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RESUMEN

Las metastasis de los tumores sélidos se pro-
ducen cuando las células de un carcinoma primario
0 metastasico migran en el sistema circulatorio y
proliferan en lugares distantes. Los carcinomas
son de origen epitelial y no es habitual que estas
células se encuentren en el torrente circulatorio. En
los ultimos 20 a 30 afos se han utilizado diferen-
tes métodos y tecnologias para la determinacién
de células tumorales circulantes (CTC) en sangre
periférica y médula 6sea. Pero estos sistemas de re-
coleccién (Cyto-spins, magnetic beads, latex beads,
cell-sorting (flow cytometry), density-gradient media,
column separation) o de analisis (Immuno-staining,
flow cytometry, Imnunohistochemistry, Fluorescence
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in situ hybridization, nucleic acid probes) presen-
tan inconvenientes en cuanto a que son técnicas
manuales y no estandarizadas de interpretacion
subjetiva, algunas sin validadacion, con ausencia
de un sistema de analisis especificamente disefiado
para laboratorios clinicos RUO “components”y au-
sencia de evidencia clinica constatada que soporte
la adopcidn del estudio de las CTC por los clinicos.

El sistema de deteccion CellSearch representa
la primera tecnologia automatizada y estandariza-
da que fue aprobada por la FDA para predecir la
progresion y la supervivencia libre de enfermedad
en el cancer de mama metastasico. La presencia
de células tumorales circulantes (CTC) en sangre
periférica detectadas con CellSearch® circulating
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Tumor Cell System, esta asociada a menor su-
pervivencia libre de enfermedad (SLE) y menor
supervivencia global (SG) en pacientes de cancer
de mama, colorrectal y de préstata metastatizante.

Palabras clave: células tumorales circulantes
(CTC), tumores solidos y metastasis.

ABSTRACT

Metastasis of solid tumors occurs when cells in
a primary or metastatic carcinoma migrate through
the circulation and proliferate at distant sites. Car-
cinomas are of epithelial origin and their cells are
seldom seen in the bloodstream. In last decades,
different methods and technologies for the identifi-
cation of circulating tumor cells (CTC) in peripheral
blood and bone marrow have been used. But co-
llection systems (Cyto-spins, magnetic beads, latex
beads, cell-sorting -flow cytometry- density-gradient
media, column separation) or testing (Immune-
staining, flow cytometry, Immunohistochemistry,
Fluorescence in situ hybridization, nucleic acid
probes) have drawbacks; they have no standar-
dized manual and subjective interpretation, some
are not validated, no analysis system have been
specifically designed for clinical laboratory RUO
“components” and no proven clinical evidence sup-
ports routine CTC determination in clinical practice.
CellSearch detection system represents the first
automated and standardized technology that was
approved by the FDA for predicting progression and
disease-free survival in metastatic breast cancer. The
presence of circulating tumor cells (CTC)in peripheral
blood detected circulating Tumor Cell CellSearch ®
System, is associated with lower disease-free survival
(DFS) and shorter overall survival (OS) in patients
with metastatic breast, colorectal and prostate cancer.

Key words: Circulating tumor cells (CTC), solid
tumor, metastasis.

INTRODUCCION

Los tumores epiteliales agrupan aproxima-
damente el 80% de la patologia oncologica. Las
metastasis son la principal causa de morbilidad y
mortalidad en pacientes con tumores sélidos espe-
cialmente localizados en mama, colon, estésmago,
prostata y pulmoén. El concepto de metastasis eng-
loba un complejo proceso de acontecimientos: las
células neoplasicas del tumor primario atraviesan
la membrana basal, penetran por las vias linfaticas
y los vasos sanguineos y se dispersan a tejidos
distantes. (1,2,3) Esta capacidad de metastasis de
los tumores sélidos a un sitio distante ha llevado
a los investigadores a proponer que estos tienen
fases “leucémicas”, similares a las que se conocen
en los linfomas. (4)

La determinacion de células tumorales circu-
lantes (CTC) no es un concepto nuevo, en 1869
Ashworh publicé un caso donde las células malignas
similares a las del tumor primario circulaban en san-
gre periférica. (5) Estas observaciones permitieron
que durante mucho tiempo, se supusiera que su
presencia significaba una progresion de la enferme-
dad neoplasica maligna y que se podia relacionar
directamente con las metastasis tumorales. Pero su
verdadero significado bioldgico no habia podido ser
establecido, debido a su escaso numero y por no
contar con técnicas que permitieran su aislamiento
e identificacion eficaz (6-7).

