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Resumen

La biopsia liquida (BL) tiene como objetivo examinar en biofluidos alteraciones moleculares a través de la detec-
cion de células tumorales circulantes (CTC), ADN tumoral circulante (ctADN), acidos nucleicos incluyendo el
ADN libre de células (cfADN), ARN libre de células, entre otros. En la actualidad la BL se esta consolidando como
una herramienta fundamental en oncologia, no solo como complemento al diagndstico histopatolégico conven-
cional, sino también como apoyo en casos de no contar con tejido histopatologico para el estudio molecular y
como seguimiento de los pacientes con mutaciones puntuales. El caracter minimamente invasivo posiciona a
esta prueba molecular como una herramienta prometedora que transformara el abordaje clinico y diagnéstico
en cancer. En los ultimos afnos, la BL se ha consolidado principalmente en pacientes con cancer en estadios
avanzados y con alta carga de enfermedad. Sin embargo, también ha surgido como una herramienta innovadora
como tamizaje molecular y en pacientes en estadios tempranos, lo cual se presenta en esta revisiéon narrativa
destacando la evidencia actual de estudios poblacionales que han utilizado la BL en cribado poblacional, y
estudios que han utilizado la BL en estadios tempranos, obteniendo resultados prometedores en estos dos esce-
narios. Ademas, en esta revision se destacan las técnicas moleculares basadas en secuenciacion de préxima
generacion (NGS) utilizadas en los diferentes estudios cientificos.
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Abstract

Liquid biopsy (LB) aims to examine molecular alterations in biofluids by detecting circulating tumor cells (CTCs), circu-
lating tumor DNA (ctDNA), nucleic acids, including cell-free DNA (cfDNA), and cell-free RNA, among others. Currently, LB
is consolidating as a fundamental tool in oncology, complementing conventional histopathological diagnosis and sup-
porting cases where histopathological tissue is unavailable for molecular analysis and monitoring patients with point
mutations. The minimally invasive nature of this molecular test positions it as a promising tool that will transform the
clinical and diagnostic approach to cancer. In recent years, LB has been established primarily in patients with advanced
cancer and a high disease burden. However, it has also emerged as an innovative tool for molecular screening and
early-stage patients. This narrative review presents the current evidence from population-based studies that have used
BL in population screening, and from studies that have used BL in early stages, obtaining promising results in both set-
tings. Furthermore, this review highlights the molecular techniques based on next-generation sequencing (NGS) used
in various scientific studies.
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Puntos clave

El desafio actual de la ciencia es obtener una herramienta para realizar pruebas de deteccion rutinarias para
diversas neoplasias soélidas y hematologicas antes de que estas causen sintomas, lo que permite aumentar
la posibilidad de curacion. Actualmente, existen herramientas de deteccion para el cancer como la citologia
cervicovaginal que han impactado positivamente el control del cancer de cuello uterino hasta en un 70% desde
1950. Otras pruebas de uso rutinario incluyen la mamografia, la colonoscopia/prueba fecal y la tomografia
computarizada de baja dosis para deteccion del cancer de mama, colon y recto y de pulmon, respectivamente.
El cancer es unaenfermedad multidmica que permite gestionar diversas estrategias para el diagndsticotemprano
desde una perspectiva molecular. La biopsia liquida tiene como objetivo examinar en biofluidos alteraciones
moleculares a través de la deteccion de células tumorales circulantes (CTC), ADN tumoral circulante (ctADN),
acidos nucleicos incluyendo el ADN libre de células (cfADN), ARN libre de células, entre otros.

En los ultimos afos, multiples estudios han intentado demostrar la utilidad clinica de las biopsias liquidas para
el diagndstico temprano del cancer, ya sea como herramientas de deteccion para un unico cancer o de multiples
neoplasias. Hasta la fecha, se han reportado diferentes enfoques, explotando numerosos componentes de
los andlisis ejecutables en los fluidos corporales. Hoy en dia, las tecnologias genémicas de alto rendimiento
permiten el estudio y la identificacion de alteraciones genéticas y epigenéticas en ctADN, células tumorales

circulantes (CTCs) y vesiculas extracelulares.

Introduccion

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel
mundial y es responsable de 9.7 millones de muer-
tes anuales’. El cancer de mayor mortalidad es el
de pulmén (18,7%), seguido del cancer colorrectal
(9,3%), hepatico (7,8%) y finalmente seno y esto-
mago (6,8%)2. Mundialmente, el cadncer con mayor
incidencia es el de pulmoén (12,4%), seguido por el
cancer de seno (11,5%), colorrectal (9,6%), prostata
(7,3%) y estdmago (4,9%). Por género, se registran
mas fallecimientos relacionados con céncer en
hombres comparado con las mujeres, siendo el can-
cer de pulmoén el mas frecuente en hombres y el de
seno en mujeres?.

En paises de ingresos altos, el cancer se ha posicio-
nado como la principal causa de muerte prematura
por enfermedades no transmisibles lo que refleja
cambios en los perfiles de riesgo en diferentes
poblaciones y la necesidad de implementar mejo-
res estrategias de diagndstico y tratamiento en el
futuro®. En la actualidad, uno de los principales obje-
tivos en la comunidad cientifica es generar avances
en la medicina de precisién, con el fin de ofrecer a las
poblaciones un diagnostico temprano y opciones de
tratamiento personalizadas y eficaces*.
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Tradicionalmente, el analisis microscépico de teji-
dos ha sido el estandar de oro para el diagndstico de
neoplasias; sin embargo, el diagndstico histopatold-
gico presenta limitaciones. Entre ellas, se encuentra
su caracter invasivo, el aumento de la morbimortali-
dad en los pacientes y la escasa utilidad en estadios
tempranos de la enfermedad®. Ademas, cuando la
cantidad de tejido de la biopsia es muy pequefia,
solo es posible analizar las caracteristicas histo-
patoldgicas de una region del tumor, sesgando la
caracterizacién morfolégica y molecular completa.
Asimismo, la biopsia no proporciona datos sobre la
progresion del tumor ni su respuesta al tratamiento
a lo largo del tiempo®’. Se debe tener en cuenta que
el tejido, desde que es extraido, hasta la interpreta-
cion histopatoldégica y posterior almacenamiento,
sufre una serie de procesos preanaliticos que pue-
den ocasionar falsos positivos o negativos a nivel
molecular®.

