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I. INTRODUCCION

[.1. Cancer de Mama

Segun los registros del Instituto Nacional de Hstad, el tumor mas
frecuente en la mujer es el cancer de mama, (53 g 100.000 espafiolas y afio) con
unos 15.000 casos totales anuales, primera causewdalidad por cancer en mujeres
(alrededor de 6.000 muertes anuales), y la princatssa de todas las muertes en
mujeres entre 35-54 afos. El riesgo acumuladdado de la vida que tiene una mujer
de presentar un cancer de mama es alrededor détire$ decir, aproximadamente una
de cada 8 a 15 mujeres presentara esta enferméaldatgo de su vida.

El Carcinoma Localmente Avanzado de Mama (CLAMg&eacteriza por una
significativa afectacion del volumen mamario, cantumor de tamafio variable, pero
que infiltra la piel, ulcerandola o no, y con itricion de los ganglios linfaticos
regionales. Esta definicion esta sometida a digemsatizaciones. Para algunos autores
se trata de pacientes que no son susceptibleatdentento conservador, para otros son
las pacientes no tributarias de reseccion quirargie inicio y para la mayoria de
autores, las pacientes con tumores en estadioTl#4( N2-3 MO, T3-4 Nx MO0),
excluyendo el carcinoma inflamatorio (1).

El CLAM lo conforman un grupo heterogéneo de tursor@gunos son de
gran tamafio con infiltracion local, pero sin agrelsid sistémica no teniendo afectacion
ganglionar, y otros son tumores mas pequefos dargento rapido y escasa afectacion
local, pero con grave diseminacion hacia los gasglia incidencia del CLAM es muy
variable, pero en nuestro medio supone entre €0%-de los tumores, con una
supervivencia a los 5 afios del 20-30%.

El tratamiento citotoxico neoadyuvante se basangmacclinas y taxanos (2).

Las pacientes que responden a la quimioterapiadgagante, continian con cirugia



radical y posterior radioterapia sobre la paredadioa y cadenas ganglionares

regionales. El control local con cirugia Unicaneese logra en el 50% de las ocasiones,
por lo que precisa completar el tratamiento cotiotathpia después de la reseccion del
tumor. Por ultimo las pacientes reciben quimiotiExgo hormonoterapia adyuvante.

La eficacia de la quimioterapia neoadyuvante en KiLge ha establecido en
los ultimos 25 afios; inicialmente doxorrubicingygsteriormente, debido a la eventual
resistencia a antraciclinas, la adiccion de taxaromslemostrado eficacia en CLAM
incluso en respuestas completas patolégicas. Liaacatinas s6lo consiguen una tasa
de respuesta completa patoldgica de 5-15%, pomsalse que puede haber resistencia
durante el tratamiento con antraciclinas. Se haod@ado que las respuestas completas
patolégicas se asocian a una mayor superviventigstadio NSABP-27 compar6
adriamicina-ciclofosfamida (AC) con docetaxel prpastcirugia frente a AC solo. Las
mujeres con docetaxel precirugia tuvieron mayom tae respuestas completas
patolégicas (26% vs 13,7%). El grupo de MD Ander§&ancer-Center también ha
evaluado el tratamiento secuencial de taxano-adiirec en este contexto, objetivando
que la quimioterapia primaria podria aumentarda tde cirugias conservadoras (3).

Gracias a estos estudios el uso de tratamientalpeeante con antraciclinas
se considera estandar en el manejo de las mujenesaccinoma localmente avanzado
de mama (T3-T4, N2); la adiccion de docetaxel reponayor tasa de respuestas
completas patoldgicas y cirugias conservadorasopgmemente un impacto en la
supervivencia. Queda por investigar nuevos paré@seprondstico que permitan
determinar, con exactitud, el prondstico de las emagy con CLAM, asi como
parametros adicionales, de los que ya disponemass pvaluar la respuesta al
tratamiento neoadyuvante secuencial de adriamigidacetaxel, para poder realizar

cambios terapéuticos en caso de que el tratamiestidte ineficaz.



[.2. Cancer Colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) es un importante pnolalele salud publica, tanto
por su incidencia, como por tratarse de una de gdeascipales causas de
morbimortalidad en los paises desarrollados. El Giglpa el segundo lugar en
incidencia dentro de las neoplasias en los pafshssirializados. En Espafia ocupa el
segundo lugar en mortalidad en mujeres y el tereenzarones.

El tratamiento curativo mas importante del CCR legu@urgico. A pesar de
ello, el 50% de los pacientes intervenidos recidinafundamentalmente en relacién
con el estadio, determinado por el nivel de invasid la pared abdominal, la afectacion
ganglionar y la presencia de metastasis. En esthfiomores T3 y T4 sin afectacion
ganglionar) la supervivencia a 5 afios es 60-80%n yestadio Il (con afectacion
ganglionar) se estima en 30-60%. El propoésito @¢atiento adyuvante es erradicar la
enfermedad micrometastasica residual (4,5).