La deteccion de las CTC puede demostrar
no solo la agresividad del cancer originario con
capacidad de lanzar células tumorales a la san-
gre periférica y la consiguiente potencialidad de
desarrollar las metastasis, sino también su pre-
sencia per se y su facultad hipotética de iniciar la
diseminacion de una generaciéon de CTC diferente
desde las nuevas localizaciones metastaticas.
Las CTC dependientes de los clones del tumor
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primario pueden ser detectadas incluso antes que
el tumor donde se originan e incluso se identifican,
y a menudo persisten, después de que el tumor se
ha extirpado. Por tanto, la determinacion de CTC
ayudaria extraordinariamente a estudiar aspectos
fundamentales de la Oncologia, tanto en lo refe-
rente al diagndstico como a la estadificacion y al
pronéstico. Mas aun, abre nuevas expectativas en
la evaluacién de la respuesta de los canceres ante
las diferentes terapias —quirurgicas, farmacol6gi-
cas o radioterapicas— de forma individual, rapida
y precisa, asi como en su posterior modulacion
terapéutica si fuera necesario (8,9).

La determinacion de las CTC en los laboratorios
clinicos es un anhelo insatisfecho durante muchisimo
tiempo y la complejidad es su deteccion se debe a
Su escasa presencia en el torrente sanguineo. En los
ultimos afios se ha avanzado en la determinacion
delas CTC en los tumores solidos tanto en sangre
periférica como en médula 6sea, debido al desa-
rrollo de nuevas técnicas de inmunohistoquimica,
biologia molecular y citometria de flujo; pero estas
no han logrado ser automatizadas-estandarizadas
y reproducibles hasta ahora, lo que si se ha logra-
do con el sistema CellSearch® circulating Tumor
Cell System, el cual permite el uso de protocolos
estandares para la preparacion de las muestras y

la interpretacion de los resultados y es capaz de
detectar en sangre periférica, 1 CTC por 1x10%7
células mononucleares mediante inmunomagne-
tismo (10, 11,12).

El sistema semiautomatico CellSearch Epithelial
Cell Kit (Veridex®) es el nico aprobado actualmente
por la FDA (US Food and Drug Administration) para
la determinacién de CTC en pacientes con cancer
de mama, colorrectal y prostata (13,14,15).

La determinacién de CTC en sangre periférica
con CellSearch® se puede realizar en cualquier
momento de la enfermedad permitiendo valorar el
prondstico del paciente y predecir la sobrevida libre
de enfermedad y una sobrevida global. Ademas,
nos permite la monitorizacion de estos pacientes
junto con los métodos clinicos actuales (Ver tabla 1).

Actualmente se trabaja en otros sistemas de
deteccién através de RT-PCR (transcriptasa reversa
y reaccion en cadena de polimerasa), CTC-chip
(microchips), microfiltro, citometria de flujo, FAST
(método citométrico) y FISH (hibridacion in situ
fluorescente). Estas técnicas se encuentran en
investigacion o requieren ensayos clinicos para
poder ser validadas. (16) (Ver tabla 2.)

Tabla 1. Importancia de las CTC en su deteccién, determinacién del nUmero y caracterizacion celular.

CTC
Deteccion y determinacion del nimero

CTC
Caracterizacion

Establecen el prondstico en tumores sélidos y vigilan la recurrencia
de la enfermedad.

