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Resumen

La identificacién de factores prondsticos en pacientes con cancer de mama ha sido uno
de los grandes retos del siglo pasado. Los mayores logros corresponden al conocimiento de la
propiedad que tienen las células malignas de viajar a través de sangre periférica (SP) cuando
este se torna invasivo. Por otro lado, las células cancerosas han mostrado casi en su totalidad
la presencia de anomalias cromosémicas. El objetivo fue identificar células malignas circulantes
en SPE, provenientes de cancer de mama invasivo e in situ, utilizando técnicas citogenéticas. Se
analizaron 60 muestras de sangre periférica y de tejido tumoral mamario, reportados histol6-
gicamente como carcinoma invasivo o in situ, mediante técnicas citogenéticas. Se detectaron
anomalias cromosémicas en el 86,66% de las muestras de cancer (Ca) invasivo y 73,33% en Ca
in situ; de éstas, 76,66% y 80% de los canceres invasivos e in situ respectivamente resultaron
coincidentes con las anomalias encontradas en el tejido tumoral, sugiriendo que las técnicas ci-
togenéticas pudieran ser usadas como una herramienta adicional para el diagnéstico de cancer
invasivo, sobre todo cuando estamos en presencia de un probable carcinoma in situ en el cual
pudieran estar ocurriendo micrometastasis, lo que modificaria el pronéstico y la escogencia del
tratamiento adecuado.
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Cytogenetic evidence of circulating tumor
cells in peripheral blood of Venezuelan
women with breast cancer

Abstract

The identification of prognostic factors in patients with breast cancer has been one of the
great challenges of the last century. One of the greatest achievement has been the knowledge of
the property that malignant cells have to travel through peripheral blood (PB) when the tumor
becomes invasive. On the other hand, almost all cancer cells have shown the presence of chromo-
somal abnormalities. The objective was to identify malignant cells circulating in PB, from invasive
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and in situ breast cancer, using cytogenetic techniques. Sixty samples of peripheral blood and
tumor tissue from breast carcinoma, reported histologically as invasive or in situ by cytogenetic
techniques, were analyzed. Chromosomal abnormalities were detected in 86.66% of the samples
of invasive cancer (ca) and 73.33% of in situ ca, of these 76.66% and 80% of invasive and in situ
cancers were respectively coincident with the anomalies found in tumor tissue, suggesting that
cytogenetic techniques could be used as an additional tool for diagnosis of invasive cancer, espe-
cially when we are dealing with a probable carcinoma in situ, in which micrometastases might be

occurring. This would alter the prognosis and the choosing of the appropriate treatment.

Keywords: circulating tumors cells, cytogenetic, breast cancer.

Introduccion

El cancer femenino de mama represen-
ta la segunda causa de mortalidad, después
del cancer cérvico-uterino en mujeres lati-
noamericanas (1) y la primera en mujeres en
el mundo (2). Muchos avances se han hecho
en cuanto a la identificaciéon de factores pro-
nosticos que permitan abordar de una mane-
rarapiday segura el manejo del paciente con
cancer de mama (3-4). La identificaciéon de
anomalias cromosoémicas en tejido tumoral
mamario, ha progresado en la ultima déca-
da a tal punto que se han establecido grupos
pronoésticos dependiendo del tipo de anoma-
lia encontrada y se han hecho senalamien-
tos sobre los tipos de alteraciones relacio-
nados con inicio o progresién tumoral (5-6).
Se sabe que las células tumorales viajan a
través del torrente circulatorio para originar
metastasis a distancia, pudiendo ser identi-
ficadas en médula 6sea, ganglios linfaticos y
mas recientemente en sangre periférica (7).
La metastasis es la mayor causa de muerte
relacionada con el cancer en pacientes con
malignidades epiteliales solidas, tal como
carcinomas de mama, prdstata y colorrectal
(8). El paso de células tumorales provenien-
tes de un tumor principal o primario hacia el
torrente circulatorio pueden ser considera-
dos como un paso o etapa inicial en la casca-
da de la metastasis que lleva eventualmente a
la manifestacién clinica de ésta (9).

