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La biopsia liquida: una nueva herramienta en el manejo del cancer oral
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RESUMEN

Actualmente las biopsias liguidas han emergido como
una potencial herramienta para el manejo del cancer oral.
Su aplicacion ha demostrado ser clave en el desarrollo
de una oncologia de precisidén gracias a su capacidad de
proporcionar informacion molecular de una manera mi-
nimamente invasiva, a diferencia de la biopsia de tumor
solido. Ademas, ofrecen una vision global de la hetero-
geneidad tumoral que se produce en la carcinogénesis
oral, tanto en el momento diagnostico como durante la
evolucion de la enfermedad, lo cual tiene un impacto im-
portante en la respuesta al tratamiento, asi como, en la
progresion de la enfermedad. EI ADN libre circulante, las
células tumorales circulantes, los micro-ARN, vy los exo-
somas, constituyen los biomarcadores tumorales mas
comunmente estudiados en biopsias liquidas de sangre.
Aungue es necesario aumentar el niumero de estudios vy
la sensibilidad de las herramientas de analisis molecular,
la aparicion de la inteligencia artificial y el desarrollo de
tecnologias cada vez mas precisas permitird, en los proxi-
mos anos, la implementacion clinica de la biopsia liquida
en el manejo del cancer oral, revolucionando el diagnosti-
co, el prondstico vy el tratamiento de esta patologia.

PALABRAS CLAVE: biopsia liquida, cancer oral, biomarcadores, ADN
tumoral circulante, células tumorales circulantes, microARNSs, exosomas.

INTRODUCCION

Las biopsias liquidas han emergido como una nove-
dosa estrategia en la deteccion temprana de enfer-
medades, asi como en el manejo de éstas durante el
tratamiento y su curso evolutivo. Durante la Ultima
década, de entre todas las disciplinas médicas, es
particularmente en el campo de la oncologia don-
de se produjo su mayor desarrollo, transformando el
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ABSTRACT

Currently, liquid biopsies have emerged as a potential tool for the
management of oral cancer. Their application has proven to be
crucial in the development of precision oncology due to their abi-
lity to provide molecular information in a minimally invasive man-
ner, in contrast with solid tumor biopsies. Additionally, they offer
a comprehensive view of the tumor heterogeneity that occurs in
oral carcinogenesis, both at the time of diagnosis and during the
disease, which has a significant impact on treatment response and
disease progression. Circulating free DNA, circulating tumor cells,
microRNAs, and exosomes are the most studied tumor biomar-
kers in blood liquid biopsies. Although there is a need to increa-
se the number of studies and the sensitivity of molecular analysis
tools, the emergence of artificial intelligence and the development
of increasingly precise technologies will allow for the clinical im-
plementation of liquid biopsies in the management of oral cancer
in the coming years, revolutionizing the diagnosis, prognosis, and
treatment of this condition.

KEY WORDS: liquid biopsy, oral cancer, biomarkers, circulating tumor-
al DNA, circulating tumor cells, microRNAs, exosomes.

enfoque diagndstico, el tratamiento y el seguimien-
to de multiples tipos de cancer. La biopsia liguida
se basa en el analisis de diferentes moléculas tales
como los acidos nucleicos (ADN y ARN), las célu-
las tumorales circulantes (CT7Cs), las proteinas o los
metabolitos, entre otras. Su estudio puede llevarse a
cabo en diferentes fluidos corporales, como sangre!,
saliva?, liguido cefalorraquideo?®, leche materna* »»
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FIGURA 1. Cronologia de los principales hallazgos relacionados con la biopsia liquida.

»> U orina®. La posibilidad de detectar y caracte-
rizar estas moléculas en diferentes biofluidos repre-
senta una alternativa mas rapida y menos invasiva de
deteccion y manejo del cancer, en comparacion con
otras técnicas, lo que supone un avance significativo
para la oncologia moderna. Su capacidad para iden-
tificar alteraciones genéticas y gendmicas, asi como
para obtener gran cantidad de informacion sobre el
perfil molecular cambiante del tumor, es clave en la
implementacion de tratamientos personalizados en
la clinica diaria, dando un impulso al desarrollo de la
oncologia de precision®.

