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RESUMEN
Summary

El término “biopsia liquida” se emplea en
contraposicion a la tradicional biopsia “sélida” de
tejido. Esta técnica permite analizar y aislar el
material tumoral presente en fluidos bioldgicos,
lo cual podria abrir un amplio abanico de usos
clinicos en el area de la oncologia. Entre los
fluidos bioldgicos se encuentran la sangre, la
orina, la saliva, el liquido cefaloraquideo (CSF),
el liquido de derrame pleural o la bilis. En estas
muestras bioldgicas se pueden aislar diversos
analitos, de los cuales revisaremos los mas
relevantes en este trabajo: células tumorales
circulantes (CTC), ADN tumoral circulante
(ctDNA), proteinas, metabolitos y exosomas.
Los biomarcadores que se analizaran dependen
del analito, el tipo de tumor y la aplicacion
clinica, e incluyen mutaciones somaticas,
deleciones, amplificaciones, fusiones génicas,
marcas de metilacion de ADN, miRNA
especificos, proteinas y metabolitos. En esta
revision se ofrece una descripcion general de
las caracteristicas de los analitos y las
diferentesmetodologias empleadas para su
aislamiento. Asi mismo, se describen las
aplicaciones de la biopsia liquida en el manejo
de los pacientes oncologicos, desde la
deteccion temprana del cancer a la
monitorizacién de la repuesta a terapia en el
cancer avanzado. Finalmente, también se
abordan las limitaciones y cuestiones aun por
resolver en relacion a esta herramienta.

INTRODUCCION

Incluso antes de que el comité de expertos de la
OMS consensuara la definicion del término
“biomarcador” en Ginebra en 2001 como
“cualquier sustancia, estructura o proceso que
pueda ser medido en el cuerpo o sus productos e
influir y predecir la incidencia de un resultado
clinico o una enfermedad” [1], ya se aplicaba la
identificacion de diferentes biomarcadores en
sangre para el diagnéstico y prondstico de
numerosas enfermedades. Algunos ejemplos
conocidos son la mediciéon de los niveles de
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diferentes metabolitos como la glucosa o el
colesterol, la presencia de encimas como las
transaminasas producidas por la muerte de
hepatocitos, o los niveles de inmunoglobulina
monoclonal, antigeno carcinoembrionario (CEA,
por sus siglas en inglés), alfafetoproteina (AFP),
antigeno prostatico especifico (PSA), antigeno
cancerigeno 125 (CA 125) o la gonadotropina
corionica humana (HCG) en el torrente
sanguineo [2, 3]. Todos estos biomarcadores, con
diferente sensibilidad y especificidad, se han
empleado comunmente en el diagnostico de la
diabetes, enfermedades hepaticas o la presencia
de mieloma, cancer de colon, higado, préstata,
ovario, o de tumores de células germinales.

Sin embargo, la fiabilidad de estos
biomarcadores presentes en fluidos bioldgicos
es limitada [4]. Asi mismo, en las Ultimas
décadas, el enorme volumen de datos obtenidos
mediante el empleo de técnicas moleculares de
alto rendimiento, unido a los avances logrados
en el campo de la farmacogendmica, han puesto
de manifiesto la importancia de caracterizar el
perfil molecular del tumor a la hora de adaptar
los regimenes de tratamiento (la llamada
“medicina personalizada”), realizar  un
seguimiento de la respuesta a dicho tratamiento,
y detectar la aparicion de resistencias [5].
Actualmente, también se sabe que el perfil
genético de los tumores es heterogéneo en su
localizacién y dindmico en el tiempo [6, 7].

Las tradicionales biopsias de tejido tumoral
presentan ciertas limitaciones como que, en
algunos casos, el tumor es de dificil
accesibilidad o no se puede realizar dicha
biopsia. Ademas, dada su naturaleza invasiva,
las biopsias de tejido tumoral pueden suponer
un riesgo para el paciente, lo cual limitara la
recogida de muestras longitudinales para el
seguimiento |. Por otra parte, las biopsias de
tejido pueden presentar un sesgo de muestra, ya
que ofrecen un retrato del tumor en un solo
punto, lo cual obvia la heterogeneidad genética
espacial de los tumores, afectando
negativamente a la precisidon y sensibilidad de
los datos obtenidos [6].

En los Ultimos anos, los esfuerzos de numerosos
grupos de investigacion y el desarrollo de
diferentes tecnologias han permitido mejorar en
la deteccion de material tumoral en fluidos
bioldgicos, impulsando el empleo de
metodologias no invasivas para el diagndstico,
prondstico, seguimiento y seleccién de terapias
para el cancer [8—13].

El término “biopsia liquida” se emplea, por tanto,
en contraposicion con la tradicional biopsia de
tejido tumoral obtenida quirirgicamente, e implica

el analisis de biomarcadores tumorales en
material tumoral, por lo general aislado del
torrente sanguineo [13] o de otros fluidos
biologicos como la orina, la saliva, el liquido
cefalorraquideo (CSF, por sus siglas en inglés),
el derrame pleural o la bilis de pacientes
oncolégicos [8]. Entre los analitos que se
emplean en la biopsia liquida, se encuentran las
células tumorales circulantes (CTC), el ADN libre
circulante (cfDNA, por sus siglas en inglés), las
proteinas, los metabolitos, las vesiculas
extracelulares y el ARN circulante (cfRNA, por
sus siglas eninglés) [10, 14]. Los biomarcadores
que se analizan dependen del analito, el tipo de
tumor y la aplicacion clinica, e incluyen
mutaciones somaticas, deleciones,
amplificaciones, fusiones génicas, marcas de
metilacion de ADN, miRNA especificos,
proteinas y metabolitos, entre otros (Figura 1).
Las tecnologias de identificacion y
caracterizacion empleadas dependeran del tipo
de analito y del biomarcador [12]. Merece
especial mencién la revolucion de las
tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion (NGS, por sus siglas en inglés), que
han incrementado significativamente el uso de la
biopsia liquida basada en el analisis de los
acidos nucleicos [11].

