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Resumen

Los avances en el ambito de la patologia y cirugia realizados entre 1500 y 1750 sirvieron como base
para su desarrollo en los siglos XVIII y XIX, comprendiendo la naturaleza y composicién macrosco-
pica y microscopica de los tumores benignos y malignos. Desde entonces, los conceptos se volvieron
a enfocar desde el 6rgano al tejido y a la célula, afectando el nacimiento de la histopatologia que ha
dominado esta ciencia durante siglo y medio. Luego, cuando el segundo milenio se acercaba a su fin,
nuevas y poderosas tecnologias comenzaron a forzar una nueva revision de las ideas alrededor de la
patologia convencional, desde las enfermedades basadas en alteraciones celulares hacia las enfermeda-
des basadas en genes, pasando por el estudio de moléculas individuales y su interaccion. El auge de la
medicina de precision comenzoé en la década de 1980 con el desarrollo de la inmunohistoquimica. Este
método permitid a los patdlogos investigar rapidamente la expresion de proteinas en piezas obtenidas
de muestras quirargicas. Estos niveles de expresion pronto serian relevantes para las subclasificaciones
de los tumores que no eran accesibles por la microscopia Optica clasica. Recientemente, la introduc-
cion de la patologia molecular tuvo un impacto positivo en el manejo de los pacientes con cancer, es-
pecialmente para seleccionar terapias dirigidas y permitir el uso de técnicas como las biopsias liquidas
que establecieron un nuevo estandar para los regimenes de monitorizaciéon continua durante el curso
de la enfermedad. Esta técnica permite la deteccidn de las recurrencias de la enfermedad antes que la
radiologia, lo que permite adaptar las terapias con anticipacion. Ademas, también puede detectarse el
desarrollo de mutaciones somaticas asociadas con la resistencia a las intervenciones realizadas.

Palabras Clave: Patologia; inmunohistoquimica; pruebas moleculares; medicina de precision.

Seccioén Patologia, Fundacion para la Investigacion Clinica y Molecular Aplicada del Cancer, Bogota, Colombia.

2 Departamento de Patologia, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia.

ISSN: 0120-5498 * Med. 43 (1) 74-95 « Enero - Marzo 2021



De la Inmunohistoquimica o 1a “Revolucion Marrén” al Desarrollo de la Biopsia Liquida en Patologia Tumoral

FROM IMMUNOHISTOCHEMISTRY OR THE “BROWN
REVOLUTION” TO THE DEVELOPMENT OF LIQUID
BIOPSY IN TUMOR PATHOLOGY

Abstract

Advances made between 1500 and 1750 in pathology and surgery served as grounds for fur-
ther progress in the 18th and 19th centuries in understanding the nature and the macroscopic
and microscopic composition of benign and malignant tumors. Since then, concepts were
re-focused from organ to tissue, to cell, ever smaller, affecting histopathology’s birth that has
held sway in pathology for just a century and a half. Then, as the second millennium drew to a
close, powerful new technologies began to force yet another revision of conventional pathol-
ogy ideas, from cell-based disease to gene-based disease, to individual molecules and their
interplay. The rise of precision medicine began in the 1980s with the development of immu-
nohistochemistry. This method permitted pathologists to quickly investigate various proteins’
expression on histological slides obtained from surgical specimens. These expression levels
would soon become relevant for subclassifications of tumors that were not accessible by light
microscopy alone. Recently, the introduction of molecular pathology positively impacted can-
cer patient management, especially for selecting targeted therapy and the use of techniques
like liquid biopsies that establish a new standard for continuous monitoring regimens during
disease. This technique allows the detection of cancer recurrences earlier than radiology, thus
allowing to adapt therapies earlier. Besides, the development of gene mutations associated
with resistance to administered therapies might also be detected.

Keywords: Pathology; immunohistochemistry; molecular tests; precision medicine.

Introduccion partir del decenio de 1940 empezaron a introducirse
metodologias biotecnologicas. Inicialmente, en la me-

Hasta la primera mitad del siglo XX, los estudios dida que mejoraba el conocimiento de la inmunologia

histopatologicos se basaban en la identificacion de los
diferentes tipos celulares presentes en los tejidos, el
reconocimiento de patrones morfologicos caracteristi-
cos de los diferentes procesos patologicos y en la de-
teccidon de sustancias diversas y de microorganismos,
mediante una amplia gama de técnicas de histoquimi-
ca (coloraciones especiales), adaptadas de reacciones
quimicas y de tinciones usadas en microbiologia. A

empezaron a desarrollarse las pruebas de inmunofluo-
rescencia e inmunoenzimaticas, y una década después
con el mejor conocimiento de la biologia de los aci-
dos nucleicos, se desarrollaron la hibridacion iz situ, la
PCR y la secuenciacion. Estas técnicas se han perfec-
cionado y diversificado progresivamente, luego se han
automatizado gracias al desarrollo de instrumentos y
plataformas para garantizar su uso a gran escala de
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forma homogénea, mejorandose con ello su difusion
con rigurosos estandares de calidad. La introduccion
de estas técnicas en investigacion biomédica y particu-
larmente en patologia, ha contribuido a mejorar enor-
memente el conocimiento de diferentes enfermedades,
entre las que se destacan las neoplasias. Su introduc-
cion progresiva al diagnoéstico patoldgico rutinario ha
permitido proporcionar mayor informacion adicional
sobre factores pronostico y predictivos, contribuyén-
dose con ello a mejorar notablemente la atencién de
los pacientes.

Antecedentes

La inmunohistoquimica es una técnica utilizada en pa-
tologia, basada en el uso de anticuerpos como reactivos
altamente especificos para identificar una innumerable
gama de macromoléculas denominados marcadores
en cortes histolodgicos o preparaciones citologicas, por
medio de la visualizacion en el microscopio de reac-
ciones antigeno-anticuerpo. En su concepcidon mas
amplia, incluye tanto las técnicas predecesoras de in-
munofluorescencia como las inmunoenzimaticas de-
sarrolladas posteriormente.

Los antecedentes de estas pruebas se remontan al re-
conocimiento de las propiedades de las inmunoglobu-
linas para identificar de manera especifica antigenos
diversos como parte de la respuesta inmune humoral,
para luego eliminarlos por medio de la activaciéon del
complemento y de la quimiotaxis de fagocitos y luego
brindar inmunidad gracias a la activacion clonal de los
linfocitos B de memoria y su diferenciaciéon a plasmo-
citos, al volver a ponerse el individuo en contacto con
dichos antigenos, produciendo nuevamente anticuer-
pos contra ellos a gran escala.

