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y su potencial clinico
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lo largo de su vida, las personas pueden atra-

vesar por distintos escenarios clinicos. En-

fermedades autoinmunes, como la artritis

reumatoide y el lupus eritematoso sistémico;
infecciones bacterianas y virales, como la tuberculosis
y la hepatitis, respectivamente; el embolismo pulmo-
nar y otras condiciones, como el infarto y el embarazo.
Todas ellas, a simple vista, parecen no compartir ca-
racteristica alguna. Sin embargo, quienes presentan
estas condiciones sf tienen algo en comun: la presen-
cia de 4cido desoxirribonucleico (ADN) fuera de sus
células, que circula libremente en su sangre.

;Qué es el ADN extracelular? Son moléculas de ADN
de cadena sencilla o doble (el ADN normalmente for-
ma una doble hélice compuesta de dos cadenas com-
plementarias), cuya longitud abarca desde menos de
500 hasta 21 mil pares de bases (las unidades que se
unen entre si para formar cadenas de ADN). Lo encon-
tramos circulando, fuera de las células, en distintos
liquidos corporales: el amnidtico (que rodea a un feto
en el ttero), el pleural (que lubrica la pleura, membra-
na que recubre la cavidad tordcica y rodea los pul-
mones), el sinovial (que reduce la friccién entre las
articulaciones) y la orina, aunque la mayorfa de los
estudios al respecto se han enfocado en su deteccién
en el plasma y suero sanguineos, gracias a que son li-
quidos facilmente accesibles que pueden obtenerse
mediante un método poco invasivo.

Curiosamente, la existencia del ADN circulante fue
reportada por primera vez por Mandel y Métais en
1948, s6lo cuatro afios después de la demostracién de
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que el ADN es el material de la herencia y cinco afios
antes del articulo de Watson y Crick sobre la estructu-
ra en doble hélice del ADN. Esto provocé que, a pesar
de la naturaleza innovadora del trabajo de Mandel y
Métais, quienes observaron la presencia de ADN extra-
celular en la sangre de personas sanas y con distintas
enfermedades, no se le tomara en cuenta sino hasta
finales de 1960, cuando el ADN extracelular se redes-
cubrié en suero y plasma de personas con lupus erite-
matoso sistémico.

Desde entonces, se ha demostrado la presencia del
ADN circulante en personas sanas, personas con distin-
tas enfermedades y pacientes con cdncer, principal-
mente en forma de mononucleosomas u oligonucleosomas
(los nucleosomas son estructuras repetitivas, formadas
por ADN y protefnas, que constituyen la unidad funda-
mental de la cromatina, forma de organizacién del ADN
en las células eucariontes, es decir, las que tienen un
nicleo delimitado por una membrana). Esta confor-
macién probablemente contribuye a proteger al ADN
de la accién de las nucleasas (enzimas que destruyen
los 4cidos nucleicos). Esto, en primera instancia, ha
hecho posible su deteccién en plasma y suero sangui-
neo. Posteriormente, gracias al desarrollo tecnoldgico,
se ha logrado observar un aumento en los niveles del
ADN circulante de personas con distintas condiciones
patoldgicas, incluyendo inflamacién, infeccién, insu-
ficiencia cardiaca, insuficiencia respiratoria severa,
embolismo pulmonar, enfermedades autoinmunes y
cdncer, en comparacion con los niveles que presentan
las personas sanas.



La existencia del ADN circulante fue reportada por primera vez por Mandel y Métais en 1948,
s6lo cuatro anos después de la demostracion de que el ADN es el material de la herencia
y cinco anos antes del articulo de Watson y Crick sobre la estructura en doble hélice del ADN.
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Comunicaciones libres I

También se ha registrado la presencia de ADN del
feto en la sangre materna, al igual que de ADN extra-
celular derivado del 6rgano donado en la sangre de per-
sonas que han recibido un transplante. Ademads, se ha
observado ADN circulando en la sangre de pacientes
con trauma. Estas observaciones demuestran la diversi-
dad de condiciones de importancia clinica cuyo comdn
denominador es la presencia de ADN circulante.

Todos estos descubrimientos han originado un gran
interés de los investigadores en el potencial que posee
el ADN circulante para el diagnéstico, prondstico y mo-
nitoreo de distintas condiciones clinicas. Dicho inte-
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rés se ha enfocado principalmente en pacientes con
cdncer, ya que presentan aumentos considerables de
ADN circulante en comparacién con los niveles obser-
vados en las personas sanas. A su vez, estos incrementos
son mayores cuando la persona presenta metdstasis, que
es la diseminacién del tumor primario a zonas distintas
de la original en estados avanzados de la enfermedad.

Estas diferencias detectables de ADN en la sangre
han hecho que los investigadores se pregunten cudles
son los mecanismos de liberacién que explican la pre-
sencia de ADN fuera de las células. Un mecanismo plan-
teado es la muerte celular, tanto la necrosis (proceso
patoldgico asociado con trauma celular severo) como la
apoptosis (muerte celular programada). La necrosis
tumoral suscita la liberacién del material celular provo-
cada por la accién de enzimas degradativas, mientras
que en la apoptosis el ADN es liberado a la circulacién
al morir la célula, contenido dentro de los fragmentos
celulares llamados cuerpos apoptdticos. Otro mecanismo
propuesto es la lisis (destruccion) de células cancero-
sas, pero en este caso se trata de células liberadas por el
tumor a la sangre.

Ademads de la muerte celular, se ha planteado la li-
beracién activa y espontdnea de ADN, la cual ya ha sido
observada en distintos tejidos. Este mecanismo supone
la expulsién de ADN recientemente sintetizado (fabri-
cado), que se libera de acuerdo a un mecanismo home-
ostatico (de balance interno).

Queda implicito que, sea cual fuere el mecanismo
o mecanismos involucrados en la liberacién de ADN a
la circulacién, el incremento de la concentracién de
ADN circulante en distintas condiciones, patolégicas o
no, es debido en parte a la incapacidad del organismo
para deshacerse del exceso de ADN circulante. Este
exceso puede ser provocado por alguna alteracién o
porque el nimero de macréfagos o células vecinas, que
eliminan al ADN circulante, son insuficientes para asi-
milar dicho incremento. El exceso puede deberse tam-
bién a que haya alcanzado el limite de saturacién de
los macréfagos, que se encuentran por ello incapacita-
dos (por lo menos momentdneamente) para asimilar
un mayor volumen de ADN. Ademis, se ha observado
que la eficiencia de las enzimas nucleasas para destruir
el ADN disminuye en muestras de personas con céncer,
al igual que la capacidad de los macréfagos para fago-



citar (ingerir y destruir) el ADN en personas con lupus
eritematoso sistémico. Esto explicarfa la permanencia
del ADN extracelular en dichas personas.

Sin embargo, no sélo se ha encontrado ADN extra-
celular en los distintos liquidos corporales de las perso-
nas que presentan algiin padecimiento, sino también
en liquidos corporales de personas sanas. Entonces, ;de
dénde proviene el ADN circulante?

Se ha propuesto que su origen, en personas sanas o
