ARTicULO DE REVISION

Rev Venez Oncol 2025;37(3):198-204

BIOPSIA LIQUIDA: ESTUDIO GENOMICO PARA EL DIAGNOSTICO,
PRONOSTICO Y TERAPEUTICA DEL PACIENTE ONCOLOGICO

JUAN LLANOS ', GENESIS CHANCHAMIRE ', FANNY CARRENO 2, THAIS REBOLLEDO

CARLOS RAMIREZ 3

SERVICIO DE RADIOTERAPIA' Y MEDICINA NUCLEAR, HOSPITAL UNIVERSITARIO DE CARACAS ', UNIDAD DE
RADIOGENOMICA, INMUNOLOGIA Y ONCOLOGIA MOLECULAR 2 INSTITUTO VENEZOLANO INVESTIGACION

CIENTIFICA 3, CARACAS, VENEZUELA.

RESUMEN

El cédncer es una enfermedad que ha ido en aumento en
el transcurso de los afios y constituye un problema de
salud publica mundial y nacional, en nuestro pais los
diagndsticos en su mayoria tardios. Con el avance de
la Biotecnologia, conocimiento gendémico han surgido
métodos diagndsticos con alta sensibilidad, especificidad,
minimamente invasivos que permite al clinico dar al
paciente un tratamiento individualizado, rdpido y efectivo
mejorando prondstico y la terapéutica. La biopsia liquida
proporciona unaherramienta diagnostica til, de bajo costo
y accesible, para detectar DNA y ARN tumoral circulante
en el torrente sanguineo mediante una muestra simple de
sangre periféricacon laque se detectan marcadores genéticos
especificos para diversos tipos de cancer. OBJETIVO:
Experiencia de 2 afios en su utilizacién para determinar
marcadores gendémicos tumorales, comparar resultados
con publicaciones internacionales. METODO: Previo
consentimiento informado, fueron procesadas 69 muestras
mediante la técnica de amplificacién por PCR punto final
(PCRpf) y secuenciaciéon automatizada realizados en la
Unidad de Radiogendémica, Inmunologia y Oncologia
Moleculardel Servicio de Radioterapiay Medicina Nuclear
del Hospital Universitario de Caracas en los afios 2023-2024
RESULTADOS: Obtuvimos material genético de excelente
calidad y la determinacién de biomarcadores especificos
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para cancer mama, tiroides, pancreas, melanoma, gastrico,
cuello uterino neuroendocrino. Asi también, se validé la
operatividad de la prueba mediante el uso del marcador
endégeno GAPDH. CONCLUSIONES: La biopsia li-
quidaes unaherramientaeficaz, versatil,econémica,rdpida
e incruenta con potencialidad para pesquisa, prondstico y
terapéutica personalizada.

PALABRAS CLAVE: Biopsia liquida, cdncer, genémica,
diagndstico, pesquisa, prondstico, terapéutica.

SUMMARY

The cancer is a disease that has been increasing over the
years and constitutes a global and national public health
problem,in our country being mostly late diagnoses. With the
advancement of Biotechnology and the genomic knowledge,
diagnostic methods with high sensitivity, specificity and
minimally invasive have emerged that allow the clinician
to give the patient an individualized, rapid and effective
treatment, improving the prognosis and therapeutics.
Liquid biopsy provides a useful, low-cost and accessible
diagnostic tool to detect circulating tumor DNA and RNA
in the bloodstream through a simple peripheral blood
sample with which specific genetic markers for various
types of cancer are detected. OBJECTIVE: To present 2
years’ experience in the use of liquid biopsy to determine
tumor genomic markers, and compare the results with
international publications. METHOD: With prior informed
consent, 69 samples were processed using the endpoint PCR
amplification technique (PCRpf) and automated sequen-
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cing carried out in the Radiogenomics, Immunology and
Molecular Oncology Unit of the Radiotherapy and Nuclear
Medicine Service of the Caracas University Hospital in the
years 2023- 2024. RESULTS: It was possible to obtain
genetic material of excellent quality and the determination
of specific biomarkers for the breast, thyroid, pancreas,
melanoma, gastric,and the neuroendocrine cervical cancer.
Likewise, the operability of the test was validated through the
use of the endogenous marker GAPDH. CONCLUSIONS:
Liquid biopsy is an effective, versatile, economical, fast
and bloodless tool with potential for personalized research,
prognosis and therapeutics.

KEY WORDS: Liquid biopsy, cancer, genomics,diagnosis,
research, prognosis, therapeutics.

INTRODUCCION

I céncer es la principal causa de

muerte en el mundo, en 2020 se

atribuyeron a esta enfermedad

casi 10 millones de defunciones,

es decir, casi una de cada seis de

las que se registran. Los tipos de
cancer mas comunes son los de mama, pulmoén,
colon y recto y prostata V.

