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¢Qué son las biopsias liquidas?

Las biopsias liquidas se definen como el
analisis de material derivado de tumores
corpusculares (células tumorales circulantes,
vesiculas extracelulares, plaquetas educadas
por el tumor) o moleculares (proteinas y acidos
nucleicos circulantes). El uso de las biopsias
liquidas en la practica clinica de pacientes
oncoldgicos permite identificar con mayor
precision alteraciones clinicamente relevantes
que caracterizan el potencial metastasico de los
tumores, predecir la respuesta a tratamientos
especificos o monitorear activamente la
aparicion de resistencia. Estas pruebas pueden
repetirse potencialmente con la frecuencia
gue se considere necesaria y pueden detectar
la respuesta al tratamiento en tiempo real con
molestias minimas para el paciente (1).

La biopsia liquida ha surgido como alternativa
al muestreo quirurgico tradicional, ubicandose
como una prometedora  herramienta
minimamente invasiva para el manejo integral
del cancer. En términos generales, las pruebas
de biopsias liquidas abarcan el analisis de
distintos fluidos corporales, sobresaliendo la
sangre, orina, saliva, liquido cefalorraquideo,
exudados y secreciones de pacientes.

Biologia de las biopsias liquidas
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Figura 1. Biologia de las biopsias liquidas. En el panel
a) se muestran los diferentes tipos de muestras (fluidos

corporales) para la obtencién y andlisis de biopsias
liquidas, incluyendo: sangre, plasma, saliva, liquido
cefalorraquideo y orina. En el panel b) se muestran los
biomarcadores moleculares mas estudiados: células
tumorales circulantes (CTC), vesiculas extracelulares
(VEs) y biomoléculas circulantes como DNA/RNA y
proteinas.

Métodos y herramientas tecnoldgicas
para la obtencion y analisis de
biopsias liquidas

Protocolos operativos estandarizados para la
obtencion, preservacion y andlisis de biopsias
liquidas.

La busqueda de biomarcadores para
diagnostico, prondstico y seguimiento del
cancer a través del estudio de biopsias
liquidas requiere de estudios longitudinales
para analizar muestras de pacientes en
distintas etapas de la enfermedad y estudios
a gran escala (5). Durante la obtencién y
analisis de biopsias liquidas son necesarios
ciertos cuidados que se prevén a través de
la implementacién de un protocolo operativo
estandarizado, debido a que las muestras
biolégicas son facilmente susceptibles
de contaminacion por DNA gendmico,
derivado de células lisadas por un manejo
no adecuado de la muestra, degradacion de
acidos nucleicos y la presencia de inhibidores
enzimaticos (2). Dentro de las variables pre-
analiticas que influyen en la sensibilidad del
analisis de DNACc, son: a) volumen del fluido
bioldgico, b) el tiempo de transito, c) los
intervalos de tiempo desde la extraccién de
la muestra hasta el aislamiento de la biopsia
liquida, d) el protocolo de separacion/

centrifugacion, e) los métodos de extraccién
de biomoléculas, y e) temperaturas bajas
durante todo el proceso (7).
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Tecnologias para el estudio de biopsias liquidas:
NGS y ddPCR.

Una de las limitaciones del analisis de biopsias
liquidas es la baja presencia de DNA circulante
en el plasma de los pacientes, por lo que se
requieren de tecnologias de alta sensibilidad
para el estudio de biopsias liquidas: la
secuenciacion de siguiente generacién (NGS,
por sus siglas en inglés) y la PCR Digital en
Gotas (ddPCR).

La NGS es una tecnologia de alto rendimiento
que puede determinar la secuencia de acidos
nucleicos de genomas completos, exomas
(regiones codificantes del genoma) o regiones
especificas del genoma. La ventaja que
ofrece la NGS es que permite una deteccion
simultdnea de mutaciones somaticas. Las
desventajas de la NGS son principalmente
el costo y el analisis de alteraciones no
reportadas, debido a que la NGS genera
millones de datos, y el analisis de los datos es
uno de los mayores retos (4).

Por su parte, laddPCR es la tercera generacién
de PCR que permite realizar una cuantificacion
absoluta del acido nucleico, ofreciendo una
altasensibilidady precision capaz de distinguir
una copia del gen de interés en un fondo de
100,000 copias de otros genes. El fundamento
de la tecnologia es dividir la reaccion de PCR
en 20,000 gotas y al final de la reaccién contar
cada una de estas gotas para evaluar en cuales
hubo emision de fluorescencia (amplificacién)
y en cuales no (3). La principal desventaja de
la ddPCR es el numero limitado de blancos
gue se pueden evaluar, hasta 5 blancos y
tamizajes de hasta 7 mutaciones (6).

