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Consideraciones generales

La biopsia liquida es un estudio/analisis desarrollado a partir de un
descubrimiento muy antiguo. Esta constituida por celulas tumorales
circulantes (CTCs), acidos nucleicos (ADN vy distintos tipos de ARNS,
proteinas y vesiculas extracelulares (VECs) obtenidas a partir de
distintos fluidos bioldgicos, siendo la sangre la principal fuente para el
estudio en los diferentes tipos de tumores. Uno de sus objetivos es
caracterizar cuantitativa y cualitativamente el genoma tumoral a través
de una herramienta minimamente invasiva para el paciente, que permita
no solo el diagndstico, sino también valorar el prondstico, monitorear la
evolucion de la enfermedad y la respuesta a los tratamientos. Seria
posible ademas su aplicacién para el screening de una enfermedad

particular en una poblacion de riesgo (Resumen grafico).

En el resumen grafico se detallan los elementos que eventualmente
podrian ser aislados tanto a partir de fluidos circulantes (sangre
completa, plasma, suero, linfa) como de fluidos extracelulares no
circulantes (orina, heces, liquido cefalorraquideo, saliva, leche materna,
liquido amniotico, bilis, mucus) y liquidos acumulados en distintas



condiciones patoldgicas (ascitis). En la tabla 1 se enumeran algunos
ejemplos de estudios realizados en material circulante en distintos

tumores.

A continuacion, describiremos las caracteristicas generales de estos
elementos comenzando por las CTCs y el ADN circulante libre ya que
han sido aprobados por la Food & Drug Administration (FDA) para
ciertas aplicaciones clinicas. Luego haremos referencia a otros factores

también susceptibles de ser aislados.
Células Tumorales Circulantes (CTCs)

La primera descripcion de células tumorales circulantes data de 1869
cuando un meédico australiano publicé la observacion de ciertas células
en la sangre de un paciente fallecido por un tumor maligno, con
caracteristicas que remedaban histolégicamente a las células del tumor.
El nimero de CTCs en la circulacion sanguinea es extremadamente
baja; se calcula que solo 1/10° células circulantes corresponderia a una
célula tumoral, en un paciente con un tumor maligno metastatizado. Un
aspecto importante a tener en cuenta es el hecho de que el conjunto de
CTCs no representa una poblacion celular homogénea aun derivando
del mismo tumor. En un paciente con un carcinoma, algunas CTCs
exhiben un fenotipo epitelial definido que coexisten con subpoblaciones
con caracteristicas de transicion epiteilo-mesenquimatica y viceversa.
Durante estas transiciones de estirpe los marcadores expresados se
veran modificados. Pese a lo referido, la evaluacion de las CTCs provee
una media de la heterogeneidad tumoral (Tabla 2), ofreciendo una
amplia gama de informacion que abarca desde el nimero de CTCs

hasta el analisis del perfil genomico, del transcriptoma y del proteoma.



Ademas de su potencial como herramienta de diagndstico, prondstico y
monitoreo de la respuesta a las terapias, se ha empleado para evaluar
el riesgo de recaida, la seleccion de tratamientos, la identificacion de
nuevos blancos moleculares terapéuticos, la deteccion de mutaciones
drivers y la comprensién de las bases moleculares de la diseminacion
metastasica. Incluso, el cultivo de las CTCs aisladas de un paciente,

permitiria evaluar la sensibilidad a drogas.

Diversos métodos, basados en las distintas propiedades fisicas y
moleculares de las CTCs han sido desarrollados para su aislamiento.
Entre los ensayos inmunomagneéticos basados en el aislamiento
positivo de CTCs, el CellSearch desarrollado por Janssen Diagnostics,
es el unico hasta el momento aprobado por la FDA para su utilizacion
clinica en pacientes con carcinoma de mama, de prostata y de colon
metastatizado. Las pacientes con carcinoma de mama metastatizado
gue presentaron menos de 5 CTCs/7.5 ml de sangre tuvieron mejor
pronostico. Este método de aislamiento de CTCs se basa en la
expresion en membrana de superficie del antigeno anti-EpCAM
(Molécula de Adhesion Epitelial). Por otra parte, la vimentina,
considerada un marcador de linaje mesenquimatico, puede usarse
como un marcador universal para la identificacion de CTCs derivadas
de sarcomas metastatizados utilizando un anticuerpo monoclonal
especifico para el reconocimiento de la vimentina unida a la superficie
de las células de sarcoma y no a la vimentina expresada por otras
células de estirpe mesenquimatica como los macrofagos, las células