En los ultimos afios, la biopsia liquida (BL) se ha
posicionado como un complemento al diagndstico
histopatoldgico tradicional. Al ser un método minima-
mente invasivo que analiza fluidos corporales, como
sangre, liquido pleural, liquido cefalorraquideo y orina
-entre otros-, permite el seguimiento a nivel molecu-
lar de los pacientes con cancer que se encuentran en
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tratamiento con quimioterapia o terapia dirigida. Dada
la capacidad para detectar mutaciones relacionadas
con resistencia a la terapia y variantes con impacto en
la respuesta clinica, su uso es de suma importancia®.
Igualmente, se ha demostrado su utilidad en pacien-
tes que no cuentan con tejido histologico suficiente
para el estudio molecular, ya sea por agotamiento del
tejido o por dificil acceso anatomico™,

Para la deteccion de mutaciones especificas, es
fundamental el uso de métodos sensibles que per-
mitan diferenciar el ADN tumoral del ADN de células
normales, con el fin de identificar aberraciones gené-
ticas especificas del cancer. La deteccién puede
realizarse mediante plataformas de gen unico o
a través de paneles genéticos. En el primer grupo
se incluyen técnicas como la PCR en tiempo real
y la PCR digital, mientras que la deteccion basada
en paneles se realiza mediante secuenciacion de
nueva generacion (NGS)'". Para el uso de PCR se
requiere de la caracterizacién de las mutaciones
que se van a identificar, bien sean accionables o no
accionables con impacto terapéutico, a través del
disefio de cebadores especificos de alelo, como en
el sistema de mutacioén refractaria a la amplificacion
(ARMS) o sondas (en la PCR digital). Sin embargo,
debido a la cantidad de variables genéticas que
pueden ser dianas terapéuticas y a su capacidad de
ser detectadas mediante biopsia liquida, la NGS se
ha convertido en la herramienta ideal, ya que per-
mite analizar multiples genes de forma simultanea
para identificar variantes. En los Ultimos afios, se
ha demostrado que tiene una mayor sensibilidad
y especificidad para la deteccién de alteraciones
moleculares con impacto clinico™,

En la actualidad, la BL ha demostrado ser Util parala
identificacion de alteraciones gendémicas mediante
la evaluacién del ctDNA (DNA tumoral circulante).
Teniendo en cuenta la cantidad de ctDNA presente
en el plasma y factores como el tamafio y la exten-
sién del tumor, asi como sus propiedades histolé-
gicas y funcionales, es posible detectar variantes
genéticas™. La eficacia del ctADN se relaciona con
la concentracion de celulas tumorales y la tasa de
recambio celular. En estadios iniciales, el ctDNA

representa una fraccién minima del cfDNA total
(<1%), y en estadios avanzados, mayor al 90%, lo
cual explica el aumento en la sensibilidad diag-
nostica de esta prueba a medida que progresa la
enfermedad™. Se ha documentado una tasa de
deteccién de ctDNA en un 86—-100% de pacientes
con cancer metastasico, mientras que en tumores
localizados disminuye significativamente esta pro-
porcién, alcanzando un 49-78% en dicha enferme-
dad'®. Un ejemplo de su utilidad es en el cancer de
pulmoén de células no pequerias (NSCLC) metasta-
sico. En este contexto, las recomendaciones de la
guia europea de oncologia médica (ESMO) indican
que los carcinomas escamosos presentan mayores
niveles de ctDNA en comparacién con los adeno-
carcinomas, lo cual facilita su deteccién mediante
biopsia liquida™. El objetivo de esta revision narra-
tiva es destacar la evidencia actual sobre su uso en
la deteccion temprana del cancery su aplicacion en
pacientes con enfermedad en estadios iniciales.

Principios basicos de biopsia liquida

La BL es el estudio de un biofluido que puede ser
sangre, liquido cefalorraquideo, orina, saliva, liquido
amniético o liquido ascitico. El objetivo es examinar
las células tumorales circulantes (CTC), ADN tumoral
circulante (ctADN)'?, acidos nucleicos, incluyendo el
ADN libre de células (cfADN), ARN libre de células,
incluido el ARNm, los ARN largos no codificantes
(IncARN) y los microARN (miARN). También vesicu-
las extracelulares (VE), plaquetas entrenadas por el
tumor (TEP), proteinas y los metabolitos de este'.
A continuacién, se definen estos componentes
celulares:

ADN libre circulante (cfDNA)

Son moléculas de ADN fragmentado y libre en
el plasma, que generalmente se derivan de célu-
las apoptéticas y necréticas. Su identificacion es
importante, ya que refleja el estado fisiolégico del
ADN'®. Su estudio se ha centrado principalmente
en la caracterizacion de la longitud e integridad de
los fragmentos, ya que se ha demostrado que el
ctDNA presenta un mayor grado de fragmentacion
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en comparacion con el ADN libre circulante (cfDNA)
de origen no tumoral®,

ADN tumoral circulante (ctDNA)

Es una porcion de cfDNA que pasa por el liquido cor-
poral al ser liberado por células tumorales después
de la apoptosis, necrosis o lisis de las células tumo-
rales circulantes'. En individuos con céncer, la canti-
dad total de cfDNA suele ser mayor que en personas
sanas, en gran parte debido a la liberacién de ctDNA
por las células malignas?. El ctDNA se puede distin-
guir del cfDNA liberado de un tejido sano debido a
la presencia de alteraciones genéticas y/o epigené-
ticas especificas, como reordenamientos, variacio-
nes en el nimero de copias, mutaciones puntuales
somaticas y marcadores de metilacién propios del
tumor?",

Células tumorales circulantes (CTCs)

Son las células que se desprenden del tumor y viajan
por el torrente sanguineo, linfatico o liquidos corpo-
rales. Se pueden encontrar como células aisladas o
en grupos tumorales. Las CTCS alcanzan el sistema
circulatorio mediante la transicion epitelio-mesenqui-
mal, la intravasacion activa o por desprendimiento
pasivo del tumor primario?'. Estas células tienen la
capacidad de organizarse en otras partes del cuerpo,
distintas de la zona del tumor primario, y causar
metastasis’.