En los dltimos afios se estan investigando marcadpre pudieran utilizarse
como factores prondstico para evaluar el riesgoradmida que constituirian una
herramienta mas en la toma de decisiones terapsutiespués del tratamiento
quirargico. Recientemente la inestabilidad de nsatélites (MSI) se ha identificado
como una alteracién genética que indica un prorwdavorable en estos pacientes
(6,7).

El tratamiento adyuvante del CCR ha sufrido camloimssiderables en los
altimos afos. A principios de los afios 90, la corabion de 5-FU mas levamisol
durante 1 afio era considerado el tratamiento adyevastandar. Desde entonces,
diferentes estudios han aportado datos que haimadligggrandes cambios. La reduccion

del tratamiento a 6 meses, la sustitucion de lesaimpor &cido folinico v,



posteriormente, la adicion de oxaliplatino han side mas significativos (8,9). El
pronéstico de los pacientes cGECR metastasico se determina mediante las variables

clinicas establecidas por Kdéhetal

I.3. Nuevos Factores Pronéstico. Células Tumoralésrculantes (CTCs)

Son necesarios nuevos factores prondstico que erastpn seleccionar a los
pacientes en estadios precoces candidatos pareatamiento adyuvante, asi como
evaluar el pronéstico de pacientes con enfermedathstésica. El concepto de
metastasis engloba un complejo proceso de aconéstos: las células tumorales del
tumor primario atraviesan la membrana basal, pangtor las vias linfaticas y los vasos
sanguineos y se diseminan a tejidos distantesl(&Gjeteccion de células tumorales en
sangre periférica pudiera ser relevante para fieartia los pacientes con diferente
pronéstico y diferentes respuestas terapéutica3. (Rara poder identificarlas y
cuantificarlas se precisan técnicas con gran siéidaithy especificidad. La presencia de

células tumorales circulantes podria ser de udlljplar los siguientes motivos:

e Como evidencia inicial del proceso metastatico.
 Como marcador de riesgo de la posibilidad de netaation y, por tanto,
indicador de mal pronéstico.

» Como marcador para monitorizar la respuesta artriainto.

La primera publicacion de CTCs se atribuye a Ashwguien, en 1869,
describi6 el caso de un paciente diagnosticad@deet con células en sangre, similares
a las del tumor. Desde entonces se ha intentad@abeksignificado de estos hallazgos,
comprobandose la dificultad tecnologica para daaigento e identificacion de estas

células. Se han evaluado técnicas inmunohistoqagpara la busqueda de las CTCs o



en médula 6sea (12,13). Sin embargo, estas téceicabwandonaron debido a varios
factores, entre ellos la ausencia de significadlmiad y los resultados equivocos que
incluian la deteccion de citoqueratinas y antigepitelial de membrana en células no
epiteliales. Por ello, el mayor problema en la c&te de las CTC han sido las
diferentes técnicas utilizadas en su aislamient@ayacterizacion. Estos ensayos
presentan grandes diferencias en cuanto a sedathilifeproducibilidad y especificidad
en la deteccion de CTC en procesos neoplasicos neaplasicos. Por ello, es dificil
comparar los resultados de los diferentes estuélos.estas razones se han buscado
nuevas técnicas que permitan el aislamiento y dication de las células tumorales
circulantes; de esta manera se han desarrollad@#&cinmunomagnéticas, la tincion
con anticuerpos fluorescentes especificos y latidficacion mediante citometria. Un
método novedoso fue utilizado por Hardingham patedar células circulantes en
CCR, utilizando bandas inmunomagnéticas frenteras-la deteccion de estas células

se relacionaba con un prondstico mas desfavorable.

Un nuevo sistema de busqueda celular (Veridex)aseiseiniado para detectar
las células tumorales en la sangre periférica.igerma es capaz de cuantificar las
células epiteliales, que son separadas de la saogre técnicas de bandas
inmunomagnéticas marcadas con anticuerpos espegifee identificar las células
mediante anticuerpos marcados fluorescentementécimgueratinas y tincion
fluorescente del nucleo. Este sistema permite dicamtlas CTC cuando se encuentran
en concentraciones muy bajas. Cristofamtlial muestran que la deteccion de CTC,

utilizando el CellSerch, es rara en personas sanas enfermedad benigna (14).

En pacientes con carcinoma de mama metastasiqgpesencia de 5 o mas

CTC en 7,5 mL de sangre en el momento de su diigndsantes de iniciar la primera



linea de tratamiento estda asociada a una menorrvéupecia global (SG) y
supervivencia libre de enfermedad (SLE). El nivel @TC a las 3 6 4 semanas de

iniciar el tratamiento predice la eficacia del misia SG y la SLE (14).

