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Abstract

Durante las ultimas décadas el concepto de medicina de precisidn ha ido evolucionando
y afianzdndose en diferentes campos, especialmente en la oncologia médica. La biopsia
liquida se postula como una técnica revolucionaria que facilita la evaluacion de algunas
enfermedades, incluido el cancer, desde nuevas perspectivas antes inimaginables. Esta
técnica altamente sensible aporta informacidn en tiempo real y de forma minimamente
invasiva a través de la sangre o de otros fluidos corporales, permitiendo obtener
diagndsticos moleculares precisos, realizar el seguimiento de la enfermedad, estudiar la
respuesta al tratamiento y la probabilidad de recidiva. Los principales elementos
analizados en la biopsia liquida incluyen principalmente las células tumorales circulantes
y el DNA tumoral circulante, aunque existen otros con menor relevancia como las
vesiculas extracelulares y las plaguetas educadas por tumores. Pese a las ventajas que
ofrece y a los avances realizados en el campo en los ultimos afios, existen una serie de
limitaciones y retos derivados principalmente de cuestiones metodoldgicas como la
estandarizacion de protocolos para procesar la muestra o la alta complejidad y el
elevado coste de las técnicas de andlisis de las muestras.

Abstract

Over the past decades, the concept of precision medicine has been evolving and
establishing itself in different fields, especially in medical oncology. Liquid biopsy is
emerging as a revolutionary technique that facilitates the evaluation of certain diseases,
including cancer, from previously unimaginable perspectives. This highly sensitive
technique provides real-time information in a minimally invasive manner through blood
or other body fluids, allowing for precise molecular diagnoses, disease monitoring,
assessment of treatment response, and prediction of recurrence. The main elements
analyzed in liquid biopsy primarily include circulating tumor cells and circulating tumor
DNA, although there are others with smaller relevance such as extracellular vesicles and
tumor-educated platelets. Despite the advantages it offers, and the progress made in
the field in recent years, there still are a number of limitations and challenges mainly
derived from methodological issues such as standarizing protocols for sample
processing or the high complexity and cost of sample analysis techniques.
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Introduccion a la biopsia liquida

El cdncer es una enfermedad que estd muy presente en nuestro dia a dia. Segun la OMS
es una de las 2 primeras causas de muerte antes de los 70 anos en 112 de los 183 paises
gue existen y estima que hubo 20 millones de nuevos casos y 10 millones de muertes en
2020. Se prevé ademas que las cifras aumenten hasta los 30 millones de nuevos casos
en 2040. (1) El cancer tiene una prevalencia considerable ademas de una importante
repercusion socioecondmica. Se caracteriza por una proliferacién sin control de las
células de un tejido concreto, que en estadios avanzados puede provocar la invasién de
otros o6rganos en tejidos distantes. Cada tipo de cdancer presenta una incidencia
diferente, por ejemplo, en el afio 2020 los tumores mas frecuentemente diagnosticados
a nivel mundial fueron el de mama, pulmén, colon y recto, prdstata y estémago, todos
ellos con mas de un milléon de casos. En EE.UU., el cdncer es la segunda causa de
mortalidad, con mas de 1,8 millones de nuevos diagndsticos de cancer y mas de 600.000
muertes al ano. Teniendo tanta repercusion para la poblacién, es importante una
deteccién precoz para mejorar las tasas de supervivencia y reducir la morbilidad y
mortalidad que se podria presentar si se detectase en una fase posterior. (2)

En la actualidad, para el cribado poblacional se realizan pruebas invasivas como pueden
ser la colonoscopia y la prueba de Papanicolau. Para determinados tipos de cancer se
utilizan ademas pruebas no invasivas tales como pruebas de imagen (en mama y glioma)
o0 examenes de sangre (prostata y colorrectal), pero estas no proporcionan informacién
suficiente sobre los perfiles genéticos de estos canceres. La principal base para su
diagndstico es la biopsia tisular, que consiste en la extracciéon de una muestra del tejido
afectado para obtener un diagndstico. El andlisis de la biopsia permite ademas confirmar
el perfil mutacional del tumor y, por tanto, facilita la eleccion de las diferentes
estrategias de tratamiento. El principal inconveniente del método es que constituye una
técnica altamente invasiva. Por eso desde hace afios se han ido desarrollando diferentes
técnicas prometedoras, entre las que destaca la biopsia liquida (LB), que permiten dar
diagndsticos moleculares precisos para obtener terapias adecuadas de forma precoz y
minimamente invasiva. (3)

La biopsia liquida es una prueba de laboratorio que se realiza a partir de muestras de
sangre, orina u otros liquidos corporales (saliva, mucosas, derrame pleural, liquido
cefalorraquideo...) con el fin de localizar y caracterizar células cancerosas en un tumor o
bien fragmentos pequeiios de DNA, RNA u otras moléculas que las células tumorales
liberan en los liquidos corporales. El analisis de los elementos derivados del tumor
obtenidos en la biopsia liquida, ya sean células tumorales, acidos nucleicos o vesiculas
extracelulares, va a permitir comprender las alteraciones genéticas propias del tumory,
por tanto, van a facilitar el diagnéstico y a guiar las estrategias terapéuticas a seguir en
cada caso. Ademas, debido a que la biopsia liquida brinda la posibilidad de tomar varias
muestras a lo largo del tiempo de una forma minimamente invasiva, esto va a permitir



a los equipos médicos comprender la naturaleza de los cambios genéticos o moleculares
gue tienen lugar en un tumor en los distintos estadios de la enfermedad. La biopsia
liquida se aplica principalmente con fines diagndsticos ya que tiene una gran utilidad a
la hora de detectar el cancer en sus estadios mds tempranos. También es util en el
seguimiento de la enfermedad, permitiendo planificar el tratamiento, determinar su
eficacia y averiguar la posible recidiva de un cédncer en funcién de las alteraciones
moleculares que aparezcan a medida que la enfermedad avanza. Desde hace afios se
evidencia la tendencia al desarrollo y uso de estas nuevas técnicas, no invasivas, que
sustituyen gradualmente a las anteriores técnicas, principalmente biopsias sélidas, que
han sido tradicionalmente las Unicas disponibles con estos fines. (4)

Para conocer la historia de la biopsia liquida es necesario remontarse a 1869, afio en el
gue aparece la primera mencién documentada a las células tumorales circulantes
(CTCs). En este ano, el médico Thomas R. Ashworth observo la existencia de una serie
de células similares a las células del tumor primario en la sangre de un paciente fallecido
a causa de un cancer metastasico. Sin embargo, no fue hasta finales de los afios noventa
cuando la deteccidn de CTCs cobré una especial relevancia, tras el desarrollo, por parte
de Racila y colaboradores, de una técnica de enriquecimiento magnético para la
deteccién de CTCs. Este equipo de investigadores demostré la presencia de las CTCs en
sangre en los estadios precoces de la enfermedad y senalaron su potencial uso para
monitorizar la respuesta al tratamiento y las recurrencias. (5)

El método estandar de estudio de los tumores, que normalmente implica cirugias
invasivas para obtener muestras tumorales, presenta limitaciones tanto cualitativas
como cuantitativas. A esto se suma la dificultad para la adquisicion repetida de muestras
a lo largo del tratamiento. Ademas, la heterogeneidad intrinseca del tumor limita la
utilidad de estas técnicas invasivas, sobre todo en las metastasis, debido a su constante
evolucién y la necesidad de obtener multiples biopsias en distintos momentos de la
enfermedad. Al realizar una biopsia tisular solo capturamos un momento en el tiempo
de un Unico lugar del tumor, aportando informacion limitada sobre la biologia y posible
evolucion de la enfermedad. (4,6)

Ante los desafios de las biopsias tradicionales y los recientes avances en el campo de la
biopsia liquida, ha comenzado a implementarse el uso de esta Ultima en la préctica
clinica, centrdndose en el andlisis de los fluidos bioldgicos, principalmente de la sangre.
En este sentido, la biopsia liquida se postula como una técnica que aporta una elevada
sensibilidad, ya que permite detectar cantidades minimas de material genético tumoral,
permitiendo evaluar alteraciones relevantes y facilitando el muestreo repetido en el
tiempo de forma menos invasiva que en el caso de la biopsia tradicional, aumentando
la precisién en el diagndstico y la monitorizacién de la enfermedad y asegurando la
correcta elecciéon del tratamiento. (7,8)



BIOPSIA LIQUIDA

BIOPSIA TISULAR

heterogeneidad temporal y
espacial

Invasividad Minima Alta
Sensibilidad Alta Baja
Coste obtencion de la Bajo Alto
muestra

Coste del analisis Alto Bajo
Informacion histoldgica No Si
Posibilidad de Si No
monitorizacion continua

Permite estudiar la Si No

Tabla 1. Comparacion entre biopsia liquida y tisular

A pesar de los progresos llevados a cabo en el abordaje del cancer, esta enfermedad
sigue creando gran preocupacion clinica. Algunas de las dificultades que aun siguen sin
resolverse incluyen el diagndstico temprano, la estratificacion precisa de los pacientes,
la seleccidon adecuada de tratamientos, el seguimiento de la respuesta al tratamiento, la
deteccién de enfermedad residual minima y el riesgo de recurrencia. En principio, las
herramientas basadas en las técnicas englobadas dentro del campo de la biopsia liquida
estan demostrando gran potencial para abordar estos diferentes aspectos. Sin embargo,
aun son necesarios los avances en este campo, ya que pocos tests han recibido la
autorizacion por parte de la Food and Drug Administration (FDA), que representa la
institucion con mayor autoridad a la hora de proteger la salud publica y también de

regular las tecnologias que se utilizan en la practica clinica. (5)
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Figura 1. Aplicaciones de la biopsia liquida en el manejo del cancer




Elementos objeto de estudio en la biopsia liquida

En los ultimos afios, |la biopsia liquida ha comenzado a utilizarse de forma especifica para
el estudio de los diferentes perfiles moleculares del cancer, permitiendo asi un enfoque
oncolégico preciso. Los principales elementos que se analizan mediante este tipo de
técnicas incluyen el DNA libre circulante (cfDNA), el DNA tumoral circulante (ctDNA) y
las células tumorales circulantes (CTCs). Ademas, también son objeto de estudio,
aunque con menor relevancia, elementos como las vesiculas extracelulares (EVs), el RNA
circulante (cfRNA), el microRNA (miRNA), el RNA largo no codificante (IncRNA) vy las
plaquetas educadas por tumores (TEP). (9)

blood cells

Figura 2. Elementos objeto de estudio en biopsia liquida.

