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RESUMEN

En linfomas, la biopsia liquida es una prueba no invasiva que juega un papel importante en
la complementacion del diagndstico, como la evaluacion de la eficacia, el prondstico y en
la monitorizacion de la recurrencia temprana y la resistencia a drogas. En la era de la
medicina de precision, la informacion genética es muy importante para dirigir las opciones
terapéuticas. ElI método estandar para evaluar la respuesta al tratamiento en pacientes con
linfomas, es la tomografia por emision de positrones, pero en algunos casos es insuficiente.
Los avances en la tecnologia de deteccion, las investigaciones y la aplicacion de la biopsia
liquida en hemopatias malignas, ha atraido la atencion de los investigadores. El objetivo es
realizar una revision del estado actual de la biopsia liquida en linfomas y sus principales
indicaciones.

Palabras clave: biopsia liquida; ADN tumoral circulante; linfoma.

ABSTRACT

Concerning lymphomas, liquid biopsy is a non-invasive test that plays an important role in

complementing the diagnosis, such as in assessing efficacy, prognosis, and for monitoring
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early recurrence and drug resistance. In the era of precision medicine, genetic information
is very important for directing therapeutic options. The standard method for assessing
response to treatment in patients with lymphomas is positron-emission tomography, but it
is, in some cases, insufficient. Advances in detection technology, research, and the
application of liquid biopsy in malignant hemopathies have attracted the attention of
researchers. The objective is to review the current status about liquid biopsy in lymphomas
and its main indications.
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Introduccidn
Una "biopsia liquida" es un biomarcador que puede aislarse de fluidos corporales como
sangre, saliva, orina, liquido cefalorraquideo, ascitis o derrame pleural, la biopsia liquida
debe ser representativa del tejido que se ha originado. Tiene ventajas sobre la biopsia de
tejido porque permite la deteccion temprana de la enfermedad, la evaluacion de la
heterogeneidad tumoral y el estudio de su dinamica, monitoriza la respuesta al tratamiento,

ademas, de la evaluacion de las metastasis en tiempo real.

Los fragmentos libres de ADN (fLADN) se vierten en el torrente sanguineo a una baja
concentracion en el plasma como fragmentos de ADN bicatenarios que son
predominantemente cortos (< 200 pares de bases), estos derivan de las células que sufren
apoptosis.®

La cantidad total de fITADN en pacientes con linfoma es siempre mayor gue en sujetos sanos
de la misma edad y sexo, con una concentracion media de 30ng/ml de plasma.G* Los
niveles de ADN tumoral circulante (ctbNA por sus siglas en inglés) varian segun los
diferentes subtipos de linfomas, siendo mayor en los agresivos que en linfomas indolentes.
Ademas, del tipo de linfoma, el volumen tumoral también, afecta los niveles de ctDNA, que

son mas altos en la enfermedad en estadio avanzado que en enfermedades limitadas.® En
2
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individuos sin neoplasias malignas, el ctDNA en el plasma, deriva principalmente de la
apoptosis de las células hematopoyeticas normales. EI ctDNA puede aumentar sus niveles
en condiciones para-fisioldgicas como traumatismos, quemaduras o ejercicio intenso. En
sujetos sanos, los rangos de concentracion del ctDNA son entre 1y 10 ng/ml.®

Para aislar el ctDNA, se deben tener algunas precauciones técnicas importantes para evitar
la lisis de los globulos blancos que pueden contaminar el ctDNA con ADN gendémico
(ADNg). Si se wusan tubos colectores estandares que contienen &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante, se recomienda la extraccion de
plasma dentro de las 3 horas de la recoleccion de la sangre periférica.® Los tubos BCT
Streck, pueden estabilizar cfDNA y pueden prevenir la contaminacion por ADNg de
gl6bulos blanco por hasta 14 dias a una temperatura entre 6 y 37 °C.() Después de la
recoleccion, se separa el plasma de la sangre corpuscular por centrifugacion de la muestra
a 800 rpm a 4 °C durante 10 min. Una segunda centrifugacién a 13,000 rpm a 4 °C durante
10 minutos permite sedimentar y eliminar las células restantes del plasma. Las muestras se
almacenan en alicuotas de 1 ml a -80 °C hasta la extraccion de ctDNA. Después de la
extraccion, el fIADN generalmente se cuantifica mediante una fluorometria.
Aproximadamente 30-40 ng de fIADN son necesarios para el posterior analisis molecular.®
El objetivo es realizar una revision del estado actual de la biopsia liquida en linfomas y sus

principales indicaciones.