Allard et al evaluaron la precision, reproducibilidad y lindalil de este nuevo
sistema de deteccion y concluyeron que esta téascaeproducible en diferentes
laboratorios. Realizaron el aislamiento y cuardiion de las CTC en sujetos sanos y
establecieron la deteccion #e2 CTC en 7,5 mL de sangre como anormal. También
analizaron las CTC en diferentes tumores metassincluyendo el CCR en el que

observaron un 30% de pacientes con CTC (15).

Actualmente se esta llevando a cabo un estudioiaglidad, a modo de
control de calidad externo sobre el uso del siat&@ellSearch. Este estudio esta
coordinado por el Departamento de Oncologia MédietErasmus Medical Centede
Rotterdam, y en el que nuestro grupo participatojuson otros 13 centros en toda
Europa. Por otro lado, es también importante emregroductibilidad, conocer el hecho
de que la liberacion de CTCs al torrente sanguseeproduce de forma uniforme a lo

largo de las 24 horas del dia (26).

II. OBJETIVOS

El objetivo principalen este estudio es la deteccion, cuantificaci@stydio

del papel pronéstico de las células tumorales agreaperiférica de las pacientes con

cancer de mama localmente avanzado y con cancaiate

I1.1 Cancer de mama

Los objetivos especificamn el cancer de mama localmente avanzado son:




1. Estudiar qué papel predictivo de respuesta al niat&to tienen la
deteccidén y la cuantificacién de células tumoraesangre periférica, a las 3 semanas
y a las 12 semanas de haber comenzado el tratanterquimioterapia neoadyuvante.
Para ello se comparan los cambios entre la prinmdéaa segundas determinaciones de
células tumorales en sangre periférica.

2. Analizar la diferencia en la tasa de respuesta, idaedomo la
disminucién o eliminacion de células tumoralesfgedas, que pudiera existir entre las
dos secuencias de tratamiento (Adriamicina-Docétasd®T> versus Docetaxel-

Adriamicina <TA).

I1.2. Cancer de colon.

Los objetivos especifican el cancer de colon son:

1. Determinar si existe correlacion entre el nimem células circulantes
tumorales y el estadio de la enfermedad al diagstegun la clasificacion TNM.

2. En pacientes con estadios Il y Ill del TNM, detarami el valor de las
células tumorales circulantes como factor predictibe recidiva y como factor
pronéstico, independientemente de las variablasgstas clasicas.

3. En pacientes en estadio IV, determinar si exidezi@n entre el nUmero
de células circulantes tumorales vy el subgrupm@stico determinado mediante

variables clinicas, y evaluar su importancia prtinas

. PACIENTES Y METODOS
[ll. 1. Cancer de mama

Se trata de un estudio de cohortes prospectivo.oCmrha comentado en la
introduccién, se parte de la hipotesis de que tlecd@®n de 5 o0 mas de 5 células

tumorales circulantes en 7,5 mL de sangre perdériprevio al tratamiento
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quimioterapico neoadyuvante en las mujeres conec&le mama localmente avanzado,
es un factor independiente de mal prondstico equio se refiere al intervalo libre de
progresion y a SG, respecto a las pacientes cataiéh de menos de 5 células en la

misma cantidad de sangre periférica (15).

Ademas, la comparacion de esta primera extracci@n endas
determinaciones de las células circulantes tungraléas 3 semanas y a las 12 semanas
(previo al tratamiento quirargico), en las pacisnt®n cancer de mama localmente

avanzado, supondra un indicador de la respuestha watamiento.

[11.1.1. Seleccion de la cohorte de las pacientes

Se incluiran todos los casos incidentes de CLAMjdosticados en el Servicio
de Oncologia Médica del Hospital Clinico San Carl8s precisara confirmacion
histopatolégica previa al tratamiento, mediante biopsia y las pacientes tendran una
funcién organica adecuada y una fraccion de eyecdi& ventriculo dentro de los
limites normales, como para poder recibir tratatoiereoadyuvante con adriamicina o
con docetaxel. Se excluiran las mujeres con catleemama cuya estadificacion no
corresponda a un carcinoma localmente avanzadoaeama las pacientes que por
edad, comorbilidad, o por funcién ventricular inagkda, no sean subsidarias de
tratamiento de quimioterapia neoadyuvante con @auitinaa o docetaxel y a los varones

con cancer de mama. La estimacion del tamafio nalisstia de 109 pacientes.

