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1-INTRODUCCION

La biopsia liquida es una prueba genética prometedora, ya que es minimamente invasiva y ademas permite
analizar el ADN circulante tumoral (ADNct) o células tumorales circulantes (CTCs) en una muestra de sangre.
Aungque la presencia de ADNct se describié por primera vez hace mas de 30 afios (1), se necesité de
investigacion y desarrollo intensivo de técnicas para comenzar a utilizarse en la década del 2010. En esta
revision, presentamos el progreso actual alcanzado en el andlisis de la tecnologia aplicada a la biopsia liquida,
enfocada principalmente en las aplicaciones de secuenciacién de préxima generacion (NGS). Ademas,
revisamos los desafios y dificultades en la aplicacidén clinica de la biopsia liquida como lo sugieren los
resultados de estudios clinicos recientes.

2-BIOLOGIA DEL ADN CIRCULANTE TUMORAL

Se propusieron mecanismos activos y pasivos como origen del ADN libre de células (ADNcf). En el mecanismo
pasivo, el ADNcf se libera en la sangre a través de la apoptosis y la necrosis celular. La fagocitosis de células
apoptoticas / necréticas por fagosomas y los macrofagos se asocian con la rotacién de ADNcf. En el
mecanismo activo, las células tumorales secretan al citoplasma el ADN fragmentado para comunicarse
activamente con el tejido distante a través de exosomas (vesiculas extracelulares) (2). Se estimo por primera
vez el recambio de ADNct fetal en la sangre de la madre y luego se determind la vida media después del
nacimiento, arrojando un promedio de 16.3 minutos (3). Mientras que la vida media del ADNct después de la
intervencion quirdrgica se estimé en 114 minutos, el nivel de ADNcf fue 3 veces mayor en pacientes con
cancer, comparados con los de individuos sanos (4). Ademas, se observo que los niveles de ADNct en
pacientes con cancer parecen mostrar una amplia variedad de rangos (5). La tasa de deteccion de ADNCct
difiere de acuerdo a la etapa del cancer, se encontré en el 47% de los pacientes de la etapa 1, el 55% en una
etapa 2, 69% en una etapa 3 y 82% de los pacientes en etapa 4 (6). Un estudio de Diehl y colaboradores
reporté que el nivel de ADNct se correlaciona con la carga tumoral (4). El tamafio de los fragmentos de ADNCcf
varia entre 170-200 pares de bases (pb), que reflejan la estructura de los nucleosomas, porque la nucleasa
digiere el ADN gendmico durante la apoptosis. El perfil de tamafo de fragmentos difiere entre el ADNcf de la
célula normal y ADNct de las células tumorales (7). Fragmentos mas cortos (< 100 pb) se observan con



frecuencia en ADNct de pacientes con cancer (8). La mayoria del ADNcf de las células normales se libera
después de la apoptosis, mientras que el ADNct también puede liberarse por necrosis (9). La fragmentacién
basada en la necrosis parece crear fragmentos de ADN mas cortos, que conducen a ADNct de menor tamafio
en comparacion con el ADNcf de células normales. Los fragmentos cortos de ADNct se observan con mas
frecuencia en pacientes con enfermedad metastasica, que en aquellos con cancer en etapa temprana (10).

3-METODOLOGIAS PARA BIOPSIA LIQUIDA

PCR digital

El concepto de PCR digital fue por primera vez descripto en un informe de Vogelstein y Kinzler (11) en el que
se informaba que las mutaciones de las proteinas de la familia RAS, se habian cuantificado en 384 pocillos
separados de una microplaca. El ensayo de PCR digital se realizé con un fragmento de molécula de ADN por
pocillo. Una sola molécula se puede amplificar un millon de veces o0 mas. En el punto final los resultados del
ensayo de PCR se expresan en una secuencia 0 (tipo salvaje) o 1 (mutante), y las frecuencias alélicas del
mutante se calculan dividiendo el nimero de pocillos que contienen mutantes por el nimero de pozos totales,
basados en la cuantificacién absoluta de cada alelo. Mientras en la PCR cuantitativa en tiempo real y las
técnicas relacionadas, amplifican una mezcla de mutantes y alelos normales, la deteccion de mutaciones raras
puede ser afectado por la gran cantidad de alelos normales presentes. A diferencia de la PCR en tiempo real,
debido a que la PCR digital amplifica ambos tipos de alelos por separado, la técnica es adecuada para la
deteccién precisa y sensible de mutaciones raras. Utilizando la PCR digital de gotas (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE. UU.), se usaron 20000 gotas para un ensayo en el que la relacion del limite de deteccién es de 0.005%
(1/20000). La PCR digital es util cuando el nimero de mutaciones que se buscan como objetivo es pequefio.
Los ejemplos incluyen la deteccién de la mutacion del gen KRAS (es uno de los genes implicados en la via
del receptor del factor de crecimiento epidérmico) en pacientes con cancer de pancreas, porque la mayoria
de ellos tienen la mutacion KRAS G12X (12). La PCR digital también se utiliza para controlar la recurrencia
de los pacientes mediante el ensayo de mutaciones individuales preexaminadas en biopsias de tejido.