Determinan los factores prondsticos y predictivos de los tumores
solidos.

Estudian si el tratamiento tiene respuesta antitumoral.

Vigilan la diseminacién, la resistencia a medicamentos y que terapias
inducen la muerte celular tumoral.
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Por tanto, las biopsias del tumor no invasivas
son unarealidad y el seguimiento de los tratamientos
podria realizarse tan frecuentemente como fuera
necesario y ademas nos permitirian monitorizar el
genotipo del tumor durante el tratamiento. Las CTC
aisladas con estas tecnologias pueden asemejarse
a una -Biopsia Liquida- con capacidad de estudio
molecular individualizado (mutaciones, genes de
resistencia conocidos a farmacos, nuevos marcado-
res tumorales, etc.) y especifico de cada paciente.

DETECCION DE CELULAS TUMORALES
CIRCULANTES MEDIANTE
INMUNOMAGNETISMO

Principios bdsicos

El principio de las metastasis en el cancer,
consiste en la migracioén de las células malignas
al sistema circulatorio y su localizacion posterior
en organos distantes. Asi vemos como el cancer

de préstata metastatisa al tejido 6seo, el cancer
de mama al pulmdn o el cancer colorrectal al
tejido hepatico, como primer lugar anatémico de
localizacion (17).

1. La muestra

La muestra basal se recoge antes de comenzar
cualquier régimen de quimioterapia. Las muestras
posteriores se extraen en intervalos de 3 0 4 se-
manas, para seguir los niveles de CTC durante el
tratamiento.

Si el paciente recibe doxorubicina, se debe
esperar a que transcurran al menos 7 dias desde
la administracién de una dosis antes de extraer la
muestra. Esto es debido a que en las muestras
enriquecidas con niveles toxicos de doxorubicina
se produce un marcaje alterado de leucocitos con
citoqueratina y CD45 dualmente positivos, ya que
este agente quimioterapéutico es un compuesto fluo-
rescente que se incorpora en las células nucleadas.

Tabla 2. Comparacion de las técnicas utilizadas para determinar las CTC), EpCAM positivo, CK positivo,
DAPI positivo y CD45 negativo

Técnica Val':igida V°L‘;T;?ede Principio Sensibilidad y especificidad
3:::;:“5 Si 7.5ml Captura de células epiteliales | Alta
RT-PCR No 5-10 ml RNA Alta sensibilidad y baja especificidad
ISET No 10 ml Tamafio celular Buena sensibilidad y baja especificidad
Microchip No 7.5ml Captura células epiteliales Alta y en Investigacion
Micro filtro No 7.5ml Tamafio celular Alta y en Investigacion
Citometria de flujo No 100 pl Captura de células epiteliales | Alta y pendiente estudios
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La venopuncion se realiza con técnicas asépti-
cas y se extraen 10 ml de sangre total en CellSave®
Preservative Tubes. El tubo de sangre periférica es
procesado en Celltracks ®AutoPrep® System que
Nos proporciona una muestra enriquecida y lista para
ser analizada en el Celltracks® Analyzer I (18,19).

2. Llatécnica

El principio basico de la técnica consiste en una
seleccion por particulas inmunomagnéticas (ferro-
fluido) y tincion con reactivos inmunofluorescentes.
El reactivo del ferrofluido consiste en nanoparticulas
con un nucleo magnético rodeado de una capa
polimérica revestida con anticuerpos dirigidos al
antigeno EpCAM para capturar las CTC. Tras la
captura inmunomagnética y el enriquecimiento, se

afiaden los reactivos fluorescentes para la identifi-
cacion y enumeracion de las CTC. (Ver figura 1).

El conjunto de células seleccionadas con el
ferrofluido se depositan en un cartucho que se
introduce en un dispositivo de presentacion celular
MagNest® (Ver figura 2). El fuerte campo magné-
tico del dispositivo MagNest®, atrae a las células
epiteliales marcadas magnéticamente unidas al
ferrofluido hacia la superficie del cartucho.

