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Resumen

Segun el “Informe mundial sobre cancer” en el 2020 se reporté una incidencia mundial de,
aproximadamente, 19.2 millones de casos nuevos, correspondiendo con 9.9 millones de

muertes asociadas con esta causa. (WHO, 2021)

El término cancer hace referencia a un conjunto de enfermedades caracterizadas por la
presencia de células anormales que se dividen sin control y son capaces de invadir diversos
tejidos (American Cancer Society, 2020). Es una enfermedad heterogénea que no se limita
a variaciones entre individuos, sino, presenta diferencias dentro de una misma persona,

dentro de un mismo tumor.

La complejidad clinica, celular y molecular lleva a que las técnicas diagnédsticas requeridas
sean altamente sensibles y especificas. Convencionalmente, para el diagnéstico de
tumores sélidos se instaura un protocolo diagnéstico de referencia basado en la realizacién
de biopsia tisular que obtiene una porcion del tumor sélido y lo dispone para su posterior

analisis.

La biopsia liquida es una nueva alternativa diagndstica que nace entorno a la deteccion de
células tumorales circulantes, sus acidos nucleicos, proteinas o exomas asociados, a partir
de una muestra de sangre periférica, orina u otros fluidos corporales. Esta permite identificar
tumores primarios, asi como procesos metastasicos, con la gran ventaja de que puede
reflejar el comportamiento dindmico de la malignidad, ante la facilidad del muestreo en el

tiempo.

El interés en el &mbito onco-hematologico es llevar ese tipo de metodologias innovadoras
hacia pacientes que sufren malignidades de origen hematoldgico, teniendo en cuenta las
diferencias de presentacién, comportamiento y evolucion de estas neoplasias con origen

celular tan distinto.
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Antecedentes
De acuerdo con la Sociedad Americana de Cancer, “cancer” es un término que hace

referencia a un conjunto de enfermedades caracterizadas por la presencia de células
anormales gue se dividen sin control y son capaces de invadir diversos tejidos (American
Cancer Society, 2020). Las células se convierten en cancerosas en el momento en que
dejan de responder de modo normal a sefiales reguladoras y adquieren la capacidad de
dividirse de manera mas rapida que las células normales; la capacidad de crecimiento y
division es tal que empiezan a dafiar y sustraer nutrientes a las células adyacentes. Es un
desorden molecular con disrupcién de la informacion genética a nivel celular, que lleva a
distorsiones fundamentales a nivel proteico y en circuitos de sefializacion, lo cual es el

origen de esa pérdida de regulacion y crecimiento descontrolado. (Johann et al., 2018)

El cancer es una enfermedad heterogénea que no se limita a variaciones entre individuos,
sino, presenta diferencias dentro de una misma persona, dentro de un mismo tumor (Allison
& Sledge, 2014). Una gran heterogeneidad puede caracterizar a un solo tumor, dentro del
gue pueden interactuar o estar espacialmente separadas poblaciones de sub-clones

genéticamente distintos (Burrell et al., 2013).

La heterogeneidad tumoral se refiere a la coexistencia de diferencias bioldgicas,
morfol6gicas, asi como distintos perfiles fenotipicos y genotipicos, entre tumores
(heterogeneidad inter tumoral) o dentro de un mismo tumor (heterogeneidad intra tumoral).
Se puede manifestar en diferentes grados, a lo largo de distintas regiones del tumor, o entre
la masa maligna primaria y los focos de metastasis, esto Ultimo define una heterogeneidad
espacial en un momento dado. También, se puede suscitar una heterogeneidad temporal
delimitada por diferencias documentadas en el tiempo de evolucién de la neoplasia. Una
fuente externa de variabilidad esta dada por el microambiente tumoral, el cual se define
como un ecosistema complejo de células cancerosas que interactian intimamente con
células normales programadas por el proceso neoplasico, mediante diversas vias de
sefializacibn que activan una comunicacion continua que lleva a perpetuar el

comportamiento proliferativo del cancer. (Russano et al., 2020)

La complejidad clinica, celular y molecular lleva a que las técnicas diagnoésticas requeridas
sean altamente sensibles y especificas. Convencionalmente, para el diagndstico de
tumores soélidos se instaura un protocolo diagndstico de referencia (gold standard) basado

en la realizacidn de biopsia tisular que obtiene una porcién del tumor sélido y lo dispone



para su posterior andlisis mediante metodologias de histoquimica o inmunohistoquimica;
este procedimiento se describe como invasivo y, en ocasiones, traumatico para el paciente.
Ademds, esta sujeto a la heterogeneidad tumoral que complicaria una obtencién
representativa de todo el tejido maligno. Todo esto es fiel prueba de que la biopsia
convencional se convierte en un procedimiento complicado para realizacion seriada, que
en muchas circunstancias podria ser una importante herramienta de soporte clinico.

(Crowley, Di Nicolantonio, Loupakis, & Bardelli, 2013)

La biopsia liquida es una nueva alternativa diagnéstica que nace entorno a la deteccién de
células tumorales circulantes, sus acidos nucleicos, proteinas o exomas asociados, a partir
de una muestra de sangre periférica, orina u otros fluidos corporales. Esta permite identificar
tumores primarios, asi como procesos metastasicos, con la gran ventaja de que puede
reflejar el comportamiento dinAmico de la malignidad, ante la facilidad del muestreo en el
tiempo. Gracias a la posibilidad de evaluar en el tiempo, la biopsia liquida se postula como
una alternativa complementaria para seguimiento y evolucién del tratamiento, asi como de

diagnostico anticipado de recaidas. (Scarlotta, Simsek, & Kim, 2019)

Justificacion
Segun el “Informe mundial sobre cancer 2020”, emitido por el Centro Internacional de

Investigaciones sobre el Cancer, que es el ente especializado de la Organizacién Mundial
de la Salud, en el 2020 se report6 una incidencia mundial de, aproximadamente, 19.2
millones de casos nuevos, correspondiendo con 9.9 millones de muertes asociadas con
esta causa. (WHO, 2021)

En la época de 1970, el cancer ocupaba la cuarta plaza dentro de las principales causas de
muerte en Costa Rica, sin embargo, ha escalado niveles hasta llegar a la segunda posicion,
por detras de las enfermedades cardiovasculares. Para 2020, en Costa Rica se documento
un total de 13 139 casos nuevos de cancer en una poblacién estimada de 5094 114
habitantes; se asocio 6 028 defunciones como consecuencia de esta enfermedad. Del total
de casos nuevos en 2020, 541 fueron Linfomas No-Hodgkin, 349 leucemias, 145 mielomas
multiples y 114 Linfomas Hodgkin (WHO,2021). Todos estos datos fueron obtenidos de
acuerdo con las estadisticas reportadas por el Registro Nacional de Tumores de Costa Rica

a la Organizacion Mundial de la Salud.

Los alarmantes niumeros que surgen a partir de los prondsticos de incidencia de cancer en

el pais llevan a considerar la implementacion de estrategias que faciliten la efectividad en



prevenciéon y tratamiento, con lo que se procure mayor bienestar a los pacientes y se

reduzcan los gastos econémicos.

Durante muchos afios, una de las mayores expectativas en el campo de la hemato-
oncologia ha sido alcanzar una alternativa diagndstica a las biopsias de tejidos, y demas
procedimientos invasivos asociados con las clasicas metodologias histo-patoldgicas, que
dé paso a una identificacién oportuna de la presencia de células cancerosas, ADN o algun
otro componente celular que se externe hacia circulacion sanguinea y permita establecer
un reconocimiento temprano de desarrollo tumoral. La obtencion de esta alternativa les
brinda a los pacientes la posibilidad de alcanzar un diagnostico temprano mas sencillo y
menos doloroso, asi como la consecucion de terapias mas dirigidas, con mejor capacidad
de monitoreo y prediccion de recaidas, comparado con las opciones convencionales que

implican procedimientos mas invasivos y de mayor costo econémico.

El acople de la biopsia liquida junto con las plataformas diagndsticas de punta con las que
los laboratorios clinicos disponen hoy en dia, tal como los métodos basados en citometria
de flujo o secuenciacién de nueva generacion, traza un panorama muy alentador hacia el
alcance de esa nueva era en el diagnéstico anticipado de pacientes con tumores
hematolégicos, brindando una ventaja que va mas alla de la simple identificacion, con la
asignacion de valores predictivos y pronésticos que colaboran con la adecuacion de una

Optima alternativa terapéutica.



Objetivo General
Analizar si la implementacion de biopsia liquida dentro del abordaje clinico en la pesquisa

de tumores podria representar una ventaja diagndstica para los pacientes hematolégicos.

Objetivos Especificos
o Definir “biopsia liquida” a partir de cada uno de los componentes que la integran, y

dentro de un ambito de diagndstico hemato-oncoldgico.

e Comparar las caracteristicas y aportes clinicos de procedimientos minimamente
invasivos con respecto a la biopsia tisular convencional.

o Especificar las utilidades de esta técnica en tumores sélidos no hematoldgicos.

e Determinar el tipo de tumores sélidos hematolégicos para los que la biopsia liquida
podria representar una mejora diagnostica.

e Interpretar la viabilidad diagnéstica de la metodologia para tumores hematoldgicos
sin formacién sélida.

e Diferenciar posibles aplicaciones clinicas en la implementacion de este
procedimiento de muestreo tumoral y los factores que puedan ser

contraproducentes entorno a su implementacion

Metodologia
El presente trabajo consistird en una revision bibliografica en la que se realizar4d una

busqueda exhaustiva de publicaciones en diferentes bases de datos cientificas, tales como:
Google Académico, PubMed, SciELO, ScienceDirect; con la finalidad de dilucidar el entorno
actual con respecto al tema propuesto. Se implementara informacion proveniente de

articulos de revistas cientificas, sitios web, libros y webinars.

La relevancia de la informacion encontrada determinara el criterio de inclusién, procurando
incluir material cuya fecha de publicacion sea de 2010 en adelante, considerando
excepciones ante casos donde la informacion encontrada sea de suma importancia y en

afos posteriores no se encuentre referencia o actualizacion de esta.



Desarrollo

Capitulo I. Biopsia liguida: sus caracteristicas, componentes y ambito clinico
El término “biopsia liquida” se asigna a un tipo de andlisis basado en la identificacion de

material de origen tumoral, a partir de muestras sanguineas o de otros liquidos biolégicos,
como: orina, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, liquido peritoneal, saliva, entre otros.
Se fundamenta en un procedimiento con muestreo minimamente invasivo que alcanza la
deteccion de biomarcadores moleculares especificos, lo cual la convierte en una
herramienta complementaria o sustituta de la biopsia convencional, en el abordaje de

tumores. (Junqueira-Neto, Batista, Costa, & Melo, 2019)

La deteccion de componentes celulares neoplasicos circulantes ha captado importancia
clinica como biomarcadores para diagnéstico, prondstico, progresion de la enfermedad,
identificacion de mecanismos de resistencia terapéutica, caracterizacibn de blancos
terapéuticos, monitoreo de recaidas y como herramienta para un mejor entendimiento de

los procesos de metéstasis. (Crowley et al., 2013)

El plasma se ha implementado a manera de material estdndar para el estudio de
biomarcadores que llevan al entendimiento del cancer y el estado evolutivo de la
enfermedad en pacientes. Sin embargo, se han realizado investigaciones que demuestran
la utilidad de otros fluidos corporales y su correlacion con la presencia de biomarcadores
especificos a tumores de ciertos sitios anatomicos. Se ha evidenciado que la acumulacion
de ADN circulante derivado de tumores tiene predileccién por ciertos fluidos no sanguineos,
otorgando mayor sensibilidad de muestreo con respecto a la sangre periférica. Por ejemplo,
la orina ha demostrado ser una muestra muy representativa para la deteccion de ADN
circulante en el cual se identifican aberraciones genéticas correlacionadas con cancer de
vejiga y de préstata; la saliva ha colaborado con deteccién de alteraciones relacionadas con
cancer oral; el esputo ha servido en la identificacion de cancer de cuello y pulmon.

(Fernandes Marques et al., 2019)

Mediante diversos estudios se ha logrado identificar los componentes celulares que salen
a circulacion, obteniendo como principales biomarcadores: células tumorales circulantes,
ADN libre circulante, micro ARNs circulantes, exosomas derivados de tumores, plaquetas
educadas por tumores y ARN libre circulante derivado de tumor (principalmente ARN

mensajero). (Junqueira-Neto et al., 2019)



Células Tumorales Circulantes (CTCs)
La existencia de CTCs fue reportada, por primera vez, por Thomas Ashworth, en 1869. No

es hasta finales de la década de 1990 que este tipo de células empieza a tomar importancia
en las investigaciones clinicas; a pesar de tener una abundancia tan baja de,
aproximadamente, 1 CTC por cada 1x10°%¢élulas sanguineas en pacientes que
experimentan procesos de metastasis, variando de tumor a tumor. Estas células malignas
presentan diametro de 10-30 ym, comparado con los 7-12 uym de las células hematologicas

sanguineas. (Siravegna, Marsoni, Siena, & Bardelli, 2017)

Las células tumorales primarias presentan la capacidad de propagarse hacia sitios
anatémicos distantes del tumor principal, movilizandose via circulacion sanguinea y vasos
linfaticos. Al encontrar un microambiente permisivo, esas células invasoras pueden
establecerse y reiniciar un crecimiento neoplasico en érganos distantes a su sitio de origen.
Mediante la deteccion y cuantificacion de CTCs a partir de muestras de sangre en pacientes
con cancer se incursiona en un abordaje minimamente invasivo que permite monitorear la
condicién del estado de salud. Este método brinda la ventaja de detectar prematuramente
la actividad tumoral, permitiendo una identificacion de CTCs previo a la aparicion de
manifestaciones clinicas. De manera adicional, brinda la posibilidad de evaluar la
resistencia al tratamiento, asi como recaidas tempranas. (Balic, Williams, Lin, Datar, & Cote,
2013)