Posteriormente fueron reconocidos los diferentes tipos
de inmunoglobulinas, sus funciones en la respuesta in-
mune — La IgM, pentamérica que participa en la fase
inicial de la respuesta a agentes infecciosos, seguida

por la produccion de IgG e IgA dimérica, ésta ultima
presente en superficies de las mucosas, la IgE en el re-
conocimiento de alérgenos etc.- y en la generacién de
las reacciones de hipersensibilidad, mediando el desa-
rrollo de una amplia gama de enfermedades. Luego
se develd su estructura, demostrandose en la cadena
pesada (fragmento Fc) las secuencias de aminoacidos
propias de cada tipo de inmunoglobulina y especifi-
cas de cada especie animal en que se producen y en la
region hipervariable de las cadenas livianas, secuen-
cias que les confieren su capacidad para reconocer
especificamente innumerable variedad de antigenos y
sus epitopes. Luego, a partir de estos conocimientos
se definieron las bases de las pruebas seroldgicas para
determinar la exposicion previa a diferentes agentes
infecciosos y se ided la produccién de sueros inoculan-
do animales como parte del tratamiento de diferentes
enfermedades. El origen de la inmunohistoquimica se
remonta a 1941, cuando Albert Coons (1912- 1978) en
la Universidad de Harvard ide6 una prueba para reco-
nocer de manera especifica neumococos en un micros-
copio de fluorescencia, mediante el uso de anticuerpos
conjugados con fluoresceina (1).

Logicamente el desarrollo de esta prueba requirié del
reconocimiento previo desde finales del siglo XIX de
las sustancias fluorescentes, moléculas que al ser ex-
puestas a luz ultravioleta tienen la capacidad de emitir
luz en el espectro visible: verde para la fluoresceina,
rojo para la rodamina etc., que hicieran merecedor del
Premio Nobel de Quimica en 1905 al quimico aleman
Adolf von Baeyer (1835- 1917). Para principios del
siglo XX se habian descubierto una enorme gama de
estas sustancias y en 1913, los fisicos Otto Heimstaedt
y Heinrich Lehmann, desarrollaron el microscopio de
fluorescencia, cuyo principio se basa en la utilizacion
de lamparas de mercurio, fuente de luz ultravioleta
para excitar los fluorocromos y un complejo sistema
de filtros para evitar la exposicion del observador a la
luz ultravioleta y a la vez seleccionar la luz emitida por
cada fluorocromo para su visualizacion.
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La técnica desarrollada inicialmente por Coons se
denomina inmunofluorescencia directa, consideran-
do que cada anticuerpo se encuentra acoplado en su
fragmento Fc a un fluorocromo. Posteriormente se
desarroll6 la inmunofluorescencia indirecta, que per-
mite obtener preparaciones mas limpias, econémicas y
versatiles, en la que se utilizan dos anticuerpos obteni-
dos de dos especies de animales diferentes, el primario
obtenido por ejemplo a partir de conejos inoculados
con el antigeno objeto de estudio, al cual reconocen
especificamente, mientras el secundario obtenido a
partir de la inoculaciéon de animales de otra especie,
por ejemplo cabro con inmunoglobulinas de conejo y
que se conjugan con el agente fluorescente que recono-
ce la secuencia de aminodcidos propia del fragmento
Fc de conejo (Figura 1). Estas técnicas siguen siendo
ampliamente utilizadas en diagnostico patologico en
el estudio de enfermedades mediadas por mecanismos
inmunoldgicos, en cortes histologicos de tejido conge-
lado, particularmente de biopsias de piel y de rifién en
los cuales la epidermis, los vasos dérmicos y los glomé-
rulos son facilmente identificables en el campo oscuro
al visualizarlos en el microscopio de fluorescencia.

Luego se intento introducirlas para el estudio de otras
enfermedades como neoplasias pobremente diferencia-
das para complementar el estudio morfologico, preci-
sando mas especificamente su diferenciacién al identi-
ficar moléculas propias de su origen histogenético. Sin
embargo, estos intentos inicialmente prometedores en
investigacion, resultaron siendo infructuosos para su
uso a gran escala y en diagnostico, por las dificultades
que planteaba en esa época disponer rutinariamente
de muestras de tejido congelado en instituciones de sa-
lud, por la insuficiente disponibilidad de microscopios
de fluorescencia y sus dificultades para su uso, que lle-
varian posteriormente a su perfeccionamiento con el
desarrollo de microscopios de epifluorescencia —con la
lampara de mercurio dispuesta en la porcion posterior
del equipo y un juego de prismas que dirigen la luz a
través del objetivo hacia la preparacion histoldgica—,
mas faciles de utilizar. Por otra parte, la transitoriedad
de estas preparaciones, debido al agotamiento de los
fluorocromos (efecto “fading”) para emitir luz en el es-
pectro visible luego de ser expuestos a la luz ultraviole-
ta, determinaba la necesidad de mantenerlos almace-
nados en la oscuridad, de fotografiarse para obtener un

Fluorocromo

A Epitope

A = Inmunofluorescencia directa
B = Inmunofluorescencia indirecta

Fluorocromo

/ \. Ac secundario
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Figura 1. Representacion esquematica de las técnicas de inmunofluorescencia.

ISSN: 0120-5498 « Med. 43 (1) 74-95 « Enero - Marzo 2021

77



Luisa Ricaurte-Archila, Maria del Pilar Archila-Gomez, Orlando Ricaurte-Guerrero

78

registro duradero y por supuesto por la imposibilidad
para obtener preparaciones adecuadas para interpreta-
cién en cortes de tejidos fijados en formol e incluidos
en parafina, debido a que en el campo oscuro no es
posible discernir con precision los rasgos morfoldgicos
para su adecuada interpretacion (2, 3).

Mas recientemente, gracias al desarrollo la hibridacién
in-situ fluorescente y de la microscopia confocal, am-
pliamente utilizada hoy en investigacion biomédica,
la inmunofluorescencia ha cobrado importancia muy
relevante, facilitando por ejemplo la identificacién de
varios antigenos simultaneamente mediante anticuer-
pos marcados con fluorocromos diferentes, permitien-
do evaluar dinamicamente sus interrelaciones por co-
localizacion en cultivos celulares.

El advenimiento de las pruebas
inmunoenzimaticas

Debido al gran potencial que representaban los prin-
cipios de la inmunohistoquimica para caracterizar po-
blaciones celulares en diferentes procesos patologicos
neoplasicos y no neoplasicos y para hacer mas objetivo
y preciso el diagnostico de tumores pobremente dife-
renciados, luego de la imposibilidad de adaptar la in-
munofluorescencia al estudio de tejidos fijados en for-
mol e incluidos en parafina, empezaron a explorarse
otras alternativas para revelar la reacciones antigeno-
anticuerpo en los tejidos. Al mismo tiempo, laborato-
rios y empresas de biotecnologia habian perfeccionado
las metodologias para obtener una gama creciente de
anticuerpos policlonales para identificar antigenos ce-
lulares, en la medida que progresaba el conocimiento
de la biologia celular y de la bioquimica. Los anticuer-
pos seguian utilizandose en investigacién usando las
pruebas de inmunofluorescencia.

