Disefio de un fijador para la preservacion de ADN tumoral libre
circulante ensangre para biopsia liquida
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Resumen

La manera de diagnosticar cancer implica procedimientos que algunas veces llegan a ser peligrosos para el paciente, sin
embargo, actualmente existen procesos alternos no invasivos llamadas biopsias liquidas, que, mediante la extracciéon de
fluidos corporales, como las muestras sanguineas, es posible purificar y analizar ADN procedente de los tumores,
denominado ADN tumoral libre circulante. Este ADN sin células se refiere a todo el ADN no encapsulado en el torrente
sanguineo. La importancia de este proyecto radica en que en México no existen opciones para la preservacion de esta
biomolécula, yaque el mercado se ve restringido por cuestiones de importacion, adicional a esto, esta el factor de vida util
de la muestra; dado que el uso de la misma debe serinmediato debido a su inestabilidad molecular. Por este motivo, se tiene
como objetivo disefiar un fijador parala preservacién de ADN libre circulante, el cual facilite la conservacion y estabilidad
del ADN bajo un periodo de tiempo post extraccion. El desarrollo del proyecto comienzacon la identificacion de los agentes
estabilizadores de la molécula bajo condiciones ambientales; se definié una formulacién basada en cinco componentes:
anticoagulante, buffer, preservativo, inhibidor de nucleasas, e inhibidor de proteasa. Por ultimo, se hicieron pruebas con
muestras de biopsia liquida, comprobando por medio de electroforesis la adecuada conservacion del ADN de interés posterior
a laaplicacion del fijador. Finalmente, se obtuvo como resultado un conservador capaz de mantener estable la biomolécula
deseada durante un lapso de tiempo dentro del cual se podrian efectuar analisis exitosos de identificacion de cancer.
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Introduccion

En la actualidad existen limitados métodos de
deteccidn de cancer, los cuales suelen ser altamente
invasivos y resultan perjudiciales parael paciente, la
alternativa a esto es la biopsia liquida, la cual resulta
ventajosa sobre una biopsia de tejido o
convencional, yaque solo se necesita como muestra
inicial un fluido corporal, el cual es mucho méas facil
de obtener, y a partir de ello se detectan posibles
indicadores de cancer en el organismo. Para
pacientes en estado critico o con enfermedades
como cancer de pulmdn, no es posible realizar una
extraccién de tejido debido al alto riesgo de
sangrado, lesidn nerviosa o diseminacion de
enfermedades [1]; es aqui donde entran las biopsias
liquidas, a partir de las cuales se puede tener mayor
informacién sobre el perfil mutacional del tumor a
medida que este evoluciona y adicionalmente se
puede tomar una biopsia de este tipo en los
diferentes estados de la enfermedad, lo que le
permite al médico tomar decisiones terapéuticas mas
acertadas,

La biopsia liquida es el método mediante el cual se
toma un fluido corporal para purificar ADN libre
circulante, o cfDNA por sus siglas en inglés, el cual
se refiere a todo el ADN no encapsulado en el
torrente sanguineo, una porcién de este se origina a
partir de un clon tumoral y se denomina ADN
tumoral libre circulante [2].

El problema del cfDNA radica en que las cantidades
presentes en una muestra son sumamente escasas,
pues existen de 1.6 a23.7 ng por cadamL de plasma,
y se degradan rapidamente por las enzimas DNAsa
presentes en el torrente, ddndole una vida media de
16 minutos [3]. Otro reto es la necesidad de técnicas
de extraccion de ADN capaces de recuperar
fragmentos muy pequefios de este y evitar la
contaminacion del ADN libre circulante con el ADN
gendmico liberado de los glébulos blancos. Uno de
los mayores inconvenientes es que el cfDNA
comienza a degradarse con el tiempo desdeel punto
de extraccion de sangre [4]. Esto Gltimo resulta
problematico cuando las muestras de sangre se
recolectan lejos del centro donde se realizan las
pruebas moleculares y deben enviarse a largas
distancias; por lo tanto, es necesario utilizar un
conservadoradecuado para la posterior extraccion y
procesamiento de la sangre para garantizar la
recuperacion del cfDNA vy, en consecuencia, una
mayor tasa de éxito en las pruebas de diagndstico.
Ademés de su versatilidad para cuestiones
patolégicas la evaluacion del cfDNA por medio de
biopsia liquida permite tener un mayor acceso a las
mutaciones que las células tumorales pudieran llegar
a tener, dado que los tumores cambian perfil
mutacional al evolucionar el ser humano y es
necesario identificar los cambios mutacionales que
sufre el tumor para realizar un adecuado monitoreo
de la enfermedad.
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A pesar de que se han desarrollado tubos de
recoleccion de sangre que contienen un agente de
fijacién capazde conservarlas células sanguineas y,
retrasar su degradacion [5], en México no se
encuentran disponibles dichas opciones para la
preservacion de esta biomolécula, pues el mercado
se ve limitado por cuestiones de costos y
restricciones de importacion. La motivacion del
proyecto nace a partir de esta probleméatica, y se
tiene como objetivo disefiar un fijador de
preservacion de cfDNA, el cual facilite su
conservacion, por lo que si se busca transportar la
muestra para biopsia liquida para un paciente que
necesite un diagnostico especializado, no ocurra
degradacion y se puedaanalizar correctamente.