En 2013, la U.S. Food and Drug Administration
(FDA) aprobo el primer test de biopsia liquida, la
plataforma CellSearch® CTC (K073338-FDA),
disefiada para el seguimiento del cancer de
mama, colon y préstata metastasicos mediante
la medicién de CTC [15]. Tres afios después, en
2016, se aprobd la primera prueba de biopsia
liquida basada en el analisis de cfDNA. Se trata
de una prueba diagndstica complementaria cuyo
objeto es la deteccion de mutaciones del gen
EGFR en el ctDNA de pacientes con carcinoma
pulmonar no microcitico (NSCLC, por sus siglas
en inglés) para que se puedan beneficiar de una
terapia dirigida.

No obstante, antes de la plena implantacién de
las biopsias liquidas en la practica oncolégica,
quedan algunas limitaciones por resolver.
Ademas de la optimizacion y estandarizacion de
protocolos para el aislamiento de analitos,
quedan algunas cuestiones por dilucidar, como
por ejemplo conocer en profundidad el
comportamiento del tumor y su dinamica de
diseminacion, que de momento dificultan el uso
generalizado de la biopsia liquida como nueva
herramienta para el manejo del cancer. En este
escenario, y con el fin de acelerar el desarrollo,
validacion y uso clinico de la biopsia liquida, se
ha creado un consorcio de colaboracion
constituido por entidades publicas, privadas,
académicas y agencias reguladores, tanto en
Europa (Cancer-ID; https://www.cancer-id.eu/)



como en los Estados Unidos (BloodPAC;
https://www.bloodpac.org/).

En esta revision, analizamos los ultimos
avances en las tecnologias de biopsia liquida
empleadas para el aislamiento de analitos y la
identificacién de biomarcadores, con especial
hincapié en las CTC y el cfDNA. Asi mismo, se
describen las aplicaciones de la biopsia liquida
en el manejo de los pacientes oncoldgicos,
desde la deteccién temprana del cancer al
seguimiento de la respuesta a tratamiento en el
cancer avanzado. Finalmente, también se
abordan las limitaciones y cuestiones aun por
resolver en relacion a esta herramienta.

TIPOS DE ANALITOS EN LOS
PACIENTES ONCOLOGICOS

En los fluidos biolégicos de los pacientes
oncologicos se pueden detectar diferentes
elementos tumorales. Tal comose ha descrito
anteriormente, entre estos elementos tumorales
se encuentran las CTC, el cfDNA, las proteinas,
metabolitos, vesiculas extracelulares y ARN libre
circulante [10]. No obstante, todos estos analitos
tumorales estan rodeados de multitud de
analitos no tumorales liberados por células
normales, lo que dificulta el aislamiento y la
deteccién de la fraccion tumoral de interés. En
este escenario, el desarrollo de tecnologias de
mayor sensibilidad estd aumentando el interés
en este area, ya que permite a la obtencion de
material  neoplasico por una  técnica
minimamente invasiva. Cada analito presenta
sus propias ventajas y  desventajas,
proporcionando informacion diferente. En
algunos casos, su mera deteccidbn ya es
informativa de por si, o puede emplearse como
material de partida para la deteccion de
biomarcadores. Existe evidencia de que algunos
tumores no liberan material tumoral en los
fluidos biolégicos (20-58%) [17, 18]. Por tanto,
los pacientes con estos tumores no se
beneficiarian de los avances en las biopsias
liguidas y aumentarian el indice de falsos
negativos. No obstante, estas aseveraciones
deberan ser revisadas una vez se hayan
desarrollado técnicas de mayor sensibilidad, ya
que su limitada sensibilidad puede estar detras
de la afirmacion de que algunos tumores no
liberan material tumoral.

Hasta el presente, las pruebas de deteccion de
proteinas tumorales han sido el método de
referencia en el cribado y seleccion de terapias
para los diferentes tipos de cancer. Aunque su
uso estd muy extendido, su mayor limitacion es
el sobrediagndstico [19]. Las investigaciones
actuales se centran en la identificacion del perfil
protedmico en lugar de proteinas concretas para
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resolver la falta de especificidad [20], asi como
en mejorar las técnicas de deteccion [21]. Las
vesiculas  extracelulares  tumorales  son
nanovesiculas compuestaspor una bicapa
lipidica y secretadas por las células tumorales
que contienen proteinas y acidos nucleicos [22].
Estas se pueden hallar en casi todos los fluidos
biologicos, especialmente en la sangre. De
acuerdo con algunos estudios, sus niveles estan
elevados en algunos tipos de cancer [23].

Ademdas, al analizar su contenido, los
investigadores han descubierto que los
exosomas que contienen la proteina glipicano-1
(GPCA1, por sus siglas en inglés) distinguen a los
pacientes con cancer de pancreas con una
especificidad y sensibilidad absolutas frente a
sujetos sanos [23]. También se han detectado
mutaciones de KRAS y p53 [24] o un peffil
proteémico especifico de microRNA [25] en
exosomas de pacientes con cancer de
pancreas. Las células tumorales también liberan
diferentes tipos de ARN (mRNAs, miRNAs,
INcRNAs) en el torrente sanguineo. Sin
embargo, el ARN es una molécula relativamente
inestable, y su deteccidn suele estar asociada a
la presencia de vesiculas extracelulares. Ya se
han  publicado algunos ejemplos de
biomarcadores exosémicos de ARN [26, 27]. Sin
embargo, entre los analitos de las biopsias
liquidas, los estudios sobre CTC y cfDNA han
experimentado un crecimiento exponencial en
las ultimas décadas. A continuacién se ofrece
una revision detallada de estos dos analitos.

CELULAS TUMORALES CIRCULANTES
(CTC)

Las CTC son una poblacion de células que se
han liberado de la masa tumoral y circulan en el
torrente sanguineo.