Secuenciacion profunda basada en NGS y reducciéon de ruido mediante la tecnologia de codigo de
barras molecular

La secuenciacion masiva y paralela profunda es el enfoque actual mas factible para la biopsia liquida. Una
ventaja del enfoque NGS es su capacidad para determinar secuencias, en contraste con la PCR digital, que
puede detectar solo mutaciones Unicas. Por ejemplo, debido a que las mutaciones en la proteina tumoral 53
(TP53) estan dispersas en casi todo el dominio de la proteina, la NGS es indispensable ya que la aplicacién
de la PCR digital es dificil. El ensayo de panel basado en NGS, es un ensayo de mutaciones en mdltiples
genes y una herramienta muy poderosa para detectar mutaciones tumorales. Sin embargo, el alcance del error
en la NGS es problematico en la deteccién de mutaciones raras, especialmente en el analisis de ADNct que
requiere alta sensibilidad (por ejemplo, sensibilidad de aproximadamente 0.1%) debido a la tasa de error de
secuenciacion relativamente alta o errores de la PCR introducidos durante la construccion de la biblioteca
genética. Para superar este problema, se ha establecido la reduccion de ruido mediante codigos de barras
moleculares. En este enfoque, las secuencias de nucleétidos aleatorias (nucle6tidos de mezcla degenerados,
por ejemplo, N12) se unen al ADN antes de la amplificacion por PCR. Después de la amplificacién por PCR,
se obtiene una secuencia de consenso para las moléculas de ADN amplificadas con origen de molécula Unica
que tienen el mismo cddigo de barras molecular. Los errores de la PCR y los errores de secuenciacién pueden
eliminarse mediante este procedimiento, porque dichos errores se distribuyen aleatoriamente entre las
secuencias analizadas, mientras que se supone que la verdadera mutacién se ubica de manera constante en
la misma posicion. Se han establecido tres tipos principales de ensayo para el cédigo de barras molecular: 1)
el ensayo basado en amplicén (Conjunto de moléculas de ADN idénticas, resultado de una reaccion en cadena
de la polimerasa) (13); 2) amplificacion especifica unilateral de genes (14); y 3) y el enfoque basado en la
captura hibrida (15) (Figura 1). En el ensayo basado en amplicén, se realiza la amplificacion por PCR clasica
mediante cebadores especificos de genes en orden directos e inversos. Para introducir un cédigo de barras
molecular (caracterizacién de los organismos que se puede hacer de manera similar a la identificacion de los
productos comerciales usando el sistema internacional de cédigos de barras), se realiza una PCR de



proyecciéon con un cebador de cédigo de barras molecular en los primeros ciclos. La ventaja de este ensayo
es su alta precision para la amplificacién del blanco, debido a que se amplifican los dos lados de los cebadores
especificos de los genes. El segundo enfoque se basa en la amplificacién por PCR unilateral de la region
blanco por el cebador genético especifico y el cebador universal. Este ensayo tiene una ventaja en la deteccion
de fusion génica o reordenamientos estructurales, porque la amplificacién unilateral especifica de genes puede
analizar fragmentos quiméricos desconocidos unidos a una region especifica de genes. En el enfoque de
captura hibrida, la ligadura del adaptador con cédigo de barras molecular es seguida por la amplificacién con
un cebador universal en el adaptador. Las regiones del panel blanco se enriquecen con sondas de captura de
ARN del complemento. Este tipo de ensayo se ha utilizado durante mucho tiempo en la secuenciacién del
exoma. Dos métodos merecen atencién especifica. La secuenciacion duplex une cédigos de barras
moleculares a dos cadenas de ADN por separado y puede distinguir las sustituciones que aparecen en ambas
cadenas y las de una sola cadena (16). Debido a que el dafio se introduce en una sola cadena, las que
aparecen en ambas cadenas de ADN se consideran mutaciones. En un trabajo de Kukita y colaboradores, se
publicé que los errores en el codigo de barras en si, son problematicos para la precision de la estimacion del
recuento molecular. En el sistema de ensayo llamado sistema de secuenciacion de lectura integrada no
superpuesta (NOIRSS), se eliminan dichos cddigos de barras moleculares erréneos, y el sistema puede
estimar con precision el nimero absoluto de moléculas (16).