I11.1.2. Tratamiento de quimioterapia neoadyuvante

De forma aleatoria se administrara tratamiento wienipterapia neoadyuvante
con uno de los protocolos asistenciales: adriamidi® mg/m cada 21 dias, o bien

docetaxel 100 mg/frcada 21 dias. Tras tres ciclos, las pacientesespuesta objetiva
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a la quimioterapia neoadyuvante, completaran &rr&nto con cirugia oncoldgica en
nuestro Servicio de Ginecologia. Finalmente coraphet tratamiento adyuvante con
tres ciclos adicionales del farmaco que no readbigegreviamente. Todas las mujeres
recibiran, secuencialmente tras la quimioterapia yueante, radioterapia

complementaria sobre regién del primario y caddimdsganglionares regionales, y
posteriormente, las pacientes con tumores que miegsereceptores hormonales
positivos recibiran tratamiento de hormonoterapia. randomizacion se realizara

mediante un programa informatico de generaciéri@ieade niameros.

I11.1.3. Recogida de las muestras para este estudio

A cada paciente se le recogeran tres extraccideesangre periférica: la
primera antes de iniciar el tratamiento de quinmage, la segunda a las 3 semanas de
haber comenzado el tratamiento justo antes delnsleguiclo de quimioterapia y la
tercera tras 4 ciclos de quimioterapia neoadyuvéntas 12 semanas), justo antes del

tratamiento quirargico.

[11.2. Cancer de colon

En el cancer de colon existe un estudio previomuestra que el sistema de
CellSearch identifica, mediante las citoqueratiBak8 y 19, las células tumorales
circulantes. Es necesario comprobar si la cuaatiim de estas células presenta
relacion con los factores prondstico utilizados ednmanejo de este tumor, si se
relaciona con el prondstico, sobre todo en losguaes metastasicos y si nos permite

predecir a qué pacientes en estadio Il se les afdinnistrar terapia adyuvante.

[11.2.1. Seleccion de la cohorte de las pacientes

12



Para el objetivo 2 se incluiran a los pacientegribaticados de cancer de colon
en estadios Il y Il en el Hospital Clinico San IGar Para cumplir el objetivo 3 se
incluiran los pacientes en estadio IV. Se precisardirmacion histopatolégica en los 2
meses previos de adenocarcinoma de colon, defoddwm tumoracion por encima de
15 cm del margen anal. Se excluiran a los paciequeshayan recibido tratamiento
guimioterapico previo y/o con el diagndstico deaateoplasia previa o concomitante.
La estimaciéon del tamafio muestral sera de 100 masigpara cumplir el objetivo 2 y 30

pacientes para el objetivo 3.

I11.2.2. Recogida de muestras

En la cohorte de pacientes del objetivo 2 se evdra@a muestra de sangre
periférica 3 semanas después del tratamiento gignjrinmediatamente antes de
comenzar el tratamiento de quimioterapia. Posteeote, se extraeran muestras cada 6
meses, durante el seguimiento de la evoluciéon densermedad. En la cohorte de
pacientes del objetivo 3 se extrae una muestras ahde inicio del tratamiento de

quimioterapia y posteriormente cada 3 meses, degasalde la evolucion.

[11.3. Procesamiento de las muestras en ambos tipos de cén

Las muestras se recogeran en tubelisave® que permiten preservar las células
96 horas a temperatura ambiente. Durante la extracos aseguraremos de que no se
introduzcan células epiteliales de la epidermisgy@ estas podrian dar como resultado
falsos positivos. Para ello, siempre hay que desclar primera sangre de la extraccion,
recogiendo una pequefia fraccion en otro tubo, adéegroceder al llenado del
Cellsav®. Es importante que la extraccion se realice diraente en el tubo, sin pasar
por jeringa, para evitar la formacion de coagulee yebe agotar el vacio (10 mL). La

solucion preservante debe ser mezclada suficiesteyemente con todo el volumen de
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sangre. Las muestras de sangre periférica sesamoes un sistema semiautomatico, en
el CellTracks® AytoPrep Systeque permite identificar por fluorescencia las &&u
epiteliales marcadas con los anticuerpos anti-EpGAMicuerpos frente a la molécula
de adhesion de la célula epitelial) y anti-citogtiea (CK-PE: citoqueratina 8, 18 y
ficoeritrina-19) con fluoresceina y la tincibn paéaidos nucleicos (DAPI). Los
leucocitos, al ser células nucleadas y tefirsel@®RI, se distinguen mediante el anti-
CD45 marcado con fluoresceina. Los resultados swiizados por el analizador
celular: CellSpotter Analyzer®Las imagenes escaneadas por el sistema se deben
interpretar por dos investigadores, expertos foomadespecificamente en la
identificacién celular. La interpretacién de lasimenes es un proceso laborioso y que
precisa mucho tiempo de dedicacion. Para clasificar imagen como una CTC, las
células deben cumplir el siguiente criterio: masfph redonda a oval, mayor qud de
diametro, citoplasma tefido positivamente con CKyPRegativamente para CD-45,
ademas, una proporcion mayor al 50% del nucleadedon DAPI debe encontrarse
claramente dentro del citoplasma. Los resultadosxpeesan como numero de CTCs

por 7.5 mL de sangre.

