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Biopsia liquida

En estos tiempos liquidos, de modernidad liquida y amor liquido no debemos extrafiarnos de que
haya una biopsia liquida, término acuiado en el 2004, y que nos apabullen con noticias sobre sus lo-
gros y ventajas. La biopsia liquida busca, cuantifica y caracteriza las células tumorales, el ADN de sus
nucleos (cDNA), o fragmentos de ese ADN (cfDNA) en la sangre circulante de individuos con tumores.

En 1869, poco después que Johannes Mdller (1801-1858) estableciera en 1838 que los tumores
estan formados por células, T.R. Ashworth, un médico australiano, comunicé un caso de autopsia en
el cual encontrd en la sangre venosa células similares a las que formaban alrededor de 30 tumores
subcutaneos (Ashworth, T.R. A case of cancer in which cells similar to those in the tumors were seen in
the blood after death. Aust Med J 1869, 14, 146-147). Es de rigor incluir esta cita en cuanta revision se
publica, para nosotros fue inaccesible. ; Cuantos revisores habran leido el original?

El problema, entre 1869 y el presente, interesé siempre. En un libro de referencia clasico ocupa un
capitulo de 22 paginas, incluye una exhaustiva revision histdrica y cinco paginas en tipo pequefio con
283 referencias bibliograficas'. El primer escollo era y es técnico ¢ Cémo separar las células tumorales
de las otras células de la sangre? ;Cdmo concentrarlas si son tan pocas? ¢Como identificarlas con
certeza?

En la actualidad los métodos y técnicas usuales para separarlas y concentrarlas se basan en:

1) Tamafo: las células tumorales son mas grandes (> 8 pm) que los leucocitos (< 8 um), y no pasan
por un filtro con poros de 8um, quedan retenidas en éste.

2) Densidad: en una solucién de Ficoll (o un medio similar), las particulas mas pesadas, eritrocitos
y neutrdéfilos, van al fondo y las mas livianas, células tumorales y mononucleares, y el plasma, quedan
arriba.

3) Separacion inmuno-magnética: La mas empleada, la Unica autorizada por la Federal Drug Admi-
nistration (FDA) de EE.UU., es CellSearch®, de Janssen Diagnostics. Emplea la marcacion inmuno-
magnética y la microscopia de fluorescencia digital. De una muestra de 7.5 ml de sangre periférica se
descartan los eritrocitos, el resto se mezcla con un buffer y un ferro-fluido conjugado con un anticuerpo
monoclonal, EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), el resultado son nanoparticulas con un nucleo
magnético revestidas por el anticuerpo, el complejo ferro-magnético se adhiere a la superficie de las
células epiteliales. Con imanes se separan las células marcadas que luego suspenden y tifien con reac-
tivos fluorescentes: los nucleos con DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole); las células epiteliales con
anticuerpos contra las citoqueratinas CK, 8, 18, y 19, conjugados con PE (phycoerythrin); los leucocitos
contaminantes con APC (allophycocyanin)-CD45. El liquido con las células marcadas se coloca en un
cartucho (chip) con magnetos que atraen a las células magnetizadas a su superficie y se coloca en un
analizador. El analizador escanea la superficie del chip con un microscopio de fluorescencia y capta las
imagenes de las células epiteliales marcadas con CKs o los leucocitos con CD45. La sensibilidad de la
técnica es de una célula epitelial en 7.5 ml de sangre periférica. Tres 0 mas células tumorales en el can-
cer colo-rectal, y cinco o mas en el cancer de mama y de prostata indican una evolucion desfavorable.

4) Microfluidica: Técnica basada en el comportamiento de los fluidos en micro-escala, cuando fluyen
por canales de menos de 1 mm de diametro. La sangre pasa por la superficie de un tubo y un dispositivo
o un filtro separan las células por tamafo, o pasa por un chip donde hay puestos (microposts) cubiertos
por los anticuerpos anti células epiteliales, las células tumorales se adhieren y una camara las registra®®.
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Esta lista sirve apenas de orientacion, los ingeniosos nunca descansan y cada pocos meses se pa-
tenta alguna nueva técnica con el invariable anuncio de que es mas sensible, sencilla y barata que las
precedentes. La consigna de los innovadores debe ser: Turning Science into Business (Transformar la
ciencia en negocios). Esta fuera del alcance del redactor de esta nota comentar las técnicas que anali-
zan cDNA o cfDNA.