Otros problemas en la mutacién de genes

Algunos estudios han encontrado que los resultados de genotipificacion de las biopsias de tejido, difieren de
los de las biopsias liquidas. La heterogeneidad intratumoral indica que la evaluacion local del tejido, puede
causar malas interpretaciones. Por otro lado, las biopsias liquidas pueden reflejar mutaciones de mdaltiples
regiones o de todo el cuerpo (17). Perkins y colaboradores examinaron la concordancia entre la biopsia de
tejido y la biopsia liquida. Las tasas de concordancia para pacientes con cancer metastasico y para pacientes
con tumores primarios fueron 83.3 y 78.3%, respectivamente (18). Existen dos problemas principales en la
deteccién precisa de mutaciones raras que no sean errores de PCR y errores de secuencia. El primero es el
dafio al ADN. Se inform6 que los largos tiempos de incubacién durante el ensayo basado en la captura hibrida
causan dafio oxidativo al ADN y la desaminacioén que resulta en la sustitucion G > A/ C > T. Sin embargo, con
las mejoras en los sistemas de ensayo y las lineas de andlisis, CAPP-seq, un método basado en la captura,
se logré un limite de deteccion de 0.02% (19), que es comparable a los resultados de la PCR digital especifica
del sitio. El analisis de ADNct revel6 la aparicién frecuente de mutaciones somaticas de células normales. Se
ha informado recientemente, al genotipo falso positivo plasmatico debido a la hematopoyesis clonal como un
obstaculo para la deteccidn precisa de ADNct (20). El estudio encontré que las mutaciones sométicas que se
originaban en las células madre hematopoyéticas y la proliferacién clonal, se acumulan en las células
sanguineas normales. Las personas de edad avanzada suelen tener una amplia variedad de mutaciones y
altas tasas de mutacion. Las mutaciones en la regién exdnica de los genes relacionados con el cancer, también
pueden derivarse erroneamente de las mutaciones somaticas de las células madre hematopoyéticas, lo que
causa un genotipo plasmatico de cancer que arroja resultados falsos positivos. El analisis de pares de ADNct
y las células hematopoyéticas normales, y la eliminacion de tales sustituciones no cancerosas, podrian permitir
una deteccion mas robusta de ADNCct derivado de tumores, aunque esto duplica el costo analitico. Un método
para superar este problema es filtrar tales sustituciones falsas positivas, utilizando bases de datos de dominio
publico como la base de datos COSMIC (21). La ausencia de sustituciones o con baja frecuencia de aparicion,
se consideran mutaciones no derivadas de tejidos tumorales. La pérdida de alelos mutados durante el proceso
de ensayo también es problematica, especialmente para la deteccién de mutaciones raras (22). No es posible
recuperar el material de ADN inicial total, en el andlisis final en la mayoria de los ensayos debido a problemas
técnicos como el volumen muerto, division de tubos y pérdida por purificacién. Dicha pérdida de ADN puede
causar fluctuaciones en la relacion de mutaciones / alelos de tipo salvaje en funcién de la probabilidad
estadistica de distribucion hipergeométrica. Este efecto no es insignificante en la deteccidon de mutaciones
raras (0.1-0.01%). El desarrollo de ensayos altamente eficientes o0 métodos de purificacion / enriquecimiento
de ADNct, mejoraria el rendimiento del anélisis.

