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Resumen La disponibilidad de métodos altamente sensibles y especificos para la deteccion de enfermedad
minima residual en pacientes con tumores sdélidos podria tener importantes consecuencias
prondsticas y terapéuticas. Uno de los métodos méas usados para la deteccién molecular de células cancerosas
es la técnica de RT-PCR, que permite la amplificacién de secuencias de ARNm especificas de distintos tejidos.
La misma fue aplicada por primera vez en la deteccion de células tumorales circulantes en sangre periférica de
pacientes con melanoma avanzado, poco tiempo después fue adaptada para la blisqueda de enfermedad mini-
ma residual en otros tumores sélidos. El objetivo de la presente revisiéon es evaluar la informacién publicada
desde el primer estudio sobre este tema en 1991 y analizar el valor clinico de los hallazgos obtenidos. Se dis-
cute también la importancia del manejo de la muestra y de la estandarizaciéon de los procedimientos de RT-

PCR.
Palabras clave: ARNm, transcripcion reversa, reaccion en cadena de la polimerasa, tirosinasa, melanoma, cancer

Molecular detection of minimal residual disease in melanoma and solid tumors. The avail-
ability of highly sensitive and specific methods for the detection of minimal residual disease in pa-
tients with solid tumors may have important prognostic and therapeutic implications. One of the most widely
used methods for the molecular detection of cancer cells is the RT-PCR technique, which leads to the amplifica-
tion of tissue-specific mMRNA. It was firstly applied in the detection of circulating tumor cells in peripheral blood
of patients with advanced melanoma; and soon it was adapted for the detection of minimal residual disease in
other solid tumors. The aim of the present review is to evaluate the published data since the first study in 1991
and to analyze the clinical value of the findings obtained. The importance of sample handling and standardiza-

Abstract
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tion of RT-PCR procedures is also discussed.
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A pesar de los avances terapéuticos logrados en on-
cologia durante las Ultimas décadas, muchos pacientes
mueren a causa de cancer metastasico, incluso sin ha-
ber presentado signos de enfermedad clinicamente
detectable luego del tratamiento. En estos pacientes, la
recurrencia se origina a partir de residuos tumorales mi-
croscopicos que constituyen la denominada enfermedad
minima residual. Esta no se detecta mediante técnicas
de imagen convencionales, requiriéndose la aplicacién
de métodos citométricos o moleculares'. La enfermedad
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minima residual puede ser detectada en diferentes com-
partimientos corporales, incluyendo la sangre periférica,
la médula 6sea y los ganglios linfaticos?*.

Los métodos moleculares utilizados en la deteccion
de la enfermedad minima residual incluyen técnicas de-
rivadas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)?,
la cual permite detectar secuencias particulares de aci-
dos nucleicos, ya sea desoxirribonucleico (ADN) o
ribonucleico (ARN). Esta técnica amplifica geométri-
camente la secuencia de interés y es capaz de poner de
manifiesto la presencia de acidos nucleicos, aun cuando
éstos se encuentren en cantidades minimas. Para llevar
a cabo la deteccion es indispensable contar con secuen-
cias marcadoras especificas, cuya expresion se asocie a
determinadas variantes de cancer. De tal forma, es posi-
ble detectar las células tumorales que porten la corres-
pondiente secuencia.
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Marcadores tumorales y enfermedad residual

Los marcadores tumorales —o “biomarcadores”— son
moléculas producidas tanto por el organismo en respuesta
al crecimiento tumoral como por el propio tejido transfor-
mado®. Algunos marcadores son especificos de una va-
riante tumoral, mientras que otros pueden encontrarse
en varios tipos de cancer. Los marcadores tumorales no
son capaces de asegurar el diagndstico de procesos
neoplasicos por si mismos, ya que obviamente el diag-
nostico certero de la enfermedad depende, en Gltima ins-
tancia de un apropiado estudio histopatoldgico a partir
de material biépsico. Sin embargo, proveen una informa-
cién muy util, contribuyendo a diagnosticar precozmente
la enfermedad, establecer el pronoéstico, predecir la res-
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puesta al tratamiento o detectar la recurrencia, por citar
algunos ejemplos®*?. La Tabla 1 presenta una clasifica-
cién detallada de los marcadores tumorales de acuerdo
con el tipo de informacién que brinda cada uno.