En la actualidad, el cancer oral sigue siendo uno de
los canceres mas prevalentes’, representando un gra-
ve problema a nivel global, siendo su incidencia ma-
yor en |los paises menos desarrollados. La Sociedad
Espanola de Oncologia Médica (SEOM) estima que el
presente afo 2023, el cancer oral serd uno de los diez
cadnceres mas diagnosticados en Espafa, con mas de
7.000 casos nuevos previstos®. Cuenta con una etio-
logia multifactorial y, en la mayoria de los casos, su
desarrollo esta relacionado con diversos factores de
riesgo tales como el tabaco, el consumo de alcohol®,
la infeccion del virus del papiloma humano (VPH)®
o la presencia de desdrdenes orales potencialmente
malignos’, entre otros. Aungue su pronostico es bue-
no cuando es diagnosticado en estadios tempranos
la realidad es que, a dia de hoy, a pesar de las mejo-
ras en el sistema sanitario, la mayoria de los casos de

carcinoma oral de células escamosas (COCE), el tipo
histoldgico mas comun, siguen siendo diagnosticados
en estadios avanzados en los que las posibilidades te-
rapéuticas, de calidad de vida y de supervivencia dis-
minuyen considerablemente® Cabe destacar que, en
los ultimos afios, se ha detectado un incremento en
la incidencia de cancer oral principalmente en muje-
res sin factores de riesgo clasicos conocidos®®, lo que
evidencia la existencia de otros factores etioldgicos
fuera de los comunmente descritos implicados en la
carcinogénesis oral lo cual complica el entendimiento
y la prevencion de la enfermedad.

En la practica clinica diaria, la biopsia de tejido tumo-
ral junto con su posterior diagndstico histopatoldgi-
co sigue siendo el gold standard para el diagndstico
del cancer oral, sin embargo, solo ofrece informacion
puntual y relativa a la zona biopsiada por lo que, no
se obtiene un perfil molecular (informacidn genética
y gendmica) completo del tumor. En contraposicion,
la biopsia liquida ofrece una vision global de la hete-
rogeneidad tumoral en el momento del diagnodstico y
ademas, también permite conocer cdmo varia ésta a
través del tiempo, durante el tratamiento vy el segui-
miento posterior del paciente (figura 2).

En esta revision introduciremos los conceptos gene-
rales relacionados con la biopsia liquida y definiremos
algunos de los biomarcadores que podemos estudiar
en ella, asi como su aplicacion actual en el manejo del
cancer oral. >
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v’ Estandar de diagnéstico

v Validada clinicamente

v’ Aporta evaluacion histolégica

X Invasiva

X Dificilmente reproducible

X Supone una cirugia

X No evolucion a tiempo real

X No representa la heterogeneidad

tumoral

v Minimamente o no invasiva

v’ Facil acceso

v Repetible en el tiempo

v Monitorizacién a ‘tiempo real’

v’ Heterogeneidad tumoral espacial y
temporal

X No validada clinicamente

X Falta de estandarizacion

X Falta de sensibilidad en las técnicas

FIGURA 2. Comparacion entre la biopsia solida de tejido y la biopsia liquida. Se describen las ventajas e inconvenientes de ambas técnicas.

BIOMARCADORES EN CANCER ORAL

En los ultimos afios, numerosos estudios han desta-
cado el gran potencial de la aplicacion de la biopsia
liquida en el cancer. Respecto al cadncer oral, aungque
la evidencia cientifica ha evidenciado que el uso de
biomarcadores en biopsia liquida tiene aplicabilidad
directa en esta patologia tumoral, la realidad es que

Biomarcadores en biopsia liquida

cfDNA o
Torrente sanguineo
M CtDNA
A mIRNA
® crc
Cluster de
CTCs
(@) VEs

Tumor primario

FIGURA 3. Principales biomarcadores en biopsia liquida en
sangre. Estos biomarcadores son liberados al torrente sangui-
neo por parte de las células tumorales en diferentes cantidades.
Abreviaturas: cfDNA: ADN libre celular circulante; ctDNA: ADN
tumoral circulante; miRNAs: micro-ARNSs; CTCs: células tumorales
circulantes; VEs: vesiculas extracelulares.

su desarrollo sigue estando en su infancia. A conti-
nuacion, se describen los biomarcadores mas comun-
mente usados en investigacion (figura 3).