Los modelos de metastasis indican que
las células tumorales se extienden desde los
tumores primarios via la circulacién (sangre
y vasos linfaticos) a otros érganos, y por in-

vasion local hacia el higado y hacia los érga-
nos vecinos. Por tanto, parece ser que existe
una muy fuerte asociacién entre la aparicién
de células tumorales en la sangre y el desa-
rrollo de metastasis (10). La identificacion
de micrometastasis en sangre periférica es
una herramienta que se esta comenzando a
utilizar con este fin. Anormalidades citoge-
néticas en linfocitos de sangre periférica de
pacientes con este tipo de cancer han sido
reportadas, tales como: cromosomas dimi-
nutos y condensaciéon prematura del cromo-
soma (11-12). El objetivo de este trabajo fue,
identificar las alteraciones cromosdémicas en
sangre periférica y tejido tumoral de pacien-
tes referidos al Instituto de Investigaciones
Genéticas de la Universidad del Zulia (LUZ),
de los hospitales publicos y privados de la
region, con diagnostico de carcinoma mama-
rio para establecer la relacion con la presen-
cia células tumorales circulantes en sangre
periférica.

Materiales y métodos

Se recibieron en el instituto de Investi-
gaciones Genéticas de la Facultad de Medici-
na de la Universidad del Zulia, 60 muestras
de tejido tumoral y sangre periférica, toma-
das conjuntamente, de pacientes referidos
por el oncélogo con diagndstico de cancer
de mama in situ e invasivo, referidos de los
hospitales publicos y privados de la region,
para ser analizados desde el punto de vista
citogenético, 30 de las cuales correspondie-
ron a Ca in situ y 30 a Ca invasivo. Se reali-
zaron técnicas de cultivo corto, para sangre
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periférica y tejido tumoral (13, 14), y la colo-
raciéon con bandas G mediante la utilizacién
del colorante de Wright, (15). Se consider6
como célula tumoral circulante aquella que
presentara cariotipo anormal. Los cariotipos
fueron analizados mediante la utilizacién
del programa computarizado Leica Chantal
y los mismos fueron descritos de acuerdo a
la versién referida en el ISCN de 2.005 (16).
Los datos fueron analizados estadisticamen-
te mediante la utilizacién de la prueba de c2.

Resultados

Las edades de las pacientes estuvieron
comprendidas entre 23 y 86 anos, con un
promedio de 47,4 y 57,3 anos en invasivo e
in situ respectivamente. Se analizaron al me-
nos 20 metafases en los casos de tejidos y en-
tre 50 y 100 metafases en los casos de sangre
periférica. En Ca invasivo, se encontré que el
86,66% de los pacientes presentaron anoma-
lias cromosémicas en el tejido tumoral y de
ellas, el 73,33% presenté anomalias cromo-
sémicas en sangre periférica. Al comparar-
las con las encontradas en el tejido tumoral
se encontr6 que en el 86,36% de los casos
eran coincidentes con las encontradas en el
tejido tumoral (p> 0.01) (tabla 1). Por otro
lado, cuando se analizaron las muestras de
Ca in situ, €l 76,66% de los casos presenta-
ron anomalias cromosémicas en el tejido tu-
moral y 33,33% en sangre periférica. Cuando
se compararon las anomalias cromosémicas
presentes en sangre periférica con las encon-
tradas en el tejido tumoral, el 80% resulta-
ron coincidentes (p> 0.01) (tabla 2).

