+	  aisladas	  

después	  de	  un	  tratamiento	  sistémico	  5/8	  (62.5%)	  	  también	  co-‐expresaron	  CD133.	  	  

El	   fenotipo	  más	   común	   entre	   las	   pacientes	   CTC-‐CK+	   fue	   CTCs	   CK+/CD133+	   pre-‐tratamiento	   y	  

CTCs-‐negativas	  después	  de	  la	  quimioterapia.	  Cuando	  se	  analizan	  pacientes	  con	  CTCs-‐negativas	  

pre-‐tratamiento	   y	   CTCs	   CK+/CD133+	   post-‐tratamiento	   (n=6),	   dos	   de	   ellas	   presentaron	   una	  

recaída	   precoz	   y	   una	  murió	   debido	   a	   cáncer	   de	  mama	   recurrente.	   Dado	   el	   pequeño	   tamaño	  

muestral	  y	  el	  limitado	  número	  de	  eventos	  en	  los	  grupos,	  el	  efecto	  del	  análisis	  de	  supervivencia	  

sería	  muy	  limitado	  (datos	  no	  mostrados).	  

VII.9 Correlación	  de	  la	  expresión	  de	  CD133	  en	  CTCs	  con	  las	  características	  	  

	  	  	  	  	  	  	  clínico-‐patológicas	  

Se	   estratificaron	   las	   características	   clínico-‐patológicas	   de	   acuerdo	   con	   el	   estado	   de	   las	   	   CTCs	  

CK+/CD133	  antes	  del	  tratamiento	  sistémico	  (Tabla	  5).	  El	  estado	  del	  gen	  HER2	  y	  el	  Ki67	  fueron	  

las	   dos	   únicas	   características	   del	   tumor	   primario	   que	   se	   correlacionaron	   con	   las	   CTCs	  

CK+/CD133+	  	  (p	  =	  0.03	  and	  0.01,	  respectivamente).	  Los	  tumores	  con	  HER2	  nativo	  y	  bajo	  índice	  

de	   proliferación	   (Ki67	   index	   <14%)	   mostraron	   una	   proporción	   más	   elevada	   de	   CTCs	  

CK+/CD133+.	  No	  se	  encontró	  correlación	  entre	  CTCs	  CK+/CD133+	  y	  el	   resto	  de	  características	  

clínico-‐patológicas.	  

	  

Tabla	  5.	  

	  
N(%)	  Ck+/CD133	  +	  	   N(%)	  Ck+/CD133-‐	  	   p(χ2)	  	  

Edad	  

≤	  50	  	  

>	  50	  	  

6(85.7)	  	  

7	  (53.8)	  	  

1(14.3)	  	  

6	  (46.2)	  	  

NS	  	  
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Histología	  

Ductal	  	  

Otros	  

11	  (68.8)	  	  

2(50.0)	  	  

5	  (31.2)	  	  

2(50.0)	  	  

NS	  	  

Clínico	  

Tamaño	  Tumoral	  	  

≤	  2cm	  	  

>	  2-‐5cm	  	  

>	  5cm	  	  

8	  (80)	  	  

3	  (42.9)	  	  

2	  (66.7)	  	  

2	  (20)	  	  

4	  (57.1)	  	  

1	  (33.3)	  	  

NS	  	  

Estado	  nodal	  

N0	  	  

N1-‐2	  	  

Desconocido	  

6(60)	  	  

7(87.5)	  	  

0(0)	  

4(40)	  	  

7	  (38.9)	  	  

2(100)	  

NS	  	  

Grado	  

I	  	  

II	  	  

III	  	  

Unknown	  	  

4(100)	  	  

3	  (75)	  	  

5(45.5)	  	  

1(100)	  	  

0	  (0)	  	  

1(25)	  	  

6	  (54.5)	  	  

0	  (0)	  	  

NS	  	  

Estado	  Hormonal	  	  

RH+	  	  

RH	  -‐	  	  

10	  (76.9)	  	  

3(42.9)	  	  

3	  (23.1)	  	  

4(57.1)	  	  

NS	  	  

Estado	  	  

HER2	  

HER2	  +	  	  

HER2	  -‐	  	  

13	  (76.5)	  	  

0	  (0.0)	  	  

4	  (23.5)	  	  

3	  (100)	  	  

0.03	  

Estado	  

P53	  

P53	  +	  	  

P53	  –	  	  

Desconocido	  

8	  (80)	  	  

1(50)	  	  

4	  (4)	  	  

2	  (20)	  	  

1(50)	  	  

4(50)	  	  

NS	  	  

Ki67%	  	  

≤	  14%	  	  

>	  14%	  	  

8	  (100)	  	  

5	  (41.7)	  	  

0	  (0.0)	  	  

7	  (58.3)	  	  

0.01	  
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67	   pacientes	   luminales,	   43	   (64.2%)	   fueron	   tratadas	   con	   quimioterapia	   adyuvante	   (n=26)	   o	  

neoadyuvante	   (n=17)	   seguido	  de	   tratamiento	  hormonal.	  Siete	   (87.5%)	  pacientes	   tenían	  CTCS-‐

CK+/CD133+	   antes	   del	   tratamiento	   sistémico,	   mientras	   que	   solamente	   1	   (12.5%)	   paciente	  	  

presentó	  CTCS-‐CK+/CD133-‐.	  Después	  del	  tratamiento	  quimioterapico,	  6	  (50%)	  de	  las	  pacientes	  

tenían	  	  CTCS-‐CK+/CD133+	  	  y	  	  6	  (50%)	  CTCS-‐CK+/CD133-‐.	  Cuando	  comparamos	  muestras	  pre-‐	  y	  

post-‐tratamiento,	  no	  encontramos	  cambios	  significativos	  en	  la	  proporción	  de	  CTCS-‐CK+/CD133+	  

(p=0.15).	  