ARN tumoral circulante (ctRNA)

El ARN tumoral circulante (ctRNA) es una fraccién
del ARN libre que proviene de células tumorales y
ofrece informacién sobre la actividad genética del
tumor en tiempo real. Su analisis permite detectar
perfiles de expresion génica asociados al diagnés-
tico, prondstico y respuesta al tratamiento?. Ade-
mas, algunos ctRNAs, como ciertos microARNSs, se
proponen como biomarcadores no invasivos Utiles
en distintos tipos de cancer®.

MicroARN (miRNAs)

Son nucledtidos monocatenarios endégenos (18-
25 nucleédtidos de longitud), que intervienen en la
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regulacion de multiples procesos celulares mediante
la modulacién de la traduccion del ARN. Se consi-
dera un biomarcador ampliamente estudiado en BL,
especialmente por su utilidad para el diagnéstico y
tratamiento del cancer, debido a sus altas concen-
traciones y estabilidad en plasma?. Los miARNs
mas investigados en el contexto del cancer son miR-
21 y mi-R155, los cuales han demostrado actuar
como oncogenes en diversos tipos de cancer. El
reto actual se centra en determinar si poseen sufi-
ciente especificidad y sensibilidad para el diagnds-
tico de los diferentes tipos de cancer, especialmente
en estadios tempranos?%26.

ARN largo no codificante (IncRNAs)

A este grupo pertenecen los ARN no codificantes
(ncARN) que poseen mas de 200 nucleétidos. Se ha
demostrado que desempefian un papel importante
en la patogénesis del cancer, al regular activadores
transcripcionales claves?>?’. Los IncRNAs se pueden
detectar en la circulaciéon y se han propuesto como
biomarcadores prometedores para el estudio del
cancer. Entre los principales IncRNAs relacionados
con el cancer estan PVT1, MALAT1 y HOTAIR?%2°,

Vesiculas extracelulares (EVs)

Son particulas nanométricas ligadas a lipidos que
son liberadas por las células al espacio extracelular
tanto en condiciones normales como patologicas®.
Dentro de este grupo se incluyen los exosomas,
ectosomas, microvesiculas, cuerpos apoptéticos,
entre otros?®?', En su interior pueden contener ADN,
ARN, microARN y proteinas. Su papel es fundamen-
tal en la comunicacion intercelular, la evasién de la
respuesta inmune, la angiogénesis, el crecimiento
del tumory el desarrollo de metastasis®?®. En gene-
ral, son elementos clave para el estudio de la progre-
sion del cancer.

Plaquetas educadas por el tumor (TEP)

Corresponden a plaquetas que interactian con célu-
las tumorales, adquiriendo asi informacién sobre el
comportamiento tumoral. Participan en respuestas
localesy sistémicas relacionadas con el crecimiento
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tumoral®. Debido a su abundancia en sangre y su
facil aislamiento, representan un objetivo impor-
tante para el estudio del cancer mediante BL2%%,

Uso de la biopsia liquida para el tamizaje
molecular del cancer

La deteccion temprana del cdncer es fundamen-
tal para mejorar el pronostico y la sobrevida de los
pacientes, lo cual permite intervenir para prevenir la
progresion de la enfermedad. Sin embargo, muchas
veces los tumores malignos en fases iniciales son
asintomaticos y dificiles de identificar con las herra-
mientas convencionales. En este contexto, la BL ha
cobrado un interés creciente como método no inva-
sivo que permite detectar sefiales tumorales a través
de fluidos corporales. Esta técnica tiene el potencial
de innovar en el diagndstico del cancer, al permitir
un monitoreo mas constante, seguro y accesible,
especialmente en poblaciones en riesgo o donde
los recursos diagnésticos son limitados®*. En los
ultimos afos, las tecnologias en BL han avanzado
significativamente, posicionandose como una herra-
mienta prometedora para la deteccién temprana del
cancer. Entre ellas, destaca la deteccién de ctADN,
que podria permitir la identificacién de diferentes
tumores. Esto representa una ventaja frente a los
métodos de cribado convencionales®.

El estudio PATHFINDER realizado en siete hospita-
les oncoldgicos de Estados Unidos para la detec-
cion temprana de diferentes tipos de tumores en
adultos asintomaticos, evalud la viabilidad de la BL
para la deteccion de cancer en una cohorte de 6.662
adultos mayores de 50 afios®. Mediante el analisis
de metilacion en cfDNA, se logré identificar sefiales
de céncer en una fase presintomatica, lo que per-
mitié orientar estudios diagndsticos especificos
segun el tipo de neoplasia. Se detectaron indicios de
la presencia de células tumorales en el 1,4% de los
participantes, con un 38% de verdaderos positivos®.
Asimismo, se logré que la mayoria de los participan-
tes fuera evaluada mediante pruebas de laboratorio
e imagenes oportunas, con un numero reducido de
procedimientos invasivos. Estos resultados demues-
tran el potencial de las pruebas de deteccidn precoz

de mudltiples tipos de céncer (MCED por sus cifras
en inglés) como una herramienta util en el cribado
oncoldgico temprano, y subrayan la importancia de
seguir investigando su utilidad clinica y optimizando
su precisién diagndstica®®.