Discusion

Basicamente todas las decisiones acer-
ca del tratamiento del cancer de mama se
establecen en base al conocimiento de los
riesgos y del beneficio de la terapia, surgien-
do dos preguntas importantes para el trata-
miento de estos pacientes: cudl es el riesgo
de recurrencia o muerte? y écudl es la expec-
tativa del beneficio de la terapia? Basados en
estas dos preguntas se han identificado cier-

to parametro pronésticos que han permitido
clasificar los grados de recurrencia de estos
pacientes en bajo, moderado o alto (3, 11,
17, 18). La investigaciéon de las alteraciones
cromosOmicas mediante técnicas citogenéti-
cas en el cancer de mama ha sido fructifera,
particularmente en las ultimas décadas, ya
que ha permitido importantes avances en el
entendimiento del fenémeno de la transfor-
macion maligna y ha conducido al descubri-
miento de alteraciones citogenéticas utiles en
el diagnostico y el establecimiento del pro-
nostico en este tipo de cancer, lo que hace
posible vislumbrar perspectivas alentadoras
para su prevencioén y tratamiento (9,12,19).
La deteccion de células tumorales circulan-
tes en sangre periférica habla a favor de una
diseminacién hematégena en el desarrollo
de una enfermedad metastasica, cuando las
barreras defensivas hematégenas se alteran
y las células tumorales pasan al torrente
sanguineo. Su presencia en la sangre, por lo
tanto, indica una situacién avanzada de la
enfermedad y suele ir asociada a una mala
evolucion clinica del paciente (20). En el gru-
po de pacientes con cancer de mama inva-
sivo se observo en sangre periférica 73,33%
de anomalias cromosémicas tanto de tipo es-
tructurales como numéricas, de las cuales el
86,63% coincidieron con las presentes en el
tejido tumoral, resultando estadisticamente
significativo; esto puede ser el resultado de
diseminacién primaria del tumor. Las célu-
las tumorales entran a la circulacién y pue-
den ser destruidas por muchas de las célu-
las del sistema inmunoldgico. Sin embargo,
un muy elevado porcentaje de estas células
eventualmente sobrevivira y exitosamente se
extravasard, causando una gran extension
de la enfermedad, llamada micrometastasis
(13, 21, 22).

Por otro lado 7 mujeres con cancer in-
vasivo y 2 con cancer in situ, presentaron
enambos tejidos anormalidades cromosémi-
cas diferentes en el cariotipo; la identifica-
cién y la evolucién de estas aberraciones tie-
nen aplicacién creciente en la clinica para el
establecimiento del diagndstico y el pronos-
tico de esta micrometastasis. Sin embargo,
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Tabla 1
Resultados citogenéticos. Tejido tumoral y sangre periférica en tumores invasivos de mama
Tipo de . s CFh
Edad Anomalias tejido tumoral Sangre periférica
tumor

Ductal

. 55 35~45, XX, -3,-4,-8,-13,-15,-22, [7], 46,XX[50]
Invasivo
Ductal 72 46,XX[13] 46,XX[50]
Invasivo
Ductal . 47,XX, t(15q;11q),+del(11p)[(2],
Invasivo -0 No crecio 46,XX[47]
Ductal 31~45,X,-X,-1,-2,-3,-5,-6,-9,-
Invasivo 48 8,-12,-14,-17,-18,-20[9], 46,XX,t(11q,11q)[2] 46,XX[42]

46,XX[11]

Lobulillar 48~49,XX,+6,+,9,+mar, + . .
Invasivo 40 X, +dim [4], 46,XX[9] 46.XX.ins(3: 1631, 46.XX(35]
Lobulillar 47,XX, +mar[2], 46,XX,
Ivasivo S0 del (12p)[51,46,XX[7] 46.XX, del 12p[2],46.XX
Ducta}l 55 47, XX, +mar([5],46,XX [10] 47, XX, +mar[3], 46,XX[42]
Invasivo
Ductal 43 No creci6 46, XX[50]
Invasivo
Ductal 35~41,XX,-4,-6,-10,-11,-14,-18,-
Invasivo 67 19,-21[8], 45,X[4], 46,XX[8] 46.XX[501
Ductal .