DNA libre circulante (cfDNA)

El cfDNA, fue descrito por primera vez en 1948 por los doctores Mandel y Métais en
individuos sanos. Décadas mas tarde, en 1977, se observé la elevacion de los niveles de
este tipo de DNA en pacientes con diferentes tipos de cancer. Sin embargo, la aparicidon
de niveles elevados de cfDNA no se considera un parametro especifico del cancer, ya
gue también puede observarse en algunas situaciones fisiolégicas como el embarazo y
el ejercicio intenso, asi como en otras patologias, por ejemplo, en el contexto de
determinadas enfermedades autoinmunes. (10)

DNA tumoral circulante (ctDNA)

El ctDNA constituye una pequefa fraccion del cfDNA total y se corresponde con aquellas
moléculas de DNA circulante liberadas a la circulacidn por las células tumorales. El DNA



circulante puede encontrarse, ademas, tanto en forma de DNA monocatenario como
bicatenario. Se cree que este DNA se libera al torrente sanguineo mediante procesos
celulares que incluyen apoptosis y necrosis o bien mediante secrecion activa por parte
de la célula. El ctDNA puede proceder, por tanto, de varias fuentes: células tumorales
necroéticas o apoptéticas, células tumorales vivas y células tumorales circulantes. (11)
Las células no tumorales también pueden liberar DNA en determinadas circunstancias,
aungue esto sucede de manera poco frecuente. La liberacion de fragmentos de acidos
nucleicos hacia el medio extracelular suele responder a una apoptosis programada por
dafo celular o envejecimiento de la célula. Adema3s, esta liberacion de DNA puede darse
como consecuencia de un proceso de necrosis o estrés celular, o bien puede formar
parte de mecanismos fisiolégicos como la reparacién del DNA o la renovacién celular en
las que las células pueden liberar pequefias vesiculas conteniendo DNA. Estos
mecanismos existen para mantener la homeostasis entre la tasa de formacién y la de
muerte celular. (12) El andlisis de los fragmentos de ctDNA liberados al medio
extracelular permite observar alteraciones a nivel molecular tales como inestabilidad de
los microsatélites, mutaciones tumorales especificas y metilacion del DNA, entre otras.

El ctDNA puede ser detectado en diferentes tipos de cancery, ademas, sus niveles varian
segun el estadio en el que se encuentre la enfermedad. De esta manera, los estadios
tempranos en los que la masa tumoral es de pequefio tamafo tienden a liberar
cantidades relativamente bajas o incluso indetectables de ctDNA. Sin embargo, a
medida que el tumor crece y se vuelve mas invasivo, los niveles de ctDNA tienden a
aumentar, de manera que, en el caso de tumores metastaticos, debido a la existencia
de multiples focos tumorales y a una mayor carga de células malignas, éste tiende a
producir una mayor liberacion de ctDNA hacia el torrente sanguineo. No obstante, estos
niveles también pueden fluctuar en respuesta al tratamiento, es decir, en pacientes
sometidos a una cirugia o a quimioterapia, los niveles de ctDNA pueden reducirse
temporalmente como consecuencia de la reducciéon de la carga tumoral total. Sin
embargo, si se desarrolla resistencia al tratamiento o en caso de progresion del tumor,
los niveles de ctDNA tenderan a aumentar de nuevo (Figura 4). (13)
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Figura 3. Estadios y progresion del cancer y su relacién con la liberacion de fragmentos
de ctDNA. Los niveles de ctDNA aumentan a medida que el tumor progresa. Un
tratamiento eficaz disminuye los niveles de cfDNA e incluso volverlos indetectables en
caso de curacién. La deteccién temprana de enfermedad minima residual mediante el
ctDNA permite administrar un tratamiento adicional de forma mas temprana que
mediante el uso de técnicas de imagen. La neoplasia puede volver a proliferar
aumentando de nuevo los niveles de ctDNA. (14)

La extraccién y aislamiento de fragmentos de ctDNA del plasma son procesos
relativamente sencillos en comparacién con la complejidad asociada a los sistemas de
aislamiento y enriquecimiento de las CTCs. En el mercado estan disponibles diferentes
métodos para el aislamiento del ctDNA basados en la utilizacién de solventes orgdnicos,
columnas a base de silice o perlas magnéticas. Sin embargo, a pesar de esta facilidad
aparente para su aislamiento, el andlisis posterior de este ctDNA requiere métodos
generalmente complejos y altamente sensibles para su caracterizacion y cuantificacion,
debido principalmente a que este tipo de DNA representa una fraccién muy pequefa
del cfDNA total.

La fragmentacién del ctDNA liberado al medio extracelular constituye un parametro a
tener en cuenta a la hora de su analisis, ya que puede aportar informacién valiosa acerca
del origen del DNA liberado ademas de permitir la caracterizaciéon del tumor primario.
El patrén de fragmentacion esta directamente asociado con la actividad tumoral, ya que
un aumento de la concentracién y fragmentacidon de este ctDNA tiende a relacionarse
con indicar un mayor nivel de proliferacion. La variabilidad que existe en la distribucién
y longitud de los fragmentos puede informar de igual modo sobre la heterogeneidad
tumoral. Por otro lado, también aporta informacion sobre la respuesta al tratamiento,
ya que la disminucion de la longitud de los fragmentos tras la terapia se puede traducir
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como una adecuada respuesta. Existen diferencias relativas al patrén de fragmentacion
entre el ctDNA y el cfDNA. El primero, proviene Unicamente de las células tumorales y
estd compuesto por fragmentos mas cortos y de tamaifio uniforme, pues todos
provienen del mismo tipo de células. Sin embargo, el cfDNA se refiere al DNA que es
liberado de células no tumorales y que proviene de la apoptosis de células no tumorales,
generalmente de células de origen hematopoyético o células epiteliales. La longitud de
los fragmentos de DNA liberados a la sangre varia en funcién de su origen. De este modo,
el ctDNA tiende a ser mas corto (<100 pares de bases (bp)) y mas fragmentado que el
DNA procedente de células no tumorales, siendo el patrén habitual aproximadamente
167bp, lo que podria estar relacionado con los procesos de apoptosis y necrosis de las
células tumorales ya mencionados. (15) Los andlisis iniciales de fragmentacién del ctDNA
se realizaron mediante técnicas de secuenciacion de nueva generacidon (NGS), pero con
el paso de los afios se han ido desarrollando técnicas mas simples y eficaces como la PCR
cuantitativa o la PCR digital, entre otras. (16)

Las biopsias liquidas requieren, por lo general, de la extraccion de 2 muestras de sangre
de 10 ml cada una, de manera que pueda obtenerse la suficiente cantidad tanto de DNA
total como de ctDNA para su analisis. La evaluacion del ctDNA puede ser especialmente
relevante en pacientes con tumores de dificil acceso para los que la obtencién de una
muestra mediante biopsia sea especialmente complicada, por ejemplo, en el caso de
pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC). En el futuro, se espera que el andlisis del
ctDNA consiga sustituir a marcadores tumorales estdndar como la AFP (alfa-
fetoproteina), habitualmente presente en pacientes con CHC. La utilidad de la biopsia
liquida radicaria en ofrecer una imagen mas realista del tumor, permitiendo detectar la
multitud de cambios genéticos que dotan de complejidad al tumor y ofreciendo ademas
una via de diagndstico alternativa para pacientes que no secretan los marcadores
tumorales estandar, por ejemplo, la AFP en el caso de pacientes con CHC. (17)

Métodos de deteccion del ctDNA:

El cfDNA se libera mayoritariamente en forma de fragmentos de 150 a 200 bp
coincidiendo con el tamafio aproximado del nucleosoma y tiene una vida media
relativamente corta, siendo dptimo su andlisis en un plazo aproximado de 2h, para
obtener informacién del estado del tumor en tiempo real. La concentracién de cfDNA
en plasma suele ser baja (5 a 10 ng/ml) y la fraccidon que corresponde al ctDNA puede
variar, oscilando entre el 0,1% y el 30% del cfDNA total. (18)

La secuenciacién de Sanger fue la primera técnica empleada para detectar ctDNA en
plasma. Sin embargo, su uso continuado no ha sido viable por razones practicas, debido
a las limitaciones propias de la técnica como su bajo rendimiento, el alto coste por
muestra y la ausencia de una sensibilidad suficiente como para detectar y secuenciar
fragmentos de DNA circulante presentes en tan baja concentracién. Actualmente, la
mayoria de los métodos que utilizan el ctDNA como biomarcador de cancer se centran
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en el andlisis de su secuencia con el fin de detectar mutaciones y no tanto en su
cuantificacién. El andlisis del paisaje mutacional presente en los tumores puede
realizarse mediante técnicas relacionadas con la PCR o bien mediante secuenciacion de
nueva generacion (NGS).

La PCR es una técnica basada en la amplificacion selectiva de regiones concretas del DNA
mediante el uso de cebadores especificos permitiendo la amplificacién y deteccion de
una o varias secuencias del fragmento de DNA de interés. Por su parte, las técnicas de
NGS se basan en la secuenciacién masiva de fragmentos de DNA, permitiendo obtener
informacién acerca de la secuencia concreta de millones de fragmentos de DNA
localizados en diferentes regiones del genoma.