En el caso de la deteccién de la enfermedad minima
residual, los biomarcadores aplicables a este objetivo
podrian incluirse en la categoria de marcadores de pro-
nostico. Ayudan a prever en forma anticipada la re-
currencia del tumor o la supervivencia del enfermo —sin
importar el tipo de terapia utilizada—, constituyendo un
indicio del grado de agresividad o progresion de la enfer-
medad®.

Existe mas de una manera de abordar la eleccion del
marcador a utilizar en la deteccién molecular. Una de
ellas es la busqueda de moléculas que se expresen en la

TABLA 1.— Clasificacion de los marcadores tumorales

Tipo

Utilidad

Ejemplo

Marcadores de deteccion
temprana

Se aplican para la identificacién de nuevos casos de cancer. La
mayoria no son aptos para pesquisas en la poblacion general,

PSA en cancer de
prostata®.

pero algunos pueden ser Utiles en individuos con una fuerte
historia familiar de algin cancer particular.

Marcadores de riesgo

Marcadores diagnosticos

Se basan en la identificacion de mutaciones germinales

heredadas en genes involucrados en tumorigénesis. En su
mayoria se trata de genes supresores tumorales o genes que
codifican para moléculas que mantienen la estabilidad del genoma.

Se utilizan en casos de pacientes con sintomas para establecer
el origen de un tumor indiferenciado, ayudando a definir la

Mutaciones en los
genes BRCAly
BRCAZ2 en cancer de
mama’.

CA-125 en cancer de
ovario®.

estirpe celular que dio origen a la enfermedad.

Marcadores de
estadificacion
otros tejidos y 6rganos.

Marcadores prondsticos

Una vez diagnosticada la enfermedad, ayudan a determinar si la
misma ha avanzado y si las células cancerosas han invadido

Contribuyen a valorar la agresividad tumoral o determinar el
comportamiento del tumor. Estos biomarcadores ofrecen
informacion sobre la futura evolucion clinica del paciente al

Niveles de CA19-9 en
ciertos casos de cancer
de pancreas®.

Expresion aberrante de
CD117 en casos de
mieloma multiple®°.

momento del diagnostico o de la extirpacion quirdrgica.

Marcadores predictivos

Establecen la probabilidad de respuesta a algun tipo de
tratamiento y pueden ser Utiles para monitorear su efectividad.

Expresion de receptores
de estrégeno en la
terapia hormonal en
cancer de mama.

Marcadores de recurrencia

Permiten monitorear la recurrencia de la enfermedad. Si el
tratamiento disminuye los niveles del marcador, su aumento
posterior denota la recurrencia. Si permanece elevado, es
probable que el tumor no se haya removido completamente.

CEA en cancer
colorrectal, luego de la
reseccion quirdrgica®?.

PSA: prostate-specific antigen; CEA: carcinoembryonic antigen.
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estirpe celular de la cual proviene el tumor primario, y
gue no se encuentren normalmente en el compartimien-
to tisular de donde se toma la muestra. De este modo, la
presencia del marcador s6lo puede provenir de células
diseminadas a partir del tumor. Este es el enfoque pre-
dominante para los marcadores utilizados en la detec-
cion de células circulantes en tumores solidos. Resulta
fundamental que el marcador se exprese independiente-
mente del grado de diferenciacién de las células
tumorales, sobre todo si se pretende detectar la enfer-
medad minima residual en los estadios més avanzados.
Otra alternativa para escoger un marcador tumoral es
optar por moléculas que no solo se expresen en tumores
poco diferenciados sino que, ademas, su presencia aporte
ventajas adaptativas a las células tumorales. Esta condi-
cién podria proporcionar una mayor confiabilidad al mar-
cador, considerando la inestabilidad genética y fenotipica
propia de las poblaciones transformadas.