Tenemos que remontarnos 150 afos para
encontrar la primera descripciéon documentada
de CTC. En 1869, el médico australiano Thomas
R. Ashworth observé la presencia de unas
células que se parecian a las células del tumor
primario en la sangre de un hombre fallecido a
causa de un cancer metastasico [28]. Sin
embargo, no fue hasta finales de los afos
noventa del siglo pasado cuando se produjo el
estallido de las CTC, después de que Racila et
col. desarrollaran una técnica de
enriquecimiento inmunomagnético para la
deteccion de CTC. Los autores, también
demostraron entonces la presencia de CTC en
los primeros estadios de la enfermedad vy
sefialaron su uso potencial para la
monitorizacién de la respuesta al tratamiento y
de las recurrencias [29, 30].
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Figura 1:

Fluidos bioldgicos, analitos y biomarcadores que componen la biopsia liquida.

Met-CpG: CpGs metilado (dinucleotido C-G). CCNA: numero de aberraciones en las copias
cromosoémicas; InDel: inserciones y deleciones; CTC: células tumorales circulantes; cfDNA: ADN libre
circulante; cfRNA: ARN libre de circulante; miRNAs: microRNA; PE: derrame pleural; CSF: liquido

cefalorraquideo.

Fuentes y caracteristicas de las CTC

La diseminacion de las células tumorales en
el sistema circulatorio es el primer paso en el
proceso metastasico [31]. Aunque los
mecanismos implicados en dicho proceso aun
estan por dilucidar, se sabe que la liberacion de
CTC en vasos sanguineos o linfaticos se puede
producir mediante la liberacién pasiva del tumor
primario o a través de un proceso activo
asociado a la transicion epitelio-mesenquimal
(EMT, por sus siglas en inglés) [32]. Una vez en
la circulacién, si las células sobreviven y se
diseminan, se puede desarrollar un tumor
secundario en otro 6rgano [31]. Sin embargo,
lametastasis es un proceso enormemente
inefectivo, y la mayoria de estas células
circulantes mueren debido a traumatismo, estrés
oxidativo o los ataques del sistema inmune [33].
Ademas, la presencia de CTC en la sangre de
un paciente oncoldgico es muy poco frecuente,
con 1 CTC por cada 106 — 107 células
sanguineas, dependiendo del estadio de la
enfermedad [34] y con una semivida en
circulaciéon de menos de 2,5 horas [35]. Las CTC
son una poblacion de células heterogénea a
nivel genético, transcriptomico, protedmico y

metabolomico [36], lo cual podria indicar que
proceden de diferentes clones del tumor
primario [37]. Las CTC se pueden distinguir de
las células sanguineas mesenquimales por la
expresion de wuna serie de marcadores
epiteliales, tales como Ila molécula de
adhesion epitelial celular (EpCam, por sus
siglas en inglés) o proteinas de la familia de
las citoqueratinas (CK8, CK18 and CK19), o
incluso por su morfologia epitelial [34]. Sin
embargo, tal como se ha descrito
anteriormente, y con gran importancia a tener
en cuenta en los protocolos de aislamiento, las
CTC pueden haber experimentado una
transicion EMT, perdiendo los marcadores
epiteliales y su morfologia caracteristica, vy
expresar en su lugar marcadores de EMT
conocidos, como son los componentes de la
via del factor de crecimiento transformante b
(TGF, por sus siglas en inglés)-beta, la
vimentina, la Ncadherina o el factor de
transcripcion FOXC1 [32, 38]. Ademas, un
porcentaje de la poblacion de CTC puede
adquiere propiedades similares a las de las
células madre, expresando marcadores de
células madre como ALDH7A1, CD44, y KLF4
[39].



En estudios recientes se han detectado CTC en
agregados celulares. Aunque estos son
extremadamente raros comparados con las
CTC, poseen un gran potencial metastasico [40].
Estos  agrupamientos pueden  proceder
directamente del tumor mediante diseminacion
pasiva o migracion colectiva [40, 41], o bien
pueden haberse formado de novo en el torrente
sanguineo mediante la agregacion de CTC
individuales [42]. Los agrupamientos de CTC
suelen estar formados por entre 2 y 50 células
con fuertes contactos célula-célula. En estos
agregados multicelulares, las células tumorales
estan acompanadas por otras células no
tumorales como plaquetas, células inmunes o
fibroblastos activados por tumores, lo que podria
favorecer la  supervivencia de  estos
agrupamientos de CTC [32, 43]. Ademas, la
proporcion de estos agregados puede ser mayor
de lo estimado, aumentando durante el proceso
de metastasis [44]. Existe evidencia de que la
queratina 14 [41], placoglobina [40] y CD44 [42],
asi como algunos marcadores mesenquimales
estan sobreexpresados en estos agrupamientos
de CTC [32].

Aislamiento de CTC

En las ultimas décadas, se han desarrollado una
serie de técnicas para aislar CTC individuales
en sangre. Estas tecnologias se basan en las
diferencias biologicas o fisicas entre las CTC y
las células sanguineas no tumorales. No
obstante, aislar CTC sigue siendo complicado
debido a que son muy poco frecuentes y a su
heterogeneidad [36]. Asi, y a pesar de la
variedad de tecnologias desarrolladas vy
probadas, estas aun presentan una serie de
limitaciones por resolver. Ademas del método de
aislamiento, también hay que tener en cuenta
variables pre-analiticas, como el tipo de tubo de
extraccién de sangre, el tiempo transcurrido
entre la toma de muestras y su procesamiento, o
la temperatura de almacenamiento, ya que
estos pueden influir en el posterior analisis [45].
De este modo, presentamos una descripcion
general de los métodos de aislamiento de CTC
mas conocidos, aunque para una descripcion
mas detallada, recomendamos consultar las
revisiones publicadas sobre cada tecnologia de
aislamiento de CTC [14, 46—49].

Aislamiento de CTC en funcion de sus
propiedades biolégicas

Los métodos basados en las propiedades
biolégicas de las CTC se basan en una serie de
biomarcadores especificos expresados en la
superficie celular de estas células, que permiten
su captura en muestras de sangre. La seleccion
positiva de CTC se realiza mediante el reconocimiento
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de antigenos especificos en la superficie de la
célula tumoral, por lo general EpCAM vy
citoqueratinas (CK8, CK18 y CK19).