El programa GRAIL-MCED, actualmente en desa-
rrollo en el Reino Unido, evalla el uso de BL como
herramienta de tamizaje para la deteccién temprana
de mas de 50 tipos de tumores malignos mediante
la prueba Galleri, un test sanguineo que detecta
ctDNA con alteraciones de metilaciéon y puede suge-
rir el tejido de origen del tumor. En su fase actual, se
lleva a cabo un ensayo aleatorizado y controlado con
mas de 140.000 participantes entre 50 y 77 afios®’.
El objetivo principal es observar un cambio en el
estadio al momento del diagndstico, con andlisis
de mortalidad especifica por cancer tras cinco afios
de seguimiento. Aunque la sensibilidad global de la
prueba para cancer en estadio temprano es limitada
(27,5%), aumenta al 52,8% cuando se enfoca en 12
tipos de cancer de alta necesidad clinica, como los
de pancreas, higado, vias biliares, eséfago, ovario
y estdmago, que carecen de métodos efectivos de
tamizaje y suelen diagnosticarse en etapas avanza-
das. El estudio piloto podria extenderse a un millén
de personas entre 2024 y 2026, busca evaluar la via-
bilidad de implementar este sistema a gran escalay
generar evidencia para respaldar o no su adopcién
como estrategia nacional de tamizaje®.

Si bien los niveles de ctDNA en estadios iniciales
suelen serbajos, estudios recientes han demostrado
su presencia en la mayoria de los pacientes onco-
I6gicos, con un valor prondstico significativo. Gra-
cias al perfilado Personalizado del Cancer mediante
Secuenciacion Profunda (CAPP-Seq por sus siglas
en inglés), una técnica de secuenciacién profunda
altamente sensible, se han detectado mutaciones
especificas del ctDNA incluso en concentraciones
muy bajas®®. Esta metodologia emplea paneles de
genes que incluyen las mutaciones mas frecuentes
en cancer de pulmén y permite una deteccidn
precisa gracias a herramientas bioinformaticas que
ayudan a diferenciar las verdaderas mutaciones
tumorales de posibles errores de secuenciacion
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o cambios genéticos que no estdn relacionados
con el cancer. Ademas, se desarroll6 el algoritmo
Lung-CLiP (Lung Cancer Likelihood in Plasma), un
modelo de inteligencia artificial que analiza diver-
sas caracteristicas del ADN libre circulante, como
mutaciones y patrones de fragmentacién, para
estimar la probabilidad de que un paciente tenga
cancer de pulmdn, sin necesidad de conocer pre-
viamente el tumor®®. Tanto CAPP-Seq como Lung-
CLiP son métodos aplicados en biopsia liquida para
detectar y analizar ctDNA en sangre, facilitando el
diagnéstico temprano y la estratificacién del cancer
de pulmoéns:.

Otra aplicacion de la BL para la deteccion temprana
es el uso de saliva, que ha comenzado a ganar reco-
nocimiento como una muestra biolégica Util para
la deteccién de enfermedades sistémicas, incluido
el cancer. Wong et al., en la Universidad de Califor-
nia, de Estados Unidos, desarrollaron la tecnologia
EFIRM (Electric Field-Induced Release and Measu-
rement), una plataforma que permite detectar de
manera rapida y directa mutaciones frecuentes en
ctADN y miARN en muestras de plasma y saliva,
sin necesidad de realizar una extraccion previa del
material genético®. Esta tecnologia ha demostrado
ser capaz de identificar fragmentos ultracortos de
ctADN, lo que la convierte en una herramienta pro-
metedora para detectar el cancer en fases tempra-
nas, cuando la presencia de material tumoral en
circulacion es muy baja. Por su simplicidad y pre-
cision, EFIRM podria facilitar la implementacién de
pruebas de deteccion en entornos clinicos cotidia-
nos, ayudando a mejorar el diagndstico temprano®.
Asi Asimismo, la BL ha emergido como una herra-
mienta prometedora en el diagndstico temprano del
cancer de préstata, especialmente en hombres con
PSA en rangos limite (2-10 ng/mL)*. El test ExoDx™
Prostate IntelliScore (EPI), basado en orina, detecta
la expresion de tres genes (ERG, PC3 y SPDEF) aso-
ciados a cancer de alto grado. Validado prospecti-
vamente, permite evitar hasta un 26% de biopsias
innecesarias con un valor predictivo negativo del
89%, siendo reconocido por las National Compre-
hensive Cancer Network Guidelines (NCCN)*. Otra
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prueba similar, SelectMDx, analiza los genes HOXC6
y DLX1 y ha mostrado evitar aproximadamente el
35% de las biopsias, con valores predictivos negati-
vos en torno al 95%. Ambos ensayos pueden mejorar
su precision cuando se combinan con otros biomar-
cadores o con imagenes como la resonancia mag-
nética multiparamétrica (mpMRI). Esta Gltima, por si
sola, ha demostrado alta eficacia en la deteccién de
cancer clinicamente significativo, especialmente en
pacientes con biopsias previas negativas*. A pesar
del avance de estas herramientas, aln no se ha defi-
nido la mejor manera de integrarlas para maximizar
su rendimiento diagndstico.

Por otro lado, el uso de inteligencia artificial también
se ha implementado para la deteccion temprana de
cancer en BL. Recientemente se evalué la utilidad
de un método basado en digestion enzimatica sen-
sible a metilacién (MRE-Seq), combinado con un
modelo de prediccién basado en redes neuronales
profundas, para analizar patrones de metilacién
en ADN libre circulante'. El analisis se centr6 en
63.266 sitios CpG (secuencias del ADN donde una
citosina es seguida de una guanina y que suelen
estar sujetas a metilacion), con el objetivo de identi-
ficar la presencia de cancer colorrectal y de pulmén
en pacientes sanos. El modelo logré una precisién
alta, con un AUC de 0,978 y sensibilidad del 78,1%
para cancer colorrectal, y un AUC de 0,956 con sen-
sibilidad del 66,3% para cancer de pulmén, ambos
con una especificidad del 99,2%. Incluso en esta-
dios iniciales, la sensibilidad fue adecuada*'. Este
hallazgo respalda el uso del perfil epigenético en
cfDNA como una herramienta prometedora para el
tamizaje oncologico no invasivo.