4-ANALISIS DE OBJETIVOS DE LA BIOPSIA LIQUIDA

El perfil genético de ADNct en la sangre, es el objetivo principal de la biopsia liquida. Ademés del ADNct, los
CTCs también son un recurso atractivo para el analisis genético. Una ventaja de los CTCs en comparacion



con el ADNct, es la disponibilidad de ARNm en CTCs viables. Sin embargo, se considera que el nimero de
CTCs es muy bajo (1 en 10° células), lo que indica la dificultad del andlisis de aislamiento y expresion génica
(23). Los estudios mas recientes han informado que la precisidon de deteccion (sensibilidad) de los CTCs es
mucho menor que la del ADNct (24). Un estudio de deteccién de mutaciones del gen KRAS (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene) revel6 que la sensibilidad de la deteccién del cancer por andlisis de ADNcty CTCs
fue de 96% y 52%, respectivamente (25). En pacientes con cancer metastasico, la sensibilidad de la deteccion
de ADNCct fue del 87,2% (6). Ademas, el analisis de pacientes con cancer que arrojaron resultados positivos
tanto para ADNct como para CTC, revel6 que su sangre contenia 50 veces mas fragmentos de ADN mutante
en ADNct que en CTCs por cada 5 ml de muestra de sangre. Por lo tanto, la biopsia liquida basada en ADNct,
es actualmente la primera opcién para el desarrollo de pruebas de diagnéstico debido a su alta sensibilidad y
especificidad. El perfil de metilacion de ADNcf es otro objetivo alternativo de la biopsia liquida. Un examen de
30 pacientes con cancer, revel6 que la metilacion de los promotores RASSF1A, CALCA y EP300 (Los genes
supresores de tumores sufren silenciamiento transcripcional cuando sus regiones promotoras portan citosinas
metiladas), detectd con precision el cancer, con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 86.7% (26).
Un trabajo de Mahon y colaboradores inform6 que el ADN metilado libre de GSTP1 se puede usar como
marcador pronostico de cancer de préstata. En un estudio de cancer de colon, la deteccién basada en la
sangre con metilacion del promotor THBD mostré una sensibilidad del 71% y una especificidad del 80% (28).
Recientemente se ha propuesto el concepto de plaquetas educadas en tumores. Se considera que el ARN
derivado del tumor se acumula en las plaquetas de pacientes con cancer (29). La deteccion de genes de fusién
como los oncogenes ALK, ROS1y RET en la sangre es un desafio. El andlisis basado en el ADN de los genes
de fusion es dificil debido a la aleatoriedad de los puntos de ruptura de fusion. El analisis basado en ARN
utilizando plaquetas educadas en tumores puede mejorar la precisién en la deteccién de genes de fusion,
porque los puntos de fusién en el ARNm se encuentran en regiones mucho mas pequefias (es decir, limitadas
a regiones exoénicas) en comparacion con las del ADN.

5-APLICACIONES CLINICAS DE LA BIOPSIA LIQUIDA

Seleccién terapéutica de medicamentos dirigidos a blancos moleculares

En la seleccién de pacientes para recibir medicamentos con objetivos moleculares, se utilizan los llamados
diagnésticos complementarios, a menudo basados en la genotipificacion de genes diana. Un ejemplo
representativo es la deteccién de mutaciones del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) para
el inhibidor de la tirosina quinasa EGFR (EGFR-TKI). El Unico sistema de biopsia liquida aprobado por la
Administracién de Drogas y Alimentos de EE. UU. y la Agencia Japonesa de Productos Farmacéuticos e
insumos Médicos, es la Prueba de Mutacién Cobas EGFR (Hoffman-La Roche, Basilea, Suiza) que utiliza ADN
plasmatico. Primero, se aprob6 el Osirmetinib (agente antineoplasico) para el tratamiento de pacientes con
prueba positiva para T790M de células no pequefias de cancer de pulmdén, una mutacién resistente, y luego
para la activacién de mutaciones. La principal fuerza impulsora de la biopsia liquida para detectar la mutacién
EGFR, fue la aprobacion del Osirmetinib, un EGFR-TKI de tercera generacion, basado en un estudio de Mok
y colaboradores. El Osirmetinib fue originalmente aprobado para el tratamiento de T790M positivo, un cancer
de pulmén de células no pequefas, después del tratamiento con EGFR-TKI que actualmente es recomendado
como de primera linea (30). Por lo tanto, la terapia requiere una prueba de mutacion T790M en una nueva
biopsia. Debido a que la nueva biopsia es mas invasiva, su reemplazo con un procedimiento no invasivo como
la biopsia liquida fue ventajoso. Después de la aprobacion de Osirmetinib como tratamiento de primera linea
basado en un estudio de Soria y colaboradores, la prueba de mutacién con ADN plasmatico se volvié menos
importante y su utilidad ahora es controvertida (31). Para el diagnostico complementario, las llamadas pruebas
de panel, es decir, las pruebas de mutacion simultanea de multiples genes que usan NGS, son un enfoque de
diagnéstico emergente y muy esperado. Actualmente, este tipo de prueba emplea tejidos tumorales, pero
varias compafiias estan desarrollando versiones de biopsia liquida.