Los métodos basados en la PCR, asi como los derivados de la misma, incluyendo la PCR
cuantitativa (qPCR) y la PCR digital (dPCR), son rapidos, rentables y relativamente
sencillos de manejar. Permiten la deteccidon de mutaciones con una frecuencia alélica
baja, de hasta el 0,1% de carga alélica variable e incluso menores en el caso de la dPCR,
con una alta especificidad. Inicialmente, la gPCR se utilizaba para estimar la
concentracion de cfDNA en plasma de pacientes con cancer. Posteriormente se
desarrollaron ensayos de qPCR para detectar mutaciones en el cfDNA tumoral y se
mejoro la sensibilidad de la deteccién al promover la amplificacidn especifica del alelo
mutante. Entre las técnicas mas utilizadas derivadas de la PCR se encuentran ARMS-PCR,
PNA-LNA Clamp PCR o COLD PCR.

La PCR digital es la técnica que se utiliza mas frecuentemente en la practica clinica. Esta
consiste en una variante de la PCR convencional basada en la separacién de la reaccidn
en multiples compartimentos de pequefio volumen correspondientes a reacciones de
PCR independientes en las que los componentes de la reaccidn se distribuyen de manera
aleatoria. De esta forma, cada compartimento contendra ninguna, una o varias
moléculas de DNA, que tras la reaccion de amplificaciéon podran ser cuantificadas
mediante absorbancia. A diferencia de la PCR convencional, que Unicamente amplifica
el ctDNA a estudio en una sola reaccion, esta técnica divide la muestra en miles de
reacciones independientes y posteriormente se realiza la PCR sobre cada una de ellas.
De esta forma se obtiene una cuantificacién absoluta del DNA con una mayor precision
y sensibilidad, ademas de permitir la deteccién de niveles de DNA mas bajos que la PCR
convencional o la gPCR. Una técnica relacionada seria, el BEAMing, un método de PCR
digital altamente sensible que combina PCR en emulsién y citometria de flujo para
identificar y cuantificar mutaciones somaticas especificas presentes en el DNA. (19) Sin
embargo, los métodos basados en PCR Unicamente permiten la deteccién de
mutaciones conocidas en genes concretos, que suelen analizarse de forma individual o
mediante paneles que incluyen una seleccién de genes de interés adaptada a cada tipo
de tumor. Por tanto, si las muestras a analizar presentan mutaciones diferentes a las
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gue se analizan convencionalmente, estas podrian quedar excluidas del analisis, lo que
limitara las aplicaciones de la técnica.

Por otro lado, las técnicas de NGS cubren una amplia gama de mutaciones pues
examinan secuencias completas de genes de interés. (20,21) El andlisis de mutaciones
en plasma mediante NGS puede ademads adoptar un enfoque dirigido en funcién de la
necesidad de seleccionar regiones de interés dentro del genoma, lo que simplificaria el
proceso de secuenciacion y abarataria los costes. Uno de los principales retos en el
analisis de mutaciones tumorales consiste en la identificacion precisa de fragmentos del
ctDNA en muestras que presentan concentraciones elevadas de cfDNA carente de
mutaciones (wild-type). Es por esto que cobran una especial relevancia los términos
frecuencia de alelo mutante (mutant allele frequency, MAF) y frecuencia de alelo
variante (variant allele frequency, VAF), generalmente empleados para evaluar el
rendimiento de un ensayo de perfiles del ctDNA. La frecuencia mutacional se define por
tanto como el niumero de lecturas de secuenciacién que contienen el alelo mutante
dividido por el numero total de lecturas de secuenciacion. En consecuencia, las tasas de
MAF mas bajas requeriran ensayos que ofrezcan una mayor sensibilidad en la deteccion.
La principal limitacidon en la implementacién clinica de las técnicas basadas en NGS se
derivan de cuestiones técnicas como la elevada sensibilidad requerida en la deteccion
de variantes alélicas en estadios tempranos de la enfermedad, la complejidad del
analisis de los resultados y del elevado coste econémico de la técnica. (22)

CTCs

Las CTCs son células tumorales que han logrado liberarse del tumor primario y alcanzar
el torrente sanguineo o el sistema linfatico. A medida que el cancer progresa, las células
tumorales circulantes pueden utilizar cualquiera de estos 2 sistemas para viajar a otras
partes del cuerpo y establecerse como tumores secundarios. Muchos estudios, como los
de Ring et al. y Lin et al., coinciden en que estos grupos pequefios de células son
iniciadores de metdstasis en diferentes tipos de tumores sélidos. (23,24) La deteccién y
estudio de estas células puede proporcionar informacidn util acerca de factores de gran
relevancia como la aparicion del cancer, la eficacia del tratamiento y el potencial de
metadstasis. (25) En el andlisis de CTCs, es fundamental realizar un enriquecimiento de la
muestra, ya que estas células son altamente heterogéneas y circulan en escasa cuantia,
resultando en una pequefia cantidad muestral.
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Figura 4. Pasos clave en la formacion de metdstasis mediadas por CTCs. El tumor
primario aumenta de tamano y comienza a invadir tejidos adyacentes, las células pasan
al torrente sanguineo, donde sobreviven como CTCs aisladas o formando pequefias
agrupaciones celulares. Se extravasan de la circulacion y forman el nicho metastasico,
colonizando una nueva localizacion y formandose micrometastasis que podran crecer y
formar metastasis macroscépicas. (23)

Métodos de deteccion de CTCs:

Hasta ahora, el Unico sistema aceptado por la FDA para la deteccion y recuento de CTCs
es el sistema CellSearch, basado en la detecciéon de CTCs EpCAM-positivas, es decir,
aquellas que sobreexpresan el marcador epitelial de adhesion, directamente
relacionado con una peor tasa de supervivencia y peor prondstico en pacientes con
cancer. La deteccion y caracterizacion de CTCs con fenotipo de transicién epitelio-
mesenquimal es muy importante para identificar pacientes con alto riesgo de recidiva y
muerte; este fenotipo consiste en células epiteliales que adoptan caracteristicas de
células mesenquimales, permitiéndoles tener una mayor capacidad para adherirse a la
pared vascular, extravasarse, migrar e invadir tejidos distantes al tumor primario. (26)

Existen multiples enfoques para el enriquecimiento del nimero generalmente escaso
de CTCs procedentes de muestras de biopsia liquida, que incluyen sistemas basados en
el uso de perlas magnéticas, sistemas de chips de microfluidos y sistemas hibridos que
se desarrollan en funcién de las diferentes estrategias de captura de las CTCs. A su vez,
las estrategias de separacidn se pueden clasificar en estrategias positivas, negativas y
combinadas. Las estrategias positivas se basan en la captura selectiva de las CTCs,
utilizando anticuerpos o moléculas que se unen a las CTCs especificamente permitiendo
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su aislamiento. Por el contrario, las estrategias negativas consisten en eliminar las
células no cancerosas de la muestra sanguinea aislando asi Unicamente las CTCs. A su
vez, estas estrategias positivas de reconocimiento de CTCs se puede dividir en 2
categorias, por un lado, estrategias de inmunoafinidad, basadas en la deteccién
mediada por anticuerpos contra moléculas presentes en la membrana de las células
tumorales, y, por otro lado, estrategias que utilizan factores biofisicos para aislar las
células y estadn relacionadas con los métodos de perlas magnéticas y chips de
microfluidos. (27)

Dentro de los métodos de deteccidon basados en la inmunoafinidad se encuentra el
sistema CellSearch, disefiado para el recuento de CTCs en muestras de 7,5ml de sangre.
Este método fue presentado por primera vez en el afio 2004, demostrando una gran
precision analitica y reproducibilidad. Es el mas utilizado, ademas de ser el Unico sistema
hasta la fecha aprobado por la FDA para la deteccidn y cuantificacién de CTCs en la
sangre periférica de pacientes con cancer metastdsico de mama, préstata y colorrectal.
Es un sistema semiautomatico basado en el aislamiento de las células con fluido férrico
y su posterior marcaje con anticuerpos dirigidos contra la molécula de adhesién que
expresan las células epiteliales (anti-EpCAM). Las células epiteliales circulantes son
aisladas mediante campos magnéticos y posteriormente tefiidas con el acido nucleico
fluorescente dye 4,2-diamidino-2-phenylindole dihydrocloride (DAPI). (28) Esta tincion
resulta util pues se une al nucleo de todas las células presentes en la muestra
permitiendo su deteccidn y conteo individual mediante microscopia de fluorescencia.
De esta forma, facilita la distincidn entre las células epiteliales de los eritrocitos, ya que
estos Ultimos carecen de nucleo. Las células tumorales, ademas, presentan diferente
morfologia e intensidad de fluorescencia con respecto a las células sanas, lo que facilita
su cuantificacién. Para distinguir las células epiteliales de los leucocitos se utilizan
anticuerpos monoclonales marcados con fluoresceina especificos para receptores de
leucocitos y o bien de células epiteliales. (29)

Existen otros métodos de aislamiento de CTCs, aun pendientes de aprobacion por la FDA
como la Epic Sciences Platform, AdnaTest y ClearCellFX system. A modo de ejemplo, la
Epic Sciences Platform es un método de deteccidn en el que todas las células nucleadas
presentes en una muestra de sangre se depositan en un portaobjetos de vidrio, se tifien
mediante inmunofluorescencia con un conjunto de anticuerpos frente a citoqueratinas,
y el marcador de células del sistema inmune CD45, asi como del marcador nuclear DAPI
y se obtienen imagenes de cada célula individual con el objetivo de identificar las células
de interés. En la muestra van a estar incluidas células tanto malignas como no malignas,
gue se pueden evaluar de forma independiente. Un ensayo tipico genera imagenes y
analiza entre 1076 y 1078 células nucleadas individuales en una muestra de sangre,
segun los requisitos analiticos de la prueba que se realiza. (30,31)
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Figura 5. (A) Método de trabajo de la plataforma Epic Science que incluye preparacion
de muestras, enumeracion de CTCs y analisis de biomarcadores. (30) (B). Deteccion y
enumeracion de CTCs. Las CTCs son células citoqueratina-positivas, CD-45 negativas y
con nucleo intacto (DAPI positivas) a diferencia de las células no malignas. (31)