Los ultimos datos oficiales de registros de
mortalidad de Venezuela publicadas en el Anuario
Epidemiolégicode 2012 delasituacion del cancer
en el pais para la morbilidad o incidencia se
obtienen a través de estimaciones por métodos
estadisticos, que describen la mortalidad y
los datos de morbilidad del Registro Central
de Cancer, del Programa de Oncologia del
MPPS que describen incremento de las tasas
de incidencia y mortalidad con respecto a los
afios previos @.

En el dltimo boletin de prondstico de
incidencia y mortalidad de cancer en Venezuela
para el 2023 por la Sociedad Anticancerosa
de Venezuela, describen que se evidencia un
aumento tanto para la mortalidad como para la
incidencia para ambos sexos, determinando 8 a
12 nuevas incidencias por 100 000 habitantes y

Rev Venez Oncol

8 defunciones mas por 100 000 habitantes, con
respectos a los afios previos, siendo el cancer de
mama y cuello uterino las principales entidades
para el sexo femenino y cancer de préstata y
pulmon para el sexo masculino .

La biopsia liquida (BL) consiste en un
procedimiento minimamente invasivo, donde a
partir de muestras de diversos fluidos corporales
podemos aislar componentes celulares como
células tumorales circulantes, acidos nucleicos
tumorales circulantes (ctDNA) y expresion de
ARN mensajero (ARNm). Como muestras se
pueden utilizar multiples fluidos biolégicos
como plasma, orina, saliva, secrecién nasal,
leche materna,liquido amniético, fluido uterino,
liquido cefalorraquideo, liquido ascitico,lavado
bronco-alveolar, heces, lagrimas y semen.
Actualmente las biopsias de tejido son el estandar
del diagnéstico oncoldgicoenlapracticaclinica,
pero presentan algunas limitaciones que la
biopsialiquidaes capaz de compensar,porelloel
uso de biomarcadores a partir de biopsia liquida
supone un importante adelanto en el diagnéstico
precoz de procesos tumorales o de estimar el
prondstico de la enfermedad .

Estas células circulantes y sus “materiales™
derivan, o bien del tumor primario o bien de
las propias metastasis. En este dltimo caso se
suelen denominar células tumorales diseminadas
(DTC).Enmuchas ocasiones las biopsias clinicas
tradicionales, es decir, la obtencién directa de
material tumoral, son impracticables ©.

Su génesis recae en las células del organismo,
el cual existe un intercambio de informacién
imprescindible para el mantenimiento de
la homeostasis. Uno de los mecanismos de
comunicacion mas importantes es la liberacion
de moléculas solubles, donde se destaca los
exosomas. Las funciones fisiolégicas de los
exosomas son diversas en funcion de las células
delas que derivan,destacando el mantenimiento
de lahomeostasis, la modulacion de la respuesta
inmune, papel en el desarrollo embrionario,
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enfermedades neurodegenerativas y sintesis de
melanina. Pero también pueden participar como
mediadores de comunicacién tumoral mediante
el transporte de oncoproteinas y onco-ARN,
ya desde las primeras fases de la alteracion de
la division celular. Los pacientes con cancer
tienen niveles mas altos de exosomas que los
individuos sanos, por ello la utilizacién de la BL
y la bisqueda de biomarcadores en el interior
de los exosomas circulantes es algo prometedor
para el diagnéstico precoz del cancer @.

El plasma destaca como fuente principal de
ctDNA ,usando acido etilendiamino tetraacético
EDTA como anticoagulante. El suero contiene
normalmente entre 2 y 24 veces mds ctDNA que
el plasma, pero probablemente se debe a una
contaminacién por ADN derivado de la rotura
de los glébulos blancos durante la coagulacion.
Por ello los niveles de ctDNA son més estables
en plasma que en suero, de ahi la tendencia a
realizar estudios sobre todo a partir de muestras
de plasma en lugar de suero . Asimismo, cada
tipo de céncer tiene diferentes genes que se
encargan de inducir la epigénetica de un cancer
en especifico, mediante activacion de vias de
sefializaciones.

En el caso del cancer de mama, los genes han
demostrado que sélo unos pocos genes mutan
con frecuencia en como BRCA 1 y 2, TP53
y PIK3CA, CCNDI1 y FGFR1, asi como para
alteraciones gendémicas raras (AKT1, EGFR,
MDM2,amplificaciones de altonivel de FGFR2,
AKT2,IGF1 y MET) .

Para el cdncer de pulmén, las primeras
literaturas describen en cancer de pulmon células
no pequeiias la deteccion de ADN mutante de
EGFR, detecciones de mutaciones KRAS ®.