[11.4 Andlisis Estadistico.

La variable principal serd el nimero de célulasamaies circulantes en sangre
periférica. Se recogeran en cada uno de los dgogras curvas de intervalo libre de
progresion, supervivencia global y tasa de respuastitumoral. El intervalo libre de
progresion se define como el tiempo transcurridoresses, desde el comienzo del
estudio justo antes de empezar el tratamiento denioperapia y el momento de
progresion tumoral. La supervivencia global sonneses entre el principio de estudio
y la fecha de fallecimiento. La tasa de respuestdesine como la evaluacién estandar

de la enfermedad a las 9-12 semanas de empezeatahiento: Beneficio clinico
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(respuesta completa, respuesta parcial y estabidizatumoral) frente a Progresion
tumoral. Las curvas de progresién y supervivencta cdda grupo se comparan

utilizando eltest log-rank.

IV. RESULTADOS

El objetivo de este proyecto es la deteccion, dlieation y estudio del papel
pronédstico de las CTCs de las pacientes con CLAMryCCR. Se trata de un estudio
de cohortes prospectivo. Para ello se seleccion8@apacientes con carcinoma de
mama localmente avanzado, 100 pacientes diagndssiake cancer de colon en estadio
II'y lll y 30 pacientes con carcinoma metastasieocdlon. Las muestras de sangre
periférica se procesan en un sistema semiautométitoel CellTrack® AutoPrep

Systenue permite identificar por fluorescencia las dwepiteliales marcadas.

IV.1. Cancer de mama localmente avanzado:

Durante el periodo del estudio se han enroladootad tle 77 pacientes con
CLAM, que recibian quimioterapia neoadyuvante: aditina o docetaxel. Cinco
fueron excluidas debido a fallos de procesamientalguna de sus muestras, con lo que
se tomaron en cuenta en el estudio las 72 restantes

Tras 12 meses se observl un inesperado bajo nategracientes con 2 o mas
CTCs en la primera muestra. Ademas se observaagupakcientes con 0 CTCs en la
primera muestra son mas propensas a tener 0 CTiasegunda también.

La tabla 1 presenta las caracteristicas clinicgsatplégicas de todas las
pacientes, distinguiendo entre las que tenihrC¥C y las que tenian2>CTCs en la
primera muestra. No se observaron diferencias gedad, estadio, grado del tumor o

indice de proliferacién entre las pacientes cdnGIC y aquellas con2>CTCs. Se
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observo clinicamente, pero no estadisticamenteifisgfivo, el hecho de que las
pacientes con 2 CTCs presentan un mayor porcentaje de tumorestisieg para el
receptor de estrégenos o el de progesterona y asigplemente negativos (estrogeno-
negativo p= 0.07 (OR 0.33, 95% IC 0.1-1.1); progesia-negativo p=0.07 (OR 0.31,

95% IC 0.1-1.1); triple negativo p=0.01 (OR 0.389@IC 0.1-1.3)).

Todas las pacientes Pacientes conkenla Pacientes con2en la

(n=72) 12 muestra (n=60) 12 muestra (n=12)
Edad media 50 afios 50 afios 46 afios
Estadio 11IB 20 (28%) 17 (28.3%) 3 (25%)
Tumor gradolll 25 (35%) 21 (35%) 4 (33%)
ER positivo 45 (63%) 41 (68%) 5 (42%)
EP positivo 40 (56%) 37 (62%) 4 (33%)
HER positivo 17 (24%) 15 25%) 2 (17%)
Triple negativo 13 (18%) 9 (15%) 4 (33%)
indice de proliferacion
25% 30% 23%

media

Tabla 1: Caracteristicas clinicas y patologicaladgacientes. Relacion con el nimero de CTCs

Sesenta de las 72 pacientes tuvierdrC3I C en la primera muestra de sangre.
Entre las 42 pacientes iniciales cch €TC en la primera muestra, solo 2 tuvier@ >
CTCs en la segunda (2 y 7 CTCs respectivamentegsinpunto se decidid no obtener
mas muestras en las pacientes cdnGICs en la primera extraccion. Las tasas de
respuesta en pacientes coh €TC en las dos muestras fue como sigue: respuesta

patolégica completa (RPC), 2 (5%); respuesta pa(BR), 35 (87.5%); enfermedad
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estable (EE), 2 (5%); enfermedad progresiva (ER2.3%). Las tasas de respuesta en
las 2 pacientes cor2>CTCs en la segunda muestra fueron: RPC, 1 (5R#)1 (50%).
Doce de las 72 pacientes tuviero® €TCs (rango 2-32) en la primera
muestra. Todas presentaron menos CTCs en la segurekdra. Las tasas de respuesta
en estas pacientes fueron: RPC, 4 (34%); RP, 650 1 (8%); EP, 1 (8%). En esta

cohorte la RPC fue mas probable (p<0.0042; OR B5% IC 2.3-92).