CellTracks Analyzer ll® explora automaticamente
toda la superficie del cartucho, adquiere las imagenes
y muestra al operador cualquier evento donde CK-
PE vy la fluorescencia DAPI aparecen en el mismo
lugar. Las imagenes son presentadas al operador
en un formato de galeria para su clasificacion final.

Figura 1. Muestra dentro del equipo CellTracks®AutoPrep®System
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Figura 2. Cartucho y dispositivo de presentacion celular MagNest®

previamente. Esta interpretacion solo es realizada
por personal entrenado para ello, cada evento clasi-
ficado como célula tumoral debe tener un fenotipo:
EpCAM positivo, CK positivo, DAPI positivo y CD45
negativo (Ver figura 3).

3. Interpretacion de los resultados
analizados en Celltracks® Analyzer Il

El resultado nos indica el numero de CTC en
7.5 ml de sangre periférica de la muestra extraida

CDASAPC

Figura 3. Fenotipificacion de CTC (cuadros naranja).
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Los reactivos fluorescentes incluyen:

*  Anti-CK-phycoerythrin (PE): especifico parala
proteina citoqueratina intracelular, esta mar-
cacion es una caracteristica de las células
epiteliales.

«  DAPI: marcador que tifie el nicleo de todas las
células nucleadas. Por ello nos marca tanto los
leucocitos, como las células epiteliales.

*  Anti-CD45-Allophycocyanin (APC): especifico
para marcar los leucocitos.

Cancer de mama metastasico: se considera
que un recuento de CTC de 5 o mas por 7.5 ml
de sangre en cualquier fase de la enfermedad, se
asocia a un peor pronostico, es predictivo de una
SLE y una SG mas corta. (20).

Cancer colorrectal metastasico: un recuen-
to de CTC de 3 o mas por 7.5 ml de sangre en
cualquier fase de la enfermedad se asocia a un
pronostico malo, es predictivo de una SLE y una
SG maés corta. (20).

Cancer de préstata metastasico: se consi-
dera que un recuento de CTC de 5 o mas por 7.5
ml de sangre en cualquier fase de la enfermedad,
se asocia a un pronéstico malo, es predictivo de
una SLE y una SG mas corta. (20).

4. Aplicaciones clinicas

En los tres tumores epiteliales estudiados
(mama, colon y prostata), la determinacion identifica
y cuantificalas CTC en sangre periférica de manera
fiable y reproducible. Esto sugiere la utilidad de la
técnica y de los resultados, asi como su aplicacién
en el seguimiento y terapéutica. Es importante
considerar que en los estudios realizados todos
los individuos sanos mostraron menos de 2 CTC
en 7.5ml de sangre periférica.

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, se
ha establecido:

*  En cancer de mama metastatico las CTC se
asocian a supervivencia, supervivencia libre
de enfermedad y prediccion de la respuesta
terapéutica. (21)

»  En cancer colorrectal metastatico las CTC, se
asocian a supervivencia y supervivencia libre
de enfermedad. En cancer colorrectal locali-
zado, las CTC predicen el estadio tumoral y
son factor pronéstico independiente de SG y
SLE. (22)

*  En cancer de préstata metastatico las CTC
predicen una SLE y una SG mas corta. Se ha
demostrado una correlacion positiva entre el
numero de CTC y los valores de PSA, con el
tamano del tumor y con la presencia o no de
adenopatias. (23) Los hallazgos confirman que
las cantidades de CTC antes del tratamiento
ayudan a predecir la supervivencia de los
pacientes de cancer de préstata que inician
la quimioterapia de primera linea.