endoteliales, los neutrdfilos, las plaquetas o los linfocitos T.



Las limitaciones en los usos clinicos de las CTCs son
fundamentalmente consecuencia de su bajo numero en circulacion
sanguinea que complica su aislamiento, su fragilidad y Ia
heterogeneidad fenotipica de estas células. Las técnicas de
secuenciacién en masa han adquirido una importancia relevante en la
evaluacion gendmica y transcriptomica de célula unica (Single Cell).
Aunqgue aun se encuentra en una etapa prematura de desarrollo, el
analisis proteémico de célula Unica actualmente exhibe adelantos

prometedores.
ADN circulante (CADN)

El ADN extracelular comprende el ADN nuclear y el mitocondrial que
pueden aislarse a partir de distintos fluidos circulantes y no circulantes,
como se menciond previamente en el apartado correspondiente a las
consideraciones generales. EI ADN tumoral circulante libre de células
(ctADN), que se considera no procedente de las CTCs, consta de cortos
fragmentos doble cadena de menos de 200 pb de longitud. La vida
media de los mismos es muy reducida (aprox 2.5 h), sugiriendo eventos
de renovacion constante. Todos tenemos ADN circulante (CADN) en
condiciones fisiologicas, proveniente de tejidos con una alta tasa de
renovacion (meédula ésea, intestino, el feto en el caso de las mujeres
embarazadas). En individuos sanos la concentracion media de cADN
oscila entre 2-5 ng/ml, incrementandose en pacientes con patologias
inflamatorias cronicas y la misma aumenta ain mas en individuos con
cancer ubicandose en el rango de 10-1000 ng/ml. El ctADN presenta
diferencias biofisicas y bioquimicas respecto del cADN procedente de

células no malignas, entre las que se puede observar la mayor



inestabilidad de los fragmentos cortos de ADN y la diferente
concentracion de bases GC. Las células tumorales mueren tanto por
apoptosis o por cualquier otro mecanismo de fragmentacion del ADN
gue eyecta el ADN a la circulacion sanguinea. EI cADN puede también
originarse por oncosis, fagocitosis o secrecion activa. Este ultimo refiere
a un curioso proceso mediante el cual las células eucariotas liberan a la
circulacion complejos ADN/ARN/lipoproteinas citosolicas, denominados
virtosomas. Estos complejos una vez liberados y captados por otra
célula pueden llegar a P{Pinducir su transformacion, si el mismo se

origind a partir de una célula cancerosa.

La utilidad del ctADN como biomarcador quedé demostrada con la
identificacion de la mutacion del gen KRAS en el ctADN aislado a partir
de muestras de sangre de pacientes con carcinoma pancreatico. El
analisis del ctADN proporciona informaciéon cuantitativa (la deteccion de
la enfermedad residual minima, metastasis ocultas, monitoreo de la
respuesta al tratamiento) y cualitativa (andlisis del perfil de mutaciones,
metilacion) con significado clinico. Mencionamos como ejemplo el
primer test basado en el ctADN aprobado recientemente por la FDA,
Covas® EGFR Mutation Test V2 (ROCHE Diagnostics), empleado
como guia en el uso del inhibidor de la actividad enzimatica de tirosina-
quinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en
pacientes con carcinoma de pulmoén a células no pequefias (NSCLC).
Existe un test de screening para carcinoma colorectal (CRC)
(EpiproColon®), aprobado también por la FDA, que analiza el patron de
metilacion del promotor del gen SEPT29, region que se encuentra
hipermetilada en pacientes con CRC.