Sin embargo, tal como se ha mencionado
anteriormente, algunas CTC pierden sus
marcadores epiteliales, expresando en su lugar
marcadores mesenquimales y/o de células
madre [32, 38], dando lugar a una muestra de
sangre con diversos fenotipos de CTC. Por lo
tanto, el sesgo que supone el marcador de
seleccion representa una importante limitacion
de los métodos de enriquecimiento positivo, ya
que producen una captura selectiva de
subpoblaciones de CTC especificas, omitiendo
otras subpoblaciones. Cabe mencionar también
que se ha publicado que la captura basada en el
reconocimiento de EpCAM es también util a la
hora de aislar células epiteliales circulantes en
pacientes con enfermedades benignas de colon
[50], lo que puede por tanto llevar al
sobrediagnéstico. La seleccion negativa de CTC
consiste en emplear antigenos que se expresan
en las células de sangre periférica pero no en las
CTC para asi capturar y eliminar las células no
tumorales de la muestra, dejando intactas las
CTC [51]. Para esta técnica se suele emplear el
antigeno CD45. Aunque este método ofrece una
pureza menor en comparacion con la técnica de
enriquecimiento positivo, tiene la ventaja de que
se aislaran juntas las diversas subpoblaciones
de CTC [51, 52]. Para aplicar el principio de
inmunoafinidad se suelen emplear dos
dispositivos que consisten en los anticuerpos
seleccionados unidos a perlas
inmunomagnéticas o a chips microfluidicos. Otra
limitacion de esta metodologia es que la unién
de las CTC a la superficie del dispositivo puede
dificultar su recuperacién y el posterior analisis
de eventos moleculares. Actualmente, el
sistema  CellSearch® (Menarini  Silicon
Biosystems), que combina el enriquecimiento
positivo y negativo, es la unica tecnologia de
CTC aprobada por la FDA. Este sistema sirve
para cuantificar la cantidad de CTC en sangre
mediante el enriquecimiento basado en CD45-,
EpCAM+, y citoqueratinas 8+, 18+, y/o 19+ [15].

Aislamiento de CTC en funcién de sus
propiedades fisicas

Los métodos basados en las propiedades fisicas
de las CTC se basan en las diferencias fisicas
entre estas células y las demas células
sanguineas (mayoritariamente leucocitos) tales
como su tamano, densidad, deformabilidad o
carga eléctrica [47]. En principio, las CTC tienen
mayor tamafio que las células sanguineas
normales [53]. Las CTC presentan una densidad
similar a la de las células sanguineas nucleadas,
quedando entre el plasma y los glébulos rojos
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tras centrifugacién. Algunos  estudios
muestran que las CTC tienen mayor capacidad
de deformacion que las células normales [54,
55]. Ademas, también se han utilizado las
caracteristicas eléctricas de las CTC para
distinguirlas de las células sanguineas no
tumorales mediante la dielectroforesis [56]. Por
ultimo, existen otros métodos de aislamiento de
CTC basados en sus caracteristicas
funcionales, como son su capacidad para invadir
una matriz de adhesidn celular, secretar
diferentes proteinas o sobreexpresar la enzima
telomerasa [13].

Utilidad, limitaciones y
importantes de las CTC

aspectos

test para detectar en CTC aisladas la expresion
de la proteina AR-V7, una variante del receptor
androgénico, para seleccionar el tratamiento en
pacientes con cancer de prostata resistente a la
castracién [59]. Se ha descrito que los perfiles
de metilacion de genes supresores de tumores
detectados a partir de CTC correlacionan con el
potencial metastasico y con un peor pronostico
[60]. Ademas, recientemente se ha desarrollado
un sistema de transferencia de proteinas con
microfluidos para evaluar los niveles de ocho
proteinas en CTC individuales de pacientes con
cancer de mama positivo para receptores de
estrégenos [61].

ADN libre circulante

A pesar de la existencia de numerosas
plataformas para el analisis de CTC y el
creciente numero de publicaciones en este
campo, su traslado a la practica clinica presenta
algunas limitaciones. Hasta el presente, algunos
estudios indican que el hecho de aislar CTC y su
numero por mL de sangre son en si mismos un
biomarcador con posibles implicaciones clinicas.
No obstante, actualmente la FDA solo ha
autorizado el uso de una plataforma de medicién
de CTC (CellSearch®) como predictor
prondstico, ya que aporta informacién fiable
sobre la supervivencia libre de enfermedad en el
cancer de mama [44], colon [53] y prostata [56]
metastasicos.  Aquellos pacientes con
enfermedad metastasica y con una proporciéon
de <5 CTC por cada 7.5 mL de sangre tienen
mayor probabilidad de presentar mejor
respuesta clinica que los que muestran >5 CTC
por cada 7.5 mL de sangre [57]. Actualmente se
estd evaluando la validez clinica de la
cuantificacion de CTC para seleccionar la
primera linea de tratamiento en el cancer de
mama metastasico positivo para receptores
hormonales (MATABREAST trial;
NCT01710605). Sin embargo, tal como indica
Aceto [58], se han observado fluctuaciones en el
numero de CTC en pacientes en un estadio de la
enfermedad, carga total y perfil metastasico
comparables, poniendo en cuestion la utilidad
clinica de analizar la presencia y abundancia de
CTC. Aun es necesario seguir investigando los
factores que influyen en la diseminacion,
dinamicas y eliminacién de las CTC para
obtener una imagen mas completa y desarrollar
herramientas mas precisas para su uso e
interpretacion.