Cuando	   se	   consideraron	   solo	   pacientes	   triple	   negativas,	   17	   (17.3%)	   fueron	   incluidas	   y	   todas	  

habían	   recibido	   quimioterapia.	   Tres	   (50%)	   de	   estas	   pacientes	   tenían	   CTCS-‐CK+/CD133+	   en	   la	  

muestra	   pre-‐tratamiento	   y	   4	   (66.6%)	   pacientes	   persentaron	   CTCS-‐CK+/CD133+	   post-‐

tratamiento.	   	   No	   se	   observaron	   diferencias	   en	   la	   proporción	   de	   CTCS-‐CK+/CD133+	   antes	   y	  

después	   de	   la	   quimioterapia.	   Es	   importante	   destacar	   que	   se	   observó	   un	   enriquecimiento	  

relativo	   de	   CTCS-‐CK+/CD133+	   en	   las	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   triple-‐negativo.	  

Concretamente	  66.6%	  of	  CTCs-‐CK+	  co-‐expresaron	  CD133,	  mientras	  que	  solamente	  50%	  de	   las	  

CTCs-‐CK+	  co-‐expresaban	  CD133	  en	  la	  muestra	  pre-‐tratamiento.	  	  

En	   las	   pacientes	   con	   tumores	  HER2-‐amplificados	   (n=14),	   no	   se	   observaron	   CTCS-‐CK+/CD133+	  	  

antes	  del	  tratamiento	  sistémico,	  mientras	  que	  en	  2	  pacientes	  se	  detectaron	  CTCS-‐CK+/CD133-‐.	  

Una	   de	   las	   5	   (20%)	   pacientes	   con	   CTCS-‐CK+/CD133+	   y	   4	   (80%)	   de	   las	   pacientes	   con	   CTCS-‐

CK+/CD133+-‐	  fueron	  encontradas	  después	  de	  tratamiento	  con	  quimioterapia	  más	  trastuzumab.	  

Tampoco	   se	   observaron	   diferencias	   significativas	   entre	   el	   porcentaje	   de	   CTCS-‐CK+/CD133+	  

antes	  y	  después	  del	  tratamiento	  sistémico.	  También	  se	  observó	  un	  enriquecimiento	  relativo	  en	  

de	   CTCS-‐CK+/CD133+	   en	   las	   pacientes	   con	   tumores	   HER-‐2	   amplificados.	   No	   encontramos	  

correlación	  entre	  CTCS-‐CK+/CD133+	  y	   las	   características	   clínico-‐patológicas	  en	  ningún	   subtipo	  

de	  cáncer	  de	  mama.	  
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VIII. DISCUSIÓN	  

El	   trabajo	   del	   análisis	   de	   cinco	   biomarcadores	   en	   CTCs	   de	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	  

operable	  fue	  el	  primer	  estudio	  en	  analizar	  múltiples	  marcadores	  relavantes	  para	  la	  decisión	  del	  

tratamiento	  sistémico	  en	  esta	  población	  de	  pacientes.	  En	  este	  trabajo,	  el	  ratio	  de	  detección	  de	  

CTC	  en	  un	  volumen	  similar	  de	  sangre	   	  en	   las	  muestras	  basales	  fue	  similar	  a	  otros	  estudios	  en	  

poblaciones	   similares	   usando	   CellSearch	   System	   (Veridex,	   LLC)/	   En	   nuestro	   trabajo	   no	   se	  

observaron	  diferencias	  en	  el	  recuento	  de	  CTCs	  las	  muestras	  de	  antes	  y	  después	  del	  tratamiento	  

sistémico.	  Dado	  el	  número	  limitado	  de	  pacientes	  en	  cada	  grupo	  de	  tratamiento	  no	  se	  pueden	  

sacar	  conclusiones	  definitivas	  en	  cuanto	  a	   los	  cambios	  de	  estado	  de	  CTCs	  en	  muestras	  pre-‐	  y	  

post-‐tratamiento.	  	  

Nuestras	  observaciones	  indican	  que	  el	  análisis	  genotípico	  y	  fenotípico	  de	  las	  CTCs	  es	  altamente	  

dependiente	   del	   ratio	   de	   detección	   en	   los	   tres	   diferentes	   tubos	   y	   el	   bajo	   número	   de	   células	  

capturadas	  en	  el	   contexto	  de	   la	  enfermedad	  no-‐metastásicas.	   	  Es	   importante	  destacar	  que	  el	  

umbral	  de	  1	  CTC	  ha	  demostrado	  valor	  pronóstico	  por	  otros	  autores	  en	  este	  contexto	  clínico	  –	  

esto	  refleja	  que	  el	  sistema	  	  CellSearch	  presenta	  un	  rendimiento	  para	  la	  detección	  de	  CTCs	  bajo	  

en	   este	   mismo	   contexto.	   La	   optimización	   de	   los	   ensayos	   para	   la	   detección	   de	   CTCs	   para	  

procesamientos	   de	   alto	   rendimiento	   se	   requerirá	   para	   la	   caracterización	   global	   de	   CTCs	   y	  

ensayos	  clínicos	  a	  gran	  escala	  que	  incluyan	  CTCs	  como	  parte	  del	  estudio.	  	  