Existen distintos métodos para el estudio del ctADN basados en PCR,
como por ejemplo la PCR-Digital que permitiria el hallazgo de
mutaciones ya reportadas, y las técnicas de secuenciacibn masiva o
secuenciacion profunda para la descripcion de nuevas alteraciones. La
PCR alelo especifica puede ser considerada como la primera
aproximacion utilizada en el analisis del cCADN y mas recientemente, una
variante de la misma con fines cuantitativos fue empleada por el Covas®
EGFR Mutation Test V2. Otras técnicas de PCR han sido desarrolladas
como consecuencia del bajo porcentaje que el ctADN representa
respecto de la concentracion total de cADN (PCR-Digital), droplet-digital
PCR, BEAMing (Beads, Emulsion, Amplificacion Magnetics).

Pese al enorme potencial, el analisis del ctADN tiene sus limitaciones.
Una de ellas es la sensibilidad del test empleado, en particular en
estadios tempranos del tumor, como consecuencia de la reducida
concentracion del ctADN. Es imprescindible la estandarizacion de los
protocolos utilizados en el aislamiento del ADN y en su purificacion. Es
posible que los protocolos actualmente empleados puedan ocasionar la

degradacion del cADN y pueda inducir la lisis de células de la sangre.

Otro material en circulacion
Vesiculas Extracelulares

Las vesiculas extracelulares (VECs) son particulas de membrana Gnica

originadas a partir de los diversos tipos celulares tanto en condiciones



fisioloégicas como patologicas, incluyendo el cancer. Por motivos aun no
establecidos, las células que han adquirido un fenotipo maligno
producen mayor niamero de VECs. Pueden encontrase en matrices
extracelulares, en circulaciéon sanguinea y en todo fluido biologico
circulante o no-circulante. Actualmente se considera a las VECs una
nueva forma de comunicacion intercelular. No existe consenso sobre su
clasificacion, pero sucintamente, haremos referencia a los dos tipos
principales de VECs: las microvesiculas (MVSs) y los exosomas. Ambas
se diferencian en su biogénesis y en su tamafio. Las MVs (100-1000 nm
de diametro) se originan por evaginacion de la membrana plasmatica.
Los exosomas (30-100 nm de diametro) surgen a partir de la
invaginacion de la membrana del endosoma secundaria hacia su lumen,
dando origen a las denominadas vesiculas intraluminales (VILS)
resultando en un compartimiento celular especializado denominado
cuerpo multivesicular. Posteriormente éste se fusionara con la
membrana celular y liberara su contenido de VILs como exosomas. Los
exosomas contienen proteinas, lipidos biactivos, ADN, ARNs pequefios
no-codificantes (SNnCARNSs) y ARNs largos no codificantes (IncARNS). El
contenido molecular de las VECs las posiciona como elementos

apropiados para la identificacion de la célula de origen.

Una de las ventajas del aislamiento de las VECs, respecto de las CTCs
y del ctADN, es su numero elevado circulante y a la mayor estabilidad
de su carga debido a que se encuentra protegida por una bicapa lipidica.
El nimero de exosomas circulantes se reportd elevado en pacientes
con cancer de mama y con carcinoma pancreatico. Un incremento en