Finalmente en 1967, Nakane y Pearce y otros grupos
de investigadores, encontraron como alternativa a los
fluorocromos acoplados a los anticuerpos, enzimas

que al interactuar con ciertos sustratos denominados
cromogenos generaban una reaccion coloreada, que
permitia revelar las reacciones antigeno- anticuerpo en
cortes de tejidos (4-6). Estas enzimas se caracterizaban
por su estabilidad y permanecer activas a temperatura
ambiente en una solucién tamponada a pH fisiologico
(7,1- 7,4); la primera enzima que garantizo resultados
reproducibles fue la peroxidasa obtenida de rabano
picante, utilizando como cromogeno la diaminoben-
cidina que se colorea de marron, al cual el desarrollo
de las pruebas inmunoenzimaticas debe el nombre de
“revolucion marron” y con los que fue posible obtener
preparaciones permanentes contrastadas con tincion
nuclear de hematoxilina, inicialmente en cortes de teji-
dos frescos congelados y en 1974 Taylor y Burns en la
Universidad de Oxford lograron su aplicacién en cor-
tes de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina
(7, 8), con rendimiento significativamente mejor que la
inmunofluorescencia (9). Otro cromdgeno alternativo
debido al potencial carcindgeno de la manipulacién de
diaminobenzidina pura, es el aminoetilcarbazol.

El camino para el desarrollo de las pruebas inmunoenzi-
maticas no estuvo exento de dificultades, que motivaron
hacer modificaciones en el proceso histotecnoldgico y que
exigian la estandarizacién de cada anticuerpo con el uso
de cortes de tejidos con el antigeno a determinar usados
como controles positivos y controles negativos, correspon-
dientes a cortes del tejido estudiado a los que no se agre-
gaba el anticuerpo primario, para evaluar eventuales artifi-
cios y garantizar la adecuada interpretacion de las pruebas
inmunoenzimaticas (10-13).

La fijacion tisular ademas de preservar la morfologia
celular, debia entonces garantizar la preservacion de
los determinantes antigénicos para su identificacion
con los anticuerpos, lo cual llevé al abandono de gran
namero de soluciones fijadoras, algunas usadas desde
el siglo XIX que brindaban una preservacion morfo-
logica excelente, dentro de ellas se destacan el fijador
de Bouin preparado con acidos acético y picrico, los
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fijadores a base de cloruro de mercurio, usado para
mejorar el detalle nuclear en las soluciones de Zenc-
ker, B5 y FMA usados en nefro, hemato y dermato-
patologia. Incluso el formol al 10%, fijador mas am-
pliamente usado hasta entonces por su disponibilidad,
facil preparacién y bajo costo, debié modificarse, por
que el formaldehido al oxidarse espontaneamente se
transforma en acido féormico, acidificandose con ello
la solucién fijadora, lo cual induce modificaciones
del punto isoeléctrico y cambios de la conformacion
tridimensional de las proteinas que constituyen una
gran proporcion de antigenos celulares, interfiriéndo-
se asi las reacciones antigeno- anticuerpo. Para evitar
estos efectos se recomendo el uso universal de formol
tamponado neutro al 10%, utilizando tampones de
fosfato o tris, entre otros (14-16). Mas recientemente
se ha propuesto la utilizacion de sustitutos del formol
tamponado, algunas comerciales para obtener mejores
resultados en estudios de inmunohistoquimica y mole-
culares (17-20).

Para preservar los anticuerpos concentrados deben
mantenerse congelados durante su transporte y alma-
cenamiento, lo cual requiere cadenas de frio.

Desde el inicio de su uso fue evidente la necesidad
de encontrar para cada anticuerpo la dilucidon mas
apropiada en la que se produce la reaccion antige-
no anticuerpo. Para obviar tener que diluir los anti-
cuerpos concentrados, empezaron a comercializarse
anticuerpos prediluidos que pueden almacenarse re-
frigerados a 4 grados centigrados, pero su tiempo de
uso es limitado, requiriéndose entonces, prolongar el
tiempo de incubacidn para seguir obteniendo resulta-
dos adecuados.

Inicialmente empezaron a usarse las técnicas directa e
indirecta, similares a las utilizadas en inmunofluores-
cencia, pero pronto fue evidente la necesidad de desa-
rrollar complejos inmunoenzimaticos para minimizar
artificios como la inespecificidad de fondo por la pre-
cipitacion del cromogeno, asi como para amplificar la
reaccion antigeno anticuerpo y mejorar la sensibilidad
de las pruebas. Los primeros complejos que se desarro-
llaron fueron la peroxidasa antiperoxidasa (9, 21, 22),
la avidina biotina peroxidasa y posteriormente la es-
treptavidina biotina peroxidasa (23, 24) (Figura 2), con
las cuales empezo6 la difusion global de la técnica para
diagnostico a finales del decenio de los afios ochenta.

Complejo peroxidasa anti peroxidasa

Ac,

Complejo
| peroxidasa
anti-peroxidasa

Ac secundario

Ac primario

Ac secundario

Complejo avidina-
biotina-peroxidasa

biotina

. Ac primario

> ,

‘e Antigenos tisulares

Figura 2. Representacion esquematica de las técnicas de inmunohistoquimica: Complejos inmunoenzimaticos.
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La actividad de peroxidasas enddgenas en algunos ti-
pos celulares como los hematies y fagocitos fue otro
factor determinante de artificios por dar lugar a reac-
ciones inespecificas con los cromdgenos, que determi-
naron muy rapidamente el desarrollo de alternativas
para su bloqueo, lo cual se logra con el pretratamiento
de los cortes de tejido con soluciones de perdxido de
hidrogeno (25-27). Otra fuente de inespecificidad de
fondo identificada inicialmente, estaba determinada
por la presencia de biotina en los cortes de tejido he-
patico en el cual se recomendaba usar otro complejo.