Biopsia liquida en estadios tempranos

En los ultimos afios, el uso de la biopsia liquida ha
cobrado relevancia en el abordaje del cancer en
estadios tempranos. Este término se refiere a fases
iniciales de la enfermedad, cuando el tumor aun se
encuentra localizado y no se ha diseminado a otras
partes del cuerpo®. Si bien las CTCs se encuentran
presentes en la mayoria de los tumores en estadios
avanzados, su sensibilidad en tumores en estadios
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tempranos (baja carga tumoral) es incierta'. El
estudio CCGA (Circulating Cell-free Genome Atlas)
se disend con el objetivo de validar una prueba de
BL para su posible uso en programas de tamizaje
poblacional®®. La prueba se basa en el andlisis de
cfDNA obtenido de muestras de sangre, con la finali-
dad de detectar sefiales tumorales y estimar el tejido
de origen del céncer. La prueba mostré una espe-
cificidad del 99,5%. La sensibilidad general fue del
51,5%, aumentando segun el estadio: 16,8% en esta-
dio |, 40,4% en estadio Il, 77% en estadio lll y 90,1%
en estadio IV. En los 12 tipos de cancer definidos
como de alta prioridad clinica (eséfago, estdmago,
higado, pulmén, ovario, pancreas, vejiga, colorrectal,
cabeza y cuello, linfoma, sistema nervioso central y
hematolinfoides) la sensibilidad combinada en esta-
dios | a lll fue del 67,6%*. Ademas, la prueba logré
identificar correctamente el origen del tumor en casi
el 89% de los casos positivos. Se demostrd que la
BL basada en cfDNA puede detectar multiples tipos
de cancer con alta especificidad y una sensibilidad
aceptable en etapas tempranas, lo que respalda
su uso potencial como herramienta de tamizaje
poblacional®.

El uso de la BL en la secuenciacién dirigida en pro-
fundidad (es decir, enfocada en un conjunto espe-
cifico de genes relevantes y realizada con alta
cobertura para detectar variantes de baja frecuen-
cia) también ha demostrado ser de utilidad para el
analisis molecular del cancer de mama en estadios
tempranos. En Japén, se realizé un estudio piloto
para evaluar la utilidad clinica del panel Oncomine
Pan-Cancer en 109 pacientes con cancer de mama,
incluyendo estadios tempranos. La deteccién
de ctDNA fue posible en el 40% de los casos tras
excluir variantes asociadas a hematopoyesis clonal,
con tasas de deteccién del 38% y 36% en estadios |
y llI-1ll, respectivamente. Para el cancer de mama,
la importancia de este hallazgo radica en los bajos
niveles de ctDNA circulantes en este tipo de tumor#.
Para lograr la elevada sensibilidad, el estudio integro
técnicas como el etiquetado molecular tnico (UMT),
que permite distinguir errores técnicos de mutacio-
nes reales, y ademas implementé la secuenciacién

paralela del ADN de leucocitos con el fin de identifi-
car y excluir variantes no tumorales. Se logré identi-
ficar alteraciones relevantes en genes como TP53,
PIK3CA y AKT1, con implicaciones terapéuticas. En
conjunto, estos resultados respaldan el uso de BL
como una herramienta complementaria en el abor-
daje del cancer de mama en estadios iniciales*.
De manera similar, se ha demostrado que el ctADN
puede utilizarse para el diagnéstico precoz del can-
cer de pulmén (estadios | o 1l) con buena sensibili-
dad y especificidad™. Debido al avance de técnicas
secuenciacion de alta sensibilidad como TEC-Seq
(Targeted Error Correction Sequencing), es posible
detectar mutaciones especificas en el ctDNA pre-
sente en la sangre, incluso cuando el tumor aun no
es clinicamente evidente. TEC-Seq es una técnica
que combina la identificacion de genes comun-
mente alterados en cancer con NGS, incorporando
un riguroso sistema de correccion de errores que
permite identificar alteraciones genéticas que tie-
nen muy baja frecuencia, con alta especificidad. En
el estudio publicado por Phallen et al., se detecta-
ron mutaciones somaticas (alteraciones genéticas
adquiridas por las células tumorales que no estan
presentes en el ADN normal del paciente) en el
ctDNA de aproximadamente el 59% de los pacientes
con cancer de pulmon en estadios | o 11*5. Ademas,
se evidencié una alta concordancia entre las muta-
ciones encontradas en sangre y las presentes en las
muestras tumorales, lo que respalda la implementa-
cion de este método*. Esta alternativa ofrece una
opcién no invasiva para detectar de manera precoz
el cancer de pulmony podria aplicarse en programas
de tamizaje dirigidos a poblaciones de alto riesgo,
facilitando un diagnéstico oportuno y mejorando
significativamente el prondstico de los pacientes.

Ademds de su potencial para la detecciéon de multi-
ples tipos de cancer, se ha demostrado que la detec-
cion de ctADN inmediatamente después de finalizar
el tratamiento o durante la vigilancia predice un alto
riesgo de recurrencia en canceres de mama en esta-
dios tempranos, colorrectales, de pulmén y de vejiga.
La ESMO ha propuesto de manera reciente el uso
del ctADN para la caracterizacién temprana de la
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enfermedad’. La relevancia en estadios tempranos
de esta prueba se observa en la deteccion de enfer-
medad residual molecular (MRD por sus siglas en
inglés) después del tratamiento local definitivo para
tumores sdlidos, detectable unicamente mediante
técnicas moleculares como la PCR, secuenciacion
gendémica o el andlisis de CTC'. También permite
detectar de manera temprana la recaida molecular,
es decir, la presencia de enfermedad residual no visi-
ble clinicamente, pero identificable a nivel molecular
durante el tratamiento adyuvante o el seguimiento. La
especificidad para predecir recaida es del 90% si no
se administra ningun tratamiento adicional después
del resultado positivo de la prueba y la sensibilidad
aproximada del 50% para la detencién de MRD.