ADN libre celular circulante y ADN tumoral circulante
El ADN libre celular circulante, conocido como cfDNA
(por sus siglas en inglés, cell-free DNA), representa
el biomarcador mas estudiado en la biopsia liquida.
Su utilidad clinica fue descrita por primera por Man-
del y Métais en 1948, sin embargo, no fue hasta 1977
cuando se relaciond por primera vez con el cancer”. El
cfDNA se compone principalmente de ADN de doble
cadena de diferentes tamafos vy es liberado en distin-
tas cantidades a los diferentes biofluidos corporales,
mediante procesos celulares como la muerte celular
(apoptosis), la degradacion celular (necrosis) o la
secrecion activa (figura 4)®. Aungue en condiciones
normales, la mayor proporcion de cfDNA proviene del
sistema hematopoyético, en los pacientes con cancer,
aparte del cfDNA proveniente de células sanas, exis-
te un pequeno porcentaje variable de origen tumoral
conocido como ADN tumoral circulante (ctDNA, del
inglés circulating tumoral DNA). El ctDNA se carac-
teriza por presentar mutaciones somaticas, cambios
genéticos en las células del cuerpo gue no han sido
heredados, que proceden del tumor. La informacion
que aporta el ctDNA es muy importante para enten-
der como se desarrolla y se propaga la enfermedad
tumoral, asi como para identificar dianas terapéuticas
dirigidas a las mutaciones especificas presentes en las
células tumorales. La concentracion de este ctDNA
varia dependiendo del tipo de cancer vy el estadio en
el que se encuentra, asi como de otras caracteristicas
relativas al tumor como el grado de vascularizacion, la
localizacion o la respuesta al tratamiento®. >J
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Mecanismos de secrecion del cfDNA

Cuerpos
apoptéticos

A) Apoptosis B) Necrosis C) Secrecion activa

FIGURA 4. Principales origenes del ADN libre celular circulante: Apoptosis, Necrosis y Secrecion Activa. A) La apoptosis representa un
proceso de muerte celular programada que ocurre de manera controlada y ordenada. Durante la apoptosis, las células se encogen, la croma-
tina se condensa y terminan fragmentandose en pequenas vesiculas, que posteriormente son fagocitadas por células vecinas o del sistema
inmunologico. B) La necrosis supone una muerte celular no programada vy arbitraria. Durante la necrosis, las células se hinchan y estallan,
liberando su contenido al entorno circundante. C) En la secrecion activa se produce una liberacion controlada y regulada de cf/DNA vy puede

ser parte de procesos fisioldgicos o patoldgicos sin tener que estar necesariamente relacionado con la muerte celular.

Abreviaturas: cf/DNA: ADN libre celular circulante.

3> Enlos ultimos afos este biomarcador esta sien-
do muy estudiado debido a la gran variedad de infor-
macion que otorga de forma minimamente invasiva
sobre el tumor primario y/o las metastasis®. El ctDNA
no solo aporta conocimiento sobre las alteraciones
genéticas presentes, como las mutaciones y los cam-
bios en el numero de copias de genes, sino también
sobre las alteraciones epigenéticas como la metila-
cion (adicion de grupos metilo, CH,, al ADN que pue-
de afectar a la regulacion de los genes)?.
Desde el punto de vista del cf/DNA como biomarca-
dor, tanto su concentracién como su caracterizacion
genética (mutaciones) y epigenética (metilacion, en-
tre otros) han demostrado su aplicabilidad clinica en
el manejo del céncer. En el COCE, se ha observado un
incremento de la concentracion de cf/DNA respecto
alos individuos sanos, detectandose niveles mas ele-
vados en pacientes con estadios mas avanzados®?,
El analisis del cfDNA permite definir el perfil molecu-
lar de los tumores orales, representando una oportu-
nidad de futuro para identificar las mutaciones mas
prevalentes en esta patologia*. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que, en particular, el ctDNA se en-
cuentra en unas cantidades muy bajas en los esta-
dios tempranos, lo que hace necesario el desarrollo

de técnicas de alta sensibilidad que permitan su de-
teccion y analisis®.

Células tumorales circulantes

Durante el desarrollo tumoral, las células adquieren
una serie de cambios genéticos y epigenéticos que
les permiten adaptarse al entorno cambiante del
cancer, de esta forma se crea un ambiente tumoral
en el que conviven células tumorales de diferentes
fenotipos?®. Las células cancerigenas comienzan con
una transicion epitelio-mesenquimal (EMT, del inglés
Ephitelial Mesenchymal Transition) que les permite
abandonar el tumor primario a través del torrente
sanguineo o el sistema linfatico para posteriormente
desplazarse de forma individual, aisladas, o en grupo
formando clusters, constituyendo lo que conocemos
como CTCs (del inglés, circulating tumor cells). Los
clusters sobreviven en circulacién con mayor faci-
lidad evadiendo con frecuencia la accién del siste-
ma inmune. Aquellas células que logran sobrevivir
en circulacion tienen que revertir el proceso de EMT
para volver a adquirir rasgos epiteliales, lo cual les
permite abandonar el torrente sanguineo, anidar en
otras localizaciones corporales y comenzar a proli-
ferar?”, originando un nuevo ambiente tumoral »»
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»» Qque conocemos como metastasis®?®, Este cre-
cimiento a distancia de las células tumorales es la
principal causa de muerte de los pacientes con can-
cer debido a que al ser una entidad diferente a la del
tumor primario, las terapias aplicadas al paciente no
son tan efectivas (figura 5)*.