Como alternativa a la peroxidasa se introdujeron otras
enzimas como la fosfatasa alcalina (28, 29) y la gluco-
sa oxidasa (30) que interactuaban con los cromogenos
fast red y fast blue para la primera y tetrazolium blue
para la segunda, de tonalidades diferentes que ofrecian
alternativas por ejemplo para el estudio de prolifera-
ciones melanociticas con pigmento melanico, dificiles
de discernir usando peroxidasa y diamino bencidina
y ademas se convertian en una opcién para la identi-
ficacion simultanea de dos marcadores identificables
con cromogenos diferentes (31). Para ello también se
desarrollaron técnicas de inmunomarcacion usando
oro y plata conocidas como immunogold (32, 33), que
evitan confusiones con la reactividad de fondo por pe-
roxidasa enddgena y se usan en inmunoelectromicros-
copia como una adaptacién de la inmunohistoquimica
para la identificacién ultraestructural de marcadores,
utilizando oro coloidal acoplado a los anticuerpos en
investigacion (34, 35).

El efecto de la fijacién del formol reconocido desde
mediados del siglo XX es debido a la produccion de
puentes de hidrogeno con las diferentes macromolécu-
las y entre ellas, el cual se acenttia con el tiempo de fi-
jacion (16, 36, 37), lo cual puede interferir la deteccion
de los antigenos por un efecto de enmascaramiento, el
cual empez6 a contrarrestarse con el pretratamiento de
los cortes de tejido con enzimas como tripsina, prona-
sa y quimotripsina (38, 39).

Otra dificultad que debio enfrentarse fue el desprendi-
miento de los tejidos de las laminas portaobjeto al apli-
car estas pruebas, debido a la duracién de su exposicion
al medio acuoso en que se desarrollan la incubacion
con los anticuerpos, complejos inmunoenzimaticos, el
bloqueo de la peroxidasa enddgena y los lavados con
soluciones tamponadas entre los diferentes pasos antes
de aplicar la coloracién nuclear de contraste, para lo
cual empezaron a utilizarse laminas pretratadas con
soluciones de y gelatina y poli L lisina y luego empe-
zaron a comercializarse laminas cargadas.

La especificidad de los anticuerpos utilizados en estas
técnicas mejord notoriamente con la introduccion de la
técnica del hibridoma que hiciera merecedores del premio
Nobel en 1984 a Kohler, Milstein y Jerne, para la produc-
cién in vitro de anticuerpos, que se basa en la fusion en
cultivos celulares de células neopldsicas de plasmocito-
mas con células B estimuladas con un antigeno para la
produccioén de anticuerpos monoclonales. Estos a diferen-
cia de los anticuerpos policlonales obtenidos inoculando
animales con antigenos que reconocen varios determi-
nantes antigénicos, identifican un epitope especifico (40).

Todas estas modificaciones se desarrollaron realizan-
do multiples ensayos a lo largo de casi dos decenios
hasta finales de los afios 70, permitiendo algo mas de
una década después, la introduccion de las técnicas
inmunoenzimaticas para diagnéstico en un numero
creciente de laboratorios de patologia, inicialmente en
paises del primer mundo y luego en la medida en que
mas patologos y laboratoristas se familiarizaban con su
uso, su expansion permitio la reduccion de sus costos
y su uso se difundié globalmente. Con la aparicién de
estos métodos se generd una nueva area de la industria
biotecnoldgica, que incluso dio lugar a la aparicion de
conglomerados industriales, donde empezaron a pro-
ducirse masivamente los insumos requeridos para su
creciente aplicacion en los laboratorios de patologia,
que debieron dedicar areas de sus instalaciones cada
vez mayores. Estos desarrollos determinaron el reque-
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rimiento a la industria de estrictos controles de calidad
para garantizar la especificidad de los anticuerpos y el
adecuado funcionamiento de los “kits” de deteccion,
brindar la informacion pertinente a los usuarios sobre
las caracteristicas de los reactivos e instrucciones deta-
lladas para almacenamiento, su uso (40) y también la
adopcion de controles de calidad en cada laboratorio
llevando registros correspondientes sobre las propie-
dades de los reactivos y la aplicaciéon de las pruebas
para garantizar los mejores resultados (10, 11, 13, 41-
44), desde la fase preanalitica con recomendaciones
para el mejor manejo inicial de los diferentes tipos de
muestras, para garantizar la aplicacion de pruebas de
inmunohistoquimica y luego moleculares (45), hasta
la fase posanalitica con indicaciones para garantizar
que el archivo del material histologico se realice en las
mejores condiciones por tiempos prolongados, debido
a la observacion de degradacion de determinantes an-
tigénicas y otras macromoléculas en cortes de tejidos
incluidos en parafina (46, 47), para beneficio de los
pacientes por el desarrollo de nuevos tratamientos ba-
sados en la aplicaciéon de pruebas asociadas.

Desarrollos posteriores

Se desarrollaron nuevos métodos de recuperacion anti-
génica para optimizar el uso de las preparaciones a par-

tir de tejidos fijados en formol tamponado e incluidos
en parafina, con el fin de contrarrestar la formacién de
puentes de hidrégeno con el formaldehido y entre las
macromoléculas usando soluciones tamponadas de ci-
trato en medio acido y de EDTA en medio alcalino de
acuerdo con las propiedades de los antigenos y de los
anticuerpos y sometiéndolas a calor, utilizando hornos
microondas o recipientes con presion provistos de ter-
mostatos para mantener temperaturas estables (48-52).

Para mejorar la sensibilidad de las pruebas, se disefia-
ron alternativas a los complejos inmunoenzimaticos,
desarrollando polimeros de dextrano o multimeros
acoplados a los anticuerpos secundarios (Figura 3),
con los cuales la proporcién de moléculas de enzimas-
sustrato por anticuerpo aumentd notoriamente (50,
53-58).

Un numero creciente de marcadores, ademas de su
identificacion cualitativa requiere de la cuantificacion
de su expresion, para lo cual se idearon escalas ana-
logo- visuales que permiten hacer al patélogo una va-
loracién semicuantitativa de rangos de expresion que
empezaron a utilizarse rutinariamente, por ejemplo
con el sistema Allred para la evaluacion de los recep-
tores hormonales (58- 59), para el valorar la extension
de la expresion de Her 2 (59, 60) y Ki- 67 en cancer

Anticuerpo y enzima
unidos al polimero de

dextrano
Anticuerpo Anticuerpo
primario
“— | Antigeno

Anticuerpo unido a
los multimeros de
la enzima

g
g™ |

Anticuerpo

b

] Antigeno

Figura 3. Representacion esquematica de los complejos inmunoenzimaticos con polimeros y multimeros.
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de mama, o en los tumores neuroendocrinos bien di-
ferenciados. Con el fin de hacer una valoracion mas
precisa, particularmente en casos con expresion cerca-
na a puntos de corte para definir pronostico o tomar
decisiones terapéuticas se ha introducido la utilizacion
de analizadores de imagen (61, 62), herramientas de
software utilizadas inicialmente en imagenes obteni-
das con camaras de video acopladas a los microsco-
pios Opticos y mas recientemente incorporadas a los
nuevos microscopios digitales.