La principal causa de muerte asociada con cancer viene dada por procesos de metastasis
gue llevan a diseminacion, y representan el cambio entre una enfermedad localizada hacia
una sistémica. La capacidad de un tumor maligno de convertirse en metastésico inicia con
la expresion de sus cualidades de movilizacién e invasion; las células neoplasicas se
separan de la masa tumoral primaria, abandonando su microambiente primario, y, a partir
de alli, empezar a sortear multiples ataques por parte del sistema inmunolégico del
hospedero. Mediante modelos experimentales, se estipula la hip6tesis de que millones de
células malignas son liberadas continuamente hacia circulacién, no obstante, solamente
pocas son capaces de sobrevivir en un estado de dormancia quiescente, evadir al sistema
inmunoldgico, resistir a terapias sistémicas, alcanzar algun 6rgano distante y acentuar la
metastasis. Las CTCs deben adaptarse a su nuevo microambiente antes de poder salir de
su dormancia, estado en el que detienen la division celular y permanecen hasta que su
entorno les brinde las condiciones idoneas para poder reactivar su estado proliferativo.
(Joosse, Gorges, & Pantel, 2015)



Las CTCs se movilizan a través de la circulacion mediante un proceso activo, un proceso
pasivo 0 mediante ambos. El desplazamiento activo se fundamenta en la capacidad para
movilizarse por sus propios medios por una matriz extracelular, atravesar membranas
celulares y penetrar paredes endoteliales; este tipo de movimiento implica constantes
modificaciones en la morfologia celular de las CTCs, asi como cambios en su
posicionamiento y modificacion de tejidos a su alrededor. La migracién pasiva se basa en
el movimiento provocado por fuerzas externas provenientes del mismo crecimiento tumoral,
de acciones mecanicas o por friccion, que terminan impulsando a las células tumorales lejos

de su sitio de origen. (Joosse et al., 2015)

Su identificacion se basa en propiedades fisicas, contemplando: tamafio, complejidad,
densidad, antigenos de superficie y propiedades eléctricas. A partir de ello, se han disefiado
mdaltiples métodos para su deteccion y cuantificacion, utilizando metodologias
inmunolégicas con deteccibn mediante anticuerpos marcados con fluoréforos, con
particulas magnéticas o inmovilizados sobre superficies fijas, buscando la captura de las
CTCs. La mayoria de los métodos implementados en carcinomas utilizan anticuerpos contra
receptores epiteliales como la molécula de adhesién celular epitelial (EpCAM) y contra
citoqueratinas (CK). (Millner, Linder, & Valdes, 2013)

Ante una presentacion de metastasis, las células tumorales pueden experimentar un
proceso de transicion epitelial-mesenquimal (EMT), en el cual estas pierden su polaridad
celular, pierden la capacidad de interaccién con otras células y con la matriz extracelular, y
ganan propiedades de migracién e invasion, estas ultimas dos caracteristicas son propias

de células mesenquimales o de células madre. (Masuda et al., 2016)

La EMT se ve significativamente envuelta en procesos de metastasis en ciertos tipos de
cancer. Una buena evidencia se obtiene a partir del carcinoma hepatocelular en el que, en
etapas tempranas, las CTCs muestran un fenotipo epitelial caracteristico, el cual varia hacia
un fenotipo mesenquimal conforme la neoplasia avanza a etapas avanzadas de metastasis.
(Russano et al., 2020)

Entonces, ante una EMT las células tumorales pierdan las caracteristicas epiteliales,
dificultando su identificacidon mediante anticuerpos que detectan receptores epiteliales de
superficie. Por lo tanto, mediante metodologias convencionales con deteccion mediante
anticuerpos no se podria identificar gran parte de poblaciones y fenotipos tumorales

secundarios, dada la enorme heterogeneidad propia. No obstante, existen otras vias que



permiten subsanar la situacion, tal como el abordaje a partir de propiedades metabdlicas
cuantificables que brindan la posibilidad de diferenciar tejido neoplasico del normal. Un
ejemplo se tiene mediante el efecto Warburg que describe el aumento de glicolisis aerbbica
y la absorcion de glucosa en células tumorales que presentan un metabolismo acelerado.
(Joosse et al., 2015)(Masuda et al., 2016)

Una de las principales ventajas que tienen las CTCs, al compararlas con la implementacion
de otros biomarcadores en el contexto de una biopsia liquida, es que estas presentan la
capacidad de poderse cultivar y expandir in vitro, con la posibilidad de realizar analisis

funcionales de comportamiento celular. (Russano et al., 2020)

ADN libre circulante (cfADN)
En 1948, Mandel y Métais identificaron, por primera vez, la presencia de cfADN en la sangre

humana, alcanzando la atencién de diversos estudios que llevaron a que en 1994 se
detectara la presencia de fragmentos mutados del gen RAS en sangre periférica. Para
1996, se encontraron alteraciones microsatélite en el cfADN de pacientes con cancer, en
altas concentraciones, a nivel de circulacion periférica. (Schwarzenbach, Hoon, & Pantel,
2011)

En condiciones normales, asi como en condiciones patoldgicas, es comun la ocurrencia de
dafio celular y tisular, lo que lleva a la liberacion de material intracelular gracias a procesos
de apoptosis y necrosis; siendo el ADN el material mas comun. La presencia de cfADN es
frecuente en desérdenes como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, infartos,
embolismos pulmonares y cancer; asi como en casos de intervenciones quirdrgicas o
tratamientos con altas dosis de agentes citotoxicos. Por su parte, muchos estudios han
revelado que la presencia de ADN libre circulante en individuos saludables de grupo control
es muy inferior comparado con los casos antes mencionados, donde los niveles reportados
son mucho mayores. A pesar del reto que representa establecer rangos normales de este
tipo de material genético en circulacién, un primer estudio que ahondé en el tema estipuld
gue para sujetos sanos se logra alcanzar concentraciones de ADN en sangre de 0 — 50
ng/mL, mientras que en un grupo de 173 pacientes con cancer se encontré una
concentracion media de 180 ng/mL (Leon, Shapiro, Sklaroff, & Yaros, 1977). Dichos datos
han encontrado soporte a partir de otros estudios realizados, tal como el de Schwarzenbach
gue implement6 un grupo control de personas sanas y lo compar6 contra pacientes de
cancer colorrectal. A partir de ello, se obtuvo un rango de concentracion para el grupo de

control de 5 — 16 ng/mL, con una media de 7 ng/mL; mientras que el grupo de pacientes



con cancer present6 concentraciones de 22 — 3922 ng/mL, con una media de 1157 ng/mL
(Schwarzenbach, Stoehlmacher, Pantel, & Goekkurt, 2008).

Al descubrir alteraciones genéticas asociadas con tumores presentes en cfADN de
pacientes con cancer se instauro el término de ADN tumoral circulante (ctADN), el cual
refleja la incidencia de mutaciones a nivel de oncogenes, genes supresores de tumores,
inestabilidad microsatelital y cambios epigenéticos (Siravegna et al., 2017). Esos
fragmentos de ADN son liberados constantemente hacia circulacién y representan una foto
instantanea del tumor, considerando que su vida media en circulacion es bastante corta (4
— 30min), con lo que se tiene la seguridad de que el ADN encontrado no corresponde a la
situacion tumoral de mucho tiempo atras (Fernandes Marques et al., 2019).

Segun estimaciones, en un paciente que presenta un tumor con un peso de 100g, que
corresponde a 3x10'° células tumorales, aproximadamente, un 3.3% del ADN tumoral de
esa masa logra entrar a circulacién sanguinea debido a procesos de recambio celular. En
promedio, los fragmentos de ADN circulante van de 70 — 200 pb, alcanzando longitudes de
21 kilobases en los de mayor longitud, donde las variaciones dependeran del tamafio y
estado replicativo de la neoplasia. La cantidad de cfADN, también, dependera del
aclaramiento, degradacion y otros mecanismos fisioldégicos en sangre o circulacion linfatica;
considerando que el higado, el bazo y los rifiones se encargan de aclarar &cidos nucleicos
con una vida media que va desde los 15min hasta algunas horas. Otra fuente importante
de ctADN son las CTCs, asi como los depésitos de células malignas en nichos pre-

metastasicos ubicados en sitios lejanos al origen canceroso. (Schwarzenbach et al., 2011)

La fraccién de ctADN fluctia de acuerdo con el estadio y el tipo de cancer. En pacientes
con condiciones avanzadas 0 metastasis, esta fraccion puede representar hasta el 10% del
cfADN, contrario a lo que ocurre en pacientes avanzados, pero sin metastasis donde
representa ~1%, 6 <0.1% en estadios tempranos de tumores localizados. Esta informacion
indica el reto que representa detectar ctADN en condiciones tempranas de cancer, ademas,

de la necesidad de utilizar tecnologias ultrasensibles. (Alba-Bernal et al., 2020)

Se postulan dos mecanismos principales mediante los cuales el ADN puede llegar a
circulacion. El primero se deriva de procesos de destruccion celular mediados por apoptosis
y necrosis, mediante los cuales las células liberan ADN hacia la circulacion que, en
condiciones normales, es clareado por la accion de células fagociticas, manteniendo bajos

niveles de ADN libre circulante; sin embargo, ante procesos tumorales con amplias masas



celulares, eventos de inflamacién significativa o dafios celulares importantes, la accion
fagocitica no logra manejar el alto contenido de cfADN, llevando a su acumulacion en
circulacion (Crowley et al., 2013). El otro mecanismo se fundamenta en la capacidad que
muestran las células tumorales en cultivo celular de liberar espontaneamente fragmentos
de ADN hacia circulacion, lo cual se hipotetiza como un mecanismo para incidir sobre
células distantes susceptibles a transformacion maligna (Crowley et al., 2013). Un asunto
interesante que se ha logrado determinar es la correlacion del tamafio de los fragmentos
de cfADN con su posible fuente de origen, de dicho modo, algunos estudios han demostrado
que en pacientes con cancer se encuentran fragmentos mas pequefios que los que se
pueden obtener en personas sanas, lo cual podria tener explicacion en el mecanismo
mediante el cual ese ADN sale a circulacion: fragmentos de menor tamafio pueden ser
consecuencia de mecanismos de liberacion programada, mientras que los de mayor
tamafio serian consecuencia de procesos de muerte celular en los que existe disrupcién
completa de membranas celulares que facilita la salida del material genético en

presentaciones de mayor complejidad (Fernandes Marques et al., 2019).

Se ha mostrado evidencia que, en pacientes con cancer colorrectal metastasico, una vez
iniciada la terapia sistémica, las concentraciones de ctADN van disminuyendo conforme se
avanza en la consolidacién del tratamiento, indicando la posibilidad de implementar este

biomarcador con fines diagnésticos y prondsticos. (Schwarzenbach et al., 2008)

Exosomas Derivados de Tumores (tExs)
Los exosomas fueron descritos por primera vez en 1983, por Pan y Johnstone (Siravegna

et al., 2017). Son vesiculas extracelulares de origen endosomal que presentan un tamafio
de 40 — 150 nm, las cuales son secretadas por todo tipo de célula, cumpliendo funcion de
mediadores en procesos de comunicacion intercelular. Los exosomas pueden contener en
su interior biomoléculas funcionales como proteinas, acidos nucleicos o lipidos, lo cual
dependerda del origen de la célula que los produce. El contenido de estas vesiculas se puede
transferir hacia receptores celulares distantes o adyacentes, llegando a modular diversos
procesos a nivel de vias de sefializacion intracelular, expresién genética o fenotipica.

(Rajagopal & Harikumar, 2018)

Mas allda de formar parte de procesos celulares normales, un incremento en el indice de
liberacion de exosomas favorece la progresion de procesos oncogénicos y metastasicos,
ya que proteinas oncogénicas contenidas en ellos pueden conducir a la propagacion

tumoral en otros tejidos (Rajagopal & Harikumar, 2018). Algunos estudios han demostrado
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que el ADN contenido dentro de estas estructuras celulares puede usarse como referencia
para evaluar el perfil mutacional de las células tumorales, encontrandose mutaciones en los
genes de KRAS y TP53 dentro del ADN de exosomas de pacientes con adenocarcinoma
pancreatico ductal; ambas mutaciones son altamente prevalentes en dicho tipo de cancer,

con lo que se confirma su valor como biomarcadores tumorales (Thakur et al., 2014).

Adicionalmente, otras investigaciones han generado informacién entorno a los perfiles
proteicos y de ARN de células tumorales que son reflejados en sus exosomas, asi como
casos en los que los niveles de diferentes miARNs eran similares entre el tejido canceroso
y los tExs; o la gran correlacion en la expresion de ARN mensajero del factor de crecimiento
epidérmico Il en tejido de glioblastoma y esas estructuras endosomales en suero de los

mismos pacientes. (Jungueira-Neto et al., 2019)

Los exosomas no s6lo median cambios en el microambiente y promueven la progresion
tumoral, sino, promueven la propagacion metastasica al acondicionar nichos pre-
metastasicos, reclutando células que colaboran con la angiogénesis requerida para el
establecimiento del nuevo sitio tumoral; y colaboran con la sobrevivencia de células
cancerosas luego de exponerlas a tratamiento quimioterapéutico, ya que en estudios con
células de cancer de mama se ha visto que las células resistentes logran transmitir su
capacidad de resistencia mediante transferencia horizontal de exosomas, cuyo contenido
permite modular los patrones de expresion genética en las células receptoras. (Rajagopal
& Harikumar, 2018)(Junqueira-Neto et al., 2019)

Micro ARNs tumorales circulantes (miARNS)
Los miARNs son moléculas de ARN no codificante de cadena sencilla, con una longitud de

20-23 nucleétidos, que cumplen un rol en la regulacién post-transcripcional de la expresiéon
genética. Se reportan mas de 2500 miARNs maduros en el genoma humano. Por si solo,
cada miARN tiene la capacidad de ejercer influencia sobre varios genes, y un solo gen
puede estar regulado por varios miARNSs. Son el tipo de ARN mas abundante en circulacion,
teniendo la capacidad de ser transportados por exosomas, cuerpos apoptoticos, formando

complejos proteicos y mediante plaquetas. (Izzotti et al., 2016)(Siravegna et al., 2017)

Son liberados desde las células asociados con proteinas que unen ARNs o contenidos
dentro de exosomas, como medida para protegerlos de la acciébn de ARNasas. Su
presencia en circulacién se sugiri6 como consecuencia de eventos disruptivos de la
integridad celular. No obstante, se ha denotado que también son secretados por algunas

células con el objetivo de comunicarse y ejercer influencia en la expresion genética en otros
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tejidos (Peng & Croce, 2016). Se estipula que 10% - 30% de todos los genes humanos son

sometidos a regulacion de miARNs (Lawrie et al., 2008).