Tanto en cancer de mama, colorrectal y prostata
diseminados, los niveles de CTC estan significati-
vamente mas elevados, sin importar cual de estos
tumores epiteliales estemos evaluando. (24, 25,26)

DETECCION MEDIANTE

TRANSCRIPTASA REVERSA Y REACCION
EN CADENA DE POLIMERASA (RT-PCR),
DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

La utilizacién de la transcriptasa reversa y
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
para amplificar el RNAm se presenta como una
metodologia para la deteccion de células circu-
lantes derivadas de tumores de 6rganos sélidos.
Las muestras son obtenidas de sangre periférica,
los pacientes sanos son los controles negativos y
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como control positivo se suele utilizar un ganglio
linfatico afectado por el tumor a estudiar o muestra
del tumor (27).

1. La muestra

La muestra de sangre periférica varia de 5 a
10 ml, esta se recoge en tubos de etilenodiami-
notetraacetato (EDTA), usualmente 5 tubos y se
guardan a una temperatura de 4°C. Esta muestra
debe ser procesada dentro de un periodo de 2-4
horas una vez es extraida.

2. La técnica

La sangre obtenida se centrifuga a 2500 rpm
durante 5 minutos, el plasma debe ser desechado
y se recoge el suero, este suero se transfiere a un
tubo de policarbonato. Posteriormente se le afiaden
45 ml de H20-dietil pirocarbonato (DEP) y PBS-
10X, se agita y se centrifuga a 2500 rpm durante 5
minutos para obtener un pellet exento de glébulos
rojos. Para la extraccién del RNA de linfocitos se
utilizan diversos Kits comerciales.

Se debe cuantificar el RNA extraido mediante
espectrofotdbmetro de luz ultravioleta a una den-
sidad optica de 260 nm y 280 nm. Se analiza el
RNA mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%. Los geles se visualizan en un transiluminador
ultravioleta y son fotografiados.

* Oligonucleétidos: son utilizados para am-
plificar el nimero de pares de bases del gen
estudiado. La integridad del RNA se estudia
con los primers correspondientes al DNAc de
beta-actina sentido y antisentido. (Los primers
elegidos amplifican el nimero de pares de
bases que estamos buscando).

»  Transcriptasareversa: las muestras de RNAse
incuban con la enzima de transcripcion inversa,

que ante los cebadores y desoxinucleotidos
trifosfatos (dNTP), cataliza la retrotranscrip-
cion de las cadenas de DNA complementarias
al del RNA (DNAc), la temperatura éptima de
transcripcion es determinada segun el gen estu-
diado, que por lo general son 42°C. El proceso
se realiza mediante un kit comercial, donde
cada tubo de reaccion contiene un volumen
de 20 pl, compuesto por RNA (1ug), tampoén
de transcriptasa reversa (100mM Tris-HCI, pH
8.8 a25°C, 500mMKCI, Tritén X-100), proteina
inhibidora de RNasas (rRNAsin) (0.4pmol),
transcriptasa reversa (AMV) (24U), Poli T (oligo-
dT primer) (1mmol), dNTPs (10mM) y agua
hasta 20ul. (Latranscripcion inversa se realiza
en un termociclador, donde la temperaturay el
tiempo se determina segun el tumor a estudio,
que suele ser a 42°C durante 15 minutos).

* Reaccion en cadena de la polimerasa: el
resultado de la transcripcion inversa se diluye al
1/10 en H20-DEP, utilizando una alicuota de 5pll
para la PCR. Cada tubo de reaccién contiene:
el resultado de la transcriptasa reversa (5ul),
tampon de la enzima Taq polimerasa (10ul),
dNTPs (0.2mM), enzima Taq polimerasa (5U/
), primer Sense y Antisense del gen tumoral
estudiado (1umol) y agua hasta 100pl.

Los ciclos utilizados para la amplificacion del gen
se determinan segun el gen a estudiar, siguiendo
los siguientes pasos: desnaturalizacion del DNA
(1 minuto a 94°C), acoplamiento de los cebadores
y DNA diana (2 minutos) y por ultimo la extensién
(3 minutos a 72°C y 30 ciclos con una extension
final de 7 minutos a 72°C). (28).

3. Interpretacion de los resultados

El resultado de la PCR se analiza mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Para poder
extrapolar al tamafio de los fragmentos del DNA
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estudiado se debe usar un marcador de peso
molecular.