El objetivo mas buscado de contar las células tumorales en la sangre periférica es predecir la super-
vivencia, cuando menor el nimero mejor, cuando mayor peor. Se ha estudiado en cancer de mama,
préstata, colon y recto, pulmoén y otros, también en sarcomas. Las publicaciones son innumerables. Los
mismos autores producen una revision por afio, 0 mas de una en distintas revistas, alguna tiene 159
referencias, y abundan las reuniones con este tema en el programa ;Cémo estar al dia? Eligiendo, es
imposible leer todas.

Como otras ventajas potenciales de la técnica se sefialan: evitar las biopsias convencionales, inva-
soras, a veces imposibles, pequefias, no representativas de la heterogeneidad del tumor, irrepetibles;
permite la genotipificacion del tumor, sus cambios por el tratamiento y la eleccion del anti-neoplasico
mas efectivo; el tamizado (screening) de metastasis no visibles (¢,?), la minima enfermedad residual.

Pero tras las técnicas viene la interpretacion de los resultados y poco se insiste sobre sus limita-
ciones: la entrada en la circulacion de las células tumorales no es regular ni continua; no se detectan
entre el 10 y el 50% de los individuos con metastasis; no todas las células tumorales son grandes; se
aglutinan entre si o con las plaquetas y otros componentes de la sangre; aun las viables son fragiles y se
destruyen en los capilares; son heterogéneas y plasticas; se encuentran células benignas circulantes;
no todas las células tumorales tienen el antigeno epitelial en la superficie, y el sistema inmune para algo
funciona®’. Para mas detalles consultar la nota critica titulada Circulating tumor cells: Who is the killer?®.

No todas las células tumorales son viables ni todos los érganos aptos, las siembras no son eficientes
(“The seed and soil”, hipotesis de Stephen Paget, 1889)% '°. Un experimento en seres humanos- acla-
ramos ya que el objetivo era un paliativo no un experimento- es el shunt peritoneo-yugular, que alivia
el dolor y la distension abdominal en la ascitis maligna por canceres intratables pero que infunde en la
circulacion general las células tumorales del liquido ascitico. En las autopsias de 15 fallecidos en estas
condiciones no se encontraron metastasis en ocho, de estos ocho uno tenia dos tumores (mama vy
ovario), y otro tuvo el shunt funcionando 27 meses. Los autores responden a las objeciones posibles, el
articulo es aun el mas persuasivo y prolijo sobre la cuestion'.

El lector interesado y el ansioso de incorporar a la practica esta nueva version de la citologia diagnds-
tica pueden: a) leer alguna o algunas revisiones recientes sobre el tema? 32 '3; b) entusiasmarse con las
penultimas noticias'; c) consultar los folletos y los precios a los fabricantes del producto mas adecuado
y rentable: Turn Science into Business.

Juan Antonio Barcat
e-mail: jabarcat@yahoo.com.ar
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There is nothing like gardening to keep you young. It is the most rejuvenating of all occupations.
One is always looking forward to next year, or five years hence.

No hay nada como la jardineria para mantenerse joven. Es la mas rejuvenecedora de las
ocupaciones. Uno esta siempre esperando el proximo afno, o de ahi a cinco afos.

Vita Sackville-West* (1892-1962)

The Observer 26 November 1950. En: Martin Hoyles. The Gardener’s Alimanack. A
book of days. London: Thames and Hudson, 1997.

*Escritora y jardinera inglesa. Con su marido Harold Nicolson crearon el jardin de Sis-
singhurst Castle (protegido ahora por el National Trust): Durante 15 afios escribié la columna
semanal In your garden en The Observer. Murié a los 70 afos. Cristina Bugatti, escritora y
jardinera argentina, durante 16 afios escribié una columna semanal Desde el jardin en La
Nacion. Murié a los 86 afos, el dia anterior a su muerte aparecio su Ultima columna.