De manera similar a como ocurre con otros componentes celulares, niveles elevados de
mMiARNSs han sido detectados en diferentes fluidos corporales de pacientes con cancer, Su
implementacion como biomarcadores para deteccion de cancer se logra sustentar debido
a que la expresion de este tipo de ARNs se ha visto desregulada en esta enfermedad. Los
patrones de expresion de miARNs muestran ser tejido especificos y se presenta la ventaja

de que son sumamente estables en tratamiento con formalina. (Mitchell et al., 2008)

ARN mensajeros (mMARNS) circulantes
Son los productos directos de la transcripcion del ADN, obteniendo un rol preponderante en

el proceso de traduccién proteica intracelular. Los mRANs son claro reflejo del estado
homeostatico de las células, por lo que los mMARNs extracelulares reflejan la condicion
intracelular, sirviendo como biomarcadores de diagnéstico y monitoreo terapéutico contra

el cancer. (Junqueira-Neto et al., 2019)

Plaguetas educadas por tumores (TEPS)
Las plaquetas son fragmentos subcelulares no nucleados que representan el segundo tipo

celular mas abundante en sangre periférica. Se originan en médula ésea a partir de
precursores de megacariocitos y cumplen un importante papel en hemostasia y trombosis.
Estas células contienen organelas en su interior, asi como transcriptos de ARN derivados

de megacariocitos. (George, 2000)

Las plaquetas logran desempefiar un papel de ayuda en el desarrollo del cancer al
promover la angiogénesis y al colaborar con el mantenimiento de la nueva vasculatura
desarrollada (Leslie, 2010). De igual modo, se conoce la existencia de una interaccion
mutua entre estas células y las neoplasicas, que desencadena efectos en el crecimiento y
diseminacion tumoral. Las plaguetas logran secuestrar biomoléculas secretadas por células
tumorales mediante un mecanismo dependiente de vesiculas, con lo que se instaura una
“educacion” plaquetaria que afecta la expresién genética en células tumorales y altera los
perfiles de ARN en las plaquetas. Dicha capacidad de las plaquetas de secuestrar
biomoléculas les permite internalizar mARNSs circulantes, proteinas y microvesiculas
emitidas por las células tumorales, conteniendo ARNs especificos del entorno tumoral, lo
que origina TEPs que reflejan el perfil tumoral, y pueden actuar como una herramienta util

en el diagnostico clinico. (Junqueira-Neto et al., 2019)
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Metodologias de anédlisis de biomarcadores

Aislamiento vy enriquecimiento de CTCs

Como ya se menciond, existen diversas tecnologias que permiten el aislamiento de CTCs
dentro del microambiente sanguineo, principalmente basadas en propiedades fisicas como
tamafio, densidad, deformabilidad, expresion de moléculas de superficie y cargas
eléctricas. Ademéas, dada la baja cantidad de CTCs se realizan estrategias de concentracion

o enriguecimiento celular previo al estudio. (Millner et al., 2013)

Los métodos de discriminacion por tamafio y deformabilidad se fundamentan en que las
células neoplasicas son mas grandes que las células hematoldgicas en circulacion
periférica, permitiendo implementar sistemas de captura con microfiltros o membranas con
poros selectivos. Las diferencias en densidad se pueden implementar para discriminar
mediante la migracion dentro de gradientes de centrifugacién con ficoll. Por su parte, las
propiedades eléctricas dan paso a la separacion de acuerdo con la migracién dependiente

de su carga eléctrica. (Siravegna et al., 2017).

Las técnicas dependientes de la identificacién con marcadores especificos se fundamentan
en que el fenotipo tumoral es epitelial y parten de un método de seleccidn positiva en el que
se detectan moléculas propias de las CTCs de interés, donde se puede utilizar a la molécula
de adhesién celular epitelial EpCAM, el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), la mucina-1, el antigeno prostéatico especifico de membrana (PSMA) o el receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico. La seleccidn positiva implementa el reconocimiento
mediante anticuerpos marcados con fluorocromos o particulas magnéticas que permiten
aislar las CTCs. No obstante, la heterogeneidad fenotipica de las células tumorales puede
ocasionar que la molécula seleccionada no esté presente en la superficie celular,
ocasionando una posibilidad de fallo en su implementacién. Ese panorama se puede
subsanar mediante una metodologia de seleccion negativa en la que se busca capturar y
descartar las células no malignas mediante el reconocimiento con marcadores especificos,
por ejemplo: el marcador panleucocitario CD45, el CD34 para células madre
hematopoyéticas y el CD146 para células endoteliales; con esa discriminacion negativa se
tiene el riesgo de obtener poblaciones de CTCs no tan puras o que las mismas queden
atrapadas en una masa de células sanguineas en la fraccién de la muestra que se descarta.
(Pantel & Alix-Panabiéres, 2019)
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La Food and Drug Administration (FDA) aprobd un método para la identificacion y
cuantificacion de CTCs que permite predecir la evolucién en pacientes con cancer de
mama, colorrectal y préstata. Dicho método es el CellSearch™ que realiza una fase de
enriguecimiento celular mediante un ferrofluido magnético que contiene anticuerpos contra
EpCAM. La muestra enriquecida es marcada con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que es
un marcador fluorescente que tiene la capacidad de unirse fuertemente a regiones de ADN
ricas en adenina y timina. Posteriormente, se realiza un marcaje de la CK 8, 18 y 19, las
cuales son proteinas estructurales intracelulares de células epiteliales; y de los leucocitos
mediante anticuerpos monoclonales dirigidos contra el CD45. Por ende, las CTCs se logran
aislar a partir de una muestra de 7.5 mL de sangre periférica mediante seleccion positiva
con inmunomagnetismo acoplado a EpCAM; posteriormente, son identificadas con DAPI,
ademas de ser CD45 negativas y CK positivas. Finalmente, pueden ser escaneadas
mediante microscopia de fluorescencia. Al ser definidas como tal, las CTCs se pueden
cultivar por micromanipulacion y asi quedar disponibles para otros analisis. A considerar,
se debe tener clara la posible subjetividad de la técnica al depender del analisis de un
examinador, y el hecho de que algunas CTCs pueden no expresar EpCAM. (Millner et al.,
2013)

Deteccién de CTCs

Una vez superada la etapa de aislamiento y enriguecimiento, la poblacién de CTCs
obtenidas aun contiene contaminacién con otros tipos celulares, por lo cual se requiere
utilizar métodos de identificacion individual. Lo mas comudn es reconocer las células objetivo
por medio del uso de deteccién inmunoldgica directa con anticuerpos que reconocen
antigenos de membrana y citoplasmaticos; siendo comun implementar los pasos para
identificacion que realiza el sistema CellSearch™, al combinar exclusién de leucocitos
mediante el CD45, reconocimiento de CTCs con EpCAM y CK, ademas, de la utilizacién de
marcadores especificos de acuerdo con el tipo de tumor buscado. De igual manera, las
CTCs se logran identificar por medio de estrategias basadas en acidos nucleicos, con la
incursién de técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y retrotranscripcion
(RT), para lo que se requiere el disefio de primers especificos de tejido, especificos de
organo, para transcriptos especificos de tumor o para mutaciones genéticas o patrones de

metilacion caracteristicos de la neoplasia en estudio. (Pantel & Alix-Panabiéres, 2019)

El FACS (Fluorescence Assisted Cell Sorting) es un método de deteccion que se vale de

técnicas de citometria de flujo basadas en captura con anticuerpos. EI FACS permite
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alcanzar altos niveles de pureza mediante la discriminacion celular por tamafio que define
el pardmetro denominado forward scatter (dispersion frontal), por complejidad interna que
establece otro pardmetro designado como side scatter (dispersion lateral), y de acuerdo
con la expresion de dianas deseadas. Cada célula se carga eléctricamente v,
posteriormente, es separada en subpoblaciones a través de un sistema de deteccion
electrostatico. Es una tecnologia que permite el andlisis de hasta 50 000 células por
segundo, con deteccion multiparamétrica simultanea. No obstante, este método tiene la
limitante que soélo puede analizar una célula a la vez, la cantidad de células que se puede
analizar es limitada y, luego de la separacioén en subpoblaciones, la viabilidad celular se
puede ver reducida debido al medio de flujo al que se someten para su separacion. (Millner
et al., 2013)

El ELISPOT (Epitelial InmunoSPOT) es una alternativa de deteccion de CTCs, in vitro. Esta
tecnologia usa cultivos celulares de CTCs para identificar, por medio de fluorescencia,
proteinas epiteliales especificas que son secretadas por las células malignas, tal como CK
19 o el antigeno prostatico especifico (PSA). Se obtiene informacién cuantitativa de CTCs
viables presentes en la muestra, asi como informacién cualitativa sobre las proteinas que

son secretadas o eliminadas durante el cultivo celular. (Pantel & Alix-Panabieres, 2019)

Otra importante técnica de deteccion es la PCR cuantitativa con transcripcion reversa (RT-
gPCR) que analiza la expresion de marcadores celulares especificos mediante el ARN
celular. La deteccion de ARN es un indicador de viabilidad celular, ya que este desaparece
rapidamente luego de procesos de muerte. La sensibilidad de la RT-gPCR es superior a la
de la inmunocitoquimica, sin embargo, se reporta alta frecuencia de resultados falsamente
positivos dada la contaminacién en la muestra analizada y la expresion de los genes
buscados en células normales. Otro aspecto para considerar de la técnica es que una vez
gue se recolecta el contenido de ARN de la célula en estudio, esta pierde su viabilidad y no

se puede implementar para analisis posteriores. (Millner et al., 2013)

La fluorescencia asistida de hibridacion in situ (FISH) es un método que detecta la presencia
0 ausencia de secuencias especificas de ADN en los cromosomas, a partir de sondas

fluorescentes. (Millner et al., 2013)
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Analisis de ctADN

La obtencion de la muestra se puede realizar en tubos con EDTA como anticoagulante, u
otros que implementen el uso de soluciones preservantes para prevenir la hemdlisis y la
degradacién de los fragmentos de ctADN; siempre buscando un mayor periodo de tiempo
con estabilidad en almacenamiento, previo al procesamiento. La implementaciéon de plasma
es de eleccion sobre el suero, dado que otorga menor probabilidad de contaminacién con

ADN gendmico proveniente de la lisis de los leucocitos. (Rolfo et al., 2020)

La sangre extraida en tubos con EDTA se debe procesar en las primeras 4 — 6 horas,
posteriores a la extraccion. Al no ser posible un procesamiento rapido, se opta por el uso
de tubos especiales de estabilizacion celular. Para el inicio del procesamiento de la
muestra, algunos estudios recomiendan protocolos de centrifugacion en dos pasos: un paso
inicial a baja velocidad y otro a alta velocidad; con lo que se obtendria la separacion del
plasma y el consecuente aislamiento del ADN tumoral presente en circulacion. Con
respecto a la extracciéon, es preponderante la purificacion de todos los fragmentos de
cfADN, evitando injerencia de posibles inhibidores de la PCR, o del ADN gendémico. Para la
extraccion existen kits comerciales, manuales o acoplados a sistemas automaticos,
basados en el aprovechamiento de columnas de centrifugacién, membranas de silice o
perlas magnéticas. A pesar del desconocimiento de las posibles variaciones entre los kits y
protocolos existentes, es claro que el rendimiento dependerd de la metodologia de
extraccion utilizada. Finalmente, se puede realizar cuantificacion del ADN de interés

mediante técnicas de PCR o fluorimetria. (Perdomo et al., 2020)

Existe una amplia gama de métodos y ensayos que permiten el analisis de ctADN,
categorizandose en dos grupos: los que van dirigidos hacia una Unica variante o un pequefio
grupo de variantes genéticas, y los que son de cobertura mucho mas amplia. Los ensayos
dirigidos detectan variantes somaticas recurrentes y generalmente usan estrategias
basadas en PCR. La gPCR se puede implementar para la deteccion de deleciones
pequefas o sustituciones de una sola base, mediante el uso de primers de secuencias
especificas. Para incrementar la sensibilidad, algunas técnicas se basan en el uso de PCR
digital (dPCR) o de BEAMing, que permiten alcanzar una secuenciacion masiva en paralelo.
(Scarlotta et al., 2019)

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) puede apuntar hacia cientos de genes que

representan una region especifica. Esa region se define de acuerdo con el conocimiento
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previo de aberraciones genéticas comunes asociadas con el tipo de cancer que se esta
investigando. La NGS permite identificar la mayoria de las alteraciones somaticas genéticas
Es una técnica que envuelve secuenciaciones masivas de moléculas de ADN. Esta permite
desde la identificacion de variantes de un unico nucleétido (SNVs) hasta la secuenciacion
del genoma o exoma completos. (Cirillo, Craig, Borchmann, & Kurtz, 2020) (Crombie &
Armand, 2019)

La PCR digital presenta un amplio uso debido a la ventaja de tener bajo costo econémico y
una elevada sensibilidad, que permite la deteccibn de mutaciones cuya frecuencia es
inferior al 0.1%. La dPCR se fundamenta en la distribucion de la muestra de ADN en miles
de particiones realizadas mediante gotas provenientes de una emulsion de agua-aceite o
en multiples pocillos en un soporte fisico; cada porcién contiene un fragmento de cadena
simple de ADN, mutado o no, que se amplificara por PCR, con posterior deteccidon mediante
el uso de sondas TagMan que localizan y cuantifican mutaciones que son poco comunes
pero relevantes para el tumor (Remon et al., 2020). Sin embargo, las metodologias basadas
en PCR tienen la limitante de que se necesita conocer las mutaciones que se estan
buscando, o sea, requieren un objetivo especifico, lo cual restringe sus aplicaciones
clinicas. Por otra parte, las plataformas de NGS muestran menor sensibilidad al detectar
mutaciones con frecuencias menores al 1%, pero tienen la capacidad de detectar
mutaciones desconocidas a lo largo de todo el genoma. No obstante, el uso rutinario de
NGS en la clinica se podria limitar como consecuencia del elevado costo econémico que
demanda. La mejor solucion ante las dificultades propias de cada metodologia seria la
combinacién de ambas técnicas, con la utilizacion de NGS en una primera instancia que
permita obtener una vision del perfil mutacional, y la PCR que venga a validar los hallazgos

de la secuenciacion masiva y su monitoreo a lo largo del tiempo. (Russano et al., 2020)

BEAMing (beads, emulsification, amplification y magnetics) es una tecnologia
implementada por la biopsia liquida basada en el estudio no invasivo del genotipo tumoral
a partir de ctADN en sangre periférica. Brinda la oportunidad de evaluar la presencia de
mutaciones con valor predictivo o prondstico. Posterior al aislamiento del material genético
canceroso circulante, se amplifican las regiones de interés por medio de PCR. Las
secuencias amplificadas se unen a particulas magnéticas impregnadas con
oligonucleétidos especificos, y se dividen en millones de microgotas acuosas en una
emulsién con aceite, alcanzando que cada microgota contenga Unicamente una molécula

de ADN unida a una particula magnética. Después de someter cada microgota a ciclos de
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temperatura, similar a lo ocurrido en una PCR convencional, cada secuencia se amplifica

de nuevo utilizando los oligonucleétidos como primers. Posteriormente, miles de copias de

ADN estan unidas a las particulas magnéticas, donde se incluye la secuencia de interés.