Inicialmente las pruebas de inmunohistoquimica se
realizaban manualmente, posteriormente en la medida
en que aumentaba el volumen de este tipo de pruebas
en los laboratorios de patologia, empezaron a desarro-
llarse equipos para su automatizacion, inicialmente
similares a los equipos disefiados para histoquimica y
luego con especificaciones que permitian homogeni-
zar su realizacidon o para mejorar la reproducibilidad,
garantizando que no se omitieran pasos durante la rea-
lizacion de la prueba o que los diferentes anticuerpos,
reactivos y tampones con los que se tratan los cortes
de tejido fueran completamente cubiertos por estos
durante todo el desarrollo de la prueba, con lo cual
ademas de mejorarse los estandares de calidad (63-65),
se optimizo el uso del tiempo del personal de los la-
boratorios, logicamente estas adaptaciones aumenta-
ron los costos en laboratorios de bajo volumen y las
industrias de biotecnologia empezaron a utilizar los
modelos de negocio que se habian implementado en
los laboratorios clinicos, asumiendo la dotacién de los
laboratorios con equipos en comodato a cambio de la
fidelizacion de los laboratorios con los anticuerpos y
demas kits de reactivos de su marca.

Con el advenimiento de la inmunoterapia, ha surgido
mas recientemente la necesidad de conocer mas a fon-
do la respuesta inmune a los tumores, la relacién de las
células tumorales con los linfocitos intratumorales y el
estroma tumoral con el fin de disefiar alternativas de tra-
tamiento (66, 67). En este contexto se ha propuesto defi-

nir la composicion de los infiltrados linfoides asociados
a los tumores haciendo un “inmunoscore”, identificando
marcadores asociados a respuestas inmunes eficientes o
a su supresion. Cada marcador se identifica por separa-
do, 0 a lo sumo por pares, utilizando dos enzimas con
sus respectivos cromogenos para revelarlos, pero con el
fin de evaluar simultaneamente varios marcadores, to-
mando como referencia la experiencia de la citometria
de flujo en el estudio de las leucemias, han empezado
a desarrollarse sistemas de inmunohistoquimica multi-
deteccidn (68). Su analisis, sin embargo, requiere ade-
mas del uso de analizadores de imagen para determinar
con precision las proporciones de los marcadores, de
programas de inteligencia artificial para evaluar las re-
laciones entre las sefiales de las diferentes células carac-
terizadas con esta metodologia (69). Estas herramientas
por ahora tienen un prometedor campo de aplicaciéon
en investigacion, pero pronto se prevé, empezaran a mi-
grar al diagndstico.

Evolucion de la Utilizacion de las Pruebas
Inmunoenzimaticas en Diagndstico

El desarrollo de las pruebas inmunoenzimaticas gene-
0 inicialmente enormes expectativas en el ejercicio de
la patologia, considerando que su uso permitiria im-
pactar el diagnostico en situaciones en las que la sub-
jetividad del analisis de imagenes generaba grandes di-
ficultades para efectuar diagnoéstico especifico, incluso
lleg6 a pensarse que la inmunohistoquimica podria
reemplazar el analisis de patrones morfologicos en
patologia tumoral por la identificacion de marcadores
propios de cada tipo celular. De hecho, inicialmente se
creia que los diferentes antigenos para los cuales se de-
sarrollaban anticuerpos eran especificos de cada tipo
celular, sin embargo, su uso creciente demostré6 muy
pronto la ubicuidad de un nimero significativo de es-
tos marcadores en variable numero de tipos celulares,
generandose con ello decepcion, incluso el surgimien-
to de detractores de la prometedora técnica, lo cual
obligd a replantear su utilizacion, siempre tomando
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como punto de partida la identificacion de los rasgos
morfoldgicos del analisis patologico clasico, para la se-
leccion de paneles de marcadores para establecer diag-
nosticos diferenciales, identificando la co-expresidon de
algunos marcadores y la ausencia de otros antigenos,
definiéndose con ello el uso de perfiles de expresion
de marcadores que permitieron establecer con mayor
precision diagnosticos diferenciales.

Un aspecto relevante del uso de la inmunohistoquimica
en el estudio de procesos patoldgicos, particularmente
neoplasicos ha sido la confirmacion de los criterios de
clasificacién histopatologica con base en rasgos mor-
fologicos, solo ocasionalmente su uso ha determinado
un replanteamiento radical de las clasificaciones mor-
folégicas. Por el contrario, la identificacion de perfiles
de expresion de marcadores ha permitido separar mas
claramente entidades nosolégicas o identificar subcate-
gorias adicionales de procesos patoldgicos con compor-
tamiento biolégico diferente. El ejemplo mas llamativo
de este impacto ha sido la hematopatologia, area pio-
nera en el uso de la IHQ, que determiné muy pronto
grandes aportes al sistema de clasificacion vigente de
Rappaport para los linfomas no Hodgkin (70): su uso
determind el planteamiento de la clasificacion de Lukes
y Collins en Norteamérica, basado en criterios de in-
munofenotipo lukes(71). La apariciéon simultdnea de
nuevas nomenclaturas y el uso por diferentes grupos de
investigadores en el mundo de anticuerpos que identifi-
caban los mismos marcadores pero denominados con
nombres diferentes, generaron una gran confusion, que
se soluciond por una parte con la creacién de la nomen-
clatura de consenso el “Working Formulation” para ho-
mologar los sistemas de clasificacion (72) y la creacion
de una nomenclatura internacional para denominar los
marcadores usados en hematopatologia el “cluster diffe-
rentiation o CD” (73, 74).

La creciente aparicion de nuevos marcadores, deter-
mind un notorio incremento de la literatura para re-
comendar su aplicacion en situaciones especificas y

la formulaciéon de algoritmos para la aplicacion de los
diferentes paneles de anticuerpos para facilitar su uti-
lizacion racional en el diagndstico de las neoplasias.

Por ejemplo, para el diagnéstico de tumores indife-
renciados de origen desconocido, de acuerdo con sus
caracteristicas morfologicas, se plantea el uso de un
panel inicial para determinar la estirpe celular, usando
marcadores de amplia distribucién en células epitelia-
les, hematolinfoides, mesenquimales y por supuesto
los melanomas que por su morfologia variable simu-
lan neoplasias de otros origenes. Una vez se establece
la linea de diferenciacion se solicita un panel adicional
para determinar con mayor precision el origen del tu-
mor con base en la identificacion de perfiles de marca-
cion caracteristicos. Para el caso de tumores epiteliales
metastasicos de origen desconocido los algoritmos re-
comiendan el uso inicial de paneles de origen mas pro-
bable de acuerdo con el érgano afectado: ganglios lin-
faticos de diferentes localizaciones, higado, pulmon,
hueso, sistema nervioso, etc. (75, 76).