OTROS ELEMENTOS

Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (EVs) son particulas que puede ser liberadas por las células
tanto en condiciones normales como patolégicas. Estas vesiculas estan formadas por
una bicapa lipidica que engloba en su interior una serie de moléculas como proteinas,
lipidos o acidos nucleicos (RNAmM y miRNA, etc...) encargadas de llevar a cabo funciones
relacionadas con la comunicacién intercelular una vez liberadas al medio extracelular.
Ademads, estas vesiculas carecen de nucleo en su interior, por tanto, no tienen capacidad
de replicacién. Algunos investigadores las subdividen en microvesiculas para referirse a
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EVs grandes (>200nm) y en exosomas para referirse a las pequefias (entre 20 y 300nm).
(32) Las EVs son secretadas por todas las células vivas y se encuentran presentes en
todos los fluidos corporales humanos. Presentan caracteristicas heterogéneas en cuanto
a su biogénesis, composicidon y tamafio. Recientemente, las EVs han comenzado a ganar
importancia en el campo de la biopsia liquida debido a su papel como valiosos
portadores de biomarcadores de cancer presentes en sangre y otros fluidos corporales,
ya que numerosos estudios han demostrado que las proteinas, acidos nucleicos, lipidos
y los metabolitos asociados a estas estructuras pueden informar acerca de fenotipos
malignos en pacientes con cancer. A pesar de todo esto, la falta de protocolos
estandarizados y clinicamente viables para la caracterizacién de estas EVs limita, por
ahora, su aplicabilidad como biomarcadores del cancer. (33)

Métodos de deteccion de las vesiculas extracelulares:

Las vesiculas extracelulares se observaron por primera vez en 1946 y fueron aisladas
originalmente mediante técnicas de ultracentrifugaciéon, basadas en la separacién de las
vesiculas extracelulares del resto de los componentes bioldgicos de la muestra en
funcion de su densidad y tamafio. Este método sigue siendo considerado actualmente

Ill

como el “gold standard” a pesar del desarrollo de nuevas técnicas en los ultimos
tiempos. Estos métodos alternativos se basan principalmente en el aislamiento por
tamafio, inmunoafinidad y precipitacién de las EVs. No obstante, estos métodos no
logran aislar Unicamente las EVs y habitualmente se obtienen como resultado mezclas

de EVs con otros componentes de la matriz extracelular. (34)

Otro método ampliamente utilizado en los uUltimos afos es la precipitacion de EVs en
soluciones de polietilenglicol (PEG). Esta técnica consiste en la mezcla de la muestra
objeto de estudio junto a una solucién de polimeros, y tras un periodo de incubacidn, se
produce la sedimentacién de las EVs mediante centrifugacion a baja velocidad.
Posteriormente, las vesiculas sedimentadas se suspenden en una solucidn de tampdn
salino fosfato (PBS) y se analizan. Las principales ventajas de este método basado en la
precipitacion son su sencillez, velocidad, posibilidad de trabajar en un rango de pH
fisiolégico y una escasa dependencia de la concentracién de los iones. (35)

El aislamiento de EVs se puede conseguir utilizando distinto tipo de metodologia.
Algunos ejemplos serian la filtracién secuencial y la cromatografia de exclusién por
tamaio, que se basan en el aislamiento en funcién del tamafio de la particula; los
ensayos de tipo ELISA o aquellos realizados mediante citometria de flujo, basados en |a
inmunoafinidad y las técnicas de aislamiento basadas en microfluidos, como el
nanofiltro acustico.

El analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA) es una técnica cada vez mas popular
gue permite valorar el tamafio, la concentracion y distribucién de las EVs. Este método
se fundamenta en la deteccidn de particulas individuales y el posterior seguimiento de
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la dispersién de la luz a través de un campo de visidon bajo microscopia éptica. Como
esta técnica rastrea cada particula de forma individual, es necesaria una concentracién
baja de EVs para lograr resultados precisos (aproximadamente entre 1076-10710
particulas/ml). Puede caracterizar particulas en tiempo real generalmente de entre 10-
2000 nm. Esto es una ventaja con respecto a la citometria de flujo, que detecta particulas
a partir de 200nm, por lo que no permite el estudio directo de las EVs. La principal
ventaja de esta técnica radica en que ofrece una alta resolucién y sensibilidad. (36)

Plaquetas educadas por tumores

Las plaquetas son fragmentos celulares carentes de nucleo producidas por los
megacariocitos. Su funcion fisiolégica es la de participar en el proceso de coagulacién
sanguinea para frenar posibles sangrados y facilitar la cicatrizacién de las heridas. Las
plaguetas educadas por tumor (tumor educated platelets, TEPs) tienen la capacidad de
capturar y transportar RNA tumoral mediante diferentes mecanismos, como la
internalizacion de microvesiculas tumorales y la interaccién con miRNAs, facilitando la
diseminacion del RNA tumoral. Del mismo modo, también pueden modificar la
respuesta inmune frente al RNA tumoral promoviendo asi un efecto inmunosupresor
gue favorece el escape de las células tumorales al sistema inmunolégico. De esta forma,
pueden estimular la supervivencia de las células tumorales, el crecimiento tumoral y las
metastasis. También se ha demostrado la capacidad de las células tumorales de influir
en la expresion de RNA en estas plaquetas, por lo que el estudio del transcriptoma de
las TEPs sefiala su potencial como método de diagndstico y seguimiento del cancer en
algunos tipos de tumores.

cfRNA

El cfRNA fue descrito con posterioridad a la presencia de ctDNA en el plasma de
pacientes con melanoma. Gracias al desarrollo de nuevos métodos mas sensibles, ha
sido posible identificar moléculas de RNAm y miRNA en fluidos corporales, que se
pueden encontrar formando complejos de ribonucleoproteinas, plaquetas o CTCs y EVs.
El cfRNA puede proporcionar informacién util acerca del perfil de expresion génica del
tumor, y los miRNA, por su parte, pueden reflejar alteraciones epigenéticas que son
reconocidas en la actualidad como se han propuesto como una de las caracteristicas
distintivas del cancer. EIl miRNA es una subclase de RNA no codificante compuesto por
18-22 nucleétidos de fragmentos de RNA monocatenario que desempeia un papel
importante en las redes de la regulacidn de genes, regulando positiva o negativamente
la expresién de sus genes diana. Una de las principales ventajas de utilizar miRNA
procedente de muestras de LB es que son mads estables que los RNAm. (37,38)
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Aplicaciones clinicas de la biopsia liquida

La biopsia liquida presenta multiples aplicaciones clinicas, enfocadas al diagndstico y
seguimiento de la enfermedad. No obstante, existen también una serie de aplicaciones
clinicas interesantes que son menos conocidas y estan relacionadas con la evaluacién
del sistema inmune. El uso de la biopsia liquida cuenta con una serie de ventajas con
respecto a los métodos de diagndstico y seguimiento tradicionales, principalmente
relacionadas con una menor invasividad y un menor coste de obtencidn de la muestra.
Ademas, la LB permite la deteccidn de material desprendido de los diferentes sitios
metastdsicos en vez de analizar solo la porcidn de tejido obtenida de la biopsia tisular,
de esta forma favorece el estudio de la heterogeneidad tumoral. Una de sus principales
ventajas es que se pueden obtener muestras en serie permitiendo una mejor
monitorizacion de la respuesta al tratamiento y pudiendo detectar enfermedad residual
minima tras la terapia. La deteccion temprana del cancer mediante LB se puede utilizar
también para realizar cribados. (39)

Revisando con mas detalle las aplicaciones clinicas ya mencionadas destacan las
siguientes:

Deteccidon temprana del cancer:

En muchas neoplasias malignas, el hallazgo y tratamiento temprano son fundamentales
para obtener un mejor resultado. Poder identificar a pacientes que presentan cancer en
una etapa temprana mediante un analisis de sangre u otros fluidos corporales, brinda la
posibilidad de llevar a cabo cirugia o radioterapia pudiendo lograr remisiones duraderas
sin la necesidad de someter al paciente al procedimiento de obtencién de una biopsia,
gue en algunos casos puede resultar una tarea compleja. Ademas, debido a la escasa
invasividad a la hora de obtener la muestra, la LB tiene el potencial de ser aplicada en
pruebas de cribado poblacional para distintos tipos de tumores.

Evaluacion de tumores inaccesibles para la realizacion de biopsia tisular:

El andlisis del tumor a nivel molecular se ve limitado en pacientes que presentan
tumores en localizaciones de dificil acceso o que presentan comorbilidades que
dificultan la obtencion de la muestra. En estos casos, la biopsia liquida se presenta como
una herramienta de gran utilidad puesto que el analisis del cfDNA circulante en la sangre
de pacientes con cancer permitiria obtener la informaciéon molecular necesaria cuando
no existe posibilidad de obtener tejido tumoral mediante biopsia tradicional.
Actualmente, para estudiar este cfDNA se utilizan métodos como la dPCR, que se
centran en el analisis de regiones concretas del genoma, aportando una gran
sensibilidad. Otra situacion en la que se podria utilizar la LB es en la deteccidon vy
caracterizacion de neoplasias en mujeres embarazadas, de este modo se puede estudiar
a la paciente de forma segura y eficaz sin afectar a la salud y bienestar del feto, pues
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simplemente se necesitaria la extraccidn de sangre de la paciente sin llevar a cabo
ninguna prueba invasiva que pueda poner en riesgo al feto.