Analisis del perfil personalizado por secuenciacion profunda

(CAPP-Seq por sus siglas en ingles) para definir el genotipo de
linforma en fIADN

Las neoplasias linfoides albergan un marcador molecular Gnico que es el reordenamiento
genético de inmunoglobulina (1g), la identificacion de este biomarcador en el fTADN puede
usarse para rastrear la enfermedad residual minima (MRD por sus siglas en inglés) durante
el curso del tratamiento. Una vez, que el reordenamiento del gen Ig ha sido identificado en
la biopsia del ganglio linfatico, es posible evaluar la cantidad de este reordenamiento en el
fIADN usando secuenciacién masiva (next generation sequencing [NGS] por sus siglas en

inglés) o métodos basados en la reaccion en cadena de polimerasa. Los estudios han
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demostrado que la proporcion de fIADN que lleva el reordenamiento de Ig especifico de
linfoma, disminuye rapidamente en pacientes que responden a la terapia y, tiende a
permanecer negativo en aquellos que mantienen la respuesta; por el contrario, la
reordenacion de Ig sigue siendo alta en pacientes que no responden al tratamiento. Estos
pacientes experimentan una peor supervivencia libre de progresion y una peor supervivencia
global en comparacion con pacientes con reordenamiento indetectable del gen 1g.°% Este
método es muy eficaz en el monitoreo de MRD pero tiene algunas dificultades. A pesar, de
su valor como herramienta prondstica, utilizandose el reordenamiento del gen de Ig para
cuantificar ctDNA en Linfomas Difusos de Células Grandes B (LDCGB), ésta tiene
sensibilidad limitada en entornos de baja carga tumoral y aplicabilidad reducida debido a
procesos de hiper-mutacion somatica, que conduce a dificultades para identificar secuencias

clonotipicas.**

Diagnostico de linfoma por ctDNA
El ctDNA no puede sustituir el diagnéstico del linfoma por la biopsia de tejido. Solo en un

escenario unico, poco frecuente y especial, es el linfoma primario del sistema nervioso
central (PCNSL por sus siglas en inglés) donde las lesiones cerebrales sean quirirgicamente
inaccesibles, podria algtn dia utilizarse el diagndstico por ctDNA.

La mutacion MY D88 L265P se encuentra hasta el 85 % de las biopsias de tejido del PCNSL
y nunca se detecta en tumores no hematologicos del sistema nervioso central (SNC), lo que
sugiere gque la mutacion es bastante sensible y altamente especifica como marcador para
PCSNL.1213)

Los ensayos de reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) para
detectar la mutacion MYD88 L265P pueden producir altas tasas de falsos positivos. La
mutacion de MYD88 L265P puede ocurrir en condiciones premalignas como las
gammapatias monoclonales de significado incierto y la linfocitosis monoclonal de células
B, ambos son relativamente comunes en el adulto mayor y por lo tanto, puede coexistir con
una masa cerebral en el mismo paciente.*4 Las muestras de plasma de grandes cohortes de

pacientes diagnosticados con una masa cerebral deben ser probadas para estandarizar los
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ensayos de PCR digital para la mutacion de MYD88 L265P y asi definir su precision

diagndstica antes de llevar esta prueba a la préctica clinica de rutina en los PCNSL.()

Biopsia liqguida como una herramienta para evaluar la

respuesta al tratamiento

La cuantificacion de ctDNA junto con la Tomografia por Emision de Positrones (PET/CT),
mejora la precision de la evaluacion de la enfermedad residual en los estudios intermedios
en comparacion, cuando solo se utiliza PET/CT en LDCGB y en Linfoma de Hodgkin. De
hecho, los pacientes PET/CT intermedio positiva, pero ctDNA negativa en biopsia liquida,
tienen altas probabilidades de cura. Estos resultados generan la hipotesis de que ctDNA,
puede complementar la evaluacion por PET/CT intermedio en LDCGB y Linfoma de
Hodgkin. Antes de traducir esta tecnologia en el manejo del LDCGB se precisa conocer la
sensibilidad acumulativa y especificidad del PET/CT y el monitoreo de ctDNA para
anticipar el curso clinico de los pacientes, esto debe definirse con precision en ensayos