Cancerde colon,se observaque las mutaciones
frecuentes en el gen KRAS mutante, BRAF
VO600E y EGFR, como los principales genes
detectados .

El cancer de tiroides diferenciado se ve
afectado principalmente por mutaciones en genes

relacionados con la via MAPK. Estas incluyen
mutaciones BRAF, NRAS, HRAS y KRAS. La
mutacion més frecuente en PTC afecta a BRAF
(62 %) y, mas concretamente, en la posiciéon 600
(BRAFVG600E). Las fusiones del gen RET son
raras RET/PTC1 y RET/PTC3 ¢,

Enel cancer neuroendocrino de cuello uterino
se observan biomarcadores como DLL3, TROP-
2 y FOLR1, asi como mutaciones PIK3CA y
PTEN que conducen a la regulacion positiva
de la via de sefializacion PI3K-AKT-mTOR.
Otras mutaciones como la NRAS, fusiones del
gen NTRKI1, este tltimo es poco frecuente V.

Para el cancer de pancreas describen
mutaciones en el gen KRAS, que sugiere estar
asociados a una peor supervivencia general en
los pacientes con esta enfermedad 2. Otros
reportados para cdncer de pancreas son SIX3,
TRIM73, MAPT, FAM150A, EPB41L3,
MIR663,1.LOC100130148 y LOC100128977 19,
Enlasecuenciadel aparato digestivo,también se
haestudiado en los canceres esofagicos, gastrico
o en la unién gastroesofdgica la presencia de la
amplicaciones del gen HER2 y la expresion del
PD-L1 (CD274) %,

Enlos sarcomas se encuentran amplificaciones
del MDM?2,CDK4a,asi como mutaciones IDH1/
IDH2, EWSRI1-FLI1 (para sarcoma de Ewing),
PAX3/PAX7-FOXO01 (rabdomiosarcoma
alveolar), SYT-SSX?2 (sarcoma sinovial
monofésico), las fusiones SYT-SSX1/SSX?2
(sarcoma sinovial bifasico) y TLS FUS/CHOP
(liposarcoma mixoide) !¥.

En el caso de los melanomas encontramos
mutaciones y amplificaciones en el BRAF
V600, KIT y CDKN2A, la familia de los RAS
y PD-L1 0%,

El objetivo del presente trabajo es presentar
experiencia de 2 afios en la utilizacién de la B
paradeterminarmarcadores genémicostumorales,
y comparar resultados con publicaciones
internacionales.
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METODO

Previo consentimiento informado, fueron
procesadas 69 muestras de sangre periférica, de
las cuales 49 presentaron diagndstico oncolo-
gico y 20 individuos control (sin patologia
tumoral). Como controles de validaciéon del
método de la PCRpf y de la metodologia del
laboratorio se utilizaron los controles de reaccién
(sin material genético), enddégeno genético
(GAPDH) e individuos sanos.

A partir del material genético (ADNg/ARNt,
a los ARNt se les realiz6 Transcripcion Inversa
(RT) para adquirir el ADNCc.), obtenido de la
BL, se emplearon diversas amplificaciones de
los genes de interés (Cuadro 1) mediante la
técnica de PCRpf y por dltimo la Secuenciacion
Automatizada. Estos estudios fueron realizados
en la Unidad de Radiogenémica, Inmunologia
y Oncologia Molecular del Servicio de
Radioterapia y Medicina Nuclear del HUC y
en el Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientifica (IVIC) en los afios 2023-2024.

Cuadro 1. Biomarcadores genémicos utilizados en
la PCRpf de acuerdo a la patologia

PATOLOGIA Biomarcadores
Mama BRCA'1
BRCA?2
Tiroides K-Ras
N-Ras
B-RAF
RET/PTC1
RET/PTC3.
Cuello uterino K-Ras
BRCA1
BRCA?2
Melanoma BRAF
Gastrico KRAS
NRAS
Pancreas EGFR
K-Ras
Pulmén EGFR
K-Ras
LMA/LLA BCR/ABL
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Los datos obtenidos fueron tabulados en
codigos numéricos para el registro de las
muestras, incluyendo informacién clinica de
la historia médica de cada paciente (datos
personales, direccion, teléfono, diagnéstico,
evoluciénde laenfermedad, paraclinicos tanto de
laboratorios como imagenolégicos y tratamientos
previos).

Los resultados de las amplificaciones fueron
visualizados en geles de agarosa, fotografiados
y analizados. Las secuenciaciones se recibieron
como Figuras.