Muchos	  estudios	  han	   intentado	  demostraron	   la	   correlación	  entre	  el	   estado	  de	   las	  CTCs	   y	   los	  

parámetros	  clínico-‐patológicas,	  sin	  embargo;	  los	  datos	  reportados	  son	  aún	  controvertidos.	  Lang	  

y	  su	  equipo	  observaron	  que	  las	  CTCs	  se	  aíslan	  más	  frecuentemente	  en	  pacientes	  con	  tumores	  

HER2-‐amplificado,	  mientras	  que	  otros	  investigadores	  han	  encontrado	  que	  no	  existe	  asociación	  

entre	  el	  estado	  de	  CTCs	  y	  este	  subtipo	  de	  cáncer	  de	  mama	  (149).	  En	  este	  estudio,	   las	  CTCs	  se	  
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detectaron	  con	  más	  frecuencia	  en	  pacientes	  con	  HER2	  nativo,	  mientras	  que	  otros	  parámetros	  

no	  mostraron	  correlación	  con	  el	  estado	  de	  las	  CTCs.	  

Las	  muestras	  no	  detectables	  para	  CTCs	  se	  observaron	  en	  pacientes	  con	  menos	  de	  50	  años	  y/o	  

con	   tumores	   HER2-‐amplificados	   y/o	   G1-‐G2.	   Igual	   que	   en	   la	   enfermedad	   metastásica,	   en	  

pacientes	  con	  factores	  de	  mal	  pronóstico	  no	  se	  detectan	  CTCs.	  	  Estos	  resultados	  aparentemente	  

contradictorios	   podrían	   ser	   explicados,	   al	  menos	   en	   parte,	   por	   la	   adquisición	   de	   un	   fenotipo	  

mesenquimal	   durante	   la	   transición	   epitelio-‐mesenquima.	   CTCs	   derivadas	   de	   la	   EMT	   pueden	  

modular	  su	  fenotipo	  y	  adquirir	  un	  fenotipo	  parecido	  al	  mesenquimal,	  difícil	  de	  detectar	  con	  los	  

métodos	  basados	  en	  la	  detección	  de	  marcadores	  epiteliales.	  Como	  resultado,	  las	  pacientes	  en	  

las	   que	   no	   se	   detectan	   CTCs	   y	   presentan	   factores	   de	  mal	   pronóstico	   podrían	   representar	   un	  

grupo	   de	   pacientes	   con	   un	   fenotipo	   de	   TEM	  parcial	   o	   completa	  más	   que	   una	   población	   con	  

CTCs	  indetectables.	  	  En	  esta	  población	  de	  pacientes,	  menos	  de	  un	  35%	  de	  pacientes	  cambiaron	  	  

su	  estado	   lo	  que	   sugeriría	  que	   la	  dinámica	  de	   las	  CTCs	  probablemente	  es	  neutral	   (Casos	   con	  

positivización	  y	  casos	  con	  negativización	  de	  las	  CTCs).	  	  

Estos	  hallazgos	  divergen	  de	   los	  datos	  publicados	  previamente	  (81,	  110),	   los	  cuales	  reportaron	  

una	  ratio	  de	  detección	  de	  CTCs	  más	  baja	  después	  del	  tratamiento	  sistémico,	  especialmente	  en	  

aquellas	   pacientes	   que	   han	   recibido	   tratamiento	   contra	  HER2	   (110,	   150).	   Estas	   discrepancias	  

podrían	  explicarse,	  al	  menos	  en	  parte,	  por	  el	  hecho	  de	  que	  en	  nuestro	  estudio	  se	  analizaron	  30	  

mL	  en	  lugar	  de	  7.5	  mL	  y	  porque	  el	  14.3%	  de	  nuestros	  pacientes	  recibieron	  trastuzumab	  como	  

parte	  de	  su	  tratamiento.	  	  

En	  concordancia	  con	  el	  estudio	  de	  Fehm	  y	  sus	  colegas(95),	  nuestros	  hallazgos	  muestran	  que	  la	  

expresión	  del	  RE	  y	  del	  RP	  en	  CTCs	  no	  se	  correlaciona	  con	  la	  expresión	  de	  RE	  y	  RP	  en	  el	  tumor	  

primario.	  En	  nuestro	  estudio	  se	  demostró	  que	  existen	  diferentes	  subpoblaciones	  de	  CTCs	  en	  la	  

misma	   muestra	   de	   sangre	   con	   diferentes	   fenotipos	   con	   respecto	   a	   los	   RH.	  
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Desafortunadamente,	   con	   los	   métodos	   basados	   en	   el	   análisis	   de	   RNA	   no	   podemos	   evaluar	  

células	  de	  forma	  individual	  y	  evaluar	  la	  heterogeneidad	  entre	  las	  diferentes	  subpoblaciones	  de	  