Cuando se termina el proceso de amplificacion, la fase acuosa se separa de la oleosa, se

recolectan las particulas por magnetismo y se marcan las secuencias de ADN con

fluoréforos para identificar las mutadas de las no mutadas, dadas las diferencias en

fluorescencia. Finalmente, la proporcion de particulas con ADN mutado, comparada con el

control, es determinada por citometria de flujo convencional. (Remon et al., 2020)
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Manejo de exosomas

Los exosomas se pueden obtener a partir de fluidos corporales mediante una centrifugacion
por gradiente de densidad, ultracentrifugacién, visualizados por microscopia de transmision
0 mediante técnicas de reconocimiento de antigenos especificos como la tetraspanina,
CD63, CD9 y CD81. Su obtencién permite realizar analisis de mARN en blsqueda de
mutaciones, variantes de empalme, fusiones de genes y perfiles de expresion genética; ya
que en comparacién con los fragmentos de ctADN donde solamente se encuentran dos
copias del gen tumoral, en un MARN proveniente de un gen altamente expresado se puede

obtener miles de copias por célula. (Siravegna et al., 2017)

Capitulo Il. Aplicaciones de la biopsia liqguida en neoplasias de origen no
hematoldgico.
Posterior a la deteccion de una masa tumoral mediante métodos de imagenologia médica,

usualmente se procede con la realizacion de una biopsia por puncién. Esta permite estudiar
las caracteristicas celulares de la masa en cuestion, para asi definir si su naturaleza es
benigna o maligna. Se presenta como una metodologia con elevada especificidad y
sensibilidad puesto que obtiene la muestra directamente del sitio de origen de la neoplasia,
permitiendo en analisis mediante diversas técnicas citoldégicas, inmunohistoquimicas o
moleculares, con el fin de determinar el origen y prondstico del tumor que se esta

enfrentando. (Diamantis, Magiorkinis, & Koutselini, 2018).

Por la naturaleza del procedimiento para obtener una biopsia sélida, sumado a la dificultad
de acceso al sitio anatdbmico en el que se puede encontrar un tumor, muchas veces la
muestra obtenida para su posterior analisis es Unica; en contra parte de lo que puede ocurrir
cuando el tumor se encuentra en un sitio con alta accesibilidad, siendo posible la obtencién
de muestras provenientes de diferentes partes de la masa tumoral. Los estudios realizados
a partir de la obtencion de porciones de muestras provenientes de distintos sitios de tumores
primarios y de masas metastésicas, han demostrado una importante evolucion inter-tumoral
e intra-tumoral. Dicha evolucién define la extensa heterogeneidad manifiesta en el cancer,
que coloca sobre la palestra la dificultad de poder dictaminar un adecuado curso terapéutico
a partir de una Unica muestra de biopsia, dada la posibilidad de subestimar la complejidad
genética del tumor al realizar los andlisis pertinentes, considerando que la muestra obtenida

no contenga los subclones mas agresivos de la masa maligna. (Logothetis, 2013)
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Como ya se menciond la biopsia de tumor sélido es un procedimiento estandar que presenta
una serie de ventajas. Sin embargo, como toda técnica también muestra diversas
dificultades: lo invasivo y molesto que el procedimiento puede representar para el paciente,
los riesgos propios de las comorbilidades del paciente, la posibilidad de que se presenten
complicaciones quirdrgicas inherentes al procedimiento, el riesgo de esparcir el cancer
hacia otros sitios, la inaccesibilidad del tumor, hasta las consideraciones econdmicas

asociadas. (Crowley et al., 2013)

Existen otras técnicas de laboratorio que han dado un apoyo alternativo al abordaje
diagndstico invasivo, mediante la implementacion de proteinas como biomarcadores para
procesos malignos, tal como ocurre con el uso de la alfa-fetoproteina, el antigeno
carcinoembrionario y el CA-19.9. Sin embargo, se encuentran grandes limitantes con
respecto a su sensibilidad y especificidad. Adicionalmente, la vida media de estos alcanza
de semanas a meses en circulacion, brindando un panorama inexacto de la condicién
tumoral en un momento dado, y contrario a la posibilidad alcanzada mediante los
biomarcadores de los que se vale la biopsia liquida, que permiten evaluar los cambios en

términos de horas. (Scarlotta et al., 2019)

La caracterizacion molecular de tumores en pacientes con malignidades sélidas ha
permitido grandes avances en el abordaje preciso dentro de la oncologia, con la obtencion
de perfiles genéticos que dan lugar a la instauracion de terapias personalizadas en gran
cantidad de tipos de cancer. Tradicionalmente, los perfiles genéticos se establecen a partir
de tejidos derivados del tumor, obtenidos por remocion quirrgica o biopsias focales, con el
fin de poder identificar mutaciones especificas que colaboren en la prediccion de perfiles
de sensibilidad terapéutica. De manera mas reciente, se ha profundizado en la idea de
experimentar mediante la biopsia liquida y asi practicar ensayos a partir de CTCs y cfADN
(ademéas de los otros biomarcadores previamente mencionados), dadas las ventajas

propuestas al obtener una muestra minimamente invasiva. (Cheng et al., 2021)

El camino para reconocer la utilidad de la biopsia liquida como herramienta pronéstica y
predictiva en tumores soélidos ha sido paulatino. La mayoria de los avances se han logrado
en los casos de cancer de colon, mama, prostata y pulmén. Se debe indicar que la mayoria
de los estudios se han enfocado en un entorno metastasico, gracias a que en ese proceso
se genera un ambiente con alta presencia de CTCs y ctADN, brindando un mejor modelo
de enfermedad que permite evaluar y monitorear en mejor medida el comportamiento

patolégico. Adicionalmente, se debe contemplar que caracterizar una malignidad,
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Unicamente, a partir del muestreo de su masa primaria podria ser contraproducente ante la
posibilidad de subestimar la magnitud de esta, ya que las células metastasicas pueden
presentar caracteristicas genéticas Unicas que no se estarian reflejando mediante ese tipo
de muestra. (Rolfo et al., 2020)

La relativa baja presencia de ctADN en las muestras de sangre, comparado con lo que se
obtiene directamente de la masa sélida tumoral, representa un reto entorno a la sensibilidad
de la biopsia liquida. Se obtienen resultados falsos negativos dada una baja concentracion
de ctADN en la biopsia liquida, asi como la no inclusién de genes alterados en los paneles
de deteccion molecular. Por su parte, se pueden encontrar resultados falsamente positivos
debido a la presencia de variantes de linea germinal o de mutaciones somaticas en células
madre hematopoyéticas, en los casos en los que los ensayos no contemplen la
secuenciacién concomitante de las células hematoldgicas. lgualmente, la presencia de
alteraciones genéticas derivadas de otras malignidades diferentes al cancer de interés
podria ocasionar confusién en la interpretacion de los andlisis de biopsia liquida. No
obstante, trabajar a partir de muestras de sangre permite obtener un panorama conjunto de
la masa tumoral primaria y de los focos de metastasis, capturando la heterogeneidad

tumoral por completo. (Cheng et al., 2021)

Dadas las estadisticas mundiales de cancer para 2020, esta revisién contempla los 4 tipos
de cancer mas prevalentes para el estudio de los avances de la biopsia liquida en ellos, tal

como se presenta a continuacion.

Cancer de mama
Es la neoplasia mas comun en mujeres, a nivel mundial, alcanzando un 23% de los

diagnésticos oncolégicos y 14% de las muertes asociadas con cancer, en dicho grupo, para
el 2020 (WHO,2021). Alrededor del 95% de los casos se detectan en un estadio temprano,
sin que existan evidencias macroscépicas de metastasis. Aproximadamente el 20% de las
pacientes recaen con una enfermedad metastasica incurable, lo que sugiere que esa
propagacion tumoral podria estarse estableciendo desde el momento del diagndstico. Bajo
esa premisa, combinar la facilidad de muestreo de la biopsia liquida con tecnologias
moleculares de alta sensibilidad y avanzados protocolos bioinforméticos podria representar
una enorme ayuda hacia la mejora del diagnéstico y monitoreo de esa etapa de

diseminacion maligna. (Alba-Bernal et al., 2020)

El diagnéstico de eleccién se fundamenta en el uso de la mamografia, la cual brinda una

elevada especificidad que supera el 95%, pero carece de sensibilidad que podria bajar
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hasta un 65%. El desempenio esta sujeto a la edad de la paciente, la densidad de la mama,
asi como las aptitudes del profesional de salud. Complementariamente, gracias a la
busqueda de biomarcadores que colaboren con la deteccién del evento maligno se ha
incursionado en el uso del CA15-3, el antigeno carcinoembrionario, CCL5, la osteopontina
y PAI-1; sin embargo, se ha demostrado que ninguno de estos es efectivo para predecir el
cancer de mama, sumado a la falta de cambios constantes en sus niveles a lo largo del

tiempo. (Ozawa et al., 2020)

Este tipo de cancer se puede clasificar de diferentes maneras, siendo la
inmunohistoquimica una de esas maneras de evaluacion clinica. De acuerdo con ese modo
de designacion, se logra estratificar basado en la expresion de cuatro marcadores: el
receptor de estroégeno (ER), el receptor de progesterona (PR), el marcador de proliferacion
Ki-67 y el receptor del factor de crecimiento epidermal humano 2 (HER2). Entonces, segun
los patrones de expresion de los 4 marcadores se clasifica en: luminal A (ER+, PR+, HER2-
y Ki-67 menor al 14%), luminal B (ER+, PR+/-, HER2 +/- y Ki-67 mayor al 14%), sobre-
expresion de HER2 (ER-, PR- y HER2+) y triple negativo (ER-, PR- y HER2-). Esta
clasificacion se correlaciona con prondstico y evolucién, siendo el triple negativo el de peor
prondstico. La probada utilidad al identificar estos marcadores respalda su uso combinado
con metodologias basadas en muestro mediante biopsia liquida, ya que su deteccion por
medio de esta alternativa minimamente invasiva ayuda a definir de modo dinamico su
abordaje terapéutico, considerando que se pueden dar diferencias de expresion de esos
marcadores entre la masa primaria y las células que salen a circulacién con motivo de
acentuar un proceso metastasico; siendo sumamente importante poder determinar
diferencias de expresion de antigenos en las células malignas circulantes que les puedan
proporcionar resistencia ante terapias definidas por medio de la caracterizacion del cancer

primario. (Ozawa et al., 2020)

HER2 es un miembro de la familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico. La
sobre expresion de HER2 juega un papel importante en el desarrollo y progresion de
algunos tipos de cancer de mama y cancer gastrico. Es por ello por lo que, clinicamente, se
ha utilizado como un biomarcador y como posible diana terapéutica en un 30% de pacientes

gue sufren esas dos condiciones. (Masuda et al., 2016)

El receptor de estrogeno (ER) se expresa en, aproximadamente, el 70% de pacientes con
cancer de mama, confiriendo una clasificacion de ER-positivo, lo cual se determina

mediante analisis inmunohistoquimicos de tejido. Se establece la hipétesis que la union del
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estrogeno con el ER estimula la proliferacion de células mamarias, llevando a un incremento
en division y replicacion de ADN celular, con lo que se establecen las condiciones para la
ocurrencia de multiples mutaciones dada la elevada tasa de actividad nuclear. No obstante,
los tumores ER-positivos muestran un prondstico favorable y responden a terapia

endocrina. (Masuda et al., 2016)

Las bondades de la biopsia liquida permiten que la secuenciacion de ctADN mediante NGS
lleve a identificar mutaciones en ESR1, el gen que codifica por ER, lo cual no se logré
realizar mediante una biopsia sélida de los focos de metastasis en pacientes con cancer de
mama. Adicionalmente, por medio de dPCR se ha logrado correlacionar la presencia de
mutaciones en ESR1, en el ctADN, con perfiles de resistencia a terapia endocrina, lo cual
podria indicar que el uso de ADN circulante se postula como una estrategia de alta
sensibilidad en la predicciéon y monitoreo de la eficacia del tratamiento. (Schiavon et al.,
2015)

La presencia de un fenotipo de expresion tumoral diferente entre una masa primaria y las
CTCs podria predecir una pobre respuesta a la terapia convencional contra el cancer. Se
ha visto que, en cancer de mama metastasico que a partir de las células de su foco primario
ha sido catalogado como ER-positivo, se han logrado identificar CTCs cuya expresion es
negativa para ER. Igualmente, se han detectado clones de CTCs que son positivas para
HER2, en pacientes con cdncer de mama metastasico que inicialmente se calificaron como
HER2-negativo, a partir de la masa primaria. La biopsia liquida para determinar ciertos
clones de CTCs permitiria anticipar el fallo en terapias establecidas contra blancos
especificos en el eje de estrégenos y HER2; dado que utilizar una terapia cuyo objetivo sea
bloguear la sefalizacibn mediante el ER expresado en las células del tumor primario no
seria efectiva contra las células circulantes que no expresan dicho receptor, ocasionando
gue esas CTCs pasen desapercibidas ante la accién del medicamento. (Russano et al.,
2020)