Técnicas para la deteccion de biopsia
liquida en tamizaje molecular y en
estadios tempranos

Para el estudio de los diferentes biomarcadores
en el diagnostico del cancer se prefiere el uso del
plasma, pues el suero tiene la desventaja de presen-
tar con el tiempo lisis de las células sanguineas y
esto interfiere con el correcto andlisis de la mues-
tra®. Los biomarcadores mas utilizados suelen ser
el cfDNA 'y, dentro de este, el ctDNA. Uno de los prin-
cipales retos en el estudio de este tipo de moléculas
es la cantidad de ctDNA que se puede analizar, ya
qgue en ocasiones la proporcién de este dentro del
fragmento total de cfDNA es tan baja como 0,01%
e incluso menor en estadios tempranos de la enfer-
medad. Es por este tipo de dificultades que se ha
convertido en una necesidad encontrar diversas
plataformas de alta precision con capacidades
y caracteristicas Unicas para el estudio de cada
biomarcador?.

En términos generales, los métodos de deteccion
en BL se pueden clasificar en dos grupos segun el
enfoque:

Método dirigido: donde los paneles estan disefia-
dos para secuenciar regiones genémicas especifi-
cas, es decir, identifican mutaciones frecuentes en
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el cdncer que va a ser estudiado. Su principal ven-
taja es que proporcionan informacion detallada de
los objetivos seleccionados, lo que aumenta la sen-
sibilidad para detectar mutaciones en estadios tem-
pranos de la enfermedad®’. La desventaja es que, al
ser tan especifico, puede pasar por alto mutaciones
fuera de las regiones seleccionadas o aquellas que
sean nuevas o inesperadas. Entre este grupo encon-
tramos técnicas como: Tam-seq, Safe-seqS, CAPP-
seq, Q-PCR, BEAming®’.

Método no dirigido: proporciona una secuenciacion
completa y general de todo el genoma o exoma. Su
principal ventaja es que de esta forma se pueden
identificar mutaciones nuevas o inesperadas en los
diferentes tipos de cancer, lo que lo hace una gran
herramienta experimental. Sin embargo, dado su
abordaje general, puede pasar por alto mutaciones
de baja frecuencia en regiones especificas, lo que
disminuye su sensibilidad. Entre estos podemos
encontrar la secuenciaciéon del genoma completo
(WGS, por sus siglas en inglés) y la secuencia-
cion del exoma completo (WES, por sus siglas en
inglés)*®. Es importante resaltar que ningin método
es superior al otro, pues poseen enfoques diferentes
y su viabilidad depende del biomarcador a identifi-
car, el tipo de céncer, el estadio de la enfermedad y
el objetivo clinico de estudio.

A continuacion se describiran las principales plata-
formas utilizadas en BL, clasificadas segun la tec-
nologia empleada para su realizacion: 1) NGS, en
la actualidad es ampliamente utilizada debido a las
multiples ventajas que ofrece para el analisis de la
biopsia liquida, entre ellas la posibilidad de emplear
pequefias cantidades de material genético para
la generacion de bibliotecas genomicas cone sta
informacion, asi como su capacidad de identificar
una amplia gama de alteraciones gendémicas*. 2)
Reaccion en cadena de la polimerasa, en sus dis-
tintas variantes (digital PCR [dPCR], Real time PCR
[RT-PCR])*° (Figura 1). Se busca destacar sus venta-
jas, limitaciones y evidencia de su uso en estadios
tempranos del cancer.
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PCR

Divide la muestra en miles de
gotas y amplifica el ADN en
cada una por separado.

BEAMing

Combina PCR en
emulsion con esferas
magnéticas y citometria
de flujo para detectar
mutaciones especificas
en ctDNA.

CAPP-Seq

Combina captura hibrida de
regiones gendémicas
especificas con
secuenciacion profunda para
detectar mutaciones,
reordenamientos y otras
alteraciones en ctDNA.

Técnicas para
la deteccién de
biopsia liquida
en estadios
tempranos

NGS

Permite leer muchas veces
una misma region del
genoma, lo cual proporciona
una gran profundidad de
cobertura.

Amplifica regiones
especificas del ADN y las
secuencia en profundidad

para detectar
mutaciones, incluso en
baja frecuencia

Safe-SeqS
Usa identificadores
unicos para marcar cada
molécula de ADN antes
de su amplificacion.

FAST-SeqS
Amplifica regiones repetitivas
del genoma para detectar
aneuploidias en el ADN libre
circulante.

Figura 1. Técnicas moleculares actuales utilizadas en biopsia liquida para la deteccion temprana del cancer.

Plataformas utilizadas en secuenciacion
de nueva generacion (NGS)

Deep Sequencing: Es una técnica avanzada de
secuenciacion que permite una deteccion alta-
mente sensible y especifica del ctDNA. Permite
evaluar multiples biomarcadores simultaneamente;
mediante esta técnica se han podido detectar muta-
ciones con una frecuencia alélica de hasta 0,2%"'.
Entre sus limitaciones se encuentra la necesidad de
realizar un mayor numero de secuenciaciones para
detectar mutaciones con baja frecuencia alélica,
lo que incrementa los costos®?. Uchida et al. iden-
tificaron, en 288 pacientes con NSCLC, mutaciones
del EGFR en el ctADN. Las mutaciones se buscaron
en >100.000 lecturas obtenidas de cada region del
exon, encontrando una sensibilidad para la detec-
cion de deleciones del exén 19 en estadios tempra-
nos (IA-1llA) de solo el 22,2% y en estadios tardios
(NB-1V) del 72,7%)%.