4. Aplicaciones clinicas

La utilizacién de la RT-PCR permite amplificar
el RNAm presente en sangre periférica y por tanto
es una metodologia que se utiliza para detectar pe-
queias cantidades de células malignas circulantes
en tumores solidos.

Tiene como inconveniente la pérdida de la
informacion morfolégica y el alto porcentaje de
falsos positivos observados en los pacientes sanos.

Esta técnica muestra resultados variables en
los diferentes estudios, por lo que no ha podido
ser reproducible y validada. Esta en controversia
si con esta técnica se puede predecir el prondstico
y la respuesta terapéutica en los tumores soélidos
estudiados (29,30).

DETECCION DE CELULAS TUMORALES
CIRCULANTES MEDIANTE MICROCHIP

Esta tecnologia ha sido desarrollada en el
Centro para el Cancer del Hospital General de
Massachusetts, en colaboracién con el Centro de
Investigacion de Sistemas Biomicroelectromeca-
nicos, donde el principio basico es un microchip
capaz de aislar, contabilizar y analizar las células
tumorales circulantes en sangre periférica (31).

1. La técnica

Consiste en un microchip llamado CTC-chip, que
se instala sobre un soporte de tamaiio similar al de
una tarjeta de crédito; su superficie es de silicona
y esta recubierto de alrededor de 80.000 puntos
detectores microscopicos (micropostes), cargados
con anticuerpos capaces de detectar las proteinas

(EpCAM) que se expresan en la mayor parte de
los tumores solidos de origen epitelial.

Estos puntos detectores, de una seccién infe-
rior a la de un cabello, estan dispuestos sobre la
superficie del microchip con una geometria tal que
al circular la sangre de la muestra entre ellos, con
un flujo y una velocidad prefijados por medio de
una bomba neumatica, capturan las células can-
cerosas en posiciones determinadas en la tarjeta
de silicona dependiendo del anticuerpo con el que
esta cargado cada punto detector (32).

Esta técnica permite detectar células tumorales
con una sensibilidad de una entre mil millones. Y
dependiendo del anticuerpo cargado en cada punto
detector se fijaran a él células tumorales distintas, por
lo que el microchip es capaz de identificar diferentes
tumores por su huella molecular. Asimismo, con base
en un modelo matematico, se puede constatar el nu-
mero de células tumorales presentes en la sangre (33).

2. Aplicaciones clinicas

El microchip puede encontrar una de sus
mejores aplicaciones en el seguimiento en tiempo
real, de la respuesta a las distintas terapias qui-
mioterapéuticas.

En las pruebas clinicas realizadas, se utiliza-
ron muestras de sangre periférica de 68 pacientes
afectados por diferentes tipos de tumores sélidos
como: pulmoén, mama, pancreas, prostata, o colo-
rrectal. Se realizaron en total 116 tests y el microchip
detectod con total claridad la presencia de células
tumorales en la sangre en 115 de ellos. Los inves-
tigadores, con las pruebas realizadas, conceden
a este método una fiabilidad del 99%. En los tests
de las muestras de sangre de los pacientes sanos
en ningun caso se encontraron células tumorales.
(34) Seran necesarios varios trabajos adicionales
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antes de proceder a la aplicacion clinica de estos
CTC-chips.

DETECCION A TRAVES DE FILTROS
DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

En el mercado existe el filtro ISET (Isolation
by Size of Epithelial Tumour cells), donde los po-
ros del filtro son de 8 ym, pero se observa que los
leucocitos de mayor tamafio quedan atrapados en
el filtro, por lo que es considerada una técnica con
buena sensibilidad y baja especificidad (35).

1. La técnica microfiltro

Se basa en un dispositivo microfiltro desarrolla-
do por un equipo de la Escuela Keck de Medicina de
la Universidad del Sur de California, en Los Angeles,
en colaboracién con el Instituto de Tecnologia de
California, en Pasadena.