Prediccion de recurrencia para la deteccién de cancer residual

La monitorizacién de ADNct de los solicitantes mediante biopsia liquida después de la cirugia, puede ser dtil
para la deteccion temprana de la recurrencia de la enfermedad basada en el cancer residual. En un estudio
que examind a 55 pacientes con cancer de mama después de la cirugia, el grupo de ADNct positivo mostré
una tasa de recurrencia, 4 veces mayor que el grupo de ADNct negativo (32). Después de 6 meses de



monitoreo postoperatorio, los pacientes con cambio positivo del ADNct mostraron una tasa de recurrencia del
93%, mientras que los pacientes negativos para ADNct tuvieron solo una tasa de recurrencia del 10%. Spindler
y colaboradores informaron que el ADNct detectaba la recurrencia del tumor 11 meses antes, que cualquier
otro marcador disponible actualmente o métodos de analisis por imagenes. Diehl y colaboradores sugirieron
gue el ADNct es mas util para predecir la recurrencia que el marcador tumoral CEA, ampliamente utilizado en
entornos postoperatorios. Teéricamente, la deteccidn temprana de cancer residual por ADNct puede ayudar a
erradicar los tumores o prevenir su recurrencia. Sin embargo, todavia no se ha establecido el beneficio clinico
(prolongacion de la supervivencia global o mejora de la calidad de vida) de este enfoque. Por lo tanto, no hay
evidencia de que la deteccion de tumor residual mejore los resultados clinicos con tratamientos especificos.
Cabe destacar que varios ensayos clinicos aleatorios y prospectivos que examinan los beneficios clinicos de
detectar marcadores de proteinas tumorales circulantes con este proposito fallaron (34,35). En el futuro, se
realizaran grandes estudios prospectivos para investigar la utilidad clinica del enfoque de ADNct en el ajuste
de la monitorizacién de la recurrencia del cancer.

Diagnostico temprano de cancer

Uno de los objetivos finales de la biopsia liquida, es el diagnéstico temprano de cancer en individuos
asintomaticos. La deteccion del ADN fetal en la sangre materna y el éxito del genotipo prenatal de la
aneuploidia (36,37) ofrecen la esperanza de que la tecnologia pueda aplicarse a la deteccion temprana del
cancer. Para la evaluacién de la viabilidad de la biopsia liquida, las mutaciones en el gen KRAS en pacientes
con cancer de pancreas son un objetivo racional, porque > 90% de los pacientes con cancer de pancreas
tienen la mutacién en el gen KRAS (38,39). La sensibilidad de la deteccion de KRAS G12X por el ensayo de
ADNCct basado en NGS para pacientes con cancer de pancreas se estimo6 en un 25-30% (21), mostrando un
rendimiento comparable con la PCR digital especifica del sitio (40). Esta estimacién, indica la necesidad de
mejorar del ensayo ADNct como la primera herramienta de deteccion temprana del cancer. Aunque la utilidad
de cada marcador tiene algunas limitaciones, un estudio encontrd que la unidad combinatoria y la integracion
de mdultiples marcadores / enfoques mejoraron la precision de la deteccién. Aunque existe un entusiasmo
generalizado por la utilizacion de la biopsia liquida para este propésito, actualmente no existe evidencia que
respalde la validez clinica y la utilidad de la biopsia liquida para la deteccién temprana del cancer.