. 59 47 XX, +r[4], 45, XX"-1[2],46,XX[14] 47, XX, + 1,[3] 46,XX[41]
Invasivo
Ductal 42 46,XX del (1p)[3], 45.X[4], 46,XX[13] 45,X[2], 46,XX[50]
Invasivo
Ductal 43~47,XX,-6,-8,-13, -14,-15,-16,-
Invasivo ~ * 17,-19, + marl5], 46, XX[14] XK 872122, marl4], 40, XX[43]
Ductal 39~52,XX,-X,-1,-4,-7,-9,-11,-13,-15,
Invasivo 52 21,+1,+2,4+5,+9,+13[9] 43,XX,-4,-9,-11,[2],46,XX[47]

46,XX[11]
Ductal 44~45,XX,-3,-10,-15,-19,-
Invasivo 46 22,+1,+3,+mar,+del(5p)[6] 46,XX[50]
46,XX,del(10p)[2], 46,XX[12]

Ductal L Tripoliploid[2], 39,XX, -3,-6,-6,-8,
Ivasivo 0V No crecio -13,-14,-20[1], 46, XX[49]
Ductal 23 45,XX,-2,-4,-7-11+3mar[3]/46,XX[8] 46,XX[30]
Invasivo
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Tabla 1 (Continuacion)

Tipo de

Edad Anomalias tejido tumoral Sangre periférica
tumor
Ductal _ 46,XX,del(5p)[1],48,XX,+1,+1[2],
Invasivo 36 47~48,XX,+1,+1,4+mar[3],46,XX[4] 46.XX([32]
Ductal 46,XX,del(4p)(p15)[3],49.XX,+1,+2mar(2]
Invasivo 43 46.XX(5] 47 XX, +mar,+4[21,46,XX[44]
Ductal 39~45,X,-X,-1,-2,-3,-5,-8,
Invasivo 48 -12-15,-19,-21,-22,[5], 46,XX[50]
46,XX[18]
Lobulillar 39~45,X,-X,-4,-8,-11,-12,-
Invasivo 50 14[9], 46,XX[11] 46,XX[50]
Lobulillar e Tetraploidia[3], 44,XX,-5, 21[2]
Invasivo 72 Tetraploidia[2],46,XX[18] 46.XX[50]
Ductal Tetraploidial2], 44,XX,-21,-5,[2]
Invasivo 49 45~47,XX,-1,+8,+12,+19[4] 46,XX[14] 46, XX[48]
Ductal 35 43~45,X, -X,-4,-4,-8,-9,-10,- 43~45, X,-X,-2,-8,-10,-17,-19,-21 /
Invasivo 17,-19, -21[4], 46,XX[16] 46,XX[50]
Ductal 74 No creci6 46,XX[50]
Invasivo
Ductal 55 32~45,XX,-3,-3,-5,-6,-9,-14,-16,-17,-18,- 42~45,XX,-1,-9,-14,-17,-16[3]
Invasivo 20[7] 46, XX+ t(20q;1q)[31,46,XX[10] 46,XX,del (9q) [2], 46,XX [35]
Ductal 46,XXdel (4p)(plb)
Invasivo 43 [31/49,XX,+1,+2mar[2] 47,XX,+mar, +4[2]/46,XX[24]
/46,XX[5]

Ductal

. 36 47~48,XX,+1,+1,+mar[3)/46,XX([4] 46,XX,del(5p)[1]/46,XX[32]
Invasivo
Ductal 47~49,XX,+2,+3,+6,+8,+mar([3]/
Invasivo 50 44 ,XX,-36,-6,-7,-8,+2mar[3]/46,XX[5] 46.XX[22]
Ductal 23 45XX,-2,-4,-7,-11,+3mar[3)/46,XXI[8] 46,XX[80]
Invasivo
Ductal 30  48,XX,+1,+2[3)/46,XX[9],46,XX[13] 46,XX[72]
Invasivo
Ductal 63 47 XX, + mar[3],46,XX[15] 46,XX,t(14q,9p)[2], 46, XX[42]
Invasivo
Ductal

