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;. Qué es la biopsia liguida?

e Alternativa simple y no invasiva a las biopsias tradicionales.
e Permite descubrir informacién sobre un tumor a través de una muestra de sangre.
e Investigacion inicial sobre biopsias liquidas en canceres de pulmdn, seno y prostata.

e Beneficio: poder detectar la progresion de la enfermedad antes de que desencadenen
sintomas clinicos, y de forma mucho mas segura.
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Células tumorales circulantes (CTCs)

Células que migran por el sistema circulatorio y son responsables del desarrollo de la metastasis

adistancia.
>  Tienenuna frecuencia de aparicion muy pequena
> Proporcionan un enfoque ideal para el diagnéstico del cancer
> Son principalmente grandes, con gran plasticidad y baja conductividad eléctrica
> Suprincipal biomarcador es el EPCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule)
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Métodos de obtencion

Segun propiedades fisicas
Imagenes de alta calidad

Segun caracteristicas funcionales
Nanotecnologia
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La mayoria de ellos incluyen la hemélisis de eritrocitos, la centrifugacion de la célulay su lavado,
esto supone una gran pérdida de informacién y una baja calidad de la misma.



Aplicaciones clinicas

Prondstico. Se trata de su rol principal. Su presencia en sangre esta directamente ligada a
la presencia de alglin cancer.

[ Diagnostico. Sustituto de las biopsias tradicionales para casos concretos. También refleja
la respuesta del cuerpo ante diversos tratamientos.

A Terapeutica. Las CTCs reflejan la evolucion del cancer en el paciente. Principalmente la
metilacion del DNA.



ADN tumoral circulante

Es un tipo de cfDNA (cell-free DNA) que se origina de las células tumorales.

>  Generalmente proviene de la necrosis y apoptosis de las células tumorales, asi como de |a
liberacién por parte de estas

> Normalmente fagocitado por los macréfagos que en ocasiones lo liberan cuando carecen
de capacidad para fagocitarlo

>  Tiene unavida media de entre 16 minutos y las dos horas y media
> Supeso oscila entre los 10 ng/mly los 100 ng/ml
>  Unicamente entre el 0,1-10 % del ctDNA es cfDNA
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Métodos de obtencion

Segun si se buscan genes mutados o cambios cromosémicos concretos se diferencia entre:

% Enfoque especifico
>  PCR (Polymerase Chain Reaction))
> NGS (Next-Generation Sequencing)
«  Sin enfoque especifico
>  WGS (Whole Genome Sequencing))
>  WES (Whole Exome Sequencing))



Aplicaciones clinicas

d  Diagnostico. Proporciona informacion relativa a mutaciones desconocidas debido a su
correlacion con los canceres

Monitorizacidén. La cantidad de ctDNA es directamente proporcional a la carga tumoral
tras una operacion. Control de la respuesta ante tratamientos

d  Evolucion molecular. Detectar genes que presentan resistencia ante determinados
tratamientos



Exosomas

VYVYVYY

Nanovesiculas de entre 40y 100 nm

Liberadas por las células al ser recicladas por los endosomas
Existentes en la mayor parte de fluidos

Formados por una bicapa de lipidos

Contienen proteinas, RNAy DNA
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Métodos de obtencion

% Segln tamano, morfologia y densidad
% Ultracentrifugacion

<% Precipitacion

<%  Captura por inmunoafinidad



Aplicaciones clinicas

A Las proteinas presentes en los EXOs sirven tanto para el diagnéstico como el pronéstico.

[ Tanto el RNA como el DNA sirven de complemento al estudio de las proteinas. Asimismo,
son utiles a la hora de monitorizar pacientes.

@  Enconjunto los EXOs reflejan la respuesta de los enfermos ante las distintas terapias a las
gue son sometidos.

Sin embargo, el estudio y andlisis de los exosomas es el menos avanzado de los tres. Por lo que se
requiere de mayores estudios y pruebas para establecer conclusiones definitorias.



Biopsia liguida VS biopsia tradicional

Standard - Liquid
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Las biopsias liquidas tienen el potencial de revolucionar la deteccion del cancer, pero todavia
existen desafios para su uso generalizado.



Articulo

Introduccion

e El ctDNA es una gran promesa como herramienta para la deteccion temprana del cancer, asi
como para monitorizar la progresion de esta enfermedad y sus respuestas terapéuticas.

e La poca abundancia de ctDNA en la sangre junto con los errores técnicos complican la
deteccion de mutaciones.

TNER (Tri-Nucleotide Error Reducer) -> es un método que ayuda a lograr una mejor precision y a
reducir los errores de secuenciacion.



TNER

Substitution Example C>A

5" nucleotide 3’ nucleotide

class 16 mutation types
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TNER

87 genes relacionados con el cancer -> 147.000 bases de estudio.

tasas de mutacion de sujetos sanos -> errores de mutacion que no son de origen tumoral.

Para este estudio se utiliza un grupo de 14 sujetos sanos.



TNER

Para un nucleétido en el grupo TNC i (i =1,..., 96) en la posiciéonj (j =1, ... J), donde J es el total de bases
estudiadas (147.000), el numero de errores Xij observados en Nj se asume que sigue una distribucion
binomial.

Xij ~ BlIlOIIl (N], 7rij)

La tasa de error de mutacion original (BMER en adelante) en la posicidn j se puede estimar utilizando el
promedio de error en dicha posicion de todos los sujetos sanos, 1'ij. Para mejorar la estimacion de 1, se
propone que siga una distribucién beta dentro de un TNC.

n ~ Beta (o, B)

Por conveniencia, se reparametriza la distribucién beta de la siguiente manera.

n ~ Beta (u,v) ,with p = s andv=o+B
a-+ P




TNER

Los parametros anteriores de la distribucion beta se pueden estimar en funcion de la distribucion
BMER en un TNC utilizando el método de los momentos.

) atz
a+pB+n

—wp+ (1—w)z/n

7

La media posterior de la BMER para la posicién j con TNC i se puede estimar de la siguiente forma

Para calcular el peso se adopta un peso modificado que equilibra el tamano relativo de la tasa de
error TNC y la tasa de error especifica de la posicion.




TNER

El umbral para la deteccion de mutaciones se puede definir en funcion del limite del intervalo superior
posterior de Trij.

donde
B () es la funcién cuantil de la distribucion beta.
1~ij es la estimacion posterior de la tasa de error de mutacién.
Nj es el promedio en j de los sujetos sanos.

Si tasa de error de mutacion observada en la posicién j con TNC i < Bij
TNC <= ruido de fondo

else
TNC <= mutacién verdadera



TNER
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TNER

Otras alternativas:

- Dinucledtidos:
- Mas simple
- Peores resultados
- Pentanucledtidos o heptanucledtidos:
- Mas complejo
- Mejores resultados



TNER

Conclusiones

Las biopsias liquidas se estan convirtiendo en una herramienta importante como complemento a las
biopsias tradicionales.

El método TNER proporciona un enfoque novedoso para conseguir una deteccion de mutaciones
mas precisa en las biopsias liquidas.
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