CTCs.	   En	   cambio,	   las	   técnicas	   basadas	   en	   IF	   ofrecen	   una	   caracterización	  más	   detallada	   de	   la	  

subpoblaciones	  de	  CTCs.	  Por	  lo	  tanto,	  se	  podría	  especular	  que	  la	  expresión	  diferencial	  de	  los	  RH	  

en	   la	  misma	  paciente	  podría	   en	  parte	   explicar	   diferencias	   en	   la	   respuesta	   a	   los	   tratamientos	  

endocrinos	   y	   quimioterápicos-‐	   aunque	   esta	   asociación	   necesita	   ser	   evaluada	   más	  

extensamente.	  Los	  cambios	  en	  el	   fenotipo	  RE/RP	  o	   la	  persistencia	  de	  estos	  fenotipos	  en	  CTCs	  

diferentes	   al	   tumor	   primario	   se	   observó	   también	   en	   las	   muestras	   después	   del	   tratamiento	  

sistémico.	   Dado	   que	   todas	   las	   pacientes	   con	   muestras	   secuenciales	   habían	   recibido	  

quimioterapia,	   no	   se	   puede	   excluir	   que	   los	   fenotipos	   de	   las	   CTCs	   en	   las	   muestras	   post-‐

quimioterapia	  sean	  influenciada	  por	  la	  interacción	  de	  las	  CTCs	  con	  la	  quimioterapia.	  	  	  	  

La	  proteína	  EGFR	   se	  encontró	   expresada	  en	  el	   27%	  de	   las	  CTCs	  en	   las	  muestras	  basales	   y	   su	  

expresión	   en	   CTCs	   se	   correlacionó	   solamente	   con	   los	   pacientes	   con	   tumores	   primarios	   RH+	  

solamente.	  Datos	  preclínicos	  han	  proporcionado	  evidencia	  de	  que	  existe	   asociación	  entre	   los	  

factores	   de	   crecimiento	   y	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   RE	   (151)	   puede	  mediar	   el	   desarrollo	   de	  

resistencia	  a	  tratamientos	  endocrinos	  en	  la	  enfermedad	  RH+,	  aunque	  la	  expresión	  de	  EGFR	  en	  

las	  células	  tumorales	  ha	  sido	  más	  ampliamente	  relacionada	  con	  los	  tumores	  triple	  negativos.	  El	  

mecanismo	  biológico	  propuesto	  para	  explicar	  cómo	  las	  vías	  de	  señalización	  de	  los	  factores	  de	  

crecimiento	  llevan	  a	  la	  resistencia	  a	  tratamientos	  endocrinos	  es	  controvertida(86,	  152,	  153).	  En	  

base	   a	   nuestros	   hallazgos,	   hipotetizamos	   que	   las	   CTCs-‐CK+/CD133+	   podrían	   representar	   un	  

marcador	   negativo	   de	   respuesta	   por	   ejemplo	   a	   los	   tratamientos	   endocrinos	   en	   las	   pacientes	  

con	   cáncer	   de	   mama	   RH+.	   	   Además,	   	   menos	   del	   25%	   de	   pacientes	   con	   CTCs-‐CK+/EGFR+	   se	  

convirtieron	  en	  CTCs-‐CK+/EGFR-‐	  después	  del	  tratamiento,	  sugiriendo	  que	  tratamientos	  como	  la	  

quimioterapia	   o	   trastuzumab	   podrían	   erradican	   solo	   parcialmente	   subpoblaciones	   de	   CTCs-‐

CK+/EGFR+.	  
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Somos	   totalmente	   conscientes	   de	   que	   nuestros	   resultado	   deben	   ser	   interpretados	   con	  

prudencia	   dado	   que	   el	   tamaño	  muestra	   es	   limitado	   y	   el	   número	   de	   eventos	   limita	   nuestras	  

conclusiones.	  	  

La	   sobrexpresión	  de	  HER2	  en	  CTCs	  en	  pacientes	   con	  cáncer	  de	  mama	  se	  ha	  caracterizado	  en	  

múltiples	   estudios(110,	   114,	   126).	   Existen	   discrepancias	   en	   el	   estado	   de	  HER2	   en	   CTCs	   y	   sus	  

tumores	   primarios	   correspondientes	   tanto	   en	   pacientes	   con	   tumores	   precoces	   como	  

metastásicos	   (110,	   114).	   En	   nuestro	   estudio,	   el	   ratio	   de	   detección	   de	   CTC	   con	   el	   HER2	  

amplificado	  fue	  detectado	  mediante	  FISH	  fue	  nulo	  en	  las	  muestras	  basales,	  lo	  cual	  difiere	  de	  los	  

datos	  reportados	  por	  otros	  grupos	  usando	  técnicas	  de	  IF.	  La	  falta	  de	  expresión	  de	  HER2	  en	  CTCs	  

puede	  ser	  influenciada	  por	  el	  hecho	  que	  las	  poblaciones	  de	  CTCs	  son	  heterogéneas	  y	  el	  análisis	  

de	  un	  pequeño	  número	  de	  CTCs	  puede	   infraestimar	   las	  poblaciones	  HER2+.	  Además,	   las	  CTCs	  