Aplicaciones clinicas de la biopsia
liquida en la investigacion traslacional
del cancer

En los JUltimos afios se ha mejorado
sustancialmente el tratamiento del cancer
debido a la cada vez mas frecuente aplicacion
de la medicina de precision o personalizada.
En este sentido, se ha propuesto que la
biopsia liquida puede aportar informacién
complementariaalabiopsiatumoralquealnse
considera el gold estandar para el diagndstico
del cancer. La agencia Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas
en inglés) ha aceptado el uso de la biopsia
liquida en algunos tipos de cancer, donde
no es posible obtener una biopsia del tumor
(8). Las principales aplicaciones clinicas de la
biopsia liquida en la investigacion traslacional
del cancer son: a) Diagndstico temprano
del cancer, b) pronéstico de los pacientes,
c¢) Determinacién de la enfermedad minima
residual, y d) Seguimiento de la respuesta al
tratamiento (9).

Biopsias Liquidas en el diagndstico temprano del
cancer

La aplicacién de la biopsia liquida como
herramienta para el diagndstico temprano
del cancer se analiza actualmente en varios
estudios; sin embargo, existen obstaculos que
deben superarse antes de que pueda ser una
opcion en la practica clinica. Por ejemplo, en
estadios tempranos del cancer, la presencia de
DNA/RNA circulante (DNAc/RNAc), proteinas
circulantes y/o células tumorales circulantes
(CTC) son casi indetectables. Sin embargo, la
especificidad y sensibilidad de estas pruebas
puede mejorarse si se combina analisis
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de distintos biomarcadores, ademas de
seleccionar el fluido mas adecuado para el
tipo de tumor; por ejemplo, la orina puede ser
una mejor fuente de una biopsia liquida para
tumores renales y de vejiga, mientras que el
fluido cerebroespinal seria una buena opcién
para gliomas y otros tumores del cerebro (10).

Biopsias Liquidas en el prondstico del cdncer

El valor prondstico de la biopsia liquida se ha
evaluado en distintos estudios empleando las
CTC y el DNA circulante. En cancer de mama
(CaMa), cancer colorrectal (CCR) y prostata
(CaP), las CTC se asocia a una pobre sobrevida
y un mayor riesgo de recurrencia (11). De igual
manera, en CaMa, altos niveles de DNAc antes
del tratamiento presentan un peor prondstico
y mayor riesgo de recurrencia (12). En CCR el
analisis del DNAc puede predecir recaidas de
meses antes que los métodos tradicionales,
asi como la respuesta a la quimioterapia
estandar (13, 14).

Biopsias Liquidas para la deteccion de A Lo
)

enfermedad minima residual.
Actualmente, la recurrencia o0
metastasis después de la reseccién del

tumor o el tratamiento oncoldgico es A 4

detectable clinica o radiograficamente
cuando ya existen miles de millones
de células cancerosas, lo que hace
improbable la erradicacién del cancer jJ
independientemente del tratamiento
disponible (15). El uso de la biopsia
liguida se ha propuesto como una
alternativa atractiva para poder
resolver este problema. En este
sentido se ha reportado en varios
estudios que el analisis de DNAc puede
detectar meses antes la recurrencia
de la enfermedad comparado con
los métodos de imagen usados

actualmente en cancer de mama, colon,

prostatay pulmon (16, 17).

Biopsias Liquidas para monitorear la respuesta al
tratamiento.

La biopsia liquida constituye una herramienta
util para el monitoreo de todos los tipos de
terapia, asi como la respuesta al tratamiento
en el cancer. Por ejemplo, el ensayo “cobas
EGFR mutation test v2” fue el primer ensayo
de biopsia liquida aprobado por la FDA para
pacientes con cancer de pulmén elegibles
para el tratamiento con inhibidores de
tirosina cinasa (18). La prueba “Therascreen
PISBKCA RGQ PCR kit” se emplea para analizar
mutaciones del gene PI3KCA en pacientes con
CaMa positivos para estrogenos y HER2, siendo
elegibles para la terapia con un inhibidor de
PI3KA (19). Finalmente, en el 2019, la biopsia
liquida resulto ser de utilidad para predecir la
respuesta a la inmunoterapia dirigida contra
PD-L1 en distintos tipos de cancer (20, 21).
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Imagen 2. Biomarcadores predictivos, pronésticos y
deseguimientoenpacientesoncolégicos.A)Obtencién
de biopsias liquidas y andlisis de biomarcadores de
interés mediante ddPCR o NGS para la creacion de
perfiles genémicos. B) Principales aplicaciones clinicas
de las biopsias liquidas en la investigacion traslacional
del cancer.

Conclusiones y Perspectivas

La biopsia liquida es una prueba no invasiva
que puede y debe tomarse de forma seriada
para obtener un panorama completo del
seguimiento y respuesta al tratamiento, a
diferencia de la biopsia sélida que es invasiva
y no es factible obtenerla de manera repetida.
La biopsia liquida es mas representativa de
la heterogeneidad de los tumores, ya que
en circulacion podemos encontrar diverso
material biolégico corpuscular o molecular.

Mediante muestras seriadas, la biopsia liquida
permite la detecciébn de nuevas mutaciones
generadas durante la selecciéon clonal
en el curso de la terapia que pueden ser
responsables de la resistencia de las células
cancerosas, permitiendo ayudar al meédico
oncologo a decidir si hay una mejor terapia
para el paciente disponible.
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