IV.2. Cancer de colon:

Al final de 2009 se han analizado un total de Szlgpdes con cancer de colon
metastatico, de los cuales hay suficiente seguimipara el andlisis de 36 de ellos y

129 pacientes con estadio Il o lll con un seguitaieninimo de 1 afio.

IV.2.1 Resultados® objetivo: Correlacion con variables clinico-modéoicas

Para este objetivo se analizaron los resultaddssdaerimeros 97 pacientes con
CCR en cualquiera de sus estadios evolutivos oty se analizaron en relacién con
una cohorte de 30 voluntarios sanos. Los volurgasanos presentaron 0 y en alguna
ocasion 1 CTC, lo que coincide con lo publicadoqtops autores vy justifica un nivel de
corte de_ >2 CTCs para este objetivo del estudio. CTCs > @bdevieron en el 36.2%
de los pacientes con cancer de colon. Se obseradcamrelacién estadisticamente
significativa con el estadio de la enfermedad, dem& que los pacientes con
enfermedad metastasica presentaban con mayor fi@auealores significativamente
mas altos de CTCs en sangre periférica (60.7% iestdd 24.1% estadio Ill, 20.7%
estadio Il, p= 0.005). No se encontré correlaciatrecla positivada para CTCs y la
localizacion del tumor primario, los niveles de CHA LDH, ni el grado de

diferenciacion tumoral (Tabla 2).
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Variables Clinico-patologicas Numero de CTCs/ 715 m p value
>2CTCs <2CTCs
Estadio
I 4 (50%) 4 (50%)
Il 6 (20.7%) 23 (79.3%)
1] 7 (24.1%) 22 (75.9%) p = 0.005
v 17 (60.7%) 11 (39.3%)
Localizacion
Ascendente 9 (25.7%) 26 (74.3%)
Transverso 4 (66.7%) 2 (33.3%)
Descendente 3 (33.3%) 6 (66.7%)
Sigma 13 (41.9%) 18 (58.1%) p =0.329
Recto 4 (33.3%) 8 (66.7%)
Grado de diferenciacion
Bien 9 (42.9%) 12 (57.1%)
Moderado 13 (27.7%) 34 (72.3%)
p =0.364
Indiferenciado 0 1 (100%)
CEA
> 5 ng/ml 11 (55%) 9 (45%)
p =0.079
<5 ng/ml 23 (33.3%) 46 (66.7%)
LDH
>1xULN 7 (53.8%) 6 (46.2%)
p =0.153
<1xULN 27 (33.3%) 46 (66.7%)

Tabla 2: Correlacion con variables clinico morfatag

IV.2.2. Resultados 2° objetivo: Valor pronésticprédictivo de las CTCs en pacientes

con cancer de colon metastatico.

No se encontr6 un mayor porcentaje de positividah [CTCs (>2) en el

subgrupo de pacientes de mal prondstico segurstaadares actuales, en relacién con
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los subgrupos de prondstico intermedio o buenayue sugiere que la presencia de
CTCs no va explicitamente ligada a la carga tumoiral estado general del paciente
(CTCs>2: 62.5% en mal prondstico, 50% en prondsticorinéelio y 63.4% en buen
prondstico). Partiendo de un nivel de corte 86C¥Cs para la enfermedad metastasica,
ya demostrada su significacion prondéstica por otmasores, el 55% de nuestros
pacientes presentaron3>CTCs en sangre periférica al inicio del tratarmden
quimioterapico. No se encontraron diferencias etasa de respuestas 6 control de la
enfermedad tumoral (Respuestas completas + Reapugsirciales+ Enfermedad
estable) a la quimioterapia en funcién de los eiwddasales de CTCs (87.5% <3 CTCs
vs 85% 8 CTCs, p = 0.829). La mediana de supervivencia lite progresion fue de 9
meses para toda la serie analizada, sin diferemciie los pacientes con recuentos
basales de CTCs <3, 8XTCs (9 meses para ambos grupos). Cuando seyesartu
los pacientes en los cuales se realiz6 una inteidenquirargica de rescate de la
enfermedad metastasica hepéatica, tampoco se emmntliferencias significativas de
supervivencia libre de progresiéon en funcion deliemto basal de CTCs (9 meses para
<3 CTCs y 8 meses par@ £TCs). Los resultados de supervivencia globadaroadn

lo suficientemente maduros en el tiempo para percadu analisis.

IV.2.3. Resultados del 3er objetivo: Valor pronésten pacientes con cancer de colon

localizado.