. 86 35~46,XX,-2,-4,-5,-8,-12,-13,-17,-19 [8] 43~46,XX -7-13-14 / 47 XX+ mar
Invasivo
Ductal

. 45a 46,XX[20] 46,XX, del 16p[5], 46, XX[38]
Invasivo
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Tabla 2

Resultados citogenéticos en tejido y sangre periférica de cancer de mama in situ

Tipo de tumor Edad Tejido Sangre periférica
Ductal In situ 45  41~46,XX,-5,-7,-8,-9,-21[5],46,XX[7] 46,XX[25]

Ductal In situ 43 46,XX[13] 46,XX[20]
Lobulillar 55 47 XX+11[2]/46 XX[7] 46,XX(30]

in situ

Ductal In situ 48 ‘fg”:zﬁ] 1162X)1([18] 46.XX[20]

Ductal In situ 39 45,X,-X[2],46,XX,t(1q:2q)[1],46,XX[14] 42;(?35]?;{(&["2‘;]' 1.-
Ductal In situ 86 35;7‘%?1’);,).(521[’(_5‘]};1%;%[;]3’_ 45,XX, -17[11,46,XX[22]
Ductal In situ 68 43~46,XX,-3,-10,-11,[3],46,XX[6] 46,XX[25]
i’rf’ls’iﬁnar 67 45 XX,-1,+mar(2],46,XX[9] 46,XX[30]
pobuliliar 72 46 XX[11] 46, XX [50]

Ductal In situ 45 46,XX, ins(3q,16q)[3],46,XX(8] 46)%12‘3&?1?{ ii‘é{%&é@f{x"
Ductal In situ 68 46,XX[13] 47 XX,+mar|[1], 46,XX, XX[30]
Ductal In situ =~ 52 43,XX,-7,-11,-12,[5], 46,XX[4] 46,XX[50]

Ductal In situ 52 47 XX, +mar,[2],46,XX[12] 47 XX, +mar(11/46,XX[26]
Ductal In situ 45 42~45XX,-5,-9,-11,-17[15],46,XX[8] 46,XX[50]

Ductal In situ 55 48,XX,+1,+mar[2]46,XX[10] 46,XX[50]

Ductal In situ =~ 62 Triploidia[3],46,XX[15] 46,XX[50]

Ductal In situ 43 44,XX,-20,-7[5],46,XX[13] 46,XX[65]

Ductal In situ 55 Tetraploidia[3]46,XX[18] 46,XX[58]

Ductal In situ 83 47 XX,+11[3]. 46,XX[12] 46,XX[72]

Ductal In situ 42 46,XX,t(1q;2q)[2],46,XX[18] 46,XX[68]

Ductal In situ 47 46,XX[20] 46,XX[80]

Ductal In situ = 68 Tetraploidia [3],46,XX[16] 46,XX[56]

Ductal In situ 67 No creci6 46,XX[70]

Ductal In situ 72 No creci6 46,XX[80]
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Tabla 2 (Continuacion)
Tipo de tumor Edad Tejido Sangre periférica
Lobulillar
In situ 47 46,XX,t(4q;10q)[2],46,XX[13] 48,XX,+20,+dm[2],46,XX[47]
47,XX,+mar[2],46,XX,
Ductal In situ = 68 46,XX[20] del(12p)[3],
46,XX[36]
Ductal In situ 56 47 XX, +mar[3],46,XX[14] 47 XX +mar[2],46,XX[48]
45,X[3],45,XX,-17[1],
Ductal In situ = 62 47 XX, +mar[2],46,XX[15] 47 XX, +mar,
46,XX[49]
Ductal In situ 58 Hipodiploidia[5],46,XX[18] 46,XX[78]
) . Hipodiploidia[1],46,XX,del(9q)[1],
Ductal In situ 49 46,XX, t(20q;1q)[3],46,XX[13] 46.XX[36]