Metodologia
La elaboracion del proyecto fue basada en los
siguientes pasos:

1. Se elabor6 el suero preservador de ADN libre
circulante utilizando cinco componentes bésicos:
Anticoagulante, Buffer, Preservativo, inhibidor de
nucleasas y un inhibidor de proteasa.

a. Base salina (70.5%)

b. El anticoagulante seemplea conel fin de evitar
el taponamiento de las columnas de silica (6%)

c. Buffer para la estabilizacién y regulacion del
pH ideal (1%)

d. Preservativo para la estabilizacion de los
extremos parcialmente negativos de las
cadenas de ADN (18%)

e. Inhibidor de nucleasas para eliminar su
actividad enzimatica que degrada las cadenas
de ADN (2.5%)

f. Inhibidor de proteasa para eliminar la accion
de las proteinas que causan que se
desnaturalice el ADN (2%)

2. Para la fabricacion del solvente preservador, al
cual se le denominé cfDNA primer, se
seleccionaron tres variables del componente
preservativo, con la finalidad de encontrar los
reactivos ideales que presentaran un mayor
beneficio en cuanto a la obtencion de cfDNA y
conservacion de propiedades de la sangre.

3. Después de obtener las formulaciones para cada
cfDNA primer (F1, F2, F3), se realizaron tres
pruebas correspondientes a las tres variables de
preservativo con muestras sanguineas de
voluntarios.

4. El ADN fue extraido a partir del plasma sanguineo
de cada una de las muestras problema y de un
control (plasma fresco sin fijador), usando un kit
comercial basado en columnas de silica.

a. La primera extraccion se hizo el mismo dia,
transcurridas 5 horas de la adicion del fijador
con la sangre.

b. La segundaexraccion se realizd pasadas 24
horas de la adicién del fijador con la sangre.

5. Después de la purificacion el ADN fue
amplificado por una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para confirmar su presencia.

6. Para visualizar los productos de laPCR se utiliz6
la técnica de electroforesis en gel de agarosa para
visualizar el ADN vy valorar su calidad y
cantidad.

7. En base a esta observacion, se hizo la seleccion
del fijador que tuviera mayor cantidad de
cfDNA; siendo este el fijador a incluir para la
seleccidn final del proyecto.

Resultados y Discusion

Los tres fijadores elaborados (F1, F2, F3) tuvieron

efectos distintos sobre la muestra, los que pudieron

ser observados antes de realizar la extraccion de

ADN y que causaron problemas.

Fijadores:

F1. Presenté coagulacién nula, aunque causé que los
eritrocitos se lisaran. La lisis de los eritrocitos
causala liberacion de la hemoglobina que es un
inhibidor de la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR), wuna de las técnicas
principales para la identificacién de mutaciones.

F2. Present6 una coagulacion media, se decidio
salvar dicha muestra y se procesO en otra
columna de silice con la intencién de tener
cantidades 6ptimas de ADN.

F3. Presentd coagulacion y por este motivo se
decidi6 descartarlo, ya que la columna
presentaria taponamiento y la cantidad de ADN
no iba a serrepresentativa.

Debido a esto, las formulaciones de los fijadores

fueron modificadas y se repiti6 la misma

metodologia.

Del andlisis por electroforesis se obtuvieron los

siguientes resultado:

Figura 1. ADN extraido mediantetécnica electroforesis



La presencia de ADN en una muestra usando
electroforesis en gel de agarosa es visualizada
gracias al uso de un tinte intercalante que hace
fluorescer al ADN después de la transiluminacién
con luz U.V,, las moléculas de ADN se observan
como bandas brillantes, donde la cantidad de ADN
presente es proporcional a la intensidad y grosorde
las bandas.

A partir de las muestras tratadas con el fijador 2 (F2
y F2.2), se obtuvo poco ADN, lo que se obsené
como bandas poco visibles.

En el caso del fijador aplicado Unicamente al plasma
no se observé presencia de ADN pues no hay
ninguna banda. En el caso del fijador 1, se puede
notarde forma mas nitida la banda, lo que indica que
hay presenciade ADN, pero en menor cantidad.
Cuando el fijador se mezcl6 con el plasma
sanguineo, y no con la sangre, y se almaceno a
temperatura ambiente no se obtuvo cfDNA (carril P
de la figura 1).

La mayor cantidad de cfDNA fue obtenida con el
fijador 1 (F1), tal y como se puedeverenla Figural.

Conclusiones, perspectivas y recomendaciones
Con base en los resultados obtenidosde la pruebade
electroforesis se comprueba que se obtuvo una
formulacion para el fijador, el cual conservase
adecuadamente la molécula parcialmente negativa
del ADN, y pudiera conservar estable la molécula
durante cierto periodo de tiempo.

Se pudo observarque hubo presencia de cfDNA en
cada una de las muestras con los dos fijadores
puestos a prueba, pero el que presentd mayor
cantidad fue F1, por lo que se llegd a la conclusion
de que este es la mejor opcioén a usar en casos de
analisis y manejo patolégico para el tratamiento de
cancer, asi como es recomendable aplicarlo a
muestras sanguineas sin separar, pues directamente
en plasma no se detecta presencia de la molécula.
Finalmente, enrelacién con el objetivo del proyecto,
se puede decir que se logréd adecuadamente, ya que
el disefio del fijador orientado para la preservacion
de cfDNA en muestras sanguineas para biopsia

liguida se obtuvo y se respalda en los resultados
observables en la electroforesis. Sin embargo,
debido a la complejidad y retos que implica trabajar
con cfDNA, seguiremos haciendo pruebas que
mejoren nuestros fijadores y a futuro demostrar que
pueden mantener la estabilidad del cfDNA en
biopsia liquidas basadas en sangre destinadas a
estudios moleculares para la identificacion de
biomarcadores asociados a enfermedades como el
cancer.
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