Papakaki et al estudiaron los niveles de expresion de un conjunto de cuatro miARNs
circulantes en muestras de pacientes con cancer de mama localizado. Se observé un
incremento de miR-21, miR-23b y miR-200c, de la mano de una disminuciéon en miR-190
en pacientes con recaida, en comparacion con un grupo sin recaida. Se llegé a la conclusién
que el monitoreo de esos MiARNs serviria para predecir la ocurrencia de recaidas y la
estratificacion de las personas que padecen la enfermedad. De manera similar, Rodriguez-

Martinez et al estudiaron el rol de miARNs en exosomas, como herramienta de monitoreo
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y prediccion ante la respuesta a la terapia neoadyuvante; se determiné la concentracion de
esos MIARNS, antes y después del tratamiento, encontrandose sobre expresion de miR-21
y de miR-105 en pacientes que avanzaron hacia metastasis, comparado con los que no
experimentaron esa evolucion. Considerando los principales hallazgos de los dos estudios
mencionados, los miARNS en circulacion muestran un importante potencial para mejorar el
manejo clinico del cancer de mama, mediante una muestra de sangre de simple obtencion.
(Alba-Bernal et al., 2020)

En términos de seguimiento, al intentar estimar el riesgo de recaida posterior a completar
la terapia primaria se tienen que supervisar las caracteristicas clinicas de la enfermedad al
momento del diagndstico inicial. No hay una herramienta avalada y disponible que permita
estimar el riesgo individual, mas alla de la imagenologia, y por ello la biopsia liquida ha ido
tomando importancia. Gracias a esta ventana de oportunidad, mediante el uso de
CellSearch™, en un estudio se evalué la significancia de las CTCs, 5 afios posterior al
diagnéstico, demostrando que el prondstico en mujeres con presencia persistente de esas
células circulantes fue significativamente mas pobre que en la poblacién en la que no se
logré detectarlas; se reportd un riesgo de recurrencia anual de 21.4% cuando al menos se
detecté 1 CTC, comparado con solamente un 2%, al no detectarlas del todo. (Ozawa et al.,
2020)

Cancer de pulmoén
El tamizaje actual para cancer de pulmén incluye imagenologia médica de térax en

individuos con factores que los catalogan como un grupo de alto riesgo, tal como: el fumado
cronico, tener una edad superior a los 50 afios o padecer de enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). A pesar de los grandes avances y la tecnologia de punta que
caracterizan al ambito de imagenes médicas, la obtencién de resultados falsamente
positivos puede ser causal de que el paciente se tenga que someter a un procedimiento
quirargico de elevado riesgo. Por esto, la consideracion de andlisis biolégicos, no invasivos,
gue puedan complementar los algoritmos de abordaje inicial en malignidades pulmonares

adquieren gran potencial de uso. (Hofman, 2020)

El cancer de pulmdn de células no pequefias (NSCLC) es el subtipo de cancer de pulmén
mas comun, que se suele diagnosticar en estadios avanzados cuando no es factible un
tratamiento curativo. Es una enfermedad en la que se ha dado un importante estudio de la

utilidad de las CTCs. Se han realizado investigaciones dirigidas hacia la busqueda de
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alteraciones genéticas en EGFR, ALK, ROS1, BRAF, MET, RET y NTRK, debido a su
potencial uso en terapias dirigidas. (Russano et al., 2020)

Con el avance en la medicina se ha logrado definir de una manera concreta los objetivos
claros que se intentan alcanzar mediante un muestreo con biopsia liquida, conociendo las
mutaciones mas frecuentes que afectan la respuesta a tratamientos y que sirven como guia
para la implementacion de NGS en ctADN. Recordando que con esta técnica de
secuenciacion masiva no solo se podria evaluar el perfil mutacional de un blanco en
especifico, sino, de otros mecanismos de resistencia como los que alteran diversas vias de
sefializacion celular. Un buen ejemplo se tiene con el gen de la quinasa del linfoma
anaplasico (ALK), el cual codifica por un receptor de tirosin quinasa con dominio
transmembrana que al mutar lleva a la activacién de manera constitutiva de ALK, de intima
relacién con actividad tumoral. Se han logrado identificar, aproximadamente, 30 proteinas
de fusién para ALK, siendo la proteina 4 asociada con microtibulos equinodermos (EML-
4), la principal acompafante en NSCLC. El reordenamiento EML4-ALK aparece entre el 3%
- 7% de los pacientes con este tipo de cancer, definiendo un subtipo molecular especifico
gue llega a metéastasis con facilidad. Esta malignidad es cominmente observada en los
pacientes mas jovenes o en los no fumadores. La importancia de identificar traslocaciones
en ALK deriva del desarrollo de tratamientos a partir de inhibidores de tirosin quinasa
efectivos contra ese blanco terapéutico, que han demostrado mejorias en la supervivencia
libre de enfermedad, la supervivencia global y la tasa de respuesta objetiva, en comparacion
con la quimioterapia. No obstante, se han determinado mecanismos de resistencia a la
terapia con inhibidores de tirosin quinasa, entre los que se incluyen las mutaciones en ALK:
G1202R, G1296A, F1174L y L1196M; y desregulaciones en vias de sefializacion por
mutaciones en c-KIT, RAS y PI3K, c.uya identificacibn temprana y su respectivo
seguimiento en el tiempo permitiria acoplar una mejor terapia personalizada, sin la
necesidad de acudir a terapias de pruebay error (Sanchez-Herrero, Provencio, & Romero,
2020)

Varios estudios han demostrado que en etapas tempranas de cancer de pulmoén es posible
detectar CTCs. Se han implementado metodologias de aislamiento basadas en el tamafio
y posterior caracterizacion citolégica. Las técnicas comunmente ensayadas se valen de la
utilizacién de filtros de policarbonato con poros de diferentes tamafios (6.5 ym, 7.5 um o 8
pm de didmetro). Se lisan los eritrocitos contenidos en la muestra, se realiza el proceso de

filtracion que retiene las CTCs que no logran atravesar debido a su tamafio superior al de
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los poros y su disminuida deformabilidad; posteriormente, se procede al marcaje mediante
tinciones especiales, inmunocitoquimica o inmunofluorescencia, y su deteccién fenotipica.
De acuerdo con un estudio reportado en 2014, se realizé un analisis retrospectivo que
incluy6 a 168 pacientes con alto riesgo de desarrollar cAncer de pulmén, obteniéndose que
5 de esos pacientes alcanzaron la condicién maligna algunos meses después de que se les
detectara la presencia de CTCs en circulacion; mientras que ninguno de los pacientes en

los que no se detecté CTCs llegd al padecimiento del estado tumoral. (Hofman, 2020)

La metodologia Cobas EGFR mutations test version 2 es la Unica basada en biopsia liquida
que la FDA ha aprobado para detectar las dos mutaciones activadoras de EGFR mas
comunes: EGFR dell9 y EGFR L858R. Adicionalmente, la prueba permite determinar la
alteracion EGFR T790M, gue se relaciona intimamente con resistencia adquirida, posterior
al uso de inhibidores de tirosin kinasa de EGFR, de primera y segunda generacién. Estudios
realizados con esta prueba han dado concordancias del 80.5% en resultados de mutaciones
para EGFR en 2561 muestras paralelas de tejido y plasma, con una sensibilidad de 46.9%
y especificidad de 95.6%. Otro estudio, evidenci6é una concordancia del estado mutacional
de 89%, en 1162 muestras, con sensibilidad de 46%, especificidad de 97%, valor predictivo

positivo de 78% y valor predictivo negativo de 90%. (Ou, Nagasaka, & Zhu, 2018)

Carcinoma colorrectal
Este tipo de cancer presenta la tercera mayor incidencia a nivel mundial y la segunda causa

de muerte asociada con malignidades tumorales, para el 2020 (WHO,2020). Muestra una
complicacién diagnéstica ya que sus sintomas son tan inespecificos como cambios en el
transito intestinal, pérdida de peso, deficiencia de hierro, anemia, dolor abdominal o
sangrado rectal. Su diagnéstico se apoya en la colonoscopia, y se categoriza segun su
ubicacion anatémica en: carcinoma colorrectal derecho (CCD) o izquierdo (CCI). EI CCD
contempla los dos tercios proximales del colon transverso, el colon ascendente y el ciego;
mientras que el CCl incluye el tercio distal del colon transverso, el angulo esplénico, el colon
descendente, el colon sigmoideo y el recto. Tanto el CCD como el CCI tienen diferencias
embrionarias, fisioldgicas, patoldgicas, genéticas, clinicas, asi como epidemioldgicas, que
respaldan sus diferentes cursos, prondstico y evoluciéon. La mayor incidencia en pacientes

en edad avanzada la muestra el CCD. (Helvaci et al., 2019)

Se caracteriza por una amplia heterogeneidad intra-tumoral y marcada inestabilidad
genética que impactan el tratamiento y la calidad de vida de los pacientes. La progresion

tumoral, relacionada con la acumulacion de mutaciones somaticas, se explica por
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alteraciones en vias moleculares que desencadenan: inestabilidad cromosomal originada
por mitosis alterada; inestabilidad microsatelital dada por inactividad en los mecanismos de
reparacion del ADN; y un fenotipo metilador de islas CpG que se define por inactivacion
transcripcional del ADN debido a metilaciones en los promotores de genes supresores de

tumores. (Kolencik et al., 2020)

Existen 6 genes, principalmente involucrados, en el curso del carcinoma colorrectal: APC,
TP53 (cuya mutacion tiene mayor presencia en la evolucién hacia metastasis), KRAS,
BRAF, PIK3CA y SMADA4. Las alteraciones genéticas en estos genes ocasionan disrupcion
en diversas cascadas de sefializacion celular, tal como la via de WNT, la de MAPK o la de
PI3K. (Kolencik et al., 2020)

El carcinoma de colon se logra desarrollar precediendo un adenoma no invasivo. Se han
descrito mutaciones en el gen APC (adenomatous polyposis coli) que brindan la capacidad
de iniciar crecimiento celular clonal a nivel de colon; mutaciones en SMAD4 y mutaciones
que afectan vias de sefializacion de receptor tirosin kinasa, ademas de alteraciones
genéticas que afectan la estabilidad de genes involucrados en la reparacion del ADN.
(Scarlotta et al., 2019)

La plataforma CellSearch™ fue implementada en un estudio de cohorte para analizar la
dindmica de CTCs en muestras recolectadas previa y posteriormente a cirugia en pacientes
con cancer colorrectal en proceso de metastasis. Los resultados evidenciaron que en la
poblacion de estudio de 44 individuos, todos los que tenian muestras positivas previo a la
cirugia desarrollaron una posterior recaida; considerandose como positiva la presencia de
dos 0 mas CTCs por muestra. También, se determiné diferencia en la sobrevida media: los
pacientes con resultados positivos pre-cirugia alcanzaron los 17 meses, mientras que los
que presentaron resultados negativos llegaron a los 69 meses, en promedio. Esta
plataforma brinda la posibilidad de estratificar los pacientes de carcinoma colorrectal en
grupos pronésticos basados en la cantidad de CTCs identificadas: favorables (menos de 3
CTCs/muestra), y no favorables (3 6 mas CTCs/muestra). (Kolencik et al., 2020).

La biopsia liquida podria tener un gran impacto en la instauracion del tratamiento en
pacientes con cancer colorrectal, ya que una caracterizacion molecular precisa del tumor
permitiria la adecuacion de terapia dirigida. Para ejemplificar esto, las mutaciones en KRAS
y NRAS pueden variar ampliamente a lo largo de las lesiones tumorales esporéadicas, lo

que lleva a que el estado de esas alteraciones genéticas, en una evolucion metastasica,
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sea impredecible. Entonces, se podria detectar esas disrupciones mediante ctADN, ante la
ausencia de identificacion a partir de biopsias del tumor primario; siendo de vasta
importancia debido a que las células cancerosas mutadas en KRAS suelen presentar
resistencia al tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-EGFR, ampliamente suscrito

en ese tipo de pacientes. (Morelli et al., 2015)

Se realiz6 un estudio para determinar la reciprocidad entre mutaciones en los genes RAS,
en pacientes con malignidad colorrectal, en muestras obtenidas con biopsia sélida y liquida.
Los resultados obtenidos indicaron una correlacion del 96.4%; con 55 pacientes positivos
por mutaciones en RAS en la muestra de tejido solido, y 53 que fueron detectados en
ctADN. Otro estudio con una cohorte de 140 pacientes en avanzados hacia metastasis
arrojé una correlacion del 89%, al identificar mutaciones en los mismos genes y a partir del

mismo tipo de muestras. (Kolencik et al., 2020)

Céancer de prostata
Es la segunda causa de muerte asociada con cancer en hombres, luego del cancer de

pulmén. Es una enfermedad altamente heterogénea que puede presentarse desde una
clinica indolente hasta un tumor resistente a castracién, considerablemente agresivo. Su
curso clinico, relativamente prolongado, genera la necesidad de implementar marcadores
biol6gicos que sustenten la toma de decisiones a lo largo del abordaje del cuadro maligno.
Presenta la posibilidad de ser tratado con tratamientos localizados como la reseccion
quirurgica, radioterapia dirigida o vigilancia activa, lo cual se fundamenta en la

estratificacion individual por riesgo, de cada paciente. (Neuhaus & Yang, 2018)