La presencia de células malignas en la sangre
periférica es un fenémeno fundamental durante el desa-
rrollo de la diseminacion a distancia de los tumores soli-
dos* 3, Por lo tanto, la posibilidad de detectar células
metastasicas con métodos confiables de base molecular
podria representar una herramienta pronostica de gran
valor en pacientes oncologicos. En los dltimos afios, la
importancia adjudicada a estas herramientas se ha refle-
jado en una considerable cantidad de trabajos desarro-
llados en la busqueda de marcadores tumorales altamen-
te sensibles y especificos, buena parte en melanoma
metastasico'**. El comportamiento agresivo del mela-
noma ha sido atribuido a caracteristicas fenotipicas pro-
pias del linaje celular de la estirpe melanica, sugiriendo
que ciertos factores presentes antes de la transforma-
cién neoplasica tendrian un papel central en la propen-
sién a generar metastasis, aun a partir de cargas
tumorales muy bajas*. De tal forma que el melanoma es
un modelo atractivo en el desarrollo de biomarcadores
para la deteccion de enfermedad residual, atendiendo a
su tendencia a diseminarse rapidamente y a la identifica-
cién inequivoca mediante métodos moleculares del lina-
je celular involucrado.

Los marcadores tumorales basados en la técnica
molecular de transcripcion reversa seguida de PCR ani-
dada (RT-PCR anidada) son los mas difundidos para la
deteccion de enfermedad minima residual. En términos
sencillos, la técnica consiste en la retrotranscripcion de
una secuencia especifica de ARN mensajero de interés
a “copia” de ADN vy, a partir de esta copia se efectian,
dos rondas sucesivas de amplificacion por PCR. La cor-
ta vida media del ARN mensajero y su inestabilidad fue-
ra de la célula, permiten suponer que una deteccion po-
sitiva de la secuencia deberia provenir de una célula in-
tegra y probablemente viable.
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Deteccion molecular en melanoma

La relevancia clinica de la deteccion de enfermedad mi-
nima residual en tumores sélidos a partir de muestras de
sangre periférica todavia se encuentra en debate. Como
se comentd mas arriba, el mayor caudal de experiencia
se ha obtenido en el estudio de pacientes con melanoma
avanzado. Muchos grupos de investigadores abocados
al estudio de marcadores prondésticos en pacientes con
melanoma han obtenido resultados satisfactorios#17: 1%
21,23-26, 28:30, 34, 35, 3745 gunque en otros trabajos no se ha
podido arribar a hallazgos similares?® 22 27.31-33. 36 Estas
contradicciones han retrasado el posicionamiento de la
deteccion molecular de enfermedad minima residual en
el uso clinico, tanto en melanoma como en otros tumo-
res solidos.

Smith y col.#” fueron los primeros en desarrollar un
método de deteccion de células de melanoma en sangre
utilizando la técnica de RT-PCR anidada. Mediante la
misma lograron detectar la presencia del ARN mensaje-
ro transcripto a partir del gen de la tirosinasa, el cual se
expresa activamente en células de melanoma y es un
marcador robusto del linaje melanocitico*®. El producto
proteico de este gen es una enzima que participa direc-
tamente en el proceso de melanogénesis. Se sabe que
la tirosinasa se expresa en los estadios avanzados de la
enfermedad y se la ha detectado incluso en pacientes
con melanoma amelanético®.

Luego de este estudio pionero en melanoma, conti-
nuaron numerosos trabajos orientados, entre otros obje-
tivos, a aumentar la especificidad y sensibilidad de la téc-
nica' > %0 definir otros marcadores Utiles!# 15 25 28, 50,
correlacionar el resultado obtenido con el estadio de la
enfermedad“® 53 y comprobar el valor prondstico de los
resultados obtenidos en muestras de sangre de pacien-
teSIA, 15, 18, 20, 23, 28, 30, 34-36, 50, 54, 55.

Con la intencion de aumentar la especificidad y sensi-
bilidad de la deteccion molecular, se ensayaron técnicas
de RT-PCR o RT-PCR anidada seguidas de Southern
blots, aplicando sondas especificas para detectar el pro-
ducto amplificado®® *°. No obstante, la utilizacion de esta
técnica no aportd mayores beneficios a la deteccion
molecular y, para algunos marcadores, la especificidad fue
menor®. De tal forma que, siempre ha prevalecido el mé-
todo de la RT-PCR anidada y, mas recientemente, técni-
cas similares cuantitativas aplicando la denominada RT-
PCR en tiempo real, que permite estimar el nimero inicial
de copias del transcripto presentes en la muestra®.