VECs circulantes CD138+ se describié en mieloma multiple mostrando



capacidad de predecir recaida y respuesta a la terapia. Finalmente, un
incremento en VECs circulantes demostré valor diagnostico vy
prondéstico en pacientes con NSCLC avanzado. El contenido exosomal
de ADN gendmico y de distintos tipos de ARNSs, incluyendo los ARNm y
los sncARNSs especialmente los microARNSs, ha sido muy estudiado. En
particular, el analisis del contenido exosomal de ADN gendmico ha
cobrado relevancia como fuente de biomarcadores cuando se
detectaron mutaciones en KRAS y p53 en exosomas aislados a partir
del suero de pacientes con adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC).
En otro estudio la determinacion de mutaciones de KRAS en el ADN
gendmico de exosomas mostré una eficiencia mayor respecto de la
determinacién de los niveles de CA 19-9 en la estratificacion y en el
pronostico de pacientes con PDAC. El contenido proteico de las VECs
también ha demostrado utilidad como biomarcador tumoral. En este
sentido se identificd a la molécula glipican-1 en exosomas de pacientes
con PDAC, mientras no se identificO en ninguno de los individuos del
grupo de controles sanos. De modo similar se determind del-1 y
fibronectina (FN) en las VECs de pacientes con cancer de mama
temprano. Finalmente, VECs positivas para el receptor de las
asialoglicoproteinas-1 resultaron de utilidad en el diagnéstico de
hepatocarcinoma y colangiocarcinoma y los niveles de VECs positivas

para EpCAM y CD147 tuvieron valor predictivo en pacientes con CRC.

Uno de los grandes desafios para lograr la implementacion del analisis
del contenido de las VECs en la clinica se centra especialmente en la
necesidad de alcanzar la estandarizacion de protocolos para la

obtencion de muestras, el aislamiento de las vesiculas y el analisis de



su contenido molecular. Asimismo, es aun un requerimiento el logro de
consenso en la nomenclatura y la definicion de cada una de las
estructuras membranosas circulantes consideradas como VECs, pese
a que para esto ultimo se dispone de las guias publicadas por la
Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV, su sigla en

inglés).

ARN circulante (CARN)

La fraccion de ARN circulante (CARN) libre de células proveniente de
células tumorales se designa como ctARN y el conocimiento de su
existencia data de 1978. En comparacion con el cADN, el CARN es mas
inestable (vida media 15 segundos), y su estabilidad aumenta cuando
se asocia a proteinas o complejos lipoproteicos. Practicamente los
diferentes tipos de ARN caracterizados hasta la fecha y hallados en
circulacion han demostrado un rol potencial como biomarcadores en
oncologia. El perfil de expresion de ARN representa la informaciéon mas
relevante, asi como también, la identificacion de fusiones de transcriptos
especificas de tumor y la descripcidon de variantes del splicing o
procesamiento de las moléculas precursoras. Los ARNm, los microARN
y los INcCARN constituyen los tipos de ARN con mayor potencial como
posibles marcadores. El estudio de los mismos requiere la aplicacion de
técnicas de PCR y secuenciacion del transcriptoma (ARN-Seq). El
ARNmM aislado de exosomas circulantes ha sido utilizado para el analisis
del estado mutacional de BRAF y de KRAS en pacientes con CRC. De
forma similar el estudio del ARNm del EGFRVIII exosomal ha

demostrado ser de utilidad en el diagndstico de gliomas de alto grado.



Por su parte la deteccion de la variante 7 del receptor androgénico,
producto del splicing alternativo del ARNm precursor, en exosomas
aislados del plasma de pacientes con carcinoma de préstata, demostro
ser de utilidad en la deteccion de resistencia a la terapia hormonal. La
determinacién del mensajero de la subunidad catalitica de la telomerasa,
en la fraccibn de ctARN, mostré un valor diagndstico y prondstico
superior al antigeno prostatico especifico (PSA) en pacientes con
carcinomas de prostata. La determinacion de los microARN -196a vy -
1246 en exosomas plasmaticos mostraron utilidad para el diagndéstico

temprano de carcinoma pancreatico.

En los dltimos afios la deteccion de IncARN ha cobrado importancia
como marcadores tumorales. La determinacion de los niveles del
INncARN LINC00152 en exosomas circulantes aislados de plasma han
sido asociados a carcinoma gastrico. Mas recientemente se ha
estudiado un panel de cinco IncCARN circulantes con resultados
promisorios para el diagndéstico de este carcinoma. La determinacion del
IncARN HOTAIR en exosomas aislados del suero mostr¢ utilidad en el

diagnaostico y pronostico de glioblastoma multiforme.