De los 129 pacientes analizados con un seguimieritomo de 1 afio, la
distribucion por estadio fue: 10 estadio | (7,8%d),estadio Il (47,3%) y 58 estadio Il
(45%). Hasta el momento, con una mediana de seguimide 24 meses, se han
producido un total de 18 recidivas (14%), de laseu5 corresponden a estadio Il 'y 13

a estadio Ill. No hay recidivas en el estadio LoEglatos estan por debajo de los datos
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de la literatura e indican la inmadurez en el tierdp la serie, precisdndose al menos 1
afilo mas de seguimiento para obtener resultadosraszadNp obstante, el analisis con el
seguimiento actual, muestra que no hay difereremidsa tasa de recidivas en el estadio
Il en funcién del recuento de CTCs, siendo del 8t&8fto para los pacientes con CTCs
>2 como <2. En cambio para los pacientes en estddse observa una tendencia a
mayor recidivas en el subgrupo de CTCsqgue en aquellos con menos de 2 CTCs
basales, aunque por el momento no se alcanzaresadstadisticamente significativos
(33,3% vs 20.4%, HR 1,95 IC 0.41-9.19, p= 0.30®m&ndo como valor de corte de
positividad para las CTCsl> el 18.2% de los pacientes en estadio Il ctnC¥Cs
recidivaron frente al 2.7% de los que presentar@1Gs (p= 0.039). Para el estadio IlI,
el 28.6% de los pacientes cod €TCs recidivaron por tan solo el 19% de los que

tenian basalmente 0 CTCs (p= 0.452).

V. DISCUSION

El cancer de mama y el de colon son un problensallel publica de primera
magnitud en nuestro medio, por su elevada incidegcprevalencia, por su tasa de
mortalidad, asi como por las altas tasas de curapi@ se pueden obtener gracias a la
seleccién del tratamiento mas adecuado tras unmatofconocimiento de los diferentes

factores prondsticos.

Precisamos de estudios que permitan individuaék#matamiento, en funcién
tanto del riesgo, como de la evaluacién precoz adeebpuesta antitumoral a los
diferentes agentes citotoxicos utilizados, enahmiento neoadyuvante del carcinoma

localmente avanzado de mama y en el tratamientavadye del cancer de colon.
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Actualmente se estan probando varios métodos parlaag el resultado y
predecir la respuesta de las terapias anticanserdsstos métodos ofrecen una
oportunidad de estratificar los pacientes en ldsdéss de investigacion y ofrecen
también un nuevo tratamiento si no logran benegeiale la terapia (16,17). Por lo

tanto se podria disponer de tratamientos méas ohaiizados (18).

En la dltima década se han estado desarrolland@éécde biologia molecular
(19). Las técnicas disponibles para detectar CT@s médula 6sea han sido el analisis
inmunoquimico o la reaccion en cadena de la podssede transcripcion reversa (RT-
PCR). La desventaja de la RT-PCR es su limitacida hora de cuantificar estas
células. Por lo tanto se han buscado nuevos progaaios para aislar y enumerar
CTCs. Por ejemplo, la deteccion cuantitativa de €T@ediante real time RT-PCR
cuantitativa (20). Otros meétodos que también se bstado desarrollando son:
aislamiento inmunomagnético, tincion con anticusrgtuorescentes, enumeracion
celular mediante microscopia de fluorescencia (&iligrochips de CTCs (tecnologia
desarrollada en el Centro para el Cancer del Has@éneral de Massachussets, en
colaboraciéon con el Centro de Investigacion deeS8ias Biomicroelectromagnéticos),
microfiltro para CTCs: filtro ISET (Asociacion Ameana para la Investigacion del
Cancer (AACR) 1002 Reunion Anual: Resumen 2608sdnitada el 20 de Abril de

2009).

La incidencia del CLAM en nuestro medio es del 0%62e las pacientes con
cancer de mama, y presenta, con tratamientos nugléilas, una supervivencia a los 5

anos del 20-30%.

La deteccion de CTCs, en las mujeres con CLAM,esgmta una posibilidad

para estimar el prondstico antes del tratamientoquienioterapia neoadyuvante, y
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ademds permitirhd conocer, de manera muy tempranaspuesta a dicho tratamiento.
Esta evaluacion muy inicial de la respuesta antimam permitird conocer si el
tratamiento es adecuado o hay que realizar un camiriediato del agente citotoxico

neoadyuvante.

A partir de estos hechos, se plantea la hipotesigud la medicion de las
CTCs puede ser importante en la evaluacion deltagsuy en la prediccion de la

respuesta a la terapia neoadyuvante en pacientesAld, por ejemplo.

Desafortunadamente, los resultados hasta ahorstersentido, no nos llevan
a demostrar el papel del aislamiento y enumerad@®iCTCs en la prediccion de la
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante conraitirga 0 docetaxel en pacientes con
CLAM.