Se obtuvo una estadistica descriptiva de los
biomarcadores que se tomaron en consideracion
endependenciadel diagndstico de cada paciente,
y adicionalmente se demuestra datos como edad
y sexo.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 69 muestran datos,
de las cuales 49 son pacientes con diagndstico de
cancer y 20 individuos sanos, durante el periodo
comprendido entre 2023 a 2024. El sexo que
prevalecio en este estudio fue el femenino con
59 pacientes (85 %) y 10 pacientes masculinos
(15 %).

Patologias

= Mama
= Tiroides
\ = CUNE

Melanoma
= Pancreas
= Géstrico

= Colon

Figura 1. Diagrama circular de la distribucién por
patologias.
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De todas las patologias recibidas durante el
periodo de estudio predominé cancer de tiroides
(39 %), seguido de cidncer de mama (35 %),
melanoma (5,8 %), cancer gdstrico y cancer
de pancreas (3,9 %), el resto (cuello uterino
neuroendocrino, pulmén, LMA/LLA y céancer
de colon, solo 1,9 %.

La Figura 2 muestra la corrida en gel de
agarosa al 1 % del material genético obtenido a
partir de la BL.. La banda identificada como Pac
visualiza un alto contenido y conservacion del
material genético. La banda identificada como
PM corresponde al marcador de peso molecular
empleado en el estudio.

Figura 2. Corrida en gel de agarosa al 1 % de la
extraccion de ADNg a partir de la BL.

Figura 3. Corridas de geles de agarosa al 2 % de los productos de amplificacién por PCRpf de las 69 muestras

de la poblacién en estudio

La Figura 3a muestra en el carril PM el
marcador de peso molecular de 1Kb, los 13
carriles restantes corresponden a las corridas
de varias de las muestras para los marcadores:
GAPDH (carril 1 al 3), KRAS (carriles 4 al 9),
y RET/PTC 3 (carriles 10 al 13).

La Figura 3b muestra en el carril PM el
marcador de peso molecular 1Kb, el carril 2 el
marcador de peso molecular de 100pb, los 12
carriles restantes corresponden a las corridas
de varias de las muestras para los marcadores:

GAPDH (carril 1,2,3), BRCA 1 (carriles 4,5,6),
BRCA 2 (carriles 7,8,9) y BRAF (carriles
10,11,12).

La Figura 3c muestra en los carriles PM y 14
al marcador de peso molecular 100pb, el carril
2 el marcador de peso molecular de 1Kb, los 11
carriles restantes corresponden a las corridas
de varias de las muestras para los marcadores:
BRAF (carril 3y 4), NRAS (carriles 5,6,7 y 8),
RET/PTCI (carriles 9, 10, 11 y 12) y GAPDH
(carril 13).

Vol. 37, N© 3, septiembre 2025
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Por tltimo, la Figura 4 muestra parte de uno
de los electroferogramas obtenidos a partir de la
secuenciacion automatizada de los productos de
PCRpfdeunaBL.Laslineas de diferentes colores
representan laapariciéon en el grafico de cadauna
de las bases. Las letras corresponden a cada una
de las bases del cédigo genético, y los nimeros
en la parte superior representan la enumeracion
de las bases de la porcién secuenciada.

80
T CGACACA SH

100
GAGGAGTAC

Figura 4. Electroferograma de las secuenciaciones
automatizadas de los productos de PCR a partir de
BL. Secuenciacion de unaregion del gen KRAS para
un paciente con cancer de pancreas.

DISCUSION

Los resultados de este trabajo ponen como
evidencia por primera vez en nuestro pais, la
utilidad de la BL para estudios genéticos en
oncologia. Como se puede observar en la Figura
2 y 3 el protocolo de la URIOM utilizando la
BL permite obtener un material genético de alta
calidad y pureza con el que se logré amplificar
cada uno de los biomarcadores tumorales
especificos, lo que conllevé a una orientacién
de conducta terapéutica individualizada y
personalizada para cada paciente .
Losresultados obtenidos en este trabajo coinciden
con los reportados por las escuelas europeas y
americanas en la implementacion de la BL tanto
enlaconfirmacionde las enfermedades en etapas
avanzadas como en despistajes tempranos ‘9.
Podemos concluir en:
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1. La BL demostré ser para nuestro pais una
herramienta util, poco invasivo, econémico,
de resultados rapidos, eficaz y con excelente
sensibilidad yespecificidad paraeldiagnéstico,
prondstico y con capacidad para definir u
orientar el tratamiento inmunoldgico de la
oncologia moderna.

2. Es capaz de confirmar diagndstico onco-

I6gico empleando un panel especifico de
biomarcadores gendémicos, y redirigir la
terapéutica a emplear.

3. La BL permiti6 detectar fases avanzadas de

la enfermedad (perdidas de bases), que se
correlacionan con fase terminal de la misma,
que conllevan a implicaciones clinicas
importantes, superando de este modo las
expectativas de este trabajo.
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