A medida que se fue extendiendo la aplicacién de téc-
nicas de deteccion molecular, surgieron trabajos centra-
dos en la correlacion de los resultados con el estadio de
la enfermedad. Si bien se han registrado hallazgos contra-
puestos, las variaciones aplicadas a la técnica de RT-
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PCR —aun usando la misma secuencia marcadora— difi-
cultan la comparacion de resultados. Adicionalmente, los
primeros trabajos se realizaron en pocos pacientes y nin-
guno aport6 analisis estadisticos definitivos para validar
los resultados®-52,

Se introdujo también el estudio de méas de un marca-
dor para fortalecer el diagnéstico de enfermedad minima
residual en melanoma. Al respecto, Kulik y col.*® no en-
contraron correlaciéon estadistica entre los marcadores
moleculares y el estadio de la enfermedad. De todas
maneras, se encontré que la frecuencia de deteccion
positiva en los ensayos con dos marcadores fue mayor
que utilizando sélo el marcador de referencia, la
tirosinasa. Estos resultados abrieron algunas expectati-
vas con respecto a la utilidad de técnicas de tipo
«multimarcadors» en la deteccion de la enfermedad mini-
ma residual.

Evaluacion como marcadores de prondstico

Uno de los primeros trabajos que posiciond a la tirosinasa
como marcador pronéstico, fue el de Battayani y col.*,
con resultados en 93 pacientes que mostraban su aso-
ciacion a la progresion de la enfermedad. Por su parte,
Hoon y col.** realizaron un analisis de cuatro marcadores
de melanoma (tirosinasa, p97, MUC-18 y MAGE-3) sobre
un total de 119 pacientes y encontraron una correlacién
significativa entre el nimero de marcadores positivos, el
estadio y la progresion de la enfermedad. Sin embargo,
cabe aclarar que se ha informado que los marcadores
MAGE-3 y MUC-18 poseen una baja especificidad?® *’.
Sarantou y col.*° ampliaron el trabajo de Hoon y col.** es-
tudiando otros marcadores (Trp-1, Trp-2, Pmell7 y MART-
1/Melan-A), ademas de tirosinasa, y concluyeron nueva-
mente que la sensibilidad del ensayo aumentaba utilizan-
do mas de uno. Este resultado fue explicado por la hetero-
geneidad tumoral, que afectaria el nivel de expresion
génica correspondiente a los distintos marcadores.

Siguiendo esta linea de ensayos con mlltiples marca-
dores y aportando un analisis estadistico consistente,
Palmieri y col.?® arribaron a conclusiones diferentes res-
pecto de Hoon y col.?. Informaron una correlacion signifi-
cativa con el estadio de la enfermedad sdlo para el marca-
dor tirosinasa® ?¢. No pudieron demostrar la utilidad del
resto de los marcadores evaluados en la progresion
tumoral, ya sea individualmente o combinados entre si.
Mas aun, obtuvieron resultados falsos positivos para los
marcadores p97, MART-1 y MUC-18%. Esta especificidad
limitada de ciertos marcadores complica la adopcién de
un criterio uniforme al aplicarse mdltiples marcadores para
la deteccion de células tumorales circulantes y limita la
adjudicacion de un significado clinico.

A este panorama complejo se suman otras variables
que dificultan alin mas las comparaciones de los resulta-

MEDICINA - Volumen 69 - N° 1/2, 2009

dos obtenidos en los distintos estudios realizados. En este
sentido, pueden diferir los estadios de la enfermedad
analizados en cada trabajo, el tratamiento recibido por
los pacientes, la utilizacién de uno o mas marcadores o
la periodicidad de muestreo durante el seguimiento, en-
tre otras variables. A modo de resumen, en la Tabla 2 se
lista una seleccion de trabajos realizados sobre
melanoma, en los que se incluyeron 20 pacientes o mas.

Por otra parte, podrian existir otros factores que influ-
yen en la validacion de la técnica para su uso clinico. Por
ejemplo, Hasselmann y col.%® sugirieron que existe la
posibilidad de que células tumorales apoptoticas consti-
tuyan una fuente de ARN circulante y que este acido
nucleico se encuentre protegido de las ARNasas del suero
dentro de los cuerpos apoptoéticos. Esta informacion indi-
ca que no siempre que se detecte un marcador tumoral
en sangre es posible inferir que proviene de células cir-
culantes capaces de originar metastasis.