Algunas de las limitaciones a la implementacion de la determinacion de
ctARN en la clinica estan vinculados con protocolos de extraccion de

este tipo de &cido nucleico y su estabilidad.
Plaquetas “educadas” por el tumor (PETS)

Conocemos el rol de las plaquetas en la coagulacion y en la
cicatrizacion de heridas, pero mas recientemente su papel destacado

en cancer ha sido exhaustivamente examinado, denominandolas



plaquetas “educadas por el tumor” (TEP por su sigla en inglés Tumor
Educated Platelets). En el siglo XIX se han hecho dos observaciones
que, a la luz de estos nuevos conocimientos sobre plaquetas y cancer,
merecen ser recordadas. La primera de ellas fue realizada por
Trousseau en 1868 al hacer referencia al hecho de que la coagulacién
espontanea es un evento comun en pacientes oncoldgicos, insinuando
gue las plaquetas circulantes son afectadas por el tumor maligno. La
segunda de ellas data de 1887 y fue realizada por Billroth al describir el
hallazgo de “trombos llenos de elementos tumorales especificos” en los
sitios de metastasis, sefialando una interaccion directa entre plaquetas
y células tumorales. La evolucion tecnologica de los ultimos afios ha
dilucidado las complejas interacciones entre megacariocitos-plaquetas-
cancer que condujo a la instauracion del concepto previamente referido.
La educacion de las plaguetas por el tumor hace referencia a la
existencia de “firmas de ARN especificas” en las plaquetas de pacientes
oncolégicos. El primer reporte tiene aproximadamente una década
cuando, en pacientes con cancer de pulmdén metastatizado, se observé
que 197 genes plaquetarios estaban reprimidos y un numero
considerable de precursores de ARNm eran objeto de un procesamiento
diferente en comparacién con el grupo control (recordemos que las
plaquetas o trombocitos derivan de la fragmentacion citoplasmatica del
megacariocito y carecen de nucleo). Estudios de arrays de expresion
evidenciaron en plaquetas un perfil de ARNs correspondiente a células
tumorales: las moléculas de ARN contenidas en microvesiculas,
generadas por células de glioma, eran transferidas a las plaquetas.
Posteriormente el analisis de TEP, obtenidas de una cohorte de

pacientes con seis tipos diferentes de tumores malignos, permitio



mediante andlisis de ARN-Seq distinguir entre individuos con tumores
localizados, tumores metastatizados e individuos no portadores de
tumores malignos. Aun mas, posibilitdé identificar con una eficacia del

71%, la localizacion anatomica del tumor maligno.
Comentarios finales

La ventaja de la biopsia liquida es que es un procedimiento poco
invasivo para el paciente y es posible realizarlo en distintas etapas
comenzando con el diagnostico de la enfermedad primaria, pudiéndose
repetir con cierta frecuencia, abarcando las instancias posteriores al
diagndstico inicial. En la actualidad, la biopsia tisular es una parte
importante de los procedimientos estandar, para la estadificacion del
tumor maligno y la toma de decisiones terapéuticas. Asi es como se
realiza el andlisis de expresion de proteinas mediante
inmunohistoquimica y algunos estudios génicos a partir de ADN aislado
del tejido embebido en parafina. Por otro lado, la biopsia liquida, con
todos los elementos que integran el circuloma tumoral (ctADN, ctARN,
CTCs, VECs y TEPS), se considera mas representativa de la

heterogeneidad del tumor en estudio.

La biopsia liquida no constituye aun en la actualidad una herramienta
aplicada rutinariamente, debido en parte a la necesidad de alcanzar la
estandarizacion de los protocolos empleados en el aislamiento de cada
uno de los componentes del circuloma tumoral y los métodos
empleados en el andlisis de cada uno de ellos. El desarrollo tecnoldgico
esta haciendo posible la caracterizacion de cada uno de los integrantes
del circuloma con mayor precision. Resta aun trabajo por realizar con el

proposito de lograr una relacion costo-beneficio favorable, rapidez,



facilidad de realizacion y reproducibilidad para lograr el ingreso de la

biopsia liquida al escenario clinico de forma rutinaria.
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