con	  IF	  clasificada	  como	  2+	  HER2	  (expresión	  moderada	  de	  HER2)	  no	  está	  bien	  definido	  y	  podría	  

justificar	  parcialmente	  casos	  CTCs-‐CK+/HER2-‐.	  El	  test	  óptimo	  para	  determinar	  el	  estado	  de	  HER	  

en	  CTCs	  aún	  no	  está	  establecido.	  Aunque	  las	  técnicas	  de	  IHC	  son	  el	  método	  de	  evaluación	  para	  

el	  estado	  de	  HER2,	  IHC	  y	  IF	  solamente	  no	  puede	  ser	  recomendado	  actualmente	  para	  seleccionar	  

paciente	  para	  tratamientos	  contra	  HER2.	  	  

Existen	  estudios	  que	  han	  demostrado	  que	  la	  amplificación	  de	  TOP2A	  en	  los	  tumores	  de	  cáncer	  

de	   mama	   no	   está	   confinado	   a	   aquellos	   casos	   que	   presentan	   amplificación	   concomitante	   de	  

HER2,	  sugiriendo	  que	  una	  proporción	  de	  pacientes	  con	  tumores	  HER2-‐	  presentan	  alteraciones	  

en	   el	   gen	   de	   la	   TOPA2(154,	   155).	   En	   nuestro	   estudio,	   se	   observaron	   CTCs	   con	   el	   gen	   de	   la	  

TOPA2	  amplificado	  procedente	  de	  tumores	  primarios	  HER2-‐	  -‐	  dado	  que	  el	  gen	  del	  HER2	  no	  se	  

encontró	   amplificado	   en	   las	   CTCs-‐	   estos	   dados	   son	   consistentes	   con	   las	   observaciones	   en	  

tumores	   primarios	   de	   cáncer	   de	   mama(155,	   156)	   .	   Después	   de	   3	   ciclos	   de	   quimioterapia	  

adyuvante,	   se	   observó	   en	   un	   solo	   caso	   con	   el	   tumor	   primario	   con	   los	   genes	   del	   Erbb2	   and	  

TOP2A	  nativos	  y	   	  co-‐amplificación	  de	  HER2	  y	  TOP2A	  en	   las	  CTCS.	  Este	  hallazgo	  es	  consistente	  
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con	   un	   cambio	   de	   genotipo	   y	   posiblemente	   una	   vía	   alternativa	   de	   señalización	   de	   la	  

enfermedad	  circulante	  de	  tumores	  HER2-‐.	  	  Ya	  que	  todos	  los	  pacientes	  de	  los	  que	  se	  analizaron	  

muestras	  secuenciales	  habían	  recibido	  quimioterapia,	  no	  podemos	  excluir	  que	  las	  alteraciones	  

de	  HER2	  y	  TOPA2	  en	  CTCS	  después	  del	  tratamiento	  sistémico	  estén	  también	  influenciadas	  por	  

este	   tratamiento.	   Tanto	   estos	   hallazgos,	   como	   investigaciones	   por	   parte	   de	   otros	   grupos,	  

genera	  la	  hipótesis	  de	  que	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  HER2-‐	  con	  CTCs	  con	  co-‐	  amplificación	  

de	  los	  genes	  HER2	  y	  TOPA2	  podrían	  beneficiarse	  de	  tratamientos	  combinados	  de	  terapias	  anti-‐

HER2	  y	  antraciclinas.	  	  

CTCs-‐CK+/HER2-‐	  fueron	  aisladas	  en	  pacientes	  	  con	  tumores	  primarios	  tanto	  HER2-‐	  como	  HER2+	  

después	   de	   un	   tratamiento	   sistémico	   y	   trastuzumab-‐	   cuando	   estaba	   recomendado.	   Estos	  

hallazgos	  sugieren	  que	  en	   las	  pacientes	  con	  tumores	  malignos	  de	  mama	  HER2-‐amplificado	  en	  

las	  que	  se	  aíslan	  CTCs-‐CK+/HER2-‐	  después	  de	  un	  tratamiento	  con	  trastuzumab.	  Es	   importante	  

destacar	   que	   los	   agentes	   anti-‐HER2	   se	   administran	   de	   forma	   concomitante	   o	   secuencial	   con	  

quimioterapia	  (103,	  157)	  y	  el	  mecanismo	  por	  el	  cual	  las	  CTCs-‐CK+/HER2-‐	  persisten	  después	  de	  

esos	  tratamientos	  es	  actualmente	  desconocido.	  	  