Evaluacion de la heterogeneidad tumoral:

Los tumores sélidos, especialmente aquellos que se encuentran en estadios avanzados,
presentan una elevada heterogeneidad a nivel molecular, es decir, estan formados por
subpoblaciones celulares que presentan alteraciones genéticas Unicas y diferentes entre
si. Esta caracteristica propia del cancer dificulta tanto la eleccién de la terapia como la
eficacia de la misma e impulsa la progresion del tumor debido a la presencia de
subpoblaciones celulares con diferentes mutaciones capaces de generar resistencia al
tratamiento. El estudio de diferentes secciones de un tumor permite obtener un perfil
molecular completo del mismo facilitando la eleccién de las mejores opciones
terapéuticas indicadas para cada paciente. El analisis de biopsias tisulares procedentes
de una unica porcién de tejido impide obtener informacién acerca del paisaje
mutacional completo que presenta el tumor. Sin embargo, el estudio del ctDNA o las
CTCs que llegan al torrente sanguineo desde los diferentes sitios tumorales permiten
obtener una informacion mas precisa y completa acerca de las alteraciones genéticas
presentes en el tumor. (40)

Diferenciacion de patrones unicos de respuesta de bloqueo de “checkpoints”

inmunolédgicos:

La LB permite monitorizar el curso de la enfermedad a lo largo del tiempo después del
inicio de tratamiento con farmacos inhibidores de los “checkpoints” inmunoldgicos que
pueden ser utilizados en inmunoterapia. Los “checkpoints” inmunolédgicos son
mecanismos reguladores del sistema inmunolégico conformados por proteinas
reguladoras inhibitorias de la activacion de células T que actian como moléculas de
punto de control para modular la respuesta inmune y regular la hiperactivacion. Los mas
potentes y comunmente conocidos son el CTLA-4 (antigeno 4 de los linfocitos T
citotéxicos) y el PD-1 (muerte programada 1). Estas moléculas se complementan
funcionalmente y se encargan de limitar la inflamacioén tisular y preservar los fendmenos
de auto-tolerancia de las células T, previniendo la autoinmunidad, asi como de proteger
al organismo frente a neoplasias y patégenos. Determinar qué pacientes se beneficiaran
de la inmunoterapia es importante para la toma de decisiones terapéuticas. Se ha
demostrado que la carga mutacional tumoral detectada mediante NGS se correlaciona
con la respuesta a los inhibidores de los checkpoints inmunolégicos. La alta inestabilidad
de microsatélites (MSI-H) también ha sido predictiva de la respuesta a los inhibidores de
los checkpoints inmunoldgicos en canceres avanzados. También se ha explorado la carga
mutacional del tumor en sangre y el estado de MSI para determinar que pacientes se
beneficiaran. Khagi y colaboradores investigaron la asociacidn entre el ctDNA
hipermutado y la respuesta a la inmunoterapia. Un nimero elevado de alteraciones
totales o variantes de significado desconocido dio como resultado tasas de beneficio
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clinico significativamente mas altas (enfermedad estable igual o superior a 6 meses, con
respuesta parcial o completa) que numeros bajos de alteracidn en 69 pacientes
evaluados con secuenciacion de ctDNA mediante NGS. De manera similar al potencial
de prediccion de la respuesta a la quimioterapia, el analisis del ctDNA puede resultar util
ala hora de guiar lainmunoterapia. Cabe mencionar que la carga mutacional en el ctDNA
estd asociada con la eficacia de la inmunoterapia y sirve como un reflejo directo de la
carga tumoral. (41)Es interesante mencionar que, aunque la inmunoterapia ha
prolongado la supervivencia libre de progresidon en pacientes con CCR con MSI-H, el
estudio KEYNOTE-177 informa de que aproximadamente un 30% de los pacientes en el
estudio no mostraron respuesta a pembrolizumab (anti-PD-1). De este modo, en estos
pacientes la monitorizacién del ctDNA para identificar a los que no responden en una
etapa temprana puede brindar una oportunidad para la modificacion del tratamiento
por quimioterapia o incluso la administracién de un farmaco alternativo, por ejemplo,
anti-CTLA-4 en el caso de estos pacientes. (42,43)

Ricciuti y colaboradores, utilizaron el ctDNA para ayudar a predecir la respuesta a la
inmunoterapia en pacientes de cancer de pulmdn de células no pequenas. A los
pacientes sometidos a tratamiento con pembrolizumab + platino/pemetrexed se les
evaluo el contenido en ctDNA en sangre al inicio del estudio. El porcentaje de variacidon
en la cantidad de ctDNA en el primer seguimiento y el porcentaje de cambio en las
lesiones del tumor se correlacionaron significativamente. Las disminuciones en la
cantidad de ctDNA se asociaron con tasas de respuesta significativamente mas altas, una
mediana de supervivencia libre de progresién mas larga y una mediana de supervivencia
general en comparacion con aquellos que presentaban un aumento. (44)

Hyperprogressive disease

Nondurable response

Disease burden

Pseudoprogression

Durable response

Time

Figura 6. Patrones de respuesta a la inmunoterapia con farmacos inhibidores de los
“checkpoints” inmunoldgicos. Respuesta duradera: el cancer radioldégicamente
disminuye de tamafio y permanece invariable una vez finalizado el tratamiento.
Pseudoprogresion: las pruebas radiolégicas muestran un aumento inicial del tamafio del
tumor (probablemente debido a infiltracién inmune) y posteriormente disminuye de
tamafo. Respuesta no duradera: las lesiones responden inicialmente a Ia
inmunoterapia, pero posteriormente se vuelven resistentes y aumentan de tamano.
Enfermedad progresiva: las lesiones aumentan de tamafio en mas de un 20% con
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respecto a las pruebas iniciales. Enfermedad hiperprogresiva: se produce crecimiento
rapido del cadncer una vez se inicia la inmunoterapia. (45)

Muestreo en serie para respuesta y deteccion temprana de resistencias:

Una evaluacion seriada de CTCs y ctDNA podria proporcionar una prediccion temprana
de la respuesta y posible resistencia al tratamiento, pudiendo asi complementar a los
estudios de imagen y a los marcadores tumorales estandar.

En el caso del cdncer colorrectal (CCR), la caracterizacién molecular del tumor de forma
continua y precisa es fundamental para el correcto uso de terapias moleculares
dirigidas. Por ejemplo, se puede utilizar la LB para detectar mutaciones del gen KRAS en
el cfDNA en caso de que no se hayan detectado en el tumor primario mediante biopsia
tradicional. La presencia de alteraciones en el gen KRAS tiene una gran relevancia, pues
determina la seleccion del tratamiento ya que esta mutacidon genera habitualmente
resistencia a los inhibidores del receptor de la tirosina quinasa, como pueden ser los
anticuerpos monoclonales anti-EGFR (cetuximab y panitumumab). (46)

En el caso del cancer de mama, el equipo de Di Cosimo y colaboradores detectaron que
los aumentos de ct-miRNA-148a-3p y ct-miRNA-374a-5p en la sangre se relacionaron
con una respuesta patoldgica después de la terapia neoadyuvante con trastuzumab,
indicando que la deteccion de estos miRNA se podrian usar como biomarcadores
predictivos. (47)

La LB ademas también tiene aplicacion en el seguimiento de la respuesta al tratamiento
en pacientes con cancer diferenciado de tiroides. El andlisis de ctDNA y recuento de CTCs
pueden superar potencialmente al método de rastreo convencional basado en la
medicion de la tiroglobulina sérica (posterior a la cirugia) o a las imagenes radioldgicas
como métodos para evaluar la respuesta al tratamiento. Segun un estudio de Allin y
colaboradores, los cambios en los niveles de ctDNA pueden anticipar la progresion del
tumor en comparacion con la tiroglobulina en pacientes que reciben terapias dirigidas
para el cancer diferenciado de tiroides. (48,49)

Herramienta prondstica:

La LB ofrece la posibilidad de ser utilizada como herramienta prondstica, es decir,
permite determinar las caracteristicas moleculares de la enfermedad y con ello decidir
la opcion terapéutica mas adecuada en cada caso, asi como la frecuencia en su
seguimiento.

El cancer colorrectal representd la segunda causa de muerte relacionada con cancer en
el afio 2018. En este contexto, el gen KRAS juega un papel fundamental. Este es un
oncogén comunmente mutado, aproximadamente el 40% de los CCR presentan algun
tipo de alteracién genética en KRAS. Las mutaciones de este gen dan como resultado la
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activacion constitutiva de la proteina KRAS, la cual estimula la proliferacion vy
supervivencia celular, conduciendo a la tumorogénesis. Estos pacientes mutados
presentan un peor prondstico que los pacientes con KRAS wild-type, requiriendo
terapias mas precisas. (50)

La importancia del ctDNA para predecir la respuesta a la inmunoterapia quedd
demostrada en un estudio prospectivo realizado por Seremet et al. Este estudio analizé
muestras de plasma de 85 pacientes que fueron sometidos a terapia anti-PD-1 vy
evaluaron las mutaciones V600E/K en BRAF 0 Q61/G12/G13 en NRAS, en el ctDNA. Los
pacientes con niveles de ctDNA indetectable al inicio del estudio mostraron una mejor
supervivencia global y libre de progresidn en comparacidon con aquellos pacientes con
niveles de ctDNA detectable. (51) Los pacientes con la mutacion V600E/K en BRAF
presentaron un peor prondstico general. Sin embargo, en los pacientes que presentaban
esta mutacidn observaron una mejor respuesta a ciertos tratamientos dirigidos, como
los inhibidores de BRAF y MEK, pudiendo mejorar el prondstico a corto plazo. También
se ha observado que pueden experimentar una mejor respuesta a la inmunoterapia. La
combinacion de estos 2 tipos de terapias podria mejorar significativamente la
supervivencia en algunos pacientes una vez realizada la caracterizacion molecular de los
tumores que presentany la biopsia liquida representa una herramienta prometedora en
el manejo de la enfermedad. (52)