Optimizacion y estandarizacion
de técnicas moleculares

Otro punto muy relevante que se relaciona con la disper-
sion de resultados que arrojan los distintos trabajos de
deteccion molecular, es la falta de controles de calidad
en las técnicas empleadas. Para investigar la consisten-
cia de los estudios, el grupo de melanoma de la EORTC
(European Organization for Research and Treatment of
Cancer) presentd una serie de recomendaciones para
los ensayos clinicos, especialmente en lo referido al con-
trol riguroso del procesamiento para RT-PCR%. Todos
los pasos del manejo de la muestra hasta completarse la
retrotranscripcion, con la consecuente sintesis del ADN
copia, parecen contribuir a la heterogeneidad de los re-
sultados. En cambio, la amplificacion por PCR se mues-
tra como proceso robusto. Asi, debe concluirse que la
calidad del ARN obtenido de la muestra se convierte en
un elemento clave de esta técnica.

Recientemente, completamos la optimizacién de un
nuevo disefio de secuencias para el marcador tirosinasa
utilizando software de Ultima generacion para el disefio
de cebadores para la RT-PCR anidada“®®. Como resulta-
do del disefio optimizado fue posible identificar cantida-
des minimas del mensajero de tirosinasa, requiriéndose
menos de 1.5 pg de ARN total de una estirpe melanica,
menor al total contenido en una sola célula cancerosa
humana. Incluso, la sensibilidad del nuevo disefo fue
superior a la del protocolo original de Smith y col.*> 47,
tomado como referencia en la mayoria de los ensayos
en muestras humanas publicados hasta la fecha.

Mas alla de cumplirse las recomendaciones de la
EORTC sobre el procesamiento del ARN®®, desarrolla-
mos ademas una serie de estudios en un modelo
xenogeénico para valorar el desempefio in vivo de la téc-
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TABLA 2.— Seleccion de trabajos destacados sobre la deteccion molecular en sangre en pacientes con melanoma

Referencia N° de Estadios Marcadores Deteccion de  Asociacion
Pacientes incluidos moleculares melanoma con la
estudiados* en sangre® progresion
% tumoral
Hoon et al.** 119 Todos Tyr, MAGE-3, MUC-18, p97 91 Si
Mellado et al.*® 91 Todos Tyr 59 Si
Kunter et al.*’ 64 Todos Tyr 14 Si
Reinhold et al.*® 65 Todos Tyr 9 No
Curry et al.*® 123 I, 11, 1 Tyr, MART1 46 Si
Ghossein et al.?° 73 I, 11, v Tyr 12 Si
Curry et al.® 186 I, 11, 1 Tyr, MART1 68 Si
Hanekom et al.?? 143 I, 1l Tyr 7 No
Mellado et al.2? 57 I, 11, 1 Tyr 17 Si
Schittek et al.* 225 Todos Tyr, MART1 32 Si
Palmieri et al.® 235 Todos Tyr, MART1, MUC-18, p97 20 Si
Proebstle et al.? 212 Todos Tyr 22 Si
Aubin et al.?’ 39 I, 11, 1 Tyr 8 No
Hoon et al.?® 46 I, 11, 1V Tyr, MAGE-3, MUC-18, p97 93 Si
Schrader et al.?® 31 \Y, Tyr, MART1, Trp-1, Trp-2, MAGE-3 23 Si
Osella-Abate et al.*° 186 Todos Tyr 36 Si
Brownbridge et al.®* 299 Todos Tyr, MART1 51 No
Waldmann et al.®? 20 \% Tyr 40 No
Strohal et al.3® 77 Todos Tyr, MART1 21 No
Gogas et al.* 60 I, 1 Tyr 70 Si
Osella-Abate et al.®® 155 Todos Tyr 49 Si
Palmieri et al.?® 200 Todos Tyr, MART1, p97 81 No
Reynolds et al.*’ 118 I, 11, 1V Tyr, gp100, MART1, MAGE-3 47 Si
Osella-Abate et al.® 110 1 Tyr 49 Si
Wascher et al.®® 30 1 Tyr, MART1, uMAG-A 37 Si
Mocellin et al.*® 40 I, 1 Tyr, MART1 70 Si
Voit et al.* 111 11, 1l Tyr 32 Si
Schmidt et al.*? 85 \% Tyr, MART1 39 Si
Domingo-Domenech et al.** 106 I, 11, v Tyr 36 Si
Gabri et al.* 25 1, v Tyr 64 Si