La	  selección	  de	  los	  tratamientos	  para	  el	  cáncer	  de	  mama	  se	  basa	  en	  predictores	  de	  respuesta	  

estándar	  como	  son	  la	  expresión	  de	  RH	  	  para	  los	  tratamientos	  hormonales	  y	  el	  estado	  de	  HER2	  

para	   los	   tratamientos	   anti-‐HER2.	   	  De	   los	   biomarcadores	   evaluados	   en	  CTCs,	   solamente	  CTCs-‐

CK+/EGFR+	  fueron	  detectadas	  más	  frecuentemente	  en	  tumores	  luminales	  en	  comparación	  con	  

los	   tumores	   triple-‐negativos	   y	   tumores	   HER2	   amplificados.	   	   Podríamos	   especular	   que	   las	  

asociación	   entre	   CTCs-‐CK+/EGFR+	   y	   las	   pacientes	   luminales,	   sería	   explicado	   al	   menos	  

parcialmente	   por	   un	   número	   elevado	   de	   células	   que	   expresan	   EGFR	   involucradas	   en	   la	  

invasividad	  y	  la	  migración	  de	  células	  tumorales	  (121,	  158)-‐	  a	  pesar	  de	  que	  la	  expresión	  del	  EGFR	  

ha	  sido	  ampliamente	  relacionado	  con	  niveles	  bajos	  de	  RH,	  proliferación	  elevada,	   inestabilidad	  

genómica	  y	   sobreexpresión	  de	  HER2(159).	  Aunque	  está	  por	  determinar,	  una	  posibilidad	   sería	  
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que	   los	   tumores	   luminales	   podrían	   ser	   más	   dependientes	   de	   este	   mecanismo	   para	   su	  

diseminación	  que	  otros	  subtipos	  de	  tumores	  malignos	  de	  mama.	  

En	   base	   a	   la	   evidencia	   de	   la	   implicación	   de	   CD133	   como	   marcador	   de	   célula	   madre,	   en	   la	  

migración	  celular	  y	  el	  proceso	  de	  VM,	  nuestra	  hipótesis	  fue	  que	  CD133	  podría	  ser	  un	  marcador	  

expresado	  en	  CTCs	  en	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  no-‐	  metastásica	  y	   jugar	  un	  papel	  en	   la	  

resistencia	  a	  quimioterapia.	  	  

En	  la	  parte	  del	  estudio	  en	  la	  cual	  se	  estudió	  la	  expresión	  de	  CD133	  en	  CTCs,	  se	  demostró	  que	  

una	   proporción	   elevada	   de	   CTCs-‐CK+	   co-‐expresaban	   CD133	   antes	   y	   después	   de	   la	  

quimioterapia.	  La	  elevada	  incidencia	  de	  pacientes	  con	  CTCs-‐CK+/CD133+	  resalta	  la	  importancia	  

de	   esta	   subpoblación	   en	   el	   pool	   total	   de	   CTCs.	   	   La	   mayoría	   de	   las	   muestras	   con	   CTCs-‐

CK+/CD133+	  también	  contenían	  CTCs-‐CK+/CD133-‐.	  Este	  mismo	  fenómeno	  también	  se	  observó	  

cuando	  se	  analizaron	  el	  RE	  y	  el	  RP	  de	  la	  misma	  población	  de	  pacientes.	  	  La	  heterogeneidad	  en	  la	  

expresión	   de	   CD133	   y	   RH	   en	   las	   CTCs	   apoya	   el	   concepto	   de	   heterogeneidad	   intratumoral,	   la	  

cual,	  parece	  ser	  una	  característica	  generalizada	  en	  los	  tumores	  primarios	  y	  también	  en	  las	  CTCs.	  

En	  resumen,	  nuestras	  observaciones	  añaden	  más	  evidencia	  de	  la	  naturaleza	  heterogénea	  de	  las	  

CTCs	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  operables.	  	  

Recientemente,	   Park	   y	   sus	   colegas	   han	  mostrado	   que	   la	   frecuencia	   de	  marcadores	   de	   célula	  

madre	   y	   de	  marcadores	   epiteliales	   -‐más	   diferenciados-‐	   	   varía	   de	   acuerdo	   con	   el	   subtipo	   y	   la	  

histología	   del	   cáncer	   de	  mama(160).	   Por	   lo	   tanto,	   nos	  pareció	  de	   interés	   correlacionar	  CTCs-‐

CK+/CD133+	   con	   las	   características	   clínico-‐patológicas	   de	   las	   pacientes	   con	   cáncer	   de	  mama.	  

CTCs-‐CK+/CD133+	   fueron	  asociadas	  de	   forma	   significativa	   con	  el	   estado	  de	  HER2	  nativo	   y	  un	  

bajo	   índice	   de	   proliferación	   en	   los	   tumores	   primarios.	   Esta	   observación	   sugiere	   que	   la	  

heterogeneidad	   genética	   es	   importante	   para	   promover	   la	   diversidad	   de	   la	   expresión	   de	   los	  

marcadores	  de	  célula	  madre	  en	  las	  células	  tumorales.	  	  
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La	  expresión	  de	  marcadores	  de	  célula	  madre	  en	  CTCs	  también	  se	  ha	  asociado	  a	   la	   resistencia	  

primaria	  a	  los	  tratamientos	  anti-‐cáncer	  y	  al	  fallo	  del	  tratamiento.	  Consecuentemente,	  las	  CTCs	  

con	   un	   fenotipo	   de	   célula	  madre	   podrían	   plantear	   un	   reto	   clínico	   a	   la	   hora	   de	   erradicar	   por	  

completo	   la	   enfermedad	  mínima	   residual.	   	   En	   contraste	   con	   los	   tumores	   primarios,	   las	   CTCs	  

procedentes	   de	   pacientes	   con	   enfermedad	   metas	   tatica	   que	   mostraron	   una	   incidencia	   más	  

elevada	   de	   CTCs	   con	   un	   fenotipo	   de	   célula	  madre	   después	   de	   la	   quimioterapia(67,	   161).	   Sin	  

embargo,	   no	   encontramos	   tales	   diferencias	   en	   la	   población	   global	   en	   nuestro	   estudio.	   En	  

cambio,	  cuando	  se	  analizó	  la	  población	  de	  pacientes	  de	  acuerdo	  a	  los	  subtipos	  tumorales,	  CTCs-‐