Prediccion de la respuesta de las células CAR-T:

El tratamiento basado en el uso de células CAR-T se utiliza cada vez mds en canceres
hematoldgicos. La LB podria ayudar a predecir la respuesta y monitorizar la progresion
de la enfermedad mas alla del uso de pruebas de imagen y biopsia de la médula ésea
mediante la cuantificaciéon y el andlisis de fragmentos de cfDNA liberados de forma
especifica por la poblacion de células CAR-T en el paciente (cfCAR-DNA). El estudio de
Mika y colaboradores demuestra la utilidad que representa la cuantificaciéon de las
células CAR-T y los niveles de cfDNA liberados por estas células en pacientes tratados
con axicabtagene-ciloleucel (axi-cel). Los investigadores demostraron que las células
CAR-T contribuyen significativamente a la liberacién de DNA circulante en pacientes
tratados con axi-cel y de esta manera, un incremento de este cfDNA especifico,
denominado cfCAR-DNA se correlaciona con la expansion de las células CAR-T. Tanto la
cinética como el mecanismo de liberacion del cfCAR-DNA se encuentra aun bajo
investigacion, pero en general, se acepta que la mayor parte de este cfDNA procede de
la apoptosis de células CART-T. De esta manera, un mayor numero de células CAR-T,
debido a la proliferacién, conduce a cantidades crecientes de cfCAR-DNA liberado. Esta
hipdtesis esta respaldada por la correlacién existente entre los recuentos absolutos de
células CAR-T y la cantidad de cfCAR-DNA detectado en experimentos in vitro. De
manera concordante, se midieron niveles mas altos de cfCAR-DNA en pacientes que
respondieron al tratamiento con axi-cel. Por tanto, la cuantificacién de los niveles de
cfCAR-DNA podria usarse como sustituto del recuento absoluto de células CAR-T in vivo.
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No obstante, son necesarios estudios adicionales antes de implementar esta
metodologia en la practica clinica. (53)

Las células CAR-T son fundamentales en un tipo de terapia personalizada basada en la
extraccion y posterior modificacién genética de las células T del paciente. Esta
modificacidon consiste en la induccién de la expresidn de receptor sintético, que presenta
un dominio extracelular capaz de reconocer antigenos tumorales vinculado a su vez a
una serie de acontecimientos de sefalizacién a nivel intracelular que regulan la
activacion de las células T. Posteriormente, se amplifica el nUmero de estas células y se
infunden de nuevo en el paciente. (54)

Una de las neoplasias que se puede beneficiar de esta terapia es el linfoma B difuso de
células grandes, que constituye el tipo de linfoma no Hodking agresivo mas comun.
Entre un 50 y un 60% de estos pacientes se curan mediante qumioinmunoterapia, sin
embargo, un pequefio porcentaje es refractario a este tratamiento. El linfoma B difuso
de células grandes refractario tiene una mediana de supervivencia muy corta, de
aproximadamente 6 meses. Otras neoplasias que también se pueden beneficiar son la
leucemia linfoblastica aguda y el mieloma multiple. En ambos casos, el uso de la LB
facilitaria la implementacién de este tipo de terapia en la practica clinica al resultar una
herramienta util para la monitorizacidén de la enfermedad. (55)

Deteccidon de enfermedad minima residual:

La enfermedad residual minima (MRD) es el término que se usa para referirse a la
presencia de células tumorales residuales tras el tratamiento. Estas células se
encuentran en cantidades tan pequeiias que no pueden detectarse con los métodos de
diagndstico convencionales como las pruebas de imagen o los analisis sanguineos
estandar. La presencia de MRD después del tratamiento predice las recaidas. De este
modo, estudiando la MRD es posible decidir qué pacientes seran candidatos para recibir
tratamiento adyuvante y también se podra estudiar la respuesta a dicho tratamiento.
(56)

Tradicionalmente, se han utilizado varias estrategias de vigilancia de la MRD en
pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC), principalmente basadas en imagenes
radiolégicas y biopsias del tejido. La biopsia liquida, utilizada para evaluar el ctDNA
liberado en pacientes con CHC, permite la vigilancia de MRD en neoplasias malignas
primarias del higado. La biopsia liquida es la herramienta de evaluacién de la MRD en
pacientes con CHC utilizada en la actualidad. La técnica se basa en la deteccién y el
analisis del ctDNA liberado al torrente sanguineo por neoplasia maligna del CHC,
permitiendo evaluar la presencia de células malignas residuales que hayan aparecido
tras el tratamiento. (57)
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Trasplante de érganos en pacientes con cancer

La deteccion y analisis de cfDNA ha supuesto un gran avance en el tratamiento de los
pacientes con cdncer que se someten a trasplante de drganos. Los avances en la
tecnologia de aislamiento y analisis del cfDNA han brindado opciones para realizar una
evaluacion de MRD previa al trasplante y una evaluacién posterior del rechazo del
trasplante y la recurrencia del cancer mediante el analisis de distintas variables
genéticas. Sin embargo, y a pesar de los numerosos beneficios derivados del uso de este
tipo de herramientas, también existen una serie de desventajas asociadas a la deteccion
de cfDNA incluyendo la necesidad de realizar andlisis genéticos dirigidos, es decir,
seleccionando previamente las mutaciones de interés. A pesar de estas limitaciones, se
han desarrollado numerosas plataformas y enfoques de secuenciacion comerciales, de
investigacion e industriales para proporcionar una solucién practica tales como
Guardant360 ® CDx, FoundationOne Liquid Cdx, Vanadis cfDNA platform, PlasmaSelect-
R y Oncotype SEQ, todos ejemplos de ensayos de secuenciacion comerciales
ampliamente disponibles que pueden analizar cfDNA con fines diagndsticos vy
terapéuticos. Ademds, empresas, como Natera, han sido pioneras en varios ensayos
proporcionando opciones para personalizar la atencién de los pacientes que se someten
especificamente a un trasplante de higado.

A diferencia de otros trasplantes de 6rganos sdlidos, donde los antecedentes de cancer
son una contraindicacion para el trasplante, el trasplante de higado es una estrategia
gue puede utilizarse como enfoque curativo para las neoplasias malignas hepatobiliares.
Si bien la reseccidén quirdrgica sola o la ablacién por radiofrecuencia son opciones en
casos de CHC con funcién hepdtica bien compensada o tumores mds pequeios, la
realidad es que el 90% de los casos de CHC ocurren en el contexto de cirrosis hepatica.
Por lo tanto, el trasplante de higado sigue siendo un enfoque sensato para tratar
también la cirrosis hepatica subyacente, un factor de riesgo importante que facilita el
desarrollo de nuevo tejido preoncogénico. A pesar de la promesa de la oncologia del
trasplante como opcién curativa para el CHC irresecable, una advertencia clave que
debe tenerse en cuenta es que todavia existe una tasa elevada de recurrencia del CHC
después de la reseccion quirurgica radical, la ablacién o el trasplante hepdtico. La
deteccion y el seguimiento de la recurrencia del CHC todavia se basan principalmente
en imdgenes, evaluacién de biopsias de tejido y cuantificacién de los niveles séricos de
alfafetoproteina. Desafortunadamente, las imagenes y la patologia aun presentan
limitaciones en cuanto a precisidn y sensibilidad diagndstica, y los marcadores séricos
comunes muestran un rendimiento prondstico deficiente. Es por esto que actualmente
existe la necesidad de desarrollar un método sélido para detectar el CHC en etapas
tempranas y monitorizar la recurrencia del tumor y el rechazo del trasplante. Para
abordar esta necesidad insatisfecha, la biopsia liquida ha surgido como un método
prometedor que puede ayudar a controlar la recurrencia del tumor y el rechazo de
6rganos tras el trasplante hepatico.
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Las biopsias liquidas en forma de deteccion de biomarcadores de cfDNA se han vuelto
cada vez mds comunes como un nuevo mecanismo para evaluar la recurrencia del CHC
después del trasplante. Algunos ejemplos de biomarcadores de cfDNA que se han
examinado con estos fines incluyen la concentracién de cfDNA, la densidad de
metilacidn, las mutaciones del gen TP53, la metilacion de los genes RASSF1A y GSTP1.
Long y colaboradores investigaron el valor diagnéstico de la concentracién de ctDNA
como marcador de rechazo de trasplantes en pacientes con CHC después de un
trasplante de higado. En este estudio retrospectivo, se midié y evaludé el cfDNA
posoperatorio como biomarcador de recurrencia del CHC. Se sometid a 82 pacientes con
CHC a hepatectomias y a continuacién se aisl6 cfDNA de muestras de sangre
postoperatorias y se utilizé un ensayo fluorométrico de dsDNA para medir la
concentracion de cfDNA. Los pacientes se dividieron en dos grupos: cfDNA-bajo (cfDNA
< 2,95 ng/uL) y cfDNA-alto (cfDNA> 2,95 ng/uL). Los grupos con cfDNA bajo y cfDNA alto
tuvieron una mediana de tiempos de recurrencia de 19,5 y 14 meses, respectivamente.
Por tanto, este ensayo demuestra la utilidad del analisis del cfDNA a la hora de predecir
los tiempos de recurrencia en CHC. (58,59)

Otras aplicaciones en diferentes tipos de cancer:

Cancer gastrico

Los ensayos de biopsia liquida aplicados al cancer gastrico (GC) son relativamente
extensos. Varios de estos ensayos tienen como objetivo lograr un diagndstico precoz.
Por ejemplo, el ensayo cfMeDIP-Seq, en el que se combina la inmunoprecipitacién de
cfDNA metilado con NGS, se usa no solo para el diagndstico del cancer, sino también
para distinguir entre los diferentes tipos de GC. En los ultimos afios, la investigacién en
inmunoterapia ha logrado resultados prometedores en muchos tumores, entre ellos en
este tipo de cadncer. La LB se ha propuesto como herramienta para seleccionar pacientes
aptos para lainmunoterapia. Por ejemplo, el ensayo clinico INTEGA, compard la eficacia
entre la inmunoterapia sin quimioterapia y la inmunoterapia después de quimioterapia
con FOLFOX en pacientes con cancer de unidn gastroesofagica HER2 positivo localmente
avanzado o irresecable. Para ello se analizaron de forma simultanea una serie de
parametros, a partir de muestras de sangre periférica, que incluian biomarcadores
(estatus HER2) presentes en ctDNA, CTCs y recuento de linfocitos T, tanto de forma
previa al tratamiento como antes del segundo ciclo de tratamiento. Los resultados
mostraron que la elevacién temprana de cfDNA se correlacionaba con una supervivencia
libre de progresién y supervivencia global mas cortas. Este ensayo sugiere que los
pacientes que tienen niveles favorables de células T sanguineas, ausencia de CTCs o
expresion de HER2 en las CTC pueden beneficiarse de un tratamiento con solo
inmunoterapia dirigida frente a HER2, mientras que los pacientes que no presenten
estas caracteristicas no se beneficiaran Unicamente de inmunoterapia y requeriran de
guimioterapia adicional. (60,61) El analisis del status del marcador HER2 presente en el
ctDNA también se puede utilizar para la realizar un cribado poblacional del gen HER2, ya
gue se ha demostrado la existencia de una alta concordancia en la amplificacién de gen
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HER2 analizado a partir de ctDNA o de biopsia tisular. Ademas, la deteccién de la
variacién en el nimero de copias de HER2 mediante analisis del ctDNA podria utilizarse
para monitorizar la eficacia del trastuzumab, asi como la resistencia que puede existir
tanto innata como desarrollada frente a este. (62), (63)

Cancer de pulmodn

El cancer de pulmén es la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad tanto en hombres
como en mujeres. En 2022 hubo 1,8 millones de muertes a nivel mundial, que
representaron el 18,7% del total de muertes por cancer. La monitorizacién de las CTCs
en el adenocarcinoma de pulmdén en sus estadios iniciales ha resultado ser una
herramienta eficaz en el diagndstico temprano. De hecho, se ha observado un aumento
significativo en los niveles de CTCs en pacientes con progresion del cancer de pulmon.
La deteccion de CTCs se puede utilizar como alternativa diagndstica y de seguimiento de
la enfermedad en pacientes con reordenamiento del gen de la quinasa del linfoma
anaplasico (ALK) en el cancer de pulmdn de células no pequefias (NSCLC) cuando no se
pueden obtener muestras de tejido apropiadas a partir de la biopsia tradicional. (64) En
otro estudio realizado, se extrajo sangre cada 2 meses en pacientes con NSCLC con
mutacién en el gen de EGFR y tras el tratamiento con un inhibidor de la tirosina quinasa
erlotinib, se valoré la cantidad de CTCs presentes en sangre para estudiar la evolucion
de la enfermedad. Este estudié confirmé la utilidad de las CTCs como complemento de
la deteccidn de mutaciones de EGFRy del diagndstico histoldgico en el cancer de pulmén
en casos en los que no se podia obtener suficiente material histoldgico para su analisis
patoldgico. La cuantificaciéon de CTCs resultd de utilidad también como método para
dirigir el tratamiento preciso frente a la mutacion de EGFR. (65)

Cancer de prostata

Esta neoplasia es la segunda mas frecuente en el hombre. Para estudiar este cancer se
lleva utilizando durante muchos afios el antigeno prostatico especifico (PSA) a modo de
biomarcador. Protocolariamente, tras la existencia de una clinica sospechosa, una
exploracion fisica adecuada y la elevacidn de este biomarcador, se realiza una biopsia
con aguja gruesa (BAG) pues una biopsia con aguja fina (PAAF) no obtiene la cantidad
de material suficiente, permitiendo asi una evaluacion histoldgica adecuada. La baja
precision del PSA como biomarcador, asi como la dificultad para diferenciar entre
neoplasias de prdstata agresivas e indolentes conlleva biopsias innecesarias, asi como
sobretratamiento de los pacientes. Otro problema de la biopsia convencional al estudiar
este cancer es la posible diseminacidn de células tumorales a la sangre, sugerida por el
incremento de las CTCs posterior a la biopsia. En un ensayo realizado por
Vanwelkenhuyzen et al. estudiaron el DNA libre de células en muestras de sangre de
pacientes con cancer de préstata metastdsico avanzado que iniciaron tratamiento con
lutecio-177-PSMA, una nueva terapia con radioligando. Se recogieron muestras de
biopsia liquida antes y durante el tratamiento con 177 Lu-PSMA para realizar un perfil
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gendmico completo del ctDNA derivado del plasma. De los 46 pacientes que
proporcionaron una muestra de sangre antes del tratamiento con 177 Lu-PSMA, se
detectd ctDNA en 39, sugiriendo que un ctDNA mas alto se correlacionaba con una
supervivencia libre de progresién mas corta. Reordenamientos estructurales gendmicos
en el gen AR y alteraciones en la via de sefalizacion de PI3K que se asociaron de forma
independiente con un mal prondstico del tratamiento con 177 Lu-PSMA. (66,67)

Limitaciones y retos

La biopsia liquida es una técnica emergente, aunque en continua evolucién, diagnéstica,
no invasiva, que complementa y completa las principales limitaciones de la biopsia
tisular. Hoy en dia, hay pocas pruebas diagnésticas y de seguimiento de la enfermedad
basadas en la LB aprobadas por la FDA, debido a los retos y limitaciones derivados de la
misma. (68)

Estas técnicas no invasivas han ido ganando poco a poco una amplia atencién en el
campo de la oncologia. Sin embargo, debido a su reciente desarrollo, ain no estd
considerada, en varios paises una herramienta estandar para el diagnédstico de
diferentes enfermedades y, por tanto, en la actualidad se usa principalmente a modo de
prueba complementaria a la biopsia de tejido. Principalmente se utiliza en EEUU, Reino
Unido, la Unidn Europea y Japdn. Su principal limitacion es la falta de sensibilidad y
precision para identificar diferentes tipos de tumores en comparacion con la biopsia
tradicional. Tampoco se sabe con certeza si la LB proporciona una muestra
representativa de todos los clones gendmicos dentro de un tumor individual o de una
regién especifica de este. Sin embargo, es evidente que ofrece una representacién mas
realista del tumor que la propia biopsia tisular pues permite el estudio del ctDNA o las
CTCs que llegan al torrente sanguineo desde los diferentes sitios tumorales.

Existen diferentes variables bioldgicas que afectan a la cantidad y a las caracteristicas
del cfDNA que son dificiles de controlar. Gran parte del cfDNA se deriva de células que
estdn en proceso de apoptosis y, de esta forma, el estado de salud de un individuo,
influenciado por el ejercicio fisico y por las infecciones que puedan estar presentes en
un momento dado, afectardn a los niveles de cfDNA detectados en sangre. Otra variable
qgue puede influir es la ingesta de gran cantidad de liquidos, lo cual diluird la
concentracion de cfDNA en sangre y disminuirdn sus niveles, puesto que el cfDNA sera
eliminado parcialmente por la orina.

El uso de la LB se presenta limitaciones a nivel técnico, principalmente relacionadas con
el retraso en el transporte, la distribucion de la muestra en alicuotas y el
almacenamiento de las mismas Estas limitaciones pueden provocar dafio quimico al
cfDNA y contaminacién de este por parte del DNA de los leucocitos en el caso de no
realizar de forma correcta la centrifugacion para separar el plasma de los eritrocitos y
los leucocitos. EI DNA también puede sufrir diferentes tipos de reacciones como de

28



hidrélisis, de desaminacién o de dano oxidativo in vitro en el tubo de extraccién de la
sangre. A partir de estas reacciones no deseadas se podrian formar productos que
pueden ser reconocidos como falsas mutaciones, conocidos como nucledsidos no
canonicos que podrian interferir con la precisién del andlisis del cfDNA. Existen una serie
de kits comerciales que afirman poder reparar estos dafios del DNA, pero el consenso
general coincide en que la reparacién de estos dafos es imperfecta. (69) Cabe
mencionar que el estudio de la sangre presenta ventajas en cuanto a la facilidad de su
obtencidn con respecto a otros fluidos biolégicos, por ejemplo, en comparacién con el
liguido pleural o el cefalorraquideo, que precisan de personal experimentado y de
técnicas mas complejas como la toracocentesis y la puncion lumbar respectivamente,
con el consiguiente riesgo para el paciente.