ASecuencias estudiadas por RT-PCR a partir de muestras de sangre periférica. BPorcentual de casos poSitivos para la deteccion de uno o varios
marcadores de melanoma en circulacion. Tyr: tyrosinase; MAGE: melanoma-associated antigen; MUC: transmembrane glycoprotein tumor antigen;
MART: melanoma-associated antigen recognized by T-cells; Trp: tyrosinase-related protein; uMAG-A: universal melanoma antigen gene-A.

nica en la deteccion del melanoma®. Fue posible detec-
tar expresion de tirosinasa en la sangre de ratones
atimicos portadores de tumores subcutaneos inducidos
con células SKmel de melanoma humano, y esta expre-
sién aumento luego de la manipulacién de los tumores.
También informamos por primera vez la cinética del mar-
cador luego de que las células cancerosas acceden al
torrente circulatorio. Se comprobé que la expresion de-
cae 6 horas después de la inyecciéon endovenosa de cé-
lulas SKmel, sugiriendo que ese seria el lapso durante el
cual las células de melanoma se mantienen viables en la
circulacion®.

Metaanalisis

En un intento por unificar la experiencia ganada en los
trabajos de deteccion molecular de diferentes grupos y
conseguir, a su vez, un analisis con mayor poder esta-
distico que involucre a un gran caudal de pacientes con
melanoma, se han conducido estudios de metaanalisis.
El metaanalisis se basa en integrar de manera estruc-
turada y sistematica los datos obtenidos previamente en
varios estudios clinicos similares. Tsao y col.®® realizaron
un analisis de 23 trabajos que incluy6 un total de 1799
pacientes, determinando que existe una falla en identifi-
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car a mas de la mitad de los pacientes con enfermedad
metastasica conocida, lo cual sugiere limitaciones para
su uso en el ambito clinico.

Por su parte, Quaglino y col.®* encontraron que la
mayoria de los trabajos analizados coincide en que la
determinacion basal de tirosinasa, tomada antes del ini-
cio del tratamiento, no estaria relacionada con el curso
clinico de la enfermedad. Con respecto a la sensibilidad
del sistema de deteccién, encontraron que la misma fue
menor cuando se asocié con un periodo de seguimiento
corto. También observaron una mayor sensibilidad en los
trabajos en los que se realiz6 un mayor nimero de deter-
minaciones por paciente y que todos los pacientes estu-
diados con dos muestras consecutivas positivas desa-
rrollaron progresion visceral de la enfermedad.

Mocellin y col.%? realizaron un importante estudio de
metaanalisis sobre 53 publicaciones que incluyeron un
total de 5433 pacientes. Los resultados conseguidos con
este trabajo avalaron la hipotesis de que la identificacion
de marcadores de células tumorales circulantes podria
implicar un parametro pronostico Util para el seguimiento
clinico de los pacientes con melanoma. Mas aun, el me-
taandlisis del conjunto de datos confirmé que la detec-
cién molecular de células de melanoma en sangre repre-
senta un riesgo significativo, tanto para la sobrevida libre
de enfermedad como para la sobrevida global.

Se ha postulado que la especificidad de la técnica de
deteccion podria estar relacionada al estadio de la enfer-
medad, puesto que dos de los trabajos que informaron
una alta especificidad incluyeron sélo pacientes con
melanoma en estadio 1112°3¢, Considerando esto, el ARN
de tirosinasa seria un marcador potencialmente (til, al
menos en pacientes en estadio Il libres de enfermedad,
si se realizan determinaciones periddicas cada 2 o 3
meses durante el seguimiento clinico.