6-CONCLUSIONES

El desarrollo de las tecnologias de PCR digital y NGS mejoraron enormemente el estudio de la biopsia liquida
con el objetivo final de la aplicacion clinica. En particular, la tecnologia de cddigo de barras molecular basada
en NGS ha evolucionado rapidamente en los Gltimos afios. Estos desarrollos permiten detectar mutaciones de
ADNCct ultrarrapidas localizadas en un amplio rango del genoma. Muchos estudios de biopsia liquida se han
realizado recientemente en todo el mundo, porque es un método atractivo y la tecnologia no es invasiva para
el estudio de la genotipificacion del tumor como complemento de la biopsia tisular. Sin embargo, la mayoria
de esos estudios fueron retrospectivos, lo que indica que quedan muchos desafios antes de que se vea el uso
generalizado de la biopsia liquida en entornos clinicos de rutina. Los puntos importantes son, si la biopsia
liquida realmente proporciona mas beneficios clinicos que la practica médica establecida actualmente, si
mejora la calidad de vida de los pacientes y si ofrece beneficios de costos desde el punto de vista de la
economia de la salud. Para evaluar la viabilidad de la biopsia liquida desde estos puntos de vista, se deben
realizar grandes estudios clinicos prospectivos en el futuro. Se espera que la validez clinica y la utilidad de la
biopsia liquida se validen en un futuro préximo.



Figura 1-Tres tipos de paneles de ensayos de préxima generacion
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AMPLIACION

Los exosomas son vesiculas delimitadas por membrana de entre 50 y 100 nm de diametro, formadas a través
de la membrana endosomal. Se trata de nanovesiculas extracelulares liberadas por algunas las células como
las células dendriticas, los macrofagos, los linfocitos, las células epiteliales glandulares y las células
tumorales. Las encontramos en el plasma, la orina, el liquido cefalorraquideo, el liquido amnidtico, el lavado
broncoalveolar, el liquido sinovial, el liquido ascitico, la leche materna y la saliva. Estas vesiculas
extracelulares representan un importante modo de comunicacién intercelular. Sirven de vehiculos para la
transferencia entre las células de membrana, de proteinas citosolicas, de lipidos y de ARN tanto codificante
como no codificante. Los exosomas juegan un papel biolégico fundamental en la regulacion de la fisiologia
normal, asi como de los procesos patologicos a través de las redes de regulacion genética o a través de la
programacion epigenética.

Los exosomas son considerados como un nuevo mecanismo por el cual las células cancerosas y las células
infectadas por virus pueden regular su microambiente. También realizan la expulsion de componentes
obsoletos de la membrana y se las ha relacionado con la presentacion de antigenos. La saliva ofrece una
excelente alternativa para el descubrimiento de biomarcadores de diagndstico y prondstico de diferentes
patologias, con ventajas como su facil recoleccion y no invasividad. Los exosomas también han surgido como
un candidato potencial para modalidades de inmunoterapia y vacunacion, asi como un nuevo vector para la
terapia génica. La muestra de saliva promete ser una deteccién precoz del cancer de boca y garganta con
la ayuda de Acoustofluidics, que es una tecnologia avanzada que fusiona acustica y microfluidica. El
comportamiento de los fluidos en la microescala, difiere sustancialmente de lo observado en la macroescala,
la tensién superficial y la disipacién de la energia son completamente diferentes. El flujo es siempre laminar y
no ocurren turbulencias. Un efecto importante es que la relacién de superficie por volumen es muy alta, por lo
que cualquier reaccién quimica en un microfluido se ve muy acelerada. Las muestras de fluidos se analizan
utilizando un pequefio chip acustico desarrollado para aislar los exosomas salivales mediante la eliminacién
de particulas no deseadas segun el tamafo, dejando muestras concentradas ricas en exosomas que facilitan
la deteccién de biomarcadores especificos de tumores. La prueba de saliva promete una detecciéon mas facil
del cancer de boca y garganta. En un estudio colaborativo internacional entre la Universidad de Duke y la
Universidad de Birmingham (Reino Unido), los investigadores analizaron muestras de saliva de 10 pacientes
diagnosticados con virus del papiloma humano utilizando métodos tradicionales. Descubrieron que la técnica
identificaba el ADN del biomarcador tumoral HPV-16 en el 80 por ciento de los casos cuando se combinaba
con PCR. Dado que este método es independiente de la variabilidad de la muestra que surge debido a los
cambios en la viscosidad de la saliva y los métodos de recoleccién utilizados, puede resultar ideal para su uso
en entornos clinicos. La biopsia liquida del exosoma de saliva, puede un enfoque eficaz de deteccion temprana
y evaluacion de riesgos para el cancer orofaringeo.
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