TAm-Seq (Tagged-Amplicon Deep Sequencing):
Mediante esta técnica se busca amplificar regio-
nes especificas de interés. Utiliza cebadores dirigi-
dos a zonas concretas para realizar una fase inicial
de preamplificacion; posteriormente, las plantillas
obtenidas se someten a un proceso de amplifica-
cion individual. Su principal desventaja radica en
que solo detecta mutaciones conocidas y presenta

dificultades en la deteccion de mutaciones en
regiones gendmicas altamente repetitivas®. Gale
et al. realizaron un estudio comparativo entre la
plataforma de biopsia liquida InVision, que utiliza
la tecnologia mejorada TAm-Seq y la dPCR para el
andlisis de variantes de un solo nucleétido. El estu-
dio demostré que eTAM-Seq es comparable a dPCR,
altamente especifico y sensible para la deteccién de
mutaciones de baja frecuencia. Detecto el 94,08%
de las mutaciones en una fraccidn alélica del 0,25%-
0,33%, con una especificidad del 99,9%%.

Safe-SeqS (Safe-Sequencing System): Este sistema
emplea “codigos de barras” moleculares para eti-
quetar cada molécula de ADN antes de la amplifi-
cacion. Combina la secuenciacion profunda y la
amplificacion por PCR con identificadores molecula-
res Unicos (UMIs)®. Esta herramienta permite identi-
ficar mutaciones puntuales conocidas y variaciones
en el nimero de copias. Entre sus ventajas se des-
taca la capacidad de identificar y corregir errores de
secuenciacion. Su principal limitacién radica en la
necesidad de contar con una cantidad suficiente de
ctDNA en la muestra para garantizar una deteccién
precisa, lo que restringe su uso en estadios tempra-
nos de la enfermedad, donde los tumores no siem-
pre liberan una cantidad abundante de ctDNA a la
circulacion®’. Fredebohm et al. realizaron un ensayo
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para identificar mutaciones de KIT en pacientes con
tumores colorrectales y del estroma gastrointesti-
nal (GIST) mediante Safe-SeqS, encontrando que
este método permite la deteccion de variaciones de
secuencia de novo con una especificidad del 98,9%.
Asimismo, sugieren el uso de esta herramienta
para el genotipado de tumores GIST antes del tra-
tamiento, asi como para la monitorizacion posterior
de mutaciones de resistencia en pacientes que reci-
ben terapia dirigida®®.

FAST-SeqS (Fast Aneuploidy Screening Test-Sequencing
System): Es una técnica de secuenciacion masiva que
utiliza pares de cebadores para amplificar secuen-
cias repetitivas del genoma. Ha sido adaptada para
la deteccién de aneuploidias en ctDNA®. Su principal
beneficio radica en que no requiere conocimiento
previo de la composicion tumoral, ademas de ser un
método rapido y de bajo costo. Sin embargo, su des-
ventaja principal es la disminucion de sensibilidad
en muestras donde la fraccién de ctDNA es menor al
10%%. No es un método adecuado para la deteccion
de alteraciones genéticas especificas, ni para el ana-
lisis de la heterogeneidad del tumor. El uso de FAST-
SeqS en estadios tempranos del cancer es limitado,
debido a la baja liberacion de ctDNA a la circulacién
en estas etapas®.

CAPP-Seq (Cancer Personalized Profiling by Deep
Sequencing): Es una técnica que combina la captura
por afinidad hibrida de miltiples regiones genémi-
cas con la secuenciacion profunda y un sistema
bioinformatico especializado®. Inicialmente, se
definen dreas mutadas recurrentes, luego, mediante
oligonucledtidos biotinilados (selectores) comple-
mentarios a estas regiones, se realiza la hibridacién
de los selectores con el drea de interés®. Final-
mente, se lleva a cabo la secuenciaciéon profunda
de la region seleccionada. Su principal ventaja es
la capacidad de detectar concentraciones extrema-
damente bajas de ctDNA, lo cual es especialmente
util en estadios tempranos del cancer®'. Esta téc-
nica permite detectar multiples mutaciones, reorde-
namientos, alteraciones en el nimero de copias e
incluso variantes de un solo nucleétido. Entre sus
limitaciones se encuentra la deteccién Unicamente
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de mutaciones conocidas, su complejidad técnica y
alto costo®2. CAPP-Seq se ha utilizado para el diag-
néstico del NSCLC, mostrando buenos resultados
al detectar mutaciones del EGFR con una sensibi-
lidad alélica de hasta el 0,02% y una especificidad
del 96%. La version mejorada, CAPP-Seq con iDES
(Integrated Digital Error Suppression), detecto muta-
ciones del EGFR con una frecuencia alélica tan baja
como 0,004%%°1,

Plataformas utilizadas en reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)

ddPCR (Droplet-digital PCR): Se realiza mediante la
emulsion de gotas de agua-aceite. Cada gota con-
tiene una sola cadena de ADN, la cual, en caso de
estar mutada o no, se puede diferenciar mediante
citometria de flujo. Al realizar esta técnica solo se
pueden cribar variantes conocidas. Su principal des-
ventaja radica en el limitado nimero de genes que
puede identificar en una sola reaccién®3,

BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification and Mag-
netics): En esta técnica se utilizan gotas de agua
en una emulsién de aceite que contiene cebadores,
reactivos y esferas magnéticas con sondas de hibri-
dacion especificas. Estas esferas son procesadas
con citometria de flujo®®. Ha demostrado ser una
técnica altamente sensible y especifica en la detec-
cién de mutaciones en estadios tempranos de can-
cer de pulmén.