Detecciéon molecular en otras
variantes de tumores sdlidos

Luego del trabajo pionero de deteccion de enfermedad
minima residual en pacientes con melanoma, se intenta-
ron estrategias similares en diferentes tipos de tumores
sélidos. En el trabajo de Corradini y col.®® se estudié un
panel de posibles marcadores para la deteccién de en-
fermedad minima residual en pacientes con cancer de
mama, observandose que las secuencias de maspina y
mamaglobina ofrecen una sensibilidad y especificidad
apropiada, aunque los autores concuerdan en que se
requiere evidencia clinica para determinar la utilidad de
estos marcadores en relacion al prondstico y el segui-
miento del tratamiento. Por su parte, Soria y col.%* notifi-
caron la deteccion del transcripto correspondiente a la
enzima telomerasa en muestras de pacientes con esta
misma enfermedad. Para ello utilizaron dos métodos di-
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ferentes que combinan las técnicas de PCR y ELISA, no
encontrando la presencia del marcador en las muestras
de voluntarios sanos.

En otros trabajos fue posible detectar secuencias del
antigeno carcinoembrionario en muestras de sangre,
médula 6sea y ganglios linfaticos de pacientes con carci-
noma mamario® . Si bien no se informaron resultados
positivos en lesiones benignas, se acepta que dicho mar-
cador es inespecifico. De hecho, se conoce su presencia
en muestras de pacientes con carcinoma gastrico,
colorrectal y pancreatico®*7° y otros investigadores lo
encontraron en la médula 6sea y ganglios linfaticos de
individuos sanos™ 2. En el estudio de Wu y col.?’, se eva-
luo la expresion de telomerasa en la deteccion de enfer-
medad minima residual en pacientes con carcinoma gas-
trico, pero no se encontré una correlacion significativa
entre su presencia y los parametros clinicos de la enfer-
medad. En cambio, la secuencia del antigeno carcino-
embrionario se asoci6 en este trabajo a un riesgo signi-
ficativamente mayor de progresion cuando fue encontra-
da en las células circulantes®’.

Por otra parte, varios grupos han detectado células
tumorales circulantes en la sangre periférica de pacien-
tes con cancer de préstata —tanto localizado como
metastatico— usando la técnica de RT-PCR aplicada al
ARN mensajero del antigeno especifico prostatico”™ 7.
Desafortunadamente, una proporcion significativa de
pacientes con enfermedad metastasica fue negativa para
la presencia de este marcador.

La deteccion de marcadores en sangre periférica
mediante la técnica de RT-PCR fue realizada en otros
tipos de tumores solidos epiteliales. Asi, fue posible de-
tectar la secuencia de o-fetoproteina en pacientes con
carcinoma hepatocelular’®’®, aunque este hallazgo po-
see un valor limitado puesto que también se ha encon-
trado este marcador en pacientes con enfermedades
hepaticas no neopléasicas, como cirrosis y hepatitis croni-
ca’” . El uso de la secuencia de albimina rindié resulta-
dos aun menos especificos que o-fetoproteina, estando
presente en la gran mayoria de los voluntarios sanos’” .
Se postulé que la presencia del transcripto de la
telomerasa podria ser un marcador Util para la deteccion
temprana de progresion del hepatocarcinoma, habién-
dose encontrado més tarde resultados alentadores al
respecto® 82, Para el caso del cancer de cuello uterino,
ha sido posible hallar la presencia del ARN mensajero
del antigeno de carcinoma de células escamosas y del
transcripto correspondiente al gen de la oncoproteina E6
del papilomavirus humano 168 8,

Las secuencias marcadoras de tiroglobulina y
peroxidasa tiroidea han sido evidenciadas en muestras
de carcinoma tiroideo y nddulos tiroideos benignos, sin
detectarse en la mayoria de las muestras de individuos
sanos. Incluso, se ha encontrado una correlacion signifi-
cativa entre su presencia en sangre periférica y el diag-
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néstico de carcinoma tiroideo. Resta, sin embargo, eva-
luar el significado pronéstico de esta determinacion
molecular®.