Uno de los problemas que presenta el estudio de las
CTCs, es que tienen una alta degradabilidad y se en-
cuentran en una cantidad muy baja (3 10 células por
mililitro de sangre) en medio de otros componentes
sanguineos, lo que complica su deteccion y posterior
analisis?®3°3 Para detectar esta pequefa proporcion
de células, el Unico sistema aprobado por la FDA es el
CellSearch (Menarini Silicon Biosystems, Italy), cuya
tecnologia se basa en el estudio de los antigenos que
se expresan en las CTCs, pero no en el resto de las
células circulantes. Aungue este dispositivo se utili-
za diariamente y estd aprobado para monitorizar a
los pacientes que padecen distintos tipos de cancer
como mama, colorrectal o prostata, en cancer de ca-
beza y cuello no existen muchos estudios relaciona-
dos con su uso y aplicacion®.

Micro-ARNs

Los miRNAs (derivados del inglés, microRNAS), cons-
tituyen una familia de pequefios ARNs monocatena-
rios no codificantes, es decir, gue no se traducen en
proteinas, y estdn compuestos por una serie de en-
tre 18-25 nucledtidos de longitud. Fueron descritos
por primera vez en 1993* vy estadn encargados de la
regulacion de la expresion genética a nivel postrans-
cripcional, justo antes de que las moléculas de ARN
se traduzcan en proteinas®. Este proceso implica su
union a secuencias complementarias presentes en la
region no transcrita del ARN mensajero, lo que con-
duce a la inhibiciéon de la traduccion, y por tanto la
supresion o la degradacion del gen®.

En la actualidad, se han identificado mas de 2,000
mIRNASs capaces de regular la expresion de aproxi-
madamente un tercio de los genes en el genoma hu-
mMano*, teniendo un impacto directo en el metabo-
lismo, la apoptosis y la proliferacion celular®3®, En el
contexto del cancer, desempefnan un papel relevante
en la regulacion del microambiente tumoral, la angio-
génesis, la migracion celular o el proceso de metas-
tasis®*, actuando como promotores o supresores tu-
morales dependiendo de su nivel de expresion®.

Una caracteristica importante de los miRNAs es su
estabilidad en condiciones adversas, ya gque no son
susceptibles a la accion de la RNAsa enddgena, una
enzima que los degradaria en condiciones normales,
lo que haria que no pudieran cumplir su funcioén re-
guladora en la expresion. Se encuentran en diferen-
tes biofluidos como la sangre, la saliva o la orina vy,
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FIGURA 5 Etapas secuenciales del proceso de formacion de la me-
tastasis llevado a cabo por las células tumorales que se encuentran
en el tumor primario (12 neoplasia). Abreviaturas: EMT: Transicion
Epitelio-Mesénquima; MET: Transicion Mesénguima-Epitelial.

cuando son detectados en circulacion, se denominan
mMIRNASs circulantes*?. La presencia de los m/IRNAs
en las biopsias liquidas es debida mayoritariamente a
tres procesos: (1) la liberacion pasiva de miRNAs ce-
lulares debido a la apoptosis celular y el dafio tisular,
(2) la secrecion activa selectiva como miRNAs libres
y (3) la secrecidon activa en microvesiculas y exoso-
mas*. En este contexto, el perfil de expresion »>»
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de los miIRNAs circulantes puede reflejar el perfil del
tumor primario o las lesiones metastasicas, lo que fa-
cilita la deteccion del cancer en sus diferentes etapas
de manera no invasiva.

Numerosos estudios se han centrado en al analisis de
los miRNAs circulantes en el cancer oral, demostrando
su potencial aplicacién clinica en el diagndstico, pro-
nostico, y tratamiento*“°. A pesar de que se han iden-
tificado multiples miRNAs desregulados en biopsias
liguidas de pacientes con cancer oral, son necesarios
mMas estudios para dilucidar su papel en el desarrollo y
la progresion del cancer oral”.