En algunos 6rganos como pulmoén e higado, donde son
mas frecuentes los tumores metastasicos y estos com-
parten rasgos morfolégicos con algunos tumores pri-
marios particularmente del tipo adenocarcinoma, los
cuales tienen un tratamiento diferente, la inmunohis-
toquimica permite la exclusion de metastasis mediante
paneles con marcadores que permiten definir con pre-
cisién neoplasias primarias. En pulmon, este aspecto
se hizo especialmente relevante con el surgimiento de
tratamientos con moléculas pequefias y anticuerpos
monoclonales efectivos, dirigidos a blancos y mas re-
cientemente con el advenimiento de la inmunoterapia,
que empezaron a mejorar significativamente el tiem-
po sobrevida global y libre de recaida de los pacientes,
lo cual determiné el reto de optimizar las limitadas
muestras de biopsias transbronquiales y por puncion,
para que ademas de precisar el diagndstico sirvieran
posteriormente para efectuar los estudios moleculares
pertinentes para definir los blancos terapéuticos (77).
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Aplicaciones en Medicina
Personalizada

El otro aspecto en el cual la inmunohistoquimica em-
pezo6 a tener un papel muy relevante fue el teranostico
propiamente dicho (78-80), término proveniente de la
industria farmacéutica, acufiado por John Funkhouser
“CEQO” de Pharma Netics, en 2007 (83, 84), aunque
su practica precede su origen lingiiistico, considerando
que su uso a gran escala se inici6 en el decenio de los
80 para el tratamiento hormonal del cancer de seno
con tamoxifen dirigido a los receptores de estrogenos,
inicialmente determinados por métodos bioquimicos
que fueron exitosamente reemplazados por las nove-
dosas técnicas de inmunohistoquimica (81-83).

En el decenio de 1990, hubo otro descubrimiento sor-
prendente que permitiria esclarecer el misterioso origen
de los tumores estromales gastrointestinales, mas fre-
cuentes en estdmago, los cuales hasta entonces solian
diagnosticarse como leiomiomas, leiomiosarcomas o
tumores derivados de la vaina neural, por su variada
morfologia fusocelular o epitelioide con rasgos que su-
gerian estos origenes, no obstante ser negativos para
marcadores de musculo liso y nervio periférico, hasta
que se identifico la expresion de C-Kit o CD117 en las
células tumorales, demostrandose al mismo tiempo su
origen a partir de las células intersticiales de Cajal que
regulan el peristaltismo en el tubo digestivo y determi-
nando al mismo tiempo con ello un blanco terapéutico
para imatinib (glivec) (88, 89), con el cual se habian
obtenido excelentes resultados en el tratamiento de la
leucemia mieloide crénica, convirtiéndola de una neo-
plasia indolente que tarde o temprano cobraba la vida
de los pacientes afectados por ella a convertirse en una
enfermedad crénica con una prolongada vida libre de
enfermedad (84, 85).

Por esa misma época, fue evidente la presencia en un
grupo de carcinomas mamarios con pobre pronostico,
caracterizados por la significativa amplificacion del

factor de crecimiento epidérmico de tipo II o Her 2
neu, que da lugar a una proliferacion celular incontro-
lada por la activacion de una via tirosina quinasa (86),
para el cual se desarroll6 una prueba de inmunohis-
toquimica para determinar su sobreexpresion, otra de
hibridacién in-situ para demostrar la amplificacion del
gene en los casos ambiguos por inmunohistoquimica
(59, 60, 87) y un anticuerpo monoclonal humanizado,
el trastuzumab (Herceptin) para tratamiento dirigido
contra este blanco, con el cual empezaron a obtenerse
excelentes resultados (88).

Para los linfomas no Hodgkin B, empez6 a desarrollar-
se una alternativa similar con el rituximab (Rituxan),
un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido con-
tra CD?20, el cual empezo a incorporarse a los esque-
mas de quimioterapia o conjugandolo con radioiséto-
pos (89).

Con el progresivo desarrollo de la medicina perso-
nalizada en oncologia, recientemente el numero de
blancos terapéuticos susceptibles de identificarse por
inmunohistoquimica en diferentes tipos de neoplasias
se ha incrementado notoriamente, convirtiéndose en
una actividad rutinaria creciente en los laboratorios
de patologia en todo el mundo. Para ello se han de-
sarrollado los “Companion Test”, pruebas de inmuno-
histoquimica disefiadas por la industria farmacéutica y
aprobados por las agencias estatales reguladoras para
seleccionar especificamente los pacientes candidatos a
terapia personalizada dirigida a blancos terapéuticos
e inmunoterapia, utilizando clones de anticuerpos di-
rigidos a epitopes especificos, revelados con “kits” de
deteccidn definidos y procesados en plataformas defi-
nidas, para garantizar resultados homogéneos con al-
tos estandares de calidad que incluyen la capacitacion
de patélogos para la interpretacion de las pruebas en
laboratorios de referencia (79, 80, 90). Desde la des-
cripcion de las primeras técnicas inmunoenzimaticas
su aplicacion en investigacion y diagndstico ha aumen-
tado enormemente como lo muestra la litertura (91).
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Hibridacion in-situ

El primer campo de aplicacion rutinaria de la citogenéti-
ca en la patologia fueron las leucemias, inicialmente con
la identificacion del cromosoma Filadelfia en leucemia
mieloide crénica (92) y luego con la descripcion crecien-
te de otras anormalidades cromosomicas (duplicacio-
nes, translocaciones, genes de fusion, deleciones), cuya
identificacion se incorpord progresivamente con fines de
diagnostico y pronostico en hematopatologia (93) y mas
recientemente en el estudio de tumores solidos.

El conocimiento progresivo sobre la estructura de los
acidos nucleicos y la biologia de los procesos de repli-
cacion, transcripcidn y sintesis proteica a partir de los
trabajos de Watson y Creek (94, 95), que les hiciera
merecedores del premio nobel de Medicina y Fisiolo-
gia en 1962, dio lugar a la aparicion de nuevas me-
todologias para su aplicacion inicial en investigacion
biomédica y luego en diagnostico. El desarrollo de las
técnicas de citogenética y de hibridacion in situ se ace-
ler6 notoriamente desde los afios 70, dando lugar al de-
sarrollo de una amplia gama de pruebas diagnosticas
con una creciente aplicacion en genética y patologia

molecular durante el siglo XXI (96-100), determinan-
do que, desde su descripcion, aumentara de manera
exponencial su aplicaciéon en investigacién, como lo
muestra la literatura (24).