Con respecto a tumores solidos no epiteliales, se ha
ensayado la deteccién molecular de células tumorales
circulantes en pacientes pediatricos con neuroblastoma.
Ha sido posible detectar el ARN mensajero de la enzima
tirosina hidroxilasa en sangre periférica y médula 6sea,
tanto en pacientes con enfermedad confinada al érgano
como con metastasis linfaticas®. También pudo eviden-
ciarse la presencia de secuencias del antigeno GAGE
en el 50% de las muestras de sangre periférica de pa-
cientes con neuroblastoma diseminado, aunque el signi-
ficado clinico de estos resultados es todavia incierto®’.
Adicionalmente, se han detectado falsos positivos en
sangre de controles utilizando dicho marcador®. Otra
secuencia de mucho interés en neuroblastoma es el
transcripto de la enzima gangliésido GD2 sintasa. La
misma mostré una alta especificidad, no siendo detecta-
da en muestras normales de médula 6sea y sangre. Sin
embargo, se expresaria en otros tipos de cancer, como
osteosarcoma, melanoma, retinoblastoma y algunos tu-
mores de cerebro®: .

Perspectivas en deteccion molecular

La deteccion molecular de enfermedad minima residual
implica el uso de marcadores pronésticos, especificos
para cada tipo de cancer. La utilizacion de dichos marca-
dores requiere la aplicacién de una técnica optimizada,
altamente sensible y especifica. Los resultados falsos
negativos se encuentran estrechamente ligados a la sen-
sibilidad del sistema, aunque también pueden deberse a
la liberacion intermitente de células tumorales circulan-
tes hacia la sangre y a la inestabilidad genética de las
células malignas. En estas situaciones, la imposibilidad
de detectar la presencia de enfermedad minima residual
no permitiria conocer el mayor riesgo de progresion. Si
bien en la actualidad no existe una gran variedad de al-
ternativas terapéuticas para el melanoma avanzado, con
un resultado falso negativo igualmente se perderia un
signo de alerta para prever la progresion.

Una manera de lidiar con las limitaciones en la sensi-
bilidad, es realizar un seguimiento periédico, obteniendo
varias muestras de cada paciente. Con respecto al estu-
dio de multiples marcadores, hay que tener especial cui-
dado puesto que distintos trabajos en pacientes con
melanoma informaron una muy baja especificidad para
algunas secuencias. Al respecto, la tirosinasa se mues-
tra como el mas robusto para ser utilizado como Unico
marcador, atendiendo a los datos de sensibilidad y es-
pecificidad obtenidos en varios estudios.

La consistencia de las técnicas de deteccion molecular
parece ser un factor central para establecer el valor pro-
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ndstico de las distintas secuencias marcadoras en la en-
fermedad minima residual. Deberian adoptarse como
rutina protocolos estandarizados, previamente optimi-
zados y validados mediante estudios in vitro sobre lineas
celulares de referencia®. Ademas, deberian incluirse con-
troles estrictos en cada muestra procesada, como el de
integridad del ARN a través de genes testigo de expresion
constitutiva (como la actina o la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), para arrojar resultados confiables y com-
parables entre los distintos ensayos* 4. Al respecto, es-
tas variables no pueden ser aseguradas simplemente bajo
la forma de un kit comercial, sino que dependen de las
buenas practicas de cada laboratorio, aun cuando la
metodologia ya se encuentre validada en la literatura.

La experiencia acumulada en la deteccion de
melanoma residual seguramente sera de gran utilidad
para evitar inconsistencias en el desarrollo de sistemas
de deteccion de células cancerosas circulantes en otros
tipos de tumores sélidos prevalentes. El cancer residual
parece ser el objetivo de nuevas terapias con compues-
tos mas selectivos y vacunas oncolégicas, apuntando a
pacientes portadores de enfermedad localmente avan-
zada al diagnéstico y con alto riesgo de recurrencia®t. En
este contexto, la deteccidbn molecular mediante RT-PCR
ha arrojado el mejor desempefio como marcador de pro-
néstico en el mismo perfil de pacientes. Es probable que
pueda ser de utilidad como marcador de recurrencia e
incluso como marcador predictivo, ayudando a estable-
cer la probabilidad de respuesta al tratamiento®2. Por otra
parte, la misma técnica de RT-PCR ha comenzado a
adaptarse para detectar células cancerosas en otras
muestras o fluidos del paciente —ademas de la sangre—
como es el caso del ganglio centinela®™

Aunque la informacion disponible en melanoma es
interesante, de todas formas resta mucha investigacion
clinica prospectiva para definir las secuencias marcadoras
mas apropiadas para distintos tipos tumorales, conside-
rando el estadio de la enfermedad y los resultados del
tratamiento.
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