No obstante, las CTs también pueden ser el
analito inicial para el analisis posterior de
biomarcadores. A este respecto, las CTC
pueden aportar informacion  protedmica,
epigenética, genomica o transcriptomica en
tiempo real. Por ejemplo, se ha desarrollado un

En la sangre periférica tanto de sujetos sanos
como de pacientes, circulan libremente
pequenos fragmentos de ADN. En el caso de los
pacientes oncologicos, una fraccion de estas
moléculas de ADN libre circulante (cfDNA)
corresponden a ADN tumoral circulante (ctDNA).
El primer hallazgo documentado de ADN soluble
en sangre data de 1948 y fue realizado por
Mandel y Metais [62]. Sin embargo, hasta 1977
no se establecidé una relacion entre los niveles
séricos de cfDNA en pacientes oncolégicos y su
respuesta a terapia [63]. Y tuvimos que esperar
hasta 1994 para que se descubriera la presencia
de una mutacién, del gen KRAS, en el cfDNA
extraido del plasma de pacientes con cancer de
prostata [64].

Fuentes de cfDNA y caracteristicas

Los fragmentos de ADN se liberan al torrente
sanguineo a través de la apédptosis celular y
otros procesos de muerte celular como la
necrosis, la piroptosis o la autofagia, asi como
mediante la secrecidon celular activa [65]. El
cfDNA puede proceder tanto de ADN nuclear
como mitocondrial [66]. Estos fragmentos de
cfDNA circulante poseen unos 166 pares de
bases, lo cual equivale a la longitud ocupada por
un nucleosoma. Una vez en circulacion, la
eliminacion de cfDNA se produce mediante
degradacién enzimatica (desoxirribonucleasa |,
la proteasa activadora del factor de coagulacion
VIl 'y el factor H), excrecion renal, y el
metabolismo hepatico y pancreatico [67]. E
balance final entre la liberacion y la eliminacion
determina la semivida del cfDNA'y, aunque varia
segun el individuo y su estado patofisioldgico,
suele oscilar entre 16 minutos y 2,5 horas [67,
68]. Algunos estudios epigenéticos han
demostrado que la huella de nucleosomas
circulantes y los patrones de metilacion de
cfDNA de los individuos sanos estan
fuertemente correlacionados con los de las
células linfoides y mieloides [69, 70], lo que
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Pasos del protocolo Variables/consideraciones

1. Extraccién de sangre [75] Tipo de muestra: el plasma es preferible al suero para evitar la contaminacién con ADN gendmico.
Tubo de extraccion: dependerd del tiempo de procesamiento:
—Tubos EDTA cuando el plasma se va a procesar en 4-6 horas tras la extraccién.
—Tubos de estabilizacién celular cuando no es posible el procesamiento rapido (estable hasta ~ 7 dias).
Protocolo: se precisa un protocolo con dos centrifugados. Primero a baja velocidad (~2500 g), luego a alta
velocidad (~14000 g). Aparenteh'lente, la temperatura (temperatura ambiente o 4 °C) no es esencial.
* Tras la primera centrifugacién, se puede congelar el plasma a -80 °C para su posterior procesamiento.
3. Extraccién de cfDNA[75, 76]  Método: existen diferentes kits de aislamiento de cfDNA (de Qiagen, Promega, Applied Biosystems, Zymo
Research, Norgen Biotek, EpiGenTek, entre otros). Aspectos a tener en cuenta:
—Analito: extraccién de cfDNA o de acidos nucleicos totales (cfNA)
—Manipulacién: manual o automatica
-Tecnologia empleada: Basado en membrana de silice, particulas o perlas magnéticas, o con columnas,

2, Centrifugacién para
el aislamiento de plasma [75]

entre otras.

*Si se ha congelado el plasma a —-8° °CC, el descongelado debe hacerse lentamente en hielo.
4. Cuantificacién de cfDNA [75, Método: la cuantificacién de cfDNA se puede realizar mediante:
76] —Fluorometria (Qubit, Quantus, Quant-iT PicoGreen assays)

—PCR: PCR cuantitativa, PCR digital
Biomarcadores analizados: mutaciones, amplificaciones, fusiones, metilaciones, entre otros.

5. Analisis de biomarcadores

[12, 81] Método: dependiendo de la naturaleza del biomarcador, puede que sea necesario realizar pasos adi-
cionales después del procesamiento (por ejemplo, tratamiento de ADN con bisulfito para la deteccién de

metilacién).

—Andlisis de candidatos especificos (qPCR, Digital PCR, entre otros).
—Andlisis de amplio espectro: Secuenciacion de nueva generacion (NGS) (secuenciacién dirigida,
secuenciacién del exoma completo, secuenciacién del genoma completo, entre otras).

Tabla 1

Variables metodoldgicas en el procesamiento y analisis de cfDNA.

sefala al sistema hematopoyético como la
principal fuente de cfDNA.

En los pacientes oncoldgicos, una proporcion de
estas moléculas de cfDNA también procede del
tumor primario y de tumores secundarios [64].
Aunque inicialmente se pensaba que un mayor
nivel de cfDNA en la sangre de los pacientes con
cancer podria ser un biomarcador de cancer en
si mismo, muchas otras enfermedades han
demostrado causar incrementos de cfDNA
similares. A este respecto, hay que tener en
cuenta algunos aspectos: a) las concentraciones
de cfDNA varian enormemente entre individuos
y sus condiciones fisiopatoldgicas, estando
elevado no solo en los pacientes con cancer
avanzado, sino también en otros contextos
como en las enfermedades autoinmunes,
traumatismos, ejercicio extenuante o embarazo;
b) en los tumores en estadio mas temprano, la
cantidad de cfDNA es muy baja, similar a la de
los sujetos sanos [71]; c) la fraccion de
fragmentos de ctDNA en el total de cfDNA es
muy pequefa, oscilando entre el 0,01% y mas
del 10% en funcion de la carga tumoral [72] y del
metabolismo del tumor [73]. Los fragmentos de
ctDNA suelen ser mas pequefos que los de
cfDNA liberado por células sanas. En un estudio
reciente se ha demostrado que estas diferencias
en los perfiles de fragmentacion no solo podrian

usarse en el cribado del cancer, sino también
para determinar el tejido en el que se origind el
tumor [74].