Vesiculas extracelulares (exosomas)

Las vesiculas extracelulares (VEs) fueron descritas
por primera vez en 1983 y representan unas molécu-
las bioactivas que intervienen en nUMerosos procesos
bioldgicos, tanto fisioldgicos como patoldgicos e,
Las VEs pueden ser secretadas por las distintas célu-
las corporales, incluyendo aquellas de origen tumoral,
y comprende un grupo heterogéneo de estructuras,
generalmente de forma esférica y con tamano dife-
rente, recubiertas por una membrana entre las cuales
se encuentran las microvesiculas, los exosomas vy los
cuerpos apoptdticos™.

Los exosomas representan una subpoblaciéon de VEs
de tamano reducido, con didmetros inferiores a 150
nm, y cuya presencia ha sido identificada en el mi-
croambiente tumoral. Estas vesiculas actlan como
mensajeros intercelulares debido a que en su inte-
rior contienen biomarcadores especificos de la célu-
la de la que provienen tales como proteinas, lipidos,
miRNAs y demas material genético, pudiendo ser
captados por las células adyacentes o distantes, des-
encadenando cambios en su funcionamiento. En el
contexto del cancer, las VEs desempefan un papel
fundamental en los procesos de carcinogénesis®, in-
vasion tumoral y metéstasis, pudiendo tener un efec-
to tanto promotor como inhibidor tumoral®.
Concretamente, en el COCE, se ha demostrado la im-
portancia que tiene el contenido de los exosomas en
la migracion e invasion de células cancerigenas®, en
la formacion de la metastasis™ , asi como otros pro-
cesos moleculares claves en la carcinogénesis oral®®.
Ademas, ya se han identificado m/RNAs oncogénicos
en exosomas de pacientes con cancer oral, lo que re-
salta el interés de estudiar el contenido de los exoso-
mas para identificar potenciales biomarcadores para
el cribado del cancer oral®, asi como posibles dianas
terapéuticas. Es por ello por lo que, la secreciéon y
composicion de los exosomas tiene un gran interés
bioldgico en la identificacion de nuevos biomarcado-
res tumorales no invasivos?.
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LA BIOPSIA LIQUIDA Y SU FUTURO
EN EL CANCER ORAL

Aungue el término “biopsia liquida” es relativamen-
te reciente, acunado por Pantel y Panabieres en el
2010%, ya en el siglo V d.C, Hipodcrates exponia la teo-
ria que defendia la importancia del equilibrio de los 4
liquidos o “humores” (sangre, flema, bilis negra vy bilis
amarilla) que componian el cuerpo humano®. Desde
ese momento se han hecho muchos avances que han
contribuido a que la biopsia liquida hoy en dia sea
una herramienta clave en el desarrollo de una onco-
logia de precision, la cual ya es una realidad clinica en
el diagnostico vy tratamiento de algunos tumores en
nuestro sistema sanitario.

Sin embargo, a pesar de los continuos avances cien-
tificos y el aumento del nimero de estudios, todavia
gueda un largo camino por recorrer antes de lograr la
implementacion clinica de la biopsia liquida en el ma-
nejo del cancer oral. Por un lado, es necesario estan-
darizar los métodos de aislamiento, procesado y ana-
lisis de los diferentes biomarcadores, lo que permitira
trasladar los resultados obtenidos entre los diferentes
estudios a la clinica?. Por otro lado, es imprescindible
avanzar en el desarrollo de técnicas mas sensibles y
precisas, gue permitan detectar y seguir el comporta-
miento de los marcadores tumorales durante la evolu-
cion de la enfermedad.

La biopsia liquida tiene un gran potencial para la
identificacion minimamente invasiva de diferentes
biomarcadores tumorales (proteinas, miRNAs, meta-
bolitos, mutaciones o metilacion) involucrados en el
cancer oral. El desarrollo de estudios multicéntricos
prospectivos y de modelos predictivos robustos, que
integren diferentes biomarcadores, serad clave en el
manejo personalizado del cancer oral, facilitando su
implementacion clinica, desde el diagnostico, al tra-
tamiento y evolucion de la enfermedad. Ademas, la
implementacion de nuevas tecnologias avanzadas
como la Inteligencia Artificial (IA) y el Machine Lear-
ning (ML) permitird el analisis de una gran cantidad
de datos que ayudara a la integracion clinica de la
biopsia liquida en el cdncer oral, lo que representara
un importante avance en el diagnostico, prondstico y
tratamiento de este tumor mejorando las probabili-
dades de supervivencia y curacion de los pacientes.
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