En el abordaje convencional de esta malignidad se implementan las caracteristicas
celulares obtenidas por biopsia de tejido, niveles de antigeno prostatico especifico (PSA) e
imagenes médicas, para poder monitorear el tumor. EI PSA se implementa para el
monitoreo en cualquier etapa de la enfermedad, a pesar de que su aplicaciébn se ha
considerado como controversial ya que no refleja con precisiéon la carga ni actividad de la
malignidad; donde uno de los aspectos negativos que se podria experimentar es la
aplicacion de un sobre tratamiento en cancer de curso indolente con terapias que impactan
la sobrevida y los sintomas del individuo, pero no cambian los niveles séricos del PSA, los
cuales siguen estando elevados a pesar de la evolucién favorable del paciente. Esto coloca
con urgencia una necesidad de encontrar biomarcadores que realmente reflejen la

respuesta al tratamiento de eleccién; sumando el requerimiento de identificar los perfiles
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moleculares que evidencien la gran heterogeneidad tumoral y den paso a instaurar un
tratamiento adecuado. (Zainfeld & Goldkorn, 2018)

El tamizaje mediante la PSA ha demostrado ser responsable de un sobrediagnostico y
sobretratamiento. Ese diagnostico falsamente positivo y la realizacion de biopsias tisulares
innecesarias se ha calculado entre 23% - 42%, en varios estudios. Uno de los mayores
problemas de basar la vigilancia con la PSA son los diferentes puntos de corte establecidos;
el umbral de 4.0 ng/mL se deberia revisar. Se reporta una sensibilidad de 70% — 90% y una
especificidad de 20% - 40%, para el antigeno prostatico especifico. La pobre especificidad
se puede explicar en causas no cancerosas que elevan sus niveles, tal como la prostatitis
o la hiperplasia prostética benigna. (Neuhaus & Yang, 2018) (Malik, Srinivasan, & Batra,
2019)

Las guias para la examinacién clinica incluyen el examen rectal digital, el ultrasonido rectal
y la biopsia de prostata. Esta ultima es el abordaje de eleccién en el diagndstico
preoperatorio, la cual tiene una tasa de deteccién que depende de los puntos de puncién y
el volumen prostético; siendo un procedimiento donde, de modo comun, se causa
hematuria, retencion urinaria, infeccion o sepsis. En conjunto, las tres metodologias de
deteccién estan sujetas a baja sensibilidad cuando respecta a cancer temprano, pudiendo
ocasionar que el paciente pierda la oportunidad de iniciar tratamiento en el tiempo ideal.
Por ello, la biopsia liquida ha sido implementada en algunos estudios para evaluar su

utilidad complementaria en el abordaje clinico. (Neuhaus & Yang, 2018)

Uno de los principales estudios relacionados con el uso de biopsia liquida en cancer de
préstata logr6 determinar la presencia de CTCs en 231 pacientes dentro de una poblaciéon
de 276 individuos con metastasis resistente a la castracion. Se observé que la presencia
de 5 CTCs correlacion6 con una significativa peor supervivencia (11.5 meses contra 21.7
meses), comparado con la presencia de <5 células cancerosas circulantes. Se establecio
el punto de corte de 5 CTCs como mejor predictor de supervivencia general al afio, con
respecto al PSA sérico. También, pacientes con <5 CTCs que incrementaron a mas de 5,
presentaron un peor prondstico que el mostrado por aquellos que iniciaron con 5 CTCs y
disminuyeron sus conteos. Los resultados fueron corroborados en otro estudio en el que se
determiné una supervivencia media de 26 meses al detectarse <5 CTCs, y 5 meses cuando
la concentracion alcanzaba el punto de corte de 5. Por otra parte, un incremento que
alcanzara el punto de corte dentro de las primeras tres semanas de iniciado el tratamiento

se asocio con peor sobrevida. (Fernandez-Lazaro et al., 2020)
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Se ha evaluado de manera extensiva el conteo de CTCs en cancer de prostata localizado
y en estadios avanzados. Okegawa el al. encontraron que 55% de hombres con cancer
metastasico tenian mas de 5 CTCs / 7.5 mL de sangre, previo a terapia de deprivacién de
andrégenos; estos pacientes respondieron a la terapia por 17 meses, en contraste a los 32
meses de respuesta por parte de individuos que al inicio presentaban <5 CTCs. Otro estudio
con CellSearch™ arroj6 evidencia de que pacientes que desarrollaron resistencia a
castracion tenian un promedio de 17 células cancerosas circulantes, mientras que los que
no presentaron resistencia mostraron un promedio de 1 CTC. Por la evidencia con respecto
a la prediccion de la aparicion de fenotipos de resistencia, gracias al uso de biopsia liquida,
Su uso se postula como beneficioso para poder implementar quimioterapia temprana en los

casos que lo requieren. (Zainfeld & Goldkorn, 2018)

De Bono et al. enumeraron CTCs en un total de 231 hombres con enfermedad resistente a
castracion, previo al inicio de la terapia especifica. Bajo la misma ténica que se ha expuesto,
se consideré como favorable <5 CTCs / 7.5 mL de sangre, desfavorable >5 CTCs /7.5 mL.
Estas células se encontraron en 219 individuos, demostrando una prevalencia del 95% en
el estadio avanzado de la presentacion tumoral. Subsecuentemente, la estratificacion
desfavorable se asocié con una sobrevida media de 11.5 meses, contra 21.7 meses en los
casos favorables. Los casos desfavorables que evolucionaron a favorables luego de
exponerse al tratamiento demostraron mejoria en su supervivencia media (alcanzaron 21.3
meses), demostrando la capacidad de las CTCs de reflejar la respuesta al tratamiento, en
este tipo de pacientes. (Goldkorn et al., 2014)

Por tanto, las investigaciones basadas en biopsia liquida sugieren que es una metodologia
con amplia utilizacion en el prondstico de las malignidades, asi como en la predicciéon de
fallos terapéuticos y se constituye como una de las mejores alternativas para dar

seguimiento en el tiempo.
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Capitulo Ill. Utilidad de la biopsia liquida en el estudio de malignidades
hematoldgicas
Retomando la idea de que la principal carga de investigaciones en torno a biopsia liquida

se ha dirigido hacia el andlisis de tumores solidos de origen endotelial, que en conjunto
representan la mayoria de los casos de cancer a nivel mundial, se ha podido tomar esto
como base experimental para la incursion del muestreo minimamente invasivo en el

abordaje clinico de neoplasias distintas a las de origen sélido.

El interés en el &mbito onco-hematologico es llevar ese tipo de metodologias innovadoras
hacia pacientes que sufren de malignidades de origen hematologico, teniendo en cuenta
las diferencias de presentacion, comportamiento y evolucién de estas neoplasias con origen
celular tan distinto. Se debe mencionar que no existen muchos datos cuantitativos de
neoplasias hematologicas que permitan definir algoritmos diagndsticos o prondésticos a

partir de la deteccion de biomarcadores especificos implementando una biopsia liquida.

A pesar de que las investigaciones relacionadas con biopsia liquida empiezan a tomar auge
a partir de la década del 2000, siempre dirigidas hacia tumores sélidos no hematoldgicos,
el abordaje diagnéstico, prondstico, de seguimiento, evaluacion de respuesta al tratamiento,
busqueda de resistencias a terapias convencionales y deteccibn de recaidas es
perfectamente aplicable a malignidades hematolégicas. Los estudios hematoldgicos utilizan
la misma tecnologia de punta que se ha estado implementando para el abordaje en otro
tipo de tumores. Entonces, a pesar de que la investigaciobn generada con respecto a la
aplicacion propia del término de biopsia liquida ha sido muy poca, con respecto a las
alteraciones hematolégicas, mucha de la informacion requerida ya se ha venido
recolectando de manera indirecta con la aplicacion de diagnéstico y seguimiento mediante
técnicas inmunocitolégicas de reconocimiento especifico con anticuerpos marcados con
fluorocromos, y con las técnicas de deteccion de alteraciones genéticas basadas en la
metodologia de PCR. Esto hace pensar que la introduccién de la biopsia liquida como
complemento a los algoritmos de abordaje en las distintas neoplasias hematol6gicas ya

lleva camino andado, sin siquiera haberse dado cuenta.

Mientras que la presencia de cfADN ha sido ampliamente descrita en estudios con tumores
sélidos, los reportes en malignidades hematolégicas resultan ser pocos. Sin embargo,
dentro del poco camino recorrido se ha podido identificar mutaciones en RAS, duplicaciones
internas en tandem en FLT3 y pérdida de la heterocigosidad, que se han detectado a partir

de cfADN en pacientes con leucemia mieloide aguda y sindromes mielodisplasicos,
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sustentando la utilidad de las muestras sanguineas para la deteccién de anormalidades

moleculares. (Hohaus et al., 2009)

Dado que la evidencia encontrada para malignidades hematoldgicas se centra en los
sindromes linfoproliferativos crénicos y el mieloma multiple, esta revision se fundamento en

ambos para ejemplificar la actualidad de la biopsia liquida en dicho campo.

Linfomas
Existe poca informacion asociada con el uso de biopsia liquida en sindromes

linfoproliferativos. Sin embargo, algunos investigadores han encontrado ADN clonotipico de
rearreglos en el locus de la cadena pesada de inmunoglobulinas, en 86% de muestras de
plasma en pacientes con malignidades de células B (como la leucemia linfocitica crénica)
al momento del diagnoéstico, y la deteccion de rearreglos de Bcl2/IgH en plasma se ha
postulado como un marcador de enfermedad minima residual en pacientes con linfoma
folicular. Esto sustenta la presencia de ctADN en ese tipo de sindromes hematolégicos.
(Hohaus et al., 2009)

La mayoria de los linfomas no expresan células malignas circulantes, por lo que los analisis
de CTCs solamente son posibles en los tipos que si se presentan cargas circulantes de
estas, como el linfoma de células del manto, el linfoma folicular, el linfoma de la zona
marginal y algunos subtipos del linfoma de Burkitt. En contraste, el linfoma B difuso de
células grandes (DLBCL) y el linfoma de Hodgkin clasico no suelen expresar CTCs, pero la

cuantificacion y analisis de ctADN se vuelve atractiva en estos. (Cirillo et al., 2020)

En un estudio se comparé la presencia de miARNs circulantes en suero, entre individuos
con DLBCL y personas sanas. Se partié de la alta expresiéon evidenciada de miR-155 y miR-
21 en DLBCL, asi como miR-210 que se asocia con un fenotipo generalmente agresivo.
Fue un estudio retrospectivo de 60 pacientes con diagnéstico de novo de DLBCL,
muestreados en el momento del diagndstico, y 43 personas como control sano. Los
resultados mostraron mayor expresion de los tres tipos de miARNs en los pacientes,
comparados con el control sano. Ademas, se evidencié que mayores niveles de miR-21 se
correlacionaron con mejor supervivencia libre de recaida. Lo obtenido por dicha
investigacion brinda respaldo a la idea de que la deteccion incrementada de miARNs
especificos en el suero correlaciona con el diagndstico y pronéstico de DLBCL, a partir de

un muestro no invasivo. (Lawrie et al., 2008)
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Una investigacion retrospectiva en sujetos con linfoma de Hodgkin clasico implementd la
secuenciacién de nueva generacion para analizar muestras de plasma de 80 pacientes
recién diagnosticados y de 32 pacientes con recaida. Fundamentado en que el ctADN actia
como un espejo de la genética expresada por las células de Reed-Sternberg, se establecio
un perfil de cancer personalizado para cada uno de ellos, encontrando que un 40% tenian
mutaciones en STAT6, TNFAIP3 y ITPKB, siendo las mas comunes. Se demostré que en
individuos con este tipo de tumor el ctADN se puede utilizar como fuente de material
genético tumoral para establecer perfiles mutacionales y caracterizar la biologia de la
enfermedad. Se debe resaltar la importancia de la hipdtesis que se intenta demostrar
mediante el abordaje mediante biopsia liquida, que postula un muestreo mas oportuno,
recordando que la biopsia convencional representa un reto en este tipo de pacientes dado
que es comun la enfermedad mediastinal y que el acceso a los sitios de localizaciéon tumoral
resulta complejo, sumado a que la recoleccion se puede ver afectada por una baja
representacion en la obtencion de células malignas debido al entorno celular y el grado de
fibrosis que pueda acompariar al tumor. Otros reportes que analizaron el genotipo de este
tipo de linfoma a partir de biopsia liqguida y NGS identificaron los mismos genes
recurrentemente mutados: STAT6, GNAL13, ITPKB, SOCS1 y TNFAIP3. (Dunleavy,
2018)(Cirillo et al., 2020)

Schearer et al describieron el caso de un paciente, inicialmente diagnosticado con linfoma
folicular mediante la biopsia de un nédulo linfatico inguinal, el cual se presenté con
transformacién hacia DLBCL (evidenciada mediante una biopsia de un nodulo linfatico
retroperitoneal 9 meses después). Analisis mutacionales realizados a muestras de ctADN
recolectadas en el tiempo, como parte del seguimiento al linfoma indolente, revelaron la
presencia de las mutaciones que fueron especificas en el clon de la transformacién y que
no se lograron detectar en el tumor inicial. Lo anterior permitié formular la hip6tesis de que
la enfermedad transformante estaba presente al momento del diagndstico y se pudo haber
detectado mediante el andlisis de ctADN en caso de que este biomarcador formara parte

de una estrategia de abordaje diagndstico en la practica clinica. (Scherer et al., 2016)

A nivel de linfomas, uno de los ensayos de NGS mas realizados es la secuenciacion del
gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas y la del gen del receptor de células T
(TCR), permitiendo determinar clonotipos o secuencias de un unico nucleétido para un clon
maligno, de un paciente dado. Igualmente, en neoplasias de origen B, es comun realizar

PCR cuantitativas mediante primers universales dirigidos hacia la identificacion de todos
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los posibles rearreglos de VDJ, DJ o Igk, a partir de tejido del tumor primario o mediante
muestras de sangre. Por lo cual, la amplificacion mediante PCR y la NGS se pueden realizar
utilizando CTCs y ctADN. (Crombie & Armand, 2019)

Otro ejemplo de aplicacion para esta clase de malignidades hematoldgicas lo representa el
linfoma primario de sistema nervioso central (PCNSL) y el linfoma vitreorretinal primario
(VRL). La realizacién de biopsias convencionales en estos linfomas representa todo un reto
ante el requerimiento de una exploracion estereotactica que permita ubicar el tumor
mediante asistencia computacional. Por ende, el uso de sangre, asi como de liquido
cefalorraquideo y de humor vitreo, que realmente son muestras de mayor accesibilidad
comparadas con el parénquima cerebral, permiten andlisis inmunocitolégicos con deteccién
por citometria de flujo y la realizacién de analisis moleculares, gracias al contenido de
ctADN, lo cual puede colaborar con el diagndstico. La identificacion de un genotipo
especifico de enfermedad seria facil de analizar debido a que se conoce que en al menos
el 85% de los pacientes con PCNSL y VRL se presenta una mutacion patognomaonica que
es altamente recurrente: MYD88 L265P. Esta mutacion es extremadamente rara en
neoplasias que no sean linfomas especificos de sistema nervioso central, dando beneficio
a su uso dentro de la metodologia de biopsia liquida, la cual ya ha sido ensayada en algunas
investigaciones, sin embrago, el nimero de las cohortes no ha sido lo suficientemente
robusto para poder corroborar la informacion estipulada o poder proceder con una

estandarizacién de implementacion clinica. (Cirillo et al., 2020)

En sintesis, la Tabla 1 muestra las posibles aplicaciones de la biopsia liquida en los tipos
de linfoma mencionados, las cuales requieren de investigaciones mas a fondo que permitan
corroborar las hipétesis propuestas, su posibilidad de validacién y la capacidad de

verificarse para su uso en los diferentes laboratorios clinicos a lo largo del mundo.
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Tabla 1. Aplicaciones propuestas para el abordaje de linfomas mediante biopsia liquida.
Modificado de (Crombie & Armand, 2019).