En 1969 Gall y Pardue (101) y John, Birnstiel y co-
laboradores (102), desarrollaron simultaneamente la
prueba de hibridacion in- situ en preparaciones cito-
logicas, cuyo principio se basa en la identificacion de
secuencias de nucle6tidos con una sonda complemen-
taria marcada inicialmente con isétopos radioactivos
mediante autorradiografia, luego en preparaciones
histologicas (103) y su aplicacién empezd una década
después (104), cuando se desarrollaron las pruebas de
hibridacion iz situ fluorescente (FISH por su acrénimo
en inglés), directas con el fluorocromo conjugado a la
sonda e indirectas cuando se conjugan con un hapte-
no o etiqueta como digoxigenina o biotina, que en un
paso posterior son reconocidos respectivamente por
un anticuerpo antidigoxigenina o avidina acoplados
con el fluorocromo o una sustancia quimioluminicen-
te. Las sondas por su parte pueden ser de DNA mono-
catenario o RNA (96-100) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de la hibridacién in-situ.
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Con estas pruebas pueden identificarse secuencias de
DNA y RNA, estas tltimas requieren de un 6ptimo ma-
nejo de los tejidos en la fase preanalitica para garantizar
su preservacion debido a su labilidad; al igual para que
las pruebas inmunoenzimaticas, empezaron a realizarse
en laminas pretaratadas con gelatina o poli L lisina y
luego en laminas cargadas para evitar el desprendimien-
to de los cortes por requerir multiples pasos en medio
acuoso, entre los que se destacan un pretratamiento con
proteasas, generalmente proteinasa K, la denaturacién
del DNA para separar las dos cadenas, seguida por la
hibridaciéon que generalmente se hace durante la noche
y lavados con soluciones tamponadas entre los diferen-
tes pasos; para facilitar la identificacién de los nticleos
se utilizan fluorocromos con gran afinidad por el DNA
bicatenario como el DAPI (4’,6-diamino -2-fenilindol),
que brindan una coloraciéon azul de contraste (105,
106). Para la interpretacién se analiza un numero repre-
sentativo de células o nucleos identificando las sefiales
fluorescentes marcadas.

El FISH, ampliamente extendido hoy en investigacion,
diagnostico y en la evaluacion de factores de prondsti-
co y predictivos, adolece de los mismos inconvenientes
de la inmunofluorescencia: preparaciones transitorias
por el efecto de agotamiento (“fading”) de los fluoro-
cromos que requieren fotografias para su documenta-
cién y archivo y la necesidad de utilizar microscopio
de fluorescencia. Para obviar estas dificultades pos-
teriormente se desarrollé la hibridacion in- situ cro-
mogénica (CISH), con base en algunas adaptaciones
procedentes del desarrollo de la inmunohistoquimica,
como el uso de complejos inmunoenzimaticos o pla-
ta, con las cuales ademas de obtenerse preparaciones
permanentes. con preservacion de los rasgos morfo-
logicos resaltados con la coloracion de hematoxilina
usada para dar contraste nuclear, se analizan en mi-
croscopios convencionales (107, 108).

Para facilitar la evaluacion se desarrollaron también
pruebas duales, con las cuales ademas de las secuen-

cias problema a identificar, suelen evaluarse simulta-
neamente sondas marcadas con otro fluorocromo o
cromogeno de secuencias de los centromeros de los
cromosomas, donde se encuentran los genes que se
estan evaluando, con la finalidad de facilitar el anali-
sis (109). Adicionalmente se han desarrollado pruebas
multicolor, mas utilizadas en estudios citogenéticos.

La hibridacién #n situ es una prueba accesible a los
laboratorios de patologia, Inicialmente empezd a
utilizarse en preparaciones citoldgicas, mielogramas,
extendidos de sangre periférica, improntas, cortes de
tejidos frescos congelados, luego en tejidos fijados en
formol e incluidos en parafina; también es usado en
investigacion en cultivos celulares. Desde su descrip-
cion, esta metodologia se ha difundido masivamente
en el estudio de multiples procesos patologicos dentro
de los que se destacan neoplasias, enfermedades infec-
ciosas etc. En hematologia, empezo6 a utilizarse para
el diagnéstico rutinario de leucemias, luego de linfo-
mas para la identificacién de agentes virales como el
virus de Epstein Barr, que por integrarse al genoma
frecuentemente no puede detectarse con la inmunohis-
toquimica para LMP1, mientras la hibridacién in situ
para EBER es muy sensible (110); es una herramienta
muy util en la identificacidon de rearreglos en linfomas
no Hodgkin para definir diagndsticos diferenciales y
factores de prondstico (111-114). Su aplicacion ha con-
tribuido al desarrollo de la medicina personalizada en
el estudio de tumores sélidos para la identificacion de
blancos terapéuticos: entre las primeras aplicaciones
del FISH y el CISH, se encuentran la amplificacién de
Her2-neu en casos de cancer de mama con resultados
ambiguos o0 equivocos en la evaluacién de la expresion
del marcador por inmunohistoquimica (87) de translo-
caciones de EML4-ALK en adenocarcinoma de pul-
mon (115, 116), deteccion de virus de papiloma huma-
no y virus de Epstein Barr en carcinomas de cabeza y
cuello y rearreglos en neoplasias de glandulas salivares
(117), rearreglos para el diagnoéstico diferencial de me-
lanomas (118) y sarcomas (119) etc.
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Para facilitar el proceso se han disefiado equipos, pla-
taformas para su automatizacion y analizadores de
imagen para su interpretacion, mejorandose con ello
la reproducibilidad y otros estandares de calidad (120).

Microdiseccion

En 1975 Frederik Sanger (1918- 2013) desarroll6 en la
Universidad de Cambridge la metodologia de secuen-
ciacion de acidos nucleicos (121), que le hiciera mere-
cedor en 1980 a un segundo premio Nobel de Quimica,
la cual pese a haberse descrito variantes y automatiza-
do dando lugar a plataformas muy robustas, continua
siendo el estandar de oro de estas técnicas, gracias a las
cuales ha mejorado enormemente el conocimiento del
genoma, contribuyendo en forma decisiva la investiga-
cion biomédica y mas recientemente al diagnostico de
un sinnimero de enfermedades (122).