CK+/CD133+	   difirieron	   significativamente	   entre	   los	   subtipos	   de	   cáncer	   de	   mama	   con	   un	  

porcentaje	  más	   elevado	   de	   CTCs-‐CK+/CD133+	   en	   las	   pacientes	   con	   tumores	   luminales	   en	   las	  

muestras	   basales.	   Sin	   embargo,	   estas	   diferencias	   desaparecieron	   en	   las	   muestras	   post-‐

tratamiento	   sistémico.	   Este	   resultado	   podría	   a	   su	   vez	   explicar	   el	   enriquecimiento	   relativo	   de	  

CTCs-‐CK+/CD133+	  en	  aquellas	  pacientes	  con	  tumores	  triple	  negativo	  o	  con	  el	  HER2	  amplificado.	  	  

De	   cualquier	   manera,	   estos	   resultados	   son	   preocupantes	   dado	   que	   aislamos	   CTCs	   con	  

propiedad	   de	   célula	   madre	   tumoral	   después	   de	   un	   tratamiento	   sistémico	   incluyendo	  

poliquimioterapia	  y	  trastuzumab	  en	  aquellas	  pacientes	  con	  tumores	  HER2+.	  De	  hecho,	  dos	  de	  

las	  4	  pacientes	  con	  tumores	  triple	  negativos	  en	  las	  que	  aislamos	  CTCs-‐CK+/CD133+	  después	  del	  

tratamiento	   quimioterapico,	   recayeron	   en	   los	   dos	   años	   siguientes	   a	   la	   obtención	   de	   esta	  

muestras.	   Sin	   embrago,	   no	   podemos	   descartar	   la	   posibilidad	   de	   que	   no	   encontramos	  

diferencias	  significativas	  debido	  a	  la	  falta	  de	  seguimiento	  y	  al	  insuficiente	  tamaño	  muestral	  para	  

detectar	   diferencias	   relacionadas	   con	   un	   evento	   que	   ocurre	   con	   tan	   poca	   frecuencia	   en	   el	  

contexto	  de	  enfermedad	  no-‐metastásica.	  	  

Muchos	  grupos	  han	  evaluado	  marcadores	  de	  célula	  madre	  en	  cáncer	  de	  mama	  como	  CD44	  y	  

ALDH1	   en	   	   CTCs	   (67,	   124,	   131).	   Dado	   que	   CD133	   juega	   un	   papel	   como	  marcador	   de	   célula	  

madre	   en	   el	   cáncer	   de	   mama	   en	   estudios	   preclínicos;	   nuestras	   observaciones	   podrían	   ser	  
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consistentes	   con	   los	   resultados	   de	   Mani	   y	   colegas(45).	   Este	   grupo	   mostró	   que	   las	   células	  

epiteliales	  inducidas	  a	  entrar	  en	  el	  proceso	  de	  transición	  epitelio-‐mesenquimal	  en	  modelos	  de	  

cáncer	  de	  mama	  adquieren	  propiedades	  de	  células	  madre.	  	  

El	   proceso	   de	   la	   VM	   describe	   la	   habilidad	   de	   células	   tumorales	   altamente	   agresivas	   para	  

expresar	  genes	  asociados	  a	  células	  endoteliales	  y	  formar	  redes	  similares	  a	  neovasos.	  	  Diferentes	  

investigadores	  han	  mostrado	  en	  cáncer	  de	  colon	  y	  melanoma	  que	  la	  actividad	  funcional	  de	  este	  

proceso	   y	   sus	   implicaciones	   en	   la	   migración	   y	   el	   sembrado	   de	   células	   tumorales(162,	   163).	  

Aunque	  hasta	  el	  momento	  solo	  existe	  evidencia	  pre-‐clínica	  del	  papel	  de	  las	  células	  de	  cáncer	  de	  

mama	   CD133+	   en	   el	   proceso	   de	   VM;	   nuestros	   resultados	   podrían	   sugerir	   que	   las	   CTCs-‐

CK+/CD133+	  representan	  células	  con	  propiedades	  multipotenciales	  subyacentes	  al	  proceso	  de	  

VM.	   Además,	   las	   propiedades	  migratorias	   y	   su	   contribución	   en	   este	   proceso	   de	   a	   las	   células	  

tumorales	  CD133+	  podría	  explicar	  la	  diseminación	  de	  un	  gran	  pool	  	  de	  células	  CTCs-‐CK+/CD133+	  

en	  el	  torrentes	  sanguíneo	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama.	  