como se explica en un modelo de aneusomia
de células circulantes en sangre periférica,
que no representa un clon del tumor prima-
rio, consideramos varias posibilidades: (a)
las células que estan alli han sufrido cambios
genéticos adicionales que permiten separar-
se del tumor primario; por ejemplo, pérdida
de genes envueltos en la invasividad. (b) En
algunas instancias, una porcién de las célu-
las circulantes en sangre periférica pueden
haber sido derivadas de metastasis que han
sufrido cambios genéticos adicionales. Hasta
ahora, no podemos excluir alguna de estas
posibilidades (3, 23-25).

Cambios en el nimero de copias de los
cromosomas o genes representan los prime-
ros eventos en el desarrollo del carcinoma,
teniendo relevancia clinica con respecto al
pronostico del paciente. Sin embargo, hay
reportes de cambios genéticos en las célu-
las circulantes en sangre, explicando la he-
terogeneidad genética asociada al cancer de
mama (4, 21, 27). De las pacientes analiza-
das en nuestra muestra 27/36 (75%), se en-
contrg la misma anomalia cromosdmica tan-
to en la sangre venosa periférica como en el
tejido tumoral, siendo un clon idéntico del
tumor primario; se podria pensar que las
células anormales encontradas en la sangre

periférica son célula malignas derivadas de
un tumor primario. Paterlini-Brechot (20)
describe los pasos mediante los cuales las
células malignas pasan del tejido tumoral a
la sangre venosa para desarrollar microme-
tastasis. El crecimiento de las células tumo-
rales suple el oxigeno y activa la angiogéne-
sis, la baja regulacién de cadherinas epite-
liales reduce la adhesién celular y permite la
invasion de células tumorales resistentes a
la apoptosis, las células tumorales con este
fenotipo experimentan la transicién de las
células epiteliales a mesenquimales, ellas
pierden progresivamente antigenos epitelia-
les y adquieren antigenos mesenquimales
promoviendo la motilidad, posteriormente
entran a los vasos sanguineos por intravasa-
cién; estas células tumorales circulantes su-
fren apoptosis o se mantienen como células
circulantes aisladas fuera del ciclo celular y
no proliferan. Las células tumorales circu-
lantes se extravasan a 6rganos; luego de la
extravasacion, las células tumorales circu-
lantes permanecen como células tumorales
solitarias (células tumorales diseminadas), o
sufren una proliferacién limitada (microme-
tastasis). Esta proliferaciéon de células tumo-
rales circulantes conduce a la metastasis y a
la via de reversion del fenotipo mesenquimal
a epitelial y posteriormente a la angiogénesis.
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La circulacién de microémbolos representa
una migracién colectiva de células tumora-
les resistentes a la apoptosis, manteniendo
la capacidad proliferativa. Las células tumo-
rales metastasicas no pueden extravasarse;
pero se detienen en los capilares y proliferan
rompiendo las paredes de los mismos, origi-
nando la metastasis; asi las células tumora-
les metastasicas mediaran un atajo hacia la
metastasis (28-31) .

Grinberg-Rashi y col. en 2010 (32),
analizaron 20 pacientes usando citogenéti-
ca molecular, y encontraron la presencia de
células tumorales circulantes. Sin embargo
no existe en la literatura revisada algun tra-
bajo que analice estas alteraciones a través
de citogenética convencional. El estudio cro-
mosomico de sangre periférica de pacientes
con cancer de mama es una técnica sencilla
y ligeramente invasiva que permitira evaluar
estos pacientes de manera rapida y contar
con un dato que resultara de mucha utilidad
para la evaluacion del riesgo de recurrencia
y muerte en estas pacientes.
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