Estrategias recientemente empleadas para obtener
firmas fragmentomicas son las linked-read sequen-
cing, que extrae informacion extensa de lecturas
cortas, asi como el enfoque DELFI (DNA evaluation
of fragments for early interception), el cual se utiliza
para la deteccién temprana del cancer?. Igualmente,
se utiliza el método hybrid capture sequencing para
evaluar la longitud de los fragmentos de ctDNA y
para la deteccién de la enfermedad minima residual
(MRD). También la tecnologia de long-read sequen-
cing permite la lectura de fragmentos largos de aci-
dos nucleicos, asi como los patrones de metilacion.
Asimismo, existen los métodos epigenéticos, que
evaluan lametilacidon deislas CpG en genes de supre-
sién tumoral asociados con la carcinogénesis®.
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Retos y desafios de la biopsia liquida

Existen diversos retos a enfrentar, dado que, a pesar
de los avances significativos en la aplicacién de la
BL en oncologia, aun persisten limitaciones técnicas
que obstaculizan su adecuada implementacion. Uno
de los principales desafios es el costo de las prue-
bas y la baja sensibilidad en estadios tempranos de
la enfermedad®, lo cual disminuye su precision diag-
néstica. Esto se atribuye a la escasa concentracion
de ctDNA en circulacién en el torrente sanguineo,
lo cual incrementa el riesgo de falsos negativos y
reduce su utilidad en el diagnéstico temprano. A esto
se suma la dificultad para identificar el érgano de ori-
gen del tumor cuando no existe un contexto clinico
definido, lo cual restringe su aplicacién en escena-
rios de cribado®.

A su vez, constituye un desafio significativo la hete-
rogeneidad tumoral en la precision de la BL, dado
que la variabilidad genética dentro de un mismo
tumor, como en los sitios metastdsicos, puede
generar una representacion genética incompleta en
el andlisis de ctADN, lo cual dificulta la identifica-
cion de todos los clones tumorales®. Esta diversi-
dad complica la toma de decisiones terapéuticas y
la evaluacién prondstica, al no ser posible detectar
todos los componentes tumorales. Adicionalmente,
la falta de uniformidad agravada por fenémenos bio-
I6gicos como la hematopoyesis clonal puede gene-
rar falsos positivos, especialmente en contextos de
tamizaje poblacional debido a la aparicidon de muta-
ciones somaticas en pacientes sin neoplasias®.

Adicionalmente, la falta de estandarizacion en los
protocolos de procesamiento y andlisis de mues-
tras sigue representando un desafio para su imple-
mentacién generalizada en la practica clinica, lo que
incrementa el costo y la accesibilidad de las prue-
bas de BL%. La integracion de las BL en los trabajos
clinicos actuales exige superar desafios logisticos,
incluyendo una adecuada capacitacién del perso-
nal de salud y las poblaciones seleccionadas, dado
que la mayoria de sus contextos son controlados
y limitados. Esto destaca la necesidad de realizar
estudios en distintas instituciones disefiados para

tener seguimiento a lo largo del tiempo, con la meta
de validar su uso rutinario en distintos escenarios
clinicos®.

El futuro de los avances tecnoldgicos esta encami-
nado a incrementar las capacidades y aplicaciones
de la BL en el futuro, con el potencial de transformar
el diagnostico, tratamiento y seguimiento del can-
cer®®. Su desarrollo estara involucrado directamente
con elementos como el acceso y la disponibilidad
generalizada para una mayor poblacidn, lo cual sera
fundamental para aprovechar todo el potencial en la
atencioén, diagndstico y tratamiento clinico.

Conclusiones

La BL se esta consolidando como una herramienta
fundamental en la oncologia, no solo como comple-
mento al diagndstico histopatoldgico convencional,
sino también como estrategia emergente para la
deteccion y seguimiento en estadios tempranos y
como tamizaje molecular. El cardcter minimamente
invasivo de esta prueba y su potencial para el moni-
toreo en tiempo real de la enfermedad la posicionan
como una prometedora tecnologia que transformara
el abordaje clinico y diagndstico de esta patologia.

En estadios tempranos del cancer, caracterizados
por una baja carga tumoral y una limitada eficacia
en los métodos diagndsticos convencionales, la BL
ha adquirido una utilidad cada vez mayor. El avance
de tecnologias altamente sensibles, como CAPP-
Seq, TEC-Seq y modelos de inteligencia artificial
como Lung-CLiP, identifican alteraciones molecula-
res incluso cuando el ctDNA circulante se encuentra
en niveles minimos, ampliando significativamente
las oportunidades para un diagnéstico temprano
y oportuno, una adecuada estratificaciéon pronds-
tica y la detecciéon de enfermedad residual minima.
Por otro lado, estudios como PATHFINDER, CCGA 'y
GRAIL-MCED han aportado evidencia sélida sobre
el uso de la BL como herramienta de cribado pobla-
cional multitumoral, con una especificidad alta y
una sensibilidad aceptable, especialmente en tumo-
res sin métodos efectivos de deteccion temprana.
Ademds, nuevas fuentes biolégicas como saliva y
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orina, y biomarcadores como los miARN, INncCRNA,
vesiculas extracelulares y las plaquetas educadas
por el tumor permiten que se abran nuevas rutas
para ampliar la aplicacion de esta herramienta.

Si bien la evidencia ha demostrado beneficios clini-
cos claros, aun persisten retos que deben abordarse
para garantizar su adopcién generalizada a nivel
mundial. Entre estos desafios se incluyen la estan-
darizacion de las técnicas, la mejora de la sensibili-
dad en estadios tempranos con baja carga tumoral,
la validacion clinica en diversas poblaciones vy la
sostenibilidad econémica de su implementacion a
nivel tanto nacional como internacional. La BL repre-
senta un avance significativo en el diagnéstico y
manejo del cancer. Su integracion progresiva en la
practica clinica ofrece la posibilidad de identificar la
enfermedad en etapas mas tempranas y de manera
mas precisa, asi como de personalizar los tratamien-
tos segun las caracteristicas moleculares de cada
paciente, con el fin de mejorar los desenlaces a largo
plazo. A medida que se superen las barreras técni-
cas y se acumulen mas estudios con evidencia cien-
tifica de calidad, es posible que la BL se convierta
en una herramienta de uso rutinario en el manejo del
cancer, capaz de redefinir los estandares de diagnds-
tico, monitoreo y tratamiento.
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