Si	  se	  toman	  todos	  los	  datos	  en	  consideración,	  aun	  sabiendo	  que	  nuestras	  observaciones	  no	  son	  

mecanísticas,	   	   las	  CTCs-‐CK+/CD133+	  podrían	  estar	   implicadas	  en	   le	  diseminación	   tumoral	  y	  al	  

final	  en	  el	  proceso	  de	  metastatización.	  De	  forma	  importante,	  los	  genes	  implicados	  en	  el	  proceso	  

de	  VM	  podrían	  ser	  categorizados	  en	  vías	  de	  señalización	  asociados	  a	  señales	  relacionados	  con	  

las	   células	   madre	   y	   la	   vascularización,	   los	   cuales	   podrían	   a	   su	   vez,	   ser	   dianas	   para	   terapias	  

dirigidas.	  	  Un	  gente	  nuevo,	  	  Salinomicina	  disminuye	  la	  proporción	  de	  células	  de	  cáncer	  de	  mama	  

CD44high/CD24low	   	   y	   su	   uso	   en	   ratones	   experimentales	   inhibe	   el	   crecimiento	   tumoral	   ‘in	   vivo’	  

(164).	   Específicamente,	   Salinomicina	   se	   dirige	   a	   las	   subpoblaciones	   de	   células	   CD133	   y	  

disminuye	   los	   rasgos	   malignos	   de	   líneas	   celulares	   de	   colon(165).	   Además,	   existe	   evidencia	  

experimental	  de	  que	  bloquear	  las	  vías	  implicadas	  en	  el	  proceso	  de	  VM	  podría	  ser	  exitoso	  para	  

inhibir	  el	  crecimiento	  tumoral.	  Por	  ejemplo,	  la	  rapamicina	  (un	  inhibidor	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  

de	  mTOR	   y	   VEFG),	   y	   un	   inhibidor	   de	   la	   angiogénesis	   que	   puede	   suprimir	   el	   proceso	   de	   VM	  
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guiado	  por	  las	  células	  tumorales	  mediante	  la	  supresión	  del	  crecimiento	  del	  endotelio	  vascular,	  

las	  metaloproteinasas	  de	  la	  matriz	  y	  el	  factor	  inducible	  mediante	  la	  hipoxia	  1(166).	  	  

La	  interrupción	  de	  la	  cascada	  metastásica	  a	  través	  del	  tratamiento	  de	  las	  CTCs	  es	  una	  estrategia	  

muy	   prometedora.	   La	   disponibilidad	   de	   tratamientos	   dirigidos	   aumenta	   el	   interés	   para	   la	  

caracterización	   de	   las	   CTCs	   en	   particular	   en	   aquellas	   pacientes	   sin	   evidencia	   de	   enfermedad	  

metastásica	  las	  cuales	  son	  potencialmente	  curables.	  	  

	  

IX. CONCLUSIONES	  

 Las	   CTCs	   de	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   no-‐metastásica	   mostraron	   considerable	  

heterogeneidad	   en	   la	   expresión	   de	   los	   RH	   y	   EGFR	   y	   la	   amplificación	   de	   los	   genes	   de	  

HER2	   y	   TOP2A	   analizados	   en	   el	   trabajo	   de	   los	   cinco	   biomarcadores.	   Además,	   no	   se	  

encontró	  	  correlación	  entre	  los	  marcadores	  en	  el	  tumor	  primario	  y	  sus	  correspondientes	  

CTCs	  tanto	  antes	  como	  después	  de	  la	  quimioterapia.	  

 No	  se	  objetivo	  una	  clara	  asociación	  entre	  el	  estado	  de	  los	  RH,	  los	  genes	  HER2	  y	  TOPA2	  

en	  las	  CTCs	  y	  los	  subtipos	  de	  cáncer	  de	  mama	  lo	  cual	  podria	  contribuir	  a	  la	  diversidad	  de	  

los	   perfiles	   de	   expresión	   genética	   y	   los	   resultados	   clínicos	   dentro	   de	   los	   subtipos	   de	  

cáncer	  de	  mama	  

 Evaluamos	  por	  primera	  vez	  la	  expresión	  de	  CD133	  en	  CTCs	  de	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  

mama	   no	   metastásica,	   un	   marcador	   de	   célula	   madre	   e	   involucrado	   en	   la	   migración	  

celular	  y	  el	  proceso	  de	  ‘vasculogenic	  mimicry’.	  

 La	   expresión	   de	   CD133	   en	   CTCs	   se	   detectó	   más	   frecuentemente	   en	   pacientes	   con	  

tumores	   primarios	   luminales	   en	   las	   muestras	   basales	   sugiriendo	   que	   la	   expresión	   de	  

marcadores	  de	  células	  madre	  podría	  ser	  específica	  de	  subtipo	  de	  cáncer	  de	  mama.	  
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 	  El	   enriquecimiento	   de	   CTCs-‐CK+/CD133+	   en	   los	   subtipos	   de	   cáncer	   de	   mama	   no	  

luminales	  	  después	  del	  tratamiento	  sistémico	  sugiere	  su	  papel	  potencial	  en	  el	  desarrollo	  

de	  resistencia	  a	  tratamientos	  quimioterapico.	  	  

 Un	  estudio	  más	  extenso	  tanto	  preclínicos	  como	  clínicos	  	  serán	  necesarios	  para	  confirmar	  

el	   papel	   de	   CD133	   en	   la	   resistencia	   a	   quimioterapia	   y	   su	   papel	   como	   diana	   para	  

tratamientos	  anti-‐células	  madre	  y	  anti-‐vasculares.	  	  
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