Linfoma Técnica acoplada Utilidad propuesta
DLBCL NGS Prondéstico, respuesta al

tratamiento, evaluacion de
enfermedad minima
residual y de evolucién

clonal.

del Manto PCR cuantitativa Evaluar enfermedad

minima residual.

Folicular NGS, PCR cuantitativa o Prondstico, evaluaciéon de
dPCR. enfermedad minima
residual.
Hodgkin NGS Determinar el estado

mutacional, evaluar
evolucién clonal y
enfermedad minima

residual.

Mieloma multiple (MM)
Es una malignidad hematol6gica caracterizada por la proliferacion clonal de células

plasmaticas en la médula 6sea. Es el segundo tipo de cancer hematolégico en prevalencia
y permanece incurable a pesar de los avances terapéuticos en su entorno, alcanzando una
sobrevida promedio de 5 — 7 afilos. De manera frecuente es precedido de condiciones
premalignas o indolentes como la gammapatia monoclonal de significancia incierta (MGUS)
o el mieloma multiple latente (SM), que resulta asintomatico. El riesgo de progresar a MM
es del 1% en MGUS y de 10% en la condicion latente, por afio; esto determina la necesidad
de un monitoreo cercano de todos los pacientes que presenten ese tipo de condiciones no
cancerosas, sin tratamiento, hasta que se manifieste una clara progresion maligna. (De
Luca et al., 2019)

MM es una enfermedad genéticamente heterogénea, compuesta por depdsitos tumorales
multi focales, a lo largo de la médula 6ésea. Esto hace que la obtencién de una biopsia por
aspiracion de tejido solido, tomada en un sitio en especifico, no contenga la informacién de

todos los clones, con lo que no se alcanzaria un reflejo del completo estado actual de la
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patologia, considerando la presencia de lesiones malignas fuera de la médula ésea.
Adicionalmente, el progreso de la presentacidbn maligna resulta en alteracién de las
caracteristicas de cada uno de los clones presentes, lo cual no se puede determinar al
muestrear un Unico sitio anatdmico. Como consecuencia, el auge de la biopsia liquida
brinda una alternativa llamativa para obtener perfiles moleculares mas completos, a partir
de los biomarcadores producidos por las células tumorales del mieloma, que salen a
circulacion periférica, otorgando una alternativa para detectar posibles cambios en el perfil
molecular que se asocian con distintas respuestas al tratamiento, dependiendo de cada
subclon. (Gupta, Sharma, & Sharma, 2020)

A pesar de que la genética molecular no ha demostrado gran impacto en el diagndéstico,
pronéstico y monitoreo del curso clinico en el mieloma mdltiple, la presencia de las
traslocaciones t(4;14) y (14;16), la delecién 17p y la ganancia de 1g se han asociado con

una evolucion desfavorable. (Flach et al., 2020)

Con la introduccion de la NGS se han podido estudiar células plasmaticas y se han
identificado mutaciones, cuyo impacto tumoral ha sido probado, en mas de un 60% de
pacientes con MM. Cuando en los estudios se incluyen mutaciones cuyo efecto se
considera oncogénico, pero aun no se ha logrado comprobar como tal, la deteccién
asciende a mas del 90% de los casos (Bolli et al., 2018). La via MAPK con presencia de
mutaciones en KRAS, NRAS y BRAF es un buen ejemplo, ya que estas alteraciones se
reportan en aproximadamente 23%, 21% y 9% de los pacientes con MM, respectivamente.
De igual manera, es frecuente encontrar mutaciones en genes relacionados con la via que
involucra a NFkB (TRAF3, CYLD, LTB), con la regulacion del ciclo celular (TP53 y RB1) y
con la via de respuesta al dafio en el ADN (ATM y ATR), asi como alteraciones en genes
importantes en la diferenciacién de linfocitos B, como IRF4, SP140 y PRDML1. Todas esas
mutaciones somaticas se han observado mediante NGS y se han asociado como
contribuyentes en la progresion tumoral, mas que con procesos de iniciaciéon. (Flach et al.,
2020)

En MM se han encontrado CTCs que egresan de la médula ésea. Su deteccién podria
ayudar en la prediccion del estado de la enfermedad y la sobrevivencia del paciente. Del
mismo modo, se puede obtener colaboracion al determinar enfermedad minima residual.
Mediante un metaanalisis se determiné que la presencia de mas de 400 CTCs en MM recién

diagnosticado correlaciona con progresion de la enfermedad, citogenética adversa, menor
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sobrevida y mayor tasa de recaida. También, se determind que la presencia de 100 o0 mas

CTCs en casos con recaida se asocia con peor sobrevida. (Gupta et al., 2020)

En un estudio en el que se analizd el perfil transcripcional de CTCs en MM, el perfil de
expresion genética se determind idéntico que el mostrado por las células plasmaticas
clonales ubicadas en médula 6sea. No obstante, las células circulantes mostraron mayor
expresion de genes asociados con respuesta inflamatoria, hipoxia, ciclo celular y migracion,
lo cual se relaciona con una inferior progresion libre de enfermedad y con una presentacion
mas agresiva. Otra publicacién reportd hallazgos similares, demostrando que en la mitad
de los pacientes la proporcién de CTCs mutadas era mayor que las células provenientes
de muestras de médula ésea, sugiriendo la obtencion de mejor informacién proveniente de
las células en circulaciébn. También, la presencia de mayores niveles de CTCs en MM
latente se asoci6 con mayor riesgo de progresar a MM en los primeros 2 — 3 afios

posteriores al diagndstico. (Ferreira et al., 2020)

Mediante algunas investigaciones, a partir de muestras de plasma, se ha estudiado el rol
de los miARNSs en esta malignidad. Se han correlacionado altos niveles de miR-17, miR-20
y miR-92 con menor sobrevida libre de progresion. miR-17-92 se ha asociado con un rol en
la tumorogénesis al incidir sobre BCL2L11, un facilitador de la apoptosis en MM. Ademas,
se determind sobre expresion de miR-106b-25, miR-181a/b y miR-19a/b en células
plasmaticas malignas, comparado con controles normales. También, se ha estudiado la
expresion de mIARNs y su relacibn con subtipos genéticos en mieloma multiple,
encontrando que altos niveles de miR-99b tienen intima relacion con la traslocacion t(4;14)
(IGH;FGFR3), que se toma como marcador de peor pronéstico; mientras que una baja
expresion de miR-221 se asocia con la del(13q), siendo esta alteracidn altamente estudiada
como prerrequisito para expansion clonal.. En términos de recaida, elevadas
concentraciones de miR-20a y miR-148a estan relacionadas con mayor riesgo de
incidencia, otorgando peor pronéstico. Una investigacion compara los niveles de miARNs
de 28 donantes de plasma sanos contra 12 pacientes con MM; se estudia la expresion de
miR-148a, miR18la, miR-20a, miR-221, miR-99b y miR-625, encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, con presencia de mayores
concentraciones en la poblacion enferma, tanto a nivel especifico como global. (Huang, Yu,
Li, Liu, & Zhong, 2012) (Fu, Zhang, & Khoo, 2021)
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Discusion

La biopsia liquida se ha venido consolidando como una alternativa muy prometedora en la
oncologia médica, dada su importante aplicabilidad en: deteccion temprana de incidencia
de cancer, estimaciéon de la heterogeneidad tumoral, seguimiento en el tiempo de la
dinAmica neoplasica, eficaz caracterizacion de la malignidad para instaurar terapias
dirigidas, evaluacion de la respuesta temprana al tratamiento, establecimiento de
estrategias de monitoreo para la enfermedad minima residual y cuantificacién de la

resistencia a las terapias elegidas.

El uso de biomarcadores presentes en sangre periférica para diagnéstico, prondstico y
seguimiento de enfermedades es asunto del dia a dia en la practica clinica. La
determinacioén de niveles de glucosa, triglicéridos o enzimas hepaticas es parte fundamental
en la rutina de los laboratorios clinicos, donde su adecuada interpretacion brinda
informacion precisa del estado de ciertos érganos como el higado y pancreas, colaborando
con el diagnéstico de diabetes o enfermedades hepéticas. Esto es el ejemplo mas sencillo
del beneficio adquirido con la medicibn de biomoléculas; siempre considerando la

sensibilidad y especificidad alcanzada mediante la metodologia que se utilice.

El increible avance en tecnologias de la salud ha llevado al alcance de enormes volumenes
de informacién mediante la implementacion de técnicas moleculares de alto rendimiento. El
acople con los avances en farmacogenética ha permitido establecer los perfiles moleculares
de cada tumor para poder instaurar regimenes de tratamiento especificos que abren la

puerta a la medicina personalizada.

Una meta clinica que se ha fijado es la de interceptar la aparicion del cancer, principalmente
en individuos con riesgo de ocurrencia de esta enfermedad. Para esto se han incrementado
esfuerzos por desarrollar metodologias minimamente invasivas que facilitan identificar

marcadores en etapas previas a la consolidacion de la malignidad.

La biopsia liquida surge como una alternativa de menor costo econémico, comparada con
la de tejido sélido. Sin embargo, se debe tener claro que dicho costo se puede elevar de
manera acumulativa al realizar detecciones seriadas en el tiempo. Otro aspecto econémico
para considerar es el de las tecnologias y protocolos requeridos para el analisis de muestras
y de datos, que demandan esfuerzos para la estandarizacion de las diversas metodologias
gue se han ido acoplando a la pesquisa clinica del cancer, utilizando este muestreo menos
invasivo. Ademas, dada la poca evidencia que se ha logrado constatar para la posible

inclusion de la biopsia liquida en el algoritmo de abordaje clinico de pacientes hemato-
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oncoldgicos, es fundamental establecer estudios robustos que permitan validar su uso.
(Cirillo et al., 2020)

La baja tasa de precisién que se ha logrado alcanzar en la implementacion de biopsias
liquidas es otra de las barreras principales en la consolidacion de su uso clinico. Se debe
tener claro que la naturaleza de los biomarcadores que se buscan dificulta su manipulacion,
considerando las bajas concentraciones en las que circulan y su facil degradacién. Por lo
que la informacion que se procura obtener por medio de un muestreo de liquidos biol6gicos
se alcanzara solo en circunstancias en las que la concentracién de los biomarcadores
buscados sobrepase los umbrales de deteccién de las técnicas implementadas. (Pantel &
Alix-Panabiéeres, 2019)

Entonces, se debe tener claras las principales caracteristicas distintivas entre lo que brinda

la biopsia tisular convencional y la biopsia liquida, tal como se muestra a continuacion:

Tabla 2. Comparacién general entre biopsia tisular y biopsia liquida.
Biopsiatisular Biopsia liquida
Metodologia de referencia en la practica clinica. = Carece de estandarizacion en las metodologias

implementadas. Su uso ha sido experimental.

Elevada sensibilidad dado que la muestra se Baja sensibilidad debido a la presencia de bajas

toma directamente del sitio de origen tumoral. concentraciones de los biomarcadores buscados
en los liquidos biolégicos.

Brinda una fotografia instantanea de la condicién = Permite una deteccion en el tiempo del perfil

tumoral en el momento del muestreo. tumoral; no se limita a un Unico instante.

Se basa en procedimientos quirdrgicos o Se vale de muestras de liquidos corporales de

aspiracion de biopsia. relativa facil obtencion.
Invasiva y riesgosa. Minimamente invasiva.
Dificil de repetir. Facil de repetir.