Con estatécnica se capturanlas CTC en virtud
de su tamafo, basandose en el principio de que
la célula tumoral es mucho mas grande que sus
contrapartes. Se tarda en promedio 90 segundos
para procesar 7,5 ml de sangre periférica (36).

2. Aplicaciones clinicas

Esta técnica microfiltro se encuentra todavia
en una fase temprana de desarrollo y requiere mas
trabajo y la validacion analitica. Por ejemplo, la tasa
a la cual la sangre es empujada a través del filtro
tendra que ser normalizada (37).

DETECCION DE CELULAS TUMORALES
CIRCULANTES A TRAVES
DE CITOMETRIA DE FLWO

La citometria de flujo es una tecnologia que
permite la medicion simultanea de multiples ca-

racteristicas fisicas y quimicas de las células en
suspension. El citbmetro permite conocer infor-
macion sobre las células estudiadas en cuanto a
su tamafo, su granularidad o complejidad interna
y evaluaciéon quimica (38).

1. La muestra

La muestra corresponde a 100ul de sangre
total, 10ul del marcador determinado, se incuba de
10-15 minutos a temperatura ambiente, se afiade
el lisador y se lleva al equipo.

2. La técnica

Utiliza un sistema o6ptico-electrénico donde
se registra como la célula interactia con un rayo
laser. Con esta técnica se detecta la capacidad
de la célula para desviar la luz incidente (laser) y
emitir fluorescencia. Ademas de detectar moléculas
especificas celulares como anticuerpos conjugados
o antigenos especificos de epitelios (intracelulares)
en el caso de las CTC (39,40).

Los marcadores usados para CTC son cito-
queratinas y mucin-1, los cuales no se encuentran
en los precursores hematopoyéticos.

Componentes: un sistema de fluidos, un sis-
tema 6ptico compuesto por una fuente de luz y de
separacién espectral, un sistema electrénico con
un control mecanico de luz y detectores, un sistema
de coleccion y andlisis de pulsos, ademas de un
sistema informatico, el cual analiza y presenta los
datos de las células estudiadas (41).

3. Aplicacion clinica
Aunque las aplicaciones mas relevantes estan

relacionadas con la hematologia e inmunologia
clinica, esta técnica utilizada para determinar las
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CTC tiene la ventaja de que las células no se
lisan y por ello se conserva la morfologia con la
tipificacion posterior. (42) Su aplicacion clinica en
tumores epiteliales soélidos aun no se encuentra
estandarizada.

Otros estudios de investigacion han demostrado
que la citometria de flujo multiparamétrica tiene muy
buena sensibilidad con una minima cantidad de
10 células por mililitro de sangre periférica, en un
volumen total de 10 ml. (100 células en total) (43).

DETECCION DE CELULAS TUMORALES
CIRCULANTES A TRAVES DEL SISTEMA
FAST- CITOMETRICO

(Fiber-optic array scanning Technology)

1. La muestra

La muestra corresponde a 10 ml de sangre
periférica.

2. La técnica

Esta técnica utiliza marcadores de inmuno-
histoquimica: CK (citoqueratinas) caracteristica
de la célula epitelial y DAPI para la determinacién
nuclear, con estos marcadores se tipifican las CTC
en sangre periférica (44,45).

Las CTC son captadas a través del FAST
scanning y se observan con el microscopio de
inmunofluorescencia a 40X, buscando las células
con fenotipo DAPI y CK positivas. Posteriormente
se observan con la coloracién de Wright-Giemsa,
a través de un microscopio 6ptico (46).

Con esta técnica se evalia pleomorfismo,
se determina el cociente nucleo/citoplasma y se
observa la cromatina de las CTC.

3. Aplicacion clinica

Esta técnica ha sido utilizada para determi-
nar la presencia de las CTC de tumores solidos,
especialmente en cancer de mama, enfocada en
estudiar las caracteristicas citomorfoldgicas de las
CTC e investigar nuevas dianas terapéuticas. Aun
falta realizar estudios clinicos para que esta técnica
sea validada (47,48).