Aungue ha sido determinado que la presencia de @§@smun en pacientes
con cancer de mama metastatico, hasta ahora, gsiicerevela que las CTCs son
infrecuentes en pacientes con CLAM (17). En estedes solo el 16.7% de las
pacientes tuvieron >2 CTCs en el momento del distigw Por lo tanto, el aislamiento
y enumeracion de CTCs podria ser inapropiado & €stsos, y se deberian explorar
nuevos métodos para predecir la respuesta a laajamapia neoadyuvante.

A pesar de que el tamafio muestral puede llevarmas encontrar diferencias
entre pacientes conl<CTC y aquellos con2>CTCs, las caracteristicas patolégicas de
estos grupos si difieren. A pesar de no existerdiicias en la edad, grado tumoral y
estadio, los tumores en las pacientes cAIC¥Cs eran mas propensos a ser negativos
para el receptor de estrégenos o de progestertumaoyes triple negativos. Esto sugiere
gue las células triple negativas en el cancer dearteenden a encontrarse en la sangre

periférica, probablemente debido a su comportamierits agresivo.
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Solo dos pacientes sin CTCs en la primera muestvéeron > CTCs en la
segunda; estos alcanzaron una buena respuestagieaadometiéndose a quimioterapia
neoadyuvante. Consecuentemente, el aislamientamenacion de CTC, no parece ser
atil a la hora de predecir la respuesta patolégitgacientes con CLAM conl<CTC
en el diagnadstico.

Las 12 pacientes cor2>CTCs en la primera muestra tuvieron menos CTCs en
la segunda. La tasa de respuesta patoldgica campligrapia neoadyuvante en estos
pacientes fue marcadamente mejor en comparaciotosqgracientes del<CTC en la
primera muestra. Como consecuencia, el aislamierttumeracion de CTCs puede ser
de utilidad en la prediccion de la respuesta eieptas con CLAM con 2 CTCs en el
momento del diagnéstico.

De esto se puede concluir que la presencia de @i&samente a la terapia
neoadyuvante puede ser un predictor de respudatglamioterapia neoadyuvante en
CLAM. Y no se deberia recomendar investigar el ds@ste método en pacientes con
<1 CTC.

La deteccion de CTCs en los pacientes con CCR, cerpresion del
fendmeno de metastasis, podria tener importantdicecpnes clinicas, tanto en la
selecciéon de pacientes en estadios precoces ctrlilara un tratamiento adyuvante,
como en el prondstico de pacientes con enfermedetdstasica. Presenta un gran
interés cientifico y asistencial en la clinica @der seleccionar qué subgrupo de
pacientes en estadio Il se beneficiaria del tragataiquimioterapico adyuvante.

En cuanto a nuestra poblacion, el 61.3% de aquetlogumores metastasicos
tuvieron > CTCs/7.5 mL. El grupo de Allaret al estudiaron 196 pacientes con CCR
metastatico y el 30% presentd ETCs. Este porcentaje es significativamente s b

qgue el observado en nuestra poblacién (22). Erstudi® reciente de 456 pacientes de
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CCR metastético, el grupo de Meroml al demostraron que el nimero de CTCs
evaluado mediante el sistema CellSearch es unrfpotadstico independiente para la
SG y la SLE (23). El nuestro es el Unico grupo m@sultados publicados de CTCs en
estadios localizados de CCR mediante el uso dinses CellSearch. En un estudio
previo, encontramos una correlacion entre el nurder€TCs y el estadio tumoral en

este tipo de tumor (24).

VI. CONCLUSIONES

En conclusion, la deteccién de CTCs por el sist€abdSearch es un método
altamente reproducible y que merece una mayor aeiéin en tumores de tipo epitelial,
como el de mama y colon. Un limite d XTCs puede ser considerado como
patolégico, aunque el umbral para significacionnpstica puede diferir entre los
distintos tipos de tumores. El nimero de CTCs datecfue significativamente mas
alto en el estadio de metastasis en comparaciorestaaios mas tempranos, y no se
encontraron diferencias entre tumores epiteliatesgran afinidad por la diseminacién
hematolégica como el adenocarcinoma de mama y ¢@&)n Seria necesario un mayor
seguimiento en nuestras series para evaluar el padadstico de la presencia de CTCs

y su valor predictivo de respuesta en la teragigisiica.
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VII. ABREVIATURAS

CLAM, cancer localmente avanzado de mama.

CTC, células tumorales circulantes.
AC, Adriamicina-Ciclofosfamida.

AT, Adriamicina-Docetaxel.

TA, Docetaxel-Adriamicina.

SG, supervivencia global.

SLE, supervivencia libre de enfermedad.
OR, odds ratio.

HR, hazard ratio.

IC, intervalo de confianza.

RPC, respuesta patolégica completa.
RP, respuesta parcial.

EE, enfermedad estable.

EP, enfermedad progresiva.

TNM, Tumor-Node-Metastasis staging.
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