Aislamiento del cfDNA circulante

Aunque se puede obtener cfDNA de diferentes
fluidos bioldgicos, hasta la fecha la mayoria de
los estudios se han realizado en sangre extraida
de venas periféricas. Sin embargo, aun se
desconoce si habra una mayor proporcién de
ctDNA y por tanto permitiria aumentar el
rendimiento de aislamiento, dependiendo del
punto de extraccion de sangre. A pesar de la
intensificacion de las investigaciones y los
avances logrados, aun no se han establecido
protocolos estandarizados ni para la preparacion
pre-analitica de las muestras tras la extraccion
de sangre ni para la purificacion de cfDNA [75].
Cabe destacar que las variables inherentes a
estos pasos pueden afectar a la calidad del
analito, comprometiendo la interpretacién del
resultado final y la comparabilidad de los
estudios.

Se han publicado varios estudios en los que se
han comparado varias metodologias paso a
paso, cuyos resultados han sido recopilados
recientemente en diferentes revisiones [45, 75,
76] (Tabla 1). Aunque se puede analizar el
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cfDNA tanto en suero como en plasma, es
preferible emplear el plasma, con el fin de evitar
la contaminaciéon con ADN gendmico procedente
de la lisis de los gldbulos blancos [77]. Asi, la
sangre debe extraerse en tubos EDTA, debiendo
ser procesada en las primeras 4—6 horas tras la
extraccion. En caso de que su rapido
procesamiento no sea posible, hay que emplear
tubos especiales de estabilizacion celular para
evitar la lisis de los leucocitos [78]. Algunos
estudios sugieren que un protocolo

de centrifugacién en dos pasos, primero a baja
velocidad y posteriormente a alta velocidad, es
el método mas efectivo para la separacion de
plasma y el posterior aislamiento de cfDNA [75].
Un método 6ptimo de extraccion de cfDNA
implicaria la purificacion de todos los fragmentos
de cfDNA evitando el ADN gendmico vy
minimizando la presencia de inhibidores de
PCR. Ya existen algunos kits en el mercado para
la extraccion especifica de cfDNA basados en el
uso de perlas magnéticas o de columnas de
centrifugado con membrana de silice. Algunos
de estos kits son manuales, mientras que otros
son sistemas automaticos que minimizan la
manipulacién de muestras. Aunque se
desconocen las variaciones entre los diferentes
kits y protocolos, el rendimiento varia segun el
método de extraccion empleado [76]. La
concentracion de cfDNA se puede determinar
mediante el empleo de diferentes metodologias
como la fluorometria o técnicas basadas en la
PCR [75, 76].

Biomarcadores en cfDNA, limitaciones
actuales y aspectos importantes

Dado que el cfDNA circulante liberado por las
células tumorales conserva las caracteristicas
de la célula de origen, la identificacion de
alteraciones genéticas y  epigenéticas
especificas en este analito de biopsia liquida se
postula como una herramienta de gran potencial
en el manejo del cancer. Tal como se ha
mencionado anteriormente, la muestra de ctDNA
reflejaria mas fidedignamente las caracteristicas
geneéticas y epigenéticas del tumor, que la
tradicional  biopsia de tejido  tumoral,
representando la heterogeneidad del tumor. Sin
embargo, el andlisis de cfDNA en pacientes
oncoldgicos presenta algunas limitaciones. Una
de ellas es la baja proporcion de fragmentos con
mutaciones en la muestra total de cfDNA, lo cual
limita la capacidad de deteccion, dando lugar a
falsos negativos [72]. Ademas, se ha
demostrado recientemente que algunas
mutaciones pueden producirse durante la
hematopoyesis clonal, en cuyo Ilugar no
provendrian de las células tumorales, resultando
en falsos positivos [79]. De hecho, segun una
publicacion reciente, un alto porcentaje de las

mutaciones de cfDNA halladas tanto en
controles como en pacientes oncolégicos se
produjeron durante la hematopoyesis clonal, lo
cual resalta la importancia de procesar
simultdneamente cfDNA y ADN extraido de
leucocitos del mismo individuo [80]. Por tanto, se
debe tener especial cautela a la hora de
seleccionar los biomarcadores e interpretar los
resultados obtenidos a partir de cfDNA. Las
metodologias empleadas para estudiar el
material tumoral se pueden dividir en estrategias
dirigidas (biomarcadores especificos) y no
dirigidas (o de amplio espectro). A la hora de
analizar  biomarcadores  especificos, las
tecnologias basadas en la PCR como los
sistemas Droplet Digital PCR (ddPCR) vy
BEAMing (perlas, emulsion, amplificacion y
magnetismo) han mostrado tener una alta
sensibilidad, siendo rapidas y coste-efectivas
[81]. Para el analisis de un numero variable de
biomarcadores, se han disefiado paneles de
NGS, como Tam-Seq (secuenciacion profunda
Tagged AMplicon), Safe-Seq (sistema de
secuenciacion segura) o} CAPP-Seq
(caracterizacion molecular personalizada del
cancer mediante secuenciacién profunda)
(revisar en [12, 81]). Para identificar nuevos
biomarcadores se utilizan tecnologias NGS.
NGS tiene la limitacibn de wuna menor
sensibilidad y de necesitar una mayor cantidad
de cfDNA de partida [81]. Ademas de la enorme
cantidad de estudios publicados en este campo
y de los esfuerzos realizados por la comunidad
cientifica en las Ultimas décadas, hasta la fecha
la FDA solo ha aprobado tres tests que utilizan
cfDNA como analito. Tal como se ha
mencionado anteriormente, la primera biopsia
liquida basada en cfDNA aprobada fue una
prueba diagnostica complementaria. El test
Cobas de mutaciones en EGFR v2 (Roche
Molecular System, Inc) se basa en la deteccion
de 42 mutaciones en los exones 18, 19, 20 y 21
en el gen EGFR incluyendo L858R, las
deleciones del exén 19, y mutacion en T790M
por PCR en cfDNA extraido de plasmay se lleva
a cabo en 4 horas. Este test esta aprobado para
la identificacion de mutaciones en EGFR en
pacientes con cancer de pulmon no microcitico
avanzado o metastasico (NSCLC), siendo en
caso positivo adecuado para aplicar terapias
dirigidas a EGFR [16]. Otra prueba de cfDNA
aprobada por la FDA es la prueba Epi proColon
(Epigenomics AG) para el cribado del cancer
colorrectal (CRC). Este test esta disefiado para
la deteccion mediante PCR en tiempo real de la
metilacién en el promotor del gen SEPT9 en
cfDNA extraido de plasma tras conversién con
bisulfito. El proceso lleva unas 10 horas. Se ha
asociado la metilacién del promotor de SEPT9
con el cancer colorrectal [82]. Para su aplicacion
directa, las respectivas companias (Roche