Un caso representativo de tumor de dificil acceso mediante biopsia tradicional es el
glioblastoma. El glioblastoma es el tumor cerebral primario maligno, y letal, mas
frecuente en adultos. Representa casi la mitad de los tumores malignos del SNC y se
localiza principalmente en los I6bulos frontal y temporal. Presenta una supervivencia
media de tan solo 12-15 meses desde el momento del diagndstico, siendo este
catalogado como un tumor muy agresivo con una supervivencia a los 5 afos inferior al
5%. Para estudiarlo mediante LB se requiere una puncion lumbar o cisternal. La sangre
es el fluido 6ptimo para realizar la biopsia liquida. No obstante, se trata de un tejido de
dificil acceso debido a la presencia de la barrera hematoencefélica, que impide el paso
de los biomarcadores circulantes al torrente sanguineo, dando como resultado niveles
bajos de estos en sangre en comparacion con los niveles que existen en el liquido
cefalorraquideo, dificultando por tanto, la implementacién de estos biomarcadores en
la practica clinica habitual. Esta insuficiencia de material impediria la realizaciéon de un
correcto genotipado y deteccién de mutaciones somaticas del tumor. Dado que los
glioblastomas surgen en el SNC, la accesibilidad resulta un problema y la barrera
hematoencefalica dificulta la liberacidon de material derivado del tumor a la sangre, que
ha sido tradicionalmente el fluido biolégico mas estudiado. Se necesitan por tanto
métodos analiticos ultrasensibles para mejorar la aplicabilidad y utilidad de la biopsia
liquida para detectar glioblastoma inicial y recidivante. Recientemente ha surgido una
matriz monomolecular (Simoa) que permite la deteccion de moléculas en
concentraciones muy bajas en sangre, allanando el camino para la deteccion de
biomarcadores que se encuentran en semejantes concentraciones. El punto clave para
estos biomarcadores sera su capacidad para discriminar entre diferentes tipos de cancer
de cerebro puesto que muchos de estos biomarcadores no son especificos del
glioblastoma. (70,71)

Continuamente se estan descubriendo y publicando una gran cantidad de potenciales
biomarcadores para utilizar en el diagnéstico clinico, pero solo un pequefio porcentaje
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llega a utilizarse en la practica. Esto se debe a los obstaculos presentados en las
diferentes fases del descubrimiento de estos biomarcadores hasta su implementacion
clinica, incluyendo las limitaciones derivadas de su deteccidon y analisis. Se plantean asi
diferentes desafios, como la falta de protocolos estandarizados para el procesamiento
de los fluidos bioldgicos, la mala consistencia entre los estudios de kits informados
empleados para el aislamiento de analitos, la influencia de los factores previos al
muestreo en la calidad de los analitos aislados, los datos inconsistentes sobre las tasas
de desintegracion reportados con el uso de diferentes métodos de almacenamiento, los
ciclos de congelacidon-descongelacién y el procedimiento de descongelacidon pudiendo
influir en la concentracion e integridad del dcido nucleico a estudio, entre otros . (72)

Ademads de los pasos que se ejecutan durante el andlisis de las muestras a estudio, es
importante considerar de forma precisa los pasos preanaliticos para poder obtener las
muestras de forma adecuada para el andlisis de cfDNA. Al provenir la mayor parte del
cfDNA de células no tumorales, un procesamiento inadecuado donde se produzca la
liberacién de cfDNA por parte de estas células conseguird reducir ain mas la pequefia
fraccién del ctDNA, por tanto, se deben evitar situaciones de lisis celular que aumenten
el cfDNA no tumoral. (73)

Desarrollar los ensayos de la biopsia liquida requiere de mucho tiempo y una
planificacidn sustancial en entornos clinicos y de laboratorio. Es clave en este proceso
identificar y estandarizar los diversos analisis previos que incluyen la seleccion del tipo
de muestra el manejo y la recoleccion de muestras, el procesamiento y el
almacenamiento. Obtener protocolos estandarizados dptimos es fundamental para
obtener resultados fiables y reproducibles. (74)

El flujo de trabajo del analisis de la biopsia liquida es una combinacion compleja de
varios pasos que aun no han conseguido una estandarizacién completa y pueden variar
segun el biomarcador que se quiera estudiar. Ademas, la falta actual de procedimientos
operativos estandar ha dificultado el estudio y la comparacién de los resultados
obtenidos mediante diferentes métodos de aislamiento, extraccidn y cuantificacion.
Hasta ahora, solo unos pocos ensayos han obtenido la aprobacién por parte de la FDA.
La fase preanalitica puede variar considerablemente, comienza con la coleccién del
fluido corporal a analizar, generalmente la sangre, que puede requerir la estabilizacién
de la muestra e incluye el almacenamiento y transporte posteriores. Toda esta fase es
comun a todos los componentes de la biopsia liquida. Sin embargo, las fases posteriores
implican flujos de trabajo de distinta complejidad, en funcién del fluido en el que se
encuentre el biomarcador. En el caso de la sangre, a continuacion, se realiza la
centrifugacién de la muestra para separar las células sanguineas del plasma vy
posteriormente se procede a la extraccion del acido nucleico en caso de que el objetivo
del estudio sea el analisis de cfDNA o cfRNA. Alternativamente, sera necesaria una fase
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de enriquecimiento si el objetivo del andlisis son las CTCs o el interés esta centrado en
las vesiculas como los exosomas. (75)
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Figura 7. Diferentes variables a considerar en la fase preanalitica de la biopsia liquida.
Resumen de diferentes variables que afectan al desarrollo y validacion de la biopsia
liquida. Se incluyen la recoleccion y procesamiento de muestras, métodos de
aislamiento de analitos, almacenamiento y seleccion de la poblacién de estudio.

Las técnicas actuales de preparacidon de muestras y los métodos de deteccion molecular
aun enfrentan diferentes desafios, como el bajo rendimiento de acidos nucleicos y la
falta de sensibilidad analitica, para detectar de forma eficaz mutaciones de poca
abundancia que se encuentran en un contexto de alto contenido de DNA wild-type.
Existen varias estrategias para mejorar la deteccién selectiva de alelos mutantes, por
ejemplo, empleando ensayos basados en PCR o ensayos basados en enzimas de
restriccion como NaME-PrO. Las técnicas basadas en nucleasas parecen ser mas
robustas y tienen capacidades de multiplexacion mucho mejores, siendo menos
exigentes técnicamente y no requiriendo una optimizacion tan extensa como los
métodos basados en PCR. El ensayo de enriquecimiento de alelos menores ayudado por
nucleasas con sondas superpuestas (NaME-PrO) es practico y rentable. Permite detectar
multiples mutaciones de baja abundancia que podrian ser relevantes en la clinica. El
trabajo de Keraite et al, demostrd que el enriquecimiento en la fase preanalitica mejora
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la deteccién del alelo mutante PIK3CA mediante qPCR en muestras de sangre
procedentes de pacientes con cancer de mama. (76) Aunque la PCR digital es un enfoque
sensible emergente para la deteccién de alelos mutantes raros mediante cuantificacién
absoluta, en muchos laboratorios dichos instrumentos no estan disponibles. Ademds de
estas dificultades, el precio de los reactivos y consumibles de la técnica de gPCR es
menor que el de la dPCR u otras técnicas complejas derivadas de la qPCR. Por tanto, este
método de enriquecimiento previo del ctDNA mediante el uso de nucleasas proporciona
una solucién simple y de bajo de coste con un tiempo de respuesta rapido, que permite
obtener una sensibilidad comparable a otros enfoques de la qPCR. (77)

Los avances recientes en tecnologias microfluidicas han permitido manejar
biomarcadores liquidos derivados de biopsias con alta sensibilidad y rendimiento. La
integracién de estas tecnologias de microfluidos en un “lab-on-a-chip" (laboratorio en
un chip) ofrece una potente solucién para procesar y analizar las muestras en una Unica
plataforma, disminuyendo asi la complejidad, la pérdida de bioanalitos y la
contaminacién cruzada asociadas con multiples pasos de manipulacién y de
transferencia durante los flujos de trabajo. (78,79)

Whole blood
Magnetic beads (CD45, CD66b)

Buffer
Module 1:
CTC-iChip1 A
(deterministic lateral 5 ) RBCs
displacement) , == TR PLTs
2 Y Free beads
Module 2:
CTC-iChip2

(inertial focusing and
magnetophoresis)

WBCs

Figura 8. CTC-IChip. Obtencién de CTCs mediante previa separacidon de eritrocitos,
plaquetas y posteriormente leucocitos. (78)

En conclusién, a pesar de las multiples aplicaciones y el enorme potencial que ofrece la
biopsia liguida como alternativa a las técnicas tradicionales de diagndstico vy
seguimiento del cancer, la implementacion de estas técnicas en la practica clinica aun
precisa de una mejor comprension de sus limitaciones y su potencial. El desarrollo de
estas nuevas tecnologias se veria beneficiado por su aplicacién al estudio de grandes
cohortes de pacientes con diferentes tipos de canceres, en distintos entornos
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hospitalarios. Sin embargo, no cabe duda de que el desarrollo de la biopsia liquida ha
supuesto una revolucién en el campo de la Oncologia y su uso se vera consolidado con
el tiempo ofreciendo un enfoque dirigido a una medicina mds personalizada para el
paciente. (80)

Conclusion:

La literatura actual respalda la validez de la biopsia liquida como herramienta de
diagnéstico minimamente invasiva para el diagndstico temprano y el seguimiento de la
respuesta terapéutica, la deteccidon del cancer en poblaciones de alto riesgo y la
evaluacion de la heterogeneidad tumoral, entre otras muchas aplicaciones. A diferencia
de la biopsia tisular, la biopsia liquida proporciona informacién molecular del tumor
permitiendo la deteccién temprana de la carga tumoral mucho antes que las pruebas
convencionales y su seguimiento en tiempo real permitiendo una mejor monitorizacién
de la enfermedad y previniendo las posibles recaidas. A pesar de los innumerables
beneficios, la aplicacién clinica de la biopsia liquida se ve obstaculizada debido a algunas
de sus limitaciones, como la falta de diversos procedimientos de estandarizacion y
aislamiento, los elevados costos econdmicos, el dificil acceso en algunos tipos de
tumores entre otras. La tecnologia actual sélo proporciona conocimiento de la actividad
tumoral y la expresion genética a un nivel superficial. Es necesario mejorar la tecnologia
gue permita la deteccion del cancer multiorganico y el analisis tumoral en profundidad.
Por lo tanto, abordar los desafios asociados con el uso de la biopsia liquida a través de
avances en investigacion y tecnologia puede permitir su integracion éptima en entornos
clinicos, lo que conducird a un cambio profundo en la investigacion del cancer.
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