DETECCION DE CELULAS TUMORALES
CIRCULANTES A TRAVES DE FISH
(Hibridacion in situ fluorescente)

1. La técnica

Esta técnica utiliza moléculas fluorescentes
para poder localizar genes o fragmentos de DNA
dela CTC. Se preparan cortas secuencias de DNA,
llamadas sondas, las que son complementarias de las
secuencias de DNA, segun el tumor sélido a estudiar.

Estas sondas son marcadas con fluorocromos
y posteriormente se hibridan al DNA complemen-
tario, permitiendo asi localizar las secuencias en
las que se encuentran. Se aplica sobre las CTC
y se observa la fluorescencia al microscopio de
epifluorescencia (49).

Lo que se pretende observar son cambios
citogenéticos segun el tipo de CTC estudiada; la
presencia de deleciones, traslocaciones o ampli-
ficacion de genes especificos en los cromosomas
de las CTC.

2. Aplicacion
Es un método validado para la genotipificacion

de las CTC, lo que ha permitido estudiar y ampliar
conceptos en la genética del cancer (50).
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La determinacién de CTC permite monitorizar el
seguimiento de la enfermedad, se puede elegir
una opcion terapéutica y demostrar si este
tratamiento estéa siendo efectivo. Pero también
con las CTC se logra evitar que los pacientes
se expongan a tratamientos ineficaces y altas
toxicidades.

Los resultados de CellSearch® deben utilizarse
de manera conjunta a la informacion clinica
obtenida de las pruebas diagnésticas, al exa-
men fisico y a la historia clinica completa. Esta
técnica es hasta ahora la Unica aprobada en el
mercado para deteccion de CTC y autorizada
por la FDA.

El numero de CTC encontradas en los carci-
nomas, estan directamente relacionadas con
el pronéstico y la supervivencia.

Actualmente CellSearch® no solo se aplica para
valorar el pronéstico o la supervivencia de los
pacientes con tumores sélidos; también se usa
para valorar la respuesta a la quimioterapia y
para determinar los protocolos a seguir segun
la respuesta al tratamiento.

La utilizacion de la RT-PCR permite amplificar el
ARNmM presente en sangre periférica y por tanto
es una metodologia util para detectar pequenas
cantidades de células malignas circulantes.
Pero no esta validada, se pierde la morfologia
y tiene alto numero de falsos positivos.

El microchip es una técnica que promete
avances en el seguimiento de la respuesta a
las distintas terapias, pero aun requiere mas
estudios clinicos para su validacion.

El microfiltro podria tener el inconveniente, de
que el tamafio de las células tumorales varia
enormemente segun los tipos de tumores
estudiados.

La citometria de flujo tiene la ventaja de preser-
var todas las células tumorales de la muestra.

Latécnica FAST ha sido empleada para conocer
la morfologia y tamafio de las CTC.

La FISH es usada para estudios citogenéticos
de las CTC, lo que ha permitido avanzar en la
genética del cancer.

En los proximos afios seguramente conocere-
mos, gracias a estas técnicas mencionadas,
las caracteristicas especificas delas CTC y su
capacidad de metastatizar. Podremos saber qué
porcentaje de ellas son células madre u otra
subpoblacion de células tumorales circulantes,
con mayor capacidad de metastatizar, de pro-
liferacién, de resistencia a la quimioterapia y
radioterapia. Esto permitiria tomar decisiones
terapéuticas que aumenten la supervivencia
de los pacientes afectados con tumores de
organos solidos.

Una perspectiva interesante para los dispo-
sitivos de enumeracién CTC es que podrian
eventualmente ser utilizados para el diagnéstico
del cancer. En un escenario especulativo, una
muestra de sangre tomada, por ejemplo, para
medir los niveles de lipidos también se podrian
utilizar para la presencia de CTC y podria indicar
la presencia de un cancer no sospechado.
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