Dadas las evidencias, ampliamente reportadas, de mejores respuestas ante el tratamiento
antineoplasico cuando la carga tumoral es baja, se resalta lo fundamental de alcanzar
métodos de deteccidn temprana. Es ante esta situacion que las investigaciones realizadas
en torno a la alternativa de incluir la biopsia liquida para un cribado y diagnéstico temprano

de malignidades se vuelve promisoria. Segun los datos mostrados con anterioridad, la poca
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evidencia experimental empieza a dibujar un panorama optimista de las ventajas que se
alcanzan al detectar CTCs y ctADN en sangre periférica. No obstante, se deben superar
ciertos obstaculos, tal como la falta de capacidad de identificar el 6rgano de origen del cual

provienen los biomarcadores detectados. (Arechederra, Avila, & Berasain, 2020)

Otro punto por solventar son los altos indices de sobrediagnéstico dado por resultados
falsamente positivos, y los de sub-diagnostico debido a los resultados falsamente negativos;
los dltimos son, principalmente, afectados por asuntos técnicos como la seleccion de los
biomarcadores adecuados, la capacidad de procesamiento de muestras o los limites de
deteccidén y cuantificacién de las metodologias utilizadas, o por factores biol6gicos como la
presencia de hematopoyesis clonal de potencial indeterminado no contemplada o un

comportamiento tumoral no diseminado. (Rolfo et al., 2020)

Un posible reto al implementar la biopsia liquida para dar seguimiento a malignidades es la
existencia de la hematopoyesis clonal de potencial indeterminado, que hace referencia a
una expansion asintomética de células de origen hematolégico que se originan de una
misma célula madre hematopoyéctica, y que lleva a la expresion de variantes genéticas
especificas, recurrentes y disruptivas en individuos que no alcanzan un claro diagnéstico
de malignidad hematolégica. Es una condicién que se asocia con el envejecimiento y mayor
mortalidad asociada con otras causas. Es comun encontrar mutaciones somaticas en tres
genes implicados con cancer hematolégico, como DNMT3A, ASXL1 y TET2; asi como se
han encontrado variantes en TP53, JAK2 y otros genes mutados en tumores sélidos
(NOTCH2, FAT3, EXT2, ERBB4, KRAS y ARID2). Esta condicion clonal se puede convertir
en una fuente de error al presentar mutaciones que pueden no ser la causa de la malignidad

gue sufre el paciente. (Rolfo et al., 2020)

En un estudio, Genovese et al secuenciaron el ctADN de 12 380 individuos, en una
busqueda de mutaciones a partir de muestras de sangre periférica. Se detecto la presencia
de hematopoyesis clonal de potencial indeterminado con mutaciones soméaticas en 10% de
los sujetos de estudio con edad mayor a 65 afios, pero sélo en un 1% de los menores a 50
afos. También, se logré concluir que 42% de los sujetos que llegaron a sufrir cancer de
origen hematopoyético mostraron hematopoyesis clonal de significado incierto al menos 6
meses antes a su diagndstico. Las mutaciones encontradas estaban dispersas a lo largo
de todo el genoma, no obstante, los genes DNMT3A, TET2, ASXL1y PPM1D presentaron
altos nuameros de alteraciones somaticas con elevada tendencia a distorsionar las

secuencias codificantes por proteinas. Sin embargo, algunas de las mutaciones
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encontradas, de igual modo, estaban presentes en individuos sanos, sugiriendo que no
todas las alteraciones genéticas identificadas en ctADN se asocian con el riesgo de
desarrollar una enfermedad maligna. Esto respalda el hecho de que una de las limitaciones
mas importantes con respecto a la sensibilidad de analisis de una biopsia liquida es el
namero limitado de mutaciones recurrentes que permitan diferenciar entre cursos benignos

y patolégicos. (Genovese et al., 2014)

Con respecto a posibles limitaciones debido a la eleccion del biomarcador adecuado se
puede subsanar al buscar, simultdneamente, mas de un biomarcador especifico de la
neoplasia en estudio. Por ejemplo, se puede evaluar paralelamente la presencia de
antigenos y mutaciones caracteristicas del objetivo tumoral. Aca es preponderante la
busqueda de CTCs, ya que por si solas actian como biomarcadores, o bien, pueden ser el

analito inicial para el posterior andlisis de otros marcadores.

Retomando el hecho de que la FDA solamente ha dado autorizacion para el uso de
CellSearch™ como Unica metodologia de aislamiento y deteccién de CTCs, hay que
especificar que esto se debe a que existe amplia informaciéon que sustenta su uso como
predictor prondstico en supervivencia libre de enfermedad, segun estudios realizados en
cancer de mama, de colon y de prostata metastasicos. De acuerdo con esta metodologia,
los casos en los que se detecten <5 CTCs por cada 7.5 mL de sangre presentan mejor
respuesta clinica que en los que se evidencien >5 CTC por cada 7.5 mL. Se han observado
diferencias significativas en el nimero de CTCs en pacientes comparables en cuanto al
estadio maligno y el perfil de metéastasis, siendo causa de cuestionamientos con respecto
a la utilidad clinica de la cantidad de CTCs. Por ello, es indispensable establecer
investigaciones dirigidas hacia el esclarecimiento de todos los factores que influyen sobre
la diseminacion, dindmica y aclaramiento de las células cancerosas circulantes, con lo que
se puedan desplegar herramientas precisas para su uso e interpretacion. (Perdomo et al.,
2020)

La Tabla 3 muestra el avance en aplicacion de la biopsia liquida en malignidades no
hematolégicas y su incursion en el abordaje clinico de pacientes con malignidades de origen
endotelial; basado en los tipos de cancer presentados en esta revisién, que en conjunto
representan la mayor prevalencia a nivel mundial. Esto demuestra que se han establecido

las bases para el desarrollo de ensayos de evaluacién en malignidades hematologicas.
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Tabla 3. Ensayos basados en biopsia liquida para tumores endoteliales, aprobados por la
FDA para uso clinico. Maodificado de (Arechederra et al., 2020).

del factor de
crecimiento
epidérmico
(EGFR)

por PCR tiempo

real.

cancer de pulmon
de células no

pequefas

Ensayo Estado FDA | Biomarcador Aplicacion Otros datos
CellSearch Aprobado Cuantificacion Pronéstico del La sensibilidad del kit
Circulating por la de células cancer depende de la
Tumor FDA (Agosto | tumorales de mama, positividad
Cell Kit 2013) circulantes colorrectal y de de las CTC para
(CTC) de origen | préstata. el marcador de
epitelial: superficie
Enriguecimiento EpCAM, asi como
positivo para las citogueratinas
con EpCAM y 8,18y 19.
deteccion de
citoqueratinas 8.
18y 19.
Epi Aprobado Deteccion de Cribado del Es
proColon por la citosinas cancer un ensayo
DNAmethylation | FDA (Abril metiladas de colon. desarrollado para
blood test 2016) en el gen evaluar
SEPTIN 9 en la metilacion de
ctDNA mediante SEPTIN
PCR a 9, con un tiempo de
tiempo real. espera de unas 32
horas. Su sensibilidad
es de
69% - 72%.
Cobas EGFR Aprobado Deteccion de 42 | Orientar en la Permite la
Mutation por la mutaciones seleccion de deteccion de
Test v2 FDA (Junio definidas en el tratamiento mutaciones
2016) gen del receptor | en el en cfDNA en

menos de 4 horas.
75% de sensibilidad y
98% de especificidad.

Debido a que el cfADN que se libera de las células tumorales es un espejo de las

caracteristicas de su origen, la determinacion de modificaciones genéticas y epigenéticas

atrae interés como un gran candidato para formar parte de los algoritmos de abordaje del

cancer. Sin embargo, la aparicién de limitaciones entorno a su utilidad clinica no se pueden

obviar. La baja proporcion de fragmentos de ADN con mutaciones dentro de la muestra total

de cfADN puede llevar a la obtencion de un falso negativo; asi como la deteccién de

mutaciones cuyo origen se encuentra en la incidencia de hematopoyesis clonal puede dar
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falsos positivos. Para el dltimo caso, se debe considerar el procesamiento simultaneo de
cfADN y ADN extraido de leucocitos del mismo paciente, para una interpretacion adecuada

de los hallazgos suscitados. (Schwarzenbach et al., 2011)

Visto desde el punto de vista de las malignidades linfoproliferativas, en ciertos tipos como
la leucemia linfocitica crénica o el linfoma del manto, existe un amplio uso de biopsia liquida
para su diagnostico mediante técnicas acopladas a citometria de flujo. Es algo que se viene
implementando, inclusive, a nivel pais. Sin embargo, la sensibilidad de la metodologia no
es suficiente para cubrir malignidades linfoides en las que el componente celular circulante
es muy pequefio o inexistente; es ahi donde surge la importancia de introducir las técnicas

de deteccion de material genético circulante. (Crombie & Armand, 2019)
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Conclusiones
Una de las principales consideraciones que se debe debatir ante la propuesta de aplicacion

de la biopsia liquida dentro de algoritmos de abordaje clinico es su costo-efectividad.
Momentaneamente, es una metodologia que se estd logrando consolidar en fases de
experimentacion, pero que tiene un importante recorrido por concretar hasta ser

considerada como una alternativa eficiente en su uso en pacientes.

Se ha logrado su validacion analitica para ciertos usos, sin embargo, su aceptacion por
parte de organismos de regulacion clinica internacional no se logra alcanzar por completo.
Para poder establecer si su aporte realmente mejora la calidad de vida de los pacientes y
si su aplicacion logra representar ganancia en afios de vida, se deben desarrollar vastos
ensayos que sustenten la verdadera utilidad, comparando de manera cercana con lo
ofrecido por la biopsia de tejido sélido, que ha demostrado ser costo-efectiva al ser sometida

a analisis con NGS.

Se deben doblegar esfuerzos enfocados en el desarrollo de ensayos robustos y
reproducibles que permitan evitar la variabilidad técnica en las fases pre-analitica y la
analitica de una biopsia liquida, considerando la amplia gama de metodologias que se
pueden implementar para el abordaje de muestras provenientes de recolecciones no

invasivas.

No esta claro el uso de una Unica metodologia para la realizacién de una biopsia liquida,
ya que al revisar la extensa oferta de protocolos que muestran aplicacién, incluyendo
distintos procedimientos y condiciones para finalmente obtener los mismos resultados,
surge la interrogante de la factibilidad de validar una Unica técnica 6ptima que permita

obtener cada uno de los biomarcadores buscados.

Existen otros vacios como la falta de definicion de umbrales de sensibilidad en las pruebas
implementadas para poder dictar la utilidad clinica. Esto se evidencia de manera muy clara
mediante los resultados de diversas investigaciones en las que se cuantifican CTCs, pero

en cada una se establece un punto de corte de positividad distinto.

El tema de la existente necesidad de validar métodos que lleven a la estandarizacion de la
biopsia liquida para un uso clinico de alcance global propone otro panorama
contraproducente, ya que ain no se sabe como estimar el tamafio de la muestra y las
caracteristicas requeridas en los individuos experimentales que se utilizarian como

controles.
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Otro asunto de relevancia es que la gran parte de ensayos que evallan la utilidad de la
biopsia liquida se fundamentan en el aislamiento, identificacion y procesamiento de CTCs
y de ctADN, por lo que se debe incursionar en verificar la utilidad, sensibilidad y
especificidad de los exosomas, las plaquetas educadas por tumores y los distintos tipos de
ARN que de igual manera se postulan como opciones para caracterizar la presentacion

tumoral en un momento dado.

Esta revision bibliografica deja claro que existe gran camino recorrido en investigaciones
basadas en biopsia liquida como alternativa para tumores de origen endotelial, de ahi que
existan algunos ensayos aprobados por la FDA como el CellSearch™, lo cual ha trazado
los pasos a seguir en el campo de la hematologia al considerar la introduccién este tipo de
muestreo dentro de su practica clinica. A partir del ejemplo de la oncologia, se pueden
anticipar eventos contraproducentes que retrasen las investigaciones y puesta en practica

en el ambito hematoldgico.

Ya existen hipotesis concretas de la posible mejora diagnostica que pueden obtener los
tumores hematolégicos de formacion sélida, proveniente de la biopsia liquida. Esta revision
mostré dos ejemplos interesantes que tienen sustento en la literatura: el linfoma de Hodgkin
(LH) y el linfoma vitreorretinal primario (VRL). En el caso del LH, su dificultad para proceder
con un muestreo mediante biopsia convencional debido a su localizaciéon en un entorno
celular complejo y, muchas veces, acompafado de un importante grado de fibrosis,
encuentra en la biopsia liquida una opcién muy prometedora que permita un muestreo mas
representativo de la condicién tumoral. Por su parte, en el VRL su localizacién anatomica
compleja hace que el acceso para su muestreo sea ampliamente complejo y riesgoso, con
lo que se postula la evaluacion tumoral mediante liquido cefalorraquideo, humor vitreo o
sangre periférica como una solucién de acceso mas sencillo e inmediato, que permita una

evaluacion en el tiempo.

Entorno a la evidencia encontrada con respecto a biopsia liquida en malignidades
hematolégicas sin formacién sélida se debe mencionar que el respaldo no es muy
contundente, evidenciando que es un tema de investigacion que da sus primeros pasos. Se
debe hacer la excepcion con respecto al mieloma mdltiple, donde su conformacion
multifocal y posible ubicacién extramedular abren la posibilidad que la aspiracién de médula
Osea subestime la condicién tumoral. Otro punto por destacar con respecto al mieloma
multiple es que se presenta como una malignidad cuyo abordaje clinico ya conoce del

muestreo minimamente invasivo para determinacién de biomarcadores que conceden la
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posibilidad de dar seguimiento en el tiempo, tal como ocurre con la evaluacion de la
presencia de picos monoclonales mediante electroforesis de proteinas, a partir de la
muestra de suero de los pacientes, o la cuantificacibn de cadenas ligeras libres de
inmunoglobulinas. Por ende, con la idea de biopsia liquida propuesta en este trabajo de
revision, para el mieloma mdltiple se postula la posibilidad de emplear marcadores mas
especificos para la malignidad, trascendiendo a nivel molecular, o la evaluacién de CTCs

gue permitan predecir cuadros de recaida.

La informacion recapitulada nos deja claro el panorama de la situacion de la biopsia liquida
que empieza a despegar como una opcion novedosa en la practica clinica, con respecto a
malignidades. Es una herramienta que viene demostrando, investigacién tras investigacion,
su enorme potencial como complemento clinico a las metodologias convencionales, puesto
gue aln es muy temprano como para poder vaticinar que vendra a sustituir los algoritmos
diagnésticos convencionales, dadas los posibles puntos débiles que se pueden encontrar y
gue se mencionaron a lo largo de esta revision. Mas alla de suplantar a la biopsia tisular,
se puede visualizar como un método practico de seguimiento en el tiempo, con anticipacién
en el comportamiento tumoral, con miras en mejor definicibn pronéstica, vigilancia de la
respuesta al tratamiento y supervision de recaidas. Ademas, se podria considerar como
alternativa diagnéstica en los casos en los que la metodologia de muestreo invasivo se
complica debido a las circunstancias ambientales en que se desarrolla la masa tumoral.
Dando siempre el importante lugar clinico que posee la biopsia tisular convencional, la cual
no se podria sustituir debido a la enorme cantidad de informacion que proporciona, con una
elevada sensibilidad y especificidad; ademas, de ser un procedimiento sumamente
estandarizado y acreditado del que se conoce a la perfeccion el rendimiento que se puede

esperar, contrario a lo que de momento se tiene en la biopsia liquida.
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