Clinicos.(1516)

En Linfoma de Hodgkin, las técnicas de imagen, como el PET/CT después de 2 ciclos de
quimioterapia, proporciona una herramienta prondstica para predecir el resultado del
tratamiento. Sin embargo, los resultados intermedios del PET/CT son inconsistentes con el
resultado final entre un 20 % y un 30 % de los pacientes."1® Esta falta de especificidad y/o
sensibilidad puede corregirse, al menos en parte, por el monitoreo de la concentracion de
CtDNA durante el tratamiento. Un estudio, que analiza prospectivamente el ctDNA durante
el tratamiento en una cohorte de 24 pacientes con Linfoma de Hodgkin tratados de manera
homogénea, con el protocolo ABVD (adriamicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina),
mostré que el andlisis de ctDNA puede complementar el estudio intermedio con PET/CT
en la prediccion de alcanzar respuesta completa al final del tratamiento.*®)

Del mismo modo el anélisis de ctDNA por CAPP- Seq se ha estudiado al inicio y durante el
curso del tratamiento en un estudio multicéntrico de 217 pacientes con LDCGB tratados con
rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona (R-CHOP). Se han
identificados dos umbrales diferentes para predecir de manera Optima el resultado de los

pacientes; la respuesta molecular temprana (EMR por sus siglas en inglés) y la respuesta
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molecular principal (MMR por sus siglas en inglés). Estos umbrales, incluyen una caida de
2 log en el ctDNA después de un ciclo (EMR) y una caida de 2,5 log después de dos ciclos
(MMR), ésto predice la supervivencia libre de eventos después de la terapia de primera linea
de tratamiento. Curiosamente, el valor prondstico de la respuesta molecular mantuvo una
asociacion independiente con un mayor riesgo de progresion y muerte también en analisis

multivariados.@?

Reordenamientos del gen IgH en biopsia liquida como biomarcador de respuesta al
tratamiento en LDCGB
Dado que el LDCGB es una enfermedad neoplésica clonal, todas las células tumorales

comparten la misma secuencia de IgH VDJ, que es formado durante la fase de
reordenamiento del gen IgH en la maduracion de células B, se ha demostrado que estos
reordenamientos se pueden detectar en el tumor y en el plasma de pacientes con LDCGB.?Y
Varios estudios han evaluado el valor de la deteccion de reordenamientos genéticos de IgH
en plasma como biomarcador de monitorizacion de enfermedades no invasivas durante o
después del tratamiento.?2% Sin embargo, la tasa de éxito en la prediccion de la recaida es
variable entre los estudios (entre 33,3 y 88 %), las diferencias no pueden atribuirse al tipo
de terapia utilizada, R-CHOP, terapia de antigeno quimérico de células T receptoras (CART
por sus siglas en inglés) y trasplante alogénico de células madre (Allo-SCT por sus siglas
en inglés). Una explicacion aceptable de las discrepancias entre los estudios puede ser que
aquellos, con las tasas de sensibilidad mas altas (75-88 %) se realizaron en pacientes en los
que se habian detectado el reordenamiento en el momento del diagndstico en el tumor y/o
plasma.?22% Por lo tanto, puede ser relevante analizar la presencia de estas translocaciones
en el momento del diagnostico para identificar qué pacientes se beneficiarian mas con este
enfoque sobre todo en aquellos pacientes que podrian beneficiarse de intensificacion del
tratamiento.

En conclusién la biopsia liquida es un método no invasivo que puede ser utilizada en
pacientes con diagndéstico de linfoma porque: mejora caracterizar la biologia y patogénesis
de la enfermedad. Identifica nuevos marcadores pronosticos y predictivos. Permite evaluar
de manera dindmica el ctDNA durante el tratamiento y puede predecir la probabilidad de
respuesta y la necesidad de intensificar los tratamientos.
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