En 1988 Kari Mullis (1944- 2019) describi6 la reaccion
en cadena de la polimerasa utilizando la DNA polime-
rasa aislada de Thermus aquaticus, la cual mantiene su
actividad a temperaturas superiores a 75°C (123-125),
que también le hiciera merecedor del premio nobel de
quimica en 1993, su posterior automatizacién y la des-
cripcion de variantes (anidada, reversa, en tiempo real,
multiplex, digital) permitiria contar con una herramien-
ta muy eficiente y actualmente indispensable para el es-
tudio del genoma en investigacion biomédica.

Inicialmente estas metodologias demostraron su utili-
dad en patologia tumoral para el estudio en muestras
de tejido fresco congelado y posteriormente empeza-
ron a aplicarse a muestras de tejidos fijados en formol
e incluidos en parafina, con resultados progresivamen-
te mejores en estudios gendmicos y de expresion gé-
nica de tumores solidos. En la actualidad, la principal
fuente para estos estudios de diagnoéstico y teranostico
son los tejidos incluidos en parafina disponibles en los
archivos de los laboratorios de patologia y los estudios
histopatologicos contintian siendo la base para la se-

leccién de material histoldgico para la adecuada apli-
cacion de pruebas moleculares (126). Inicialmente se
presentaron algunas dificultades para su analisis en los
resultados, relacionadas con la variable representacion
de los tumores en las muestras por su agotamiento en
los bloques de parafina, por la presencia de necrosis
extensa o de areas con preservacion deficiente, que se
obviaron con el desarrollo de la microdiseccion de te-
jidos (127-130), técnica que se basa en la seleccion de
los bloques con mejor representacion de los tumores
con base en la observacion de las preparaciones his-
tologicas correspondientes, de los cuales se obtienen
nuevos cortes mas gruesos que se colorean con eosina
y de los cuales se extrae manualmente el tejido con
adecuada representacion de los tumores, para colocar-
los en tubos eppendorf y cuando las muestras son muy
limitadas se extrae el tejido disponible del bloque. A
partir de este material, luego de la desparafinizacion,
se realiza la extraccion de los acidos nucleicos y poste-
riormente su amplificacion mediante PCR y su secuen-
ciacion (131, 132). Para algunos estudios de investiga-
cion, sin embargo, las técnicas manuales no garantizan
la obtencion de muestras sin elementos tisulares con-
taminantes, por lo cual posteriormente se desarrollo la
técnica de microdiseccion laser (133, 134), que se basa
en la observacion en un microscopio provisto de una
camara de video de la lamina histolégica para luego
delimitar el area de tejido seleccionado para estudio,
el cual se corta mediante laser y luego se transfiere a
un tubo eppendorf. L a precisién de ésta metodologia
incluso permite obtener células aisladas (135) para su
estudio molecular, con las cuales ha sido posible deve-
lar la patogenia de neoplasias como el linfoma de Hod-
gkin caracterizado por la presencia de células de Reed
Sterneberg o sus variantes dispersas en una poblacion
predominante de células reactivas (136, 137).

Las técnicas de microdiseccion, han sido incorporadas
para la evaluacidn sistematica de factores predictivos
en un numero creciente de tumores solidos avanzados,
para terapia personalizada dirigida a blancos especifi-
cos con anticuerpos monoclonales y moléculas peque-
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fias, con una significativa mejoria de los resultados en
sobrevida global y libre de recaida en tumores en los
que antes del advenimiento de estos tratamientos, los
resultados eran muy limitados.

Biopsia Liquida

La identificacién de células tumorales circulantes se
convirtié en un objetivo importante del estudio de la
biologia de las metastasis, luego ocurriria lo mismo con
fragmentos circulantes de las células neoplasicas deno-
minados exosomas, resultantes de procesos de apopto-
sis, para los cuales se postuld un papel importante en
el preacondicionamiento de los nichos metastasicos.
Luego hubo un enfoque especifico sobre fracciones de
acidos nucleicos libres como DNA y diferentes tipos de
RNAs de células tumorales en la circulacion (Figura 5);

Luisa Ricaurte-Archila, Maria del Pilar Archila-Gomez, Orlando Ricaurte-Guerrero

en su sentido mas amplio, el concepto de biopsia liqui-
da, término acufiado en 2010 (138), aunque, el concep-
to empezara a usarse algunos afios antes (139), abarca el
estudio ademas de la sangre de otros liquidos corporales
como pleural, peritoneal, cefalorraquideo, orina etc. El
estudio de estos elementos aporta informacién adicio-
nal sobre la heterogeneidad tumoral, por presentar fre-
cuentemente caracteristicas moleculares diferentes de
los tumores primarios e incluso de las metastasis (138-
140). El limitado nimero de estos elementos circulantes
planted un importante reto para su estudio, que llevo
inicialmente al desarrollo de metodologias para su ais-
lamiento diferencial de elementos circulantes similares
provenientes de elementos celulares no neoplasicos, que
se basa en el uso de métodos inmunocitoquimicos para
aislar los mediante anticuerpos dirigidos contra antige-
nos de células epiteliales (141, 142).

Vaso sanguineo

Células tumorales
ctADN

Células rojas
CTCs

Plaguetas

RNTY XN

¢fADN

Figura 5. Representacion esquematica de los elementos que se analizan en
una biopsia liquida provenientes de una neoplasia pulmonar.
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La evaluacion de pacientes con recidivas recurrentes de
neoplasias que habitualmente requieren de la obtencion
de varias biopsias para su demostracion y la necesidad
de estudiar factores asociados a resistencia al tratamien-
to, encontraria en el estudio de estos elementos circu-
lantes una alternativa, que dio lugar al desarrollo de la
biopsia liquida, técnica que se basa en su evaluacion
mediante pruebas de PCR y secuenciaciéon profunda
(143-147). Esta metodologia ademas de sus ventajas
por no ser invasiva, permite efectuar seguimiento a lar-
go plazo de los pacientes, evaluando informacion ge-
nomica, transcriptdmica y epigenetica relacionada con
la heterogeneidad tumoral, para brindar a las pacientes
alternativas terapéuticas cuando se detecten nuevas alte-
raciones moleculares que provean a los tumores de ven-
tajas proliferativas, de escape de la respuesta inmune o
asociadas a resistencia los tratamientos (141, 142, 148).

En la actualidad la biopsia liquida ya se utiliza rutinaria-
mente en el estudio de pacientes con tumores metastasi-
cos de seno (149, 150), pulmoén (151, 152), colon (153,
154), pancreas (155), melanomas (156) entre otros y sus
indicaciones ya han empezado a ser reguladas (157).

En el futuro, incluso se plantea la posibilidad de que la
biopsia liquida haga parte del abordaje diagnostico ini-
cial de pacientes con cancer junto con las biopsias de
tejidos, e inclusive reemplazandolas en algunas situa-
ciones como tumores de dificil acceso (142, 158, 159).
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