Molecular System and Epigenomics AG) han
desarrollado kits que incluyen todo el material e
instrucciones necesarias para su ejecucion,
desde como preparar la muestra a como
interpretar los resultados. Mientras que un
resultado positivo es diagnéstico y util para el
manejo de los pacientes, un resultado negativo
de estas pruebas de biopsia liquida puede no
ser concluyente. Finalmente, el kit ClonoSEQ
basado en las técnicas de PCR-multiplex y NGS,
que fue aprobado por la FDA en septiembre de
2018, se emplea para monitorizar cambios de la
carga tumoral a lo largo del tiempo en respuesta
al tratamiento o durante la remision, tanto en
pacientes con leucemia linfoblastica como con
mieloma multiple [83]. Estos tests analizan las
mutaciones en distintos receptores de
inmunoglobulinas y regiones del genoma que
suelen mostrar traslocaciones y asi llegar a
detectar una sola célula cancerigena entre un
millon de células [83].

Aplicaciones y limitaciones actuales de
la biopsia liquida en el cancer

A pesar de los progresos realizados en el
manejo del cancer, esta enfermedad sigue
siendo objeto de gran preocupacion clinica.
Algunas de las dificultades no resueltas siguen
siendo el diagndstico temprano, la estratificacion
precisa de los pacientes, la seleccion de
tratamientos, el seguimiento de la respuesta al
tratamiento y la deteccion de enfermedad
residual minima y riesgo de recurrencia (Figura
2). Para abordar estos aspectos, las
herramientas basadas en las biopsias liquidas
estan demostrando poseer un gran potencial,
habiendo atraido la atencién de los inversores,
aparte de la de los investigadores [8, 10]. No
obstante, aun queda un largo camino por
recorrer, ya que muy pocos tests han recibido la
autorizaciéon o la designacion de dispositivo
innovador de la FDA (Tablas 2 y 3).

Existen evidencias de que la eficiencia de las
terapias antitumorales, incluida la quimioterapia,
las terapias dirigidas o los inhibidores de puntos
de control inmunitario mejora sustancialmente
cuando la carga tumoral es baja, lo cual subraya
la importancia de desarrollar métodos de
deteccion temprana. A este respecto, la biopsia
liquida es una técnica prometedora para el
cribado y diagnéstico temprano del cancer. Sin
embargo, quedan algunas limitaciones por
solventar antes de que esta técnica pueda ser
incorporada a la practica clinica [11]. Tal como se
ha mencionado anteriormente, uno de los
principales obstaculos en el diagndstico
temprano basado en la biopsia liquida es que la
presencia de analitos tumorales en los fluidos
biolégicos de estos pacientes es casi indetectable.
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Ademas, aun hay que mejorar en la
identificacion del érgano de origen y solventar el
elevado indice de falsos positivos
(sobrediagnostico) y de falsos negativos
(infradiagndstico) que se producen debido a
factores técnicos (seleccion de biomarcadores,
procesamiento de muestras, sensibilidad
limitada) y bioldgicos (tumores no diseminados o
hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado) [11, 17, 79]. A este respecto, la
sensibilidad y especificidad de las técnicas
podrian aumentar combinando el analisis de
distintos biomarcadores en diferentes analitos
del mismo paciente [9, 84]. Por ejemplo, con el
analisis de sangre CancerSEEK se pueden
detectar cuatro tipos comunes de cancer
evaluando en paralelo ocho proteinas y una
serie de mutaciones especificas en la misma
muestra de sangre [84].

Una vez confirmado el diagnéstico del cancer, la
estratificacion del paciente y la seleccion del
tratamiento dependeran de una precisa
caracterizacion molecular del tumor. Asi,
ademas de ser minimamente invasivas, las
biopsias liquidas ofrecen la ventaja frente a las
biopsias de tejido de ofrecer un retrato mas
completo del tumor, lo que tedricamente
permitira un analisis mas preciso. En este
contexto, se estan realizando estudios para
identificar las mutaciones o patrones de
expresion geénica susceptibles de ser diana
terapéutica. Por ejemplo, la FDA aprobo la
prueba Cobas EGFR Mutation test v2 (Roche
Molecular System, Inc) para distinguir a los
pacientes con NSCLC que se beneficiaran de la
terapia dirigida a EGFR [16], mientras que
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Figura 2
Resumen de las aplicaciones de la biopsia liquida
en el manejo del cancer.
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Guardan360 (Guardant Health) examina un
panel de 73 genes en cfDNA para facilitar la
seleccion de tratamiento. Del mismo modo,
estudios en curso sugieren que los niveles de
PD-L1 en exosomas podrian ser predictivos en
la terapia anti-PD-1 [85].

Realizar un seguimiento de la respuesta a
terapia, asi como la deteccién temprana de las
recurrencias es esencial para ganar tiempo y
poder administrar rapidamente una segunda
terapia oncoldégica. Las biopsias liquidas
también ofrecen la ventaja de permitir la toma de
muestras longitudinales para un seguimiento
preciso y continuado. Los analitos tumorales
deberian disminuir tras la reseccidén quirdrgica
total o durante el curso del tratamiento curativo.
Si en la fase diagndstica se identifican
biomarcadores tumorales concretos o CTC,
estos podran ser determinados durante el
seguimiento y representaran una sefial de
alarma en el caso de detectarlos. Del mismo
modo, algunos estudios demuestran que la
deteccion persistente de analitos tumorales es

predictiva de un alto riesgo de recaida en
distintos tipos de tumores [72, 86, 87]. El test
ClonoSEQ aprobado por la FDA detecta restos
residuales de enfermedad en el caso de la
leucemia linfoblastica o en el mieloma multiple
tras la finalizacién de la terapia inicial [83].

Observaciones finales y cuestiones por
resolver

En las ultimas décadas, la biopsia liquida se
postula como una prometedora herramienta
minimamente invasiva para el manejo del
cancer. El término “biopsia liquida” abarca un
amplio abanico de conceptos, ya que incluye
conceptos como fluidos bioldgicos, analitos,
biomarcadores, tecnologias y aplicaciones. En
estas décadas se estan logrando grandes
avances y se ha generado nuevo conocimiento
que esta conformando la base para el desarrollo
de pruebas basadas en la biopsia liquida. Sin
embargo, la falta de homogeneidad en los
protocolos y la competitividad en este campo no
permiten afirmar con certeza si estas pruebas de

Kit/test Compaiiia Estado FDA Alteracion detectada/ Aplicacién Otros datos

tecnologia

TCellSearch Menarini Silicon ~ Aprobado porla  Cuantificacion de células Pronéstico del cdn-  La sensibilidad de este kit
Circulating Tu- Biosystems FDA (Agosto tumorales circulantes cer de mama, dependerd de la pos-
mor Cell Kit 2013) (CTC) de origen epitelial: colorrectal y de itividad de las CTC para
[15] Enriquecimiento positivo préstata el marcador de super-

con EpCAM y deteccidn de ficie EpCAM, asi como
citoqueratinas 8, 18, y/o para las citoqueratinas
19. 8,18, y/0 19.

Epi Epigenomics AG  Aprobado porla  Deteccidn de citosinas meti-  Cribado del cdncer  La compaiifa ha desarrol-
proColon DNA- FDA (Abril ladas en el gen SEPTIN9 en de colon lado un kit para evaluar
methylation 2016) ctDNA mediante PCR a la metilacién de SEP-
blood test [82] tiempo real. TINS, con un tiempo de

espera de unas 32
horas. Segin la liter-
atura cientifica, su sen-
sibilidad oscila entre el
69% y el 72%.

Cobas EGFR Mu-  Roche Di- Aprobado porla  Deteccién de 42 mutaciones  Orientar en la Este test permite la
tation Test v2 agnostics FDA (Junio definidas en el gen del re- seleccion de tra- deteccién de muta-
[16] 2016) ceptor del factor de creci- tamiento en el ciones en cfDNA en

miento epidérmico (EGFR) cancer de pul- menos de 4 horas (12).
por PCR a tiempo real mén no micro- 75% de sensibilidad y
citico 98% de especifidad.

ClonoSEQ [83] Adaptive Bio- Aprobado por la  Deteccidn de reordena- Deteccién de enfer-  ClonoSeq detecta una

technologies FDA mientos de las inmuno- medad minima sola célula tumoral
(Septiembre globulinas y regiones que residual en leu- entre un millén de
2016) suelen presentar trans- cemia linfo- células. El proc-
locaciones mediante PCR- blastica o en esamiento de datos
multiplex y secuenciacién mieloma mdltiple lleva entre 7 y 14 dias.
de alto rendimiento (NGS).
Tabla 2

Pruebas de biopsia liquida aprobadas por la FDA.




biopsia liquida se podran incorporar pronto a la
practica clinica. Ademas, aun quedan algunas
cuestiones por resolver. Se han publicado
multiples protocolos, con distintos pasos vy
condiciones, para aislar los mismos analitos a
partir de muestras de biopsia liquida. ¢Es
posible desarrollar un Unico protocolo de
aislamiento para cada componente del
‘circuloma” tumoral? Esto ayudaria a
estandarizar e interpretar los resultados. La
mayoria de los estudios diagndsticos se han
realizado comparando a pacientes oncoldgicos
con controles sanos, aunque en la practica real,
el cribado se realizaria en pacientes con
diferentes patologias no oncoldgicas.
¢Conservaran los test su especificidad
calculada? Ademas, también se han descrito
tumores que no liberan analitos a los fluidos
bioldgicos [17, 18]. ¢Existen realmente estos
tumores? vy, en caso afirmativo, ¢sen qué
proporcion? En caso de que existieran, podria
aumentar el numero de falsos negativos y
complicar asi la interpretacion de los resultados
de estos tests. ;Cual es el umbral de
sensibilidad de una prueba de biopsia liquida
para que ésta sea considerada util? Con
respecto al sobrediagndstico, antes de
considerar valido un test, ¢ cual seria el tamano
muestral y las caracteristicas de los individuos
testados como controles necesarios? A pesar de
estas cuestiones y otras que quedan por
resolver, los estudios revisados e incluidos en
este estudio subrayan el gran potencial de la
biopsia liquida en el campo de la medicina de
precision en oncologia. Estas cuestiones
quedaran pronto resueltas gracias al esfuerzo
que estan realizando investigadores de todo el
mundo por aportar nuevo conocimiento vy
aplicaciones, lo que permitira la traslacién a la
practica clinica de estas tecnologias
minimamente invasivas que revolucionaran el
manejo de los pacientes oncoldgicos.

Financiacion de la investigacion: Este estudio ha
sido financiado por: CIBERehd; Instituto de
Salud Carlos Il (ISCIIl) cofinanciado por el
‘Fondo Europeo de Desarrollo Regional”
(FEDER) “Una manera de hacer Europa”
(codigos de ayuda PI19/00613 y PI116/01126);
MINECO/ AEI/FEDER,UE [SAF2016-75972-R];
la Consejeria de Salud del Gobierno de Navarra
(codigos de ayuda 2018-055 y 2017- 058);
HEPACARE Project de la Fundacion La Caixa;
la beca postdoctoral AECC (a MA) de la
Fundacion Cientifica de la  AECC
(POSTD18014AREC); las contribuciones de la
Fundacion Eugenio Rodriguez Pascual, la
Fundaciéon Echebano, la Fundacion Mario
Losantos y la Fundacion M Torres; y la
contribucion de D. Eduardo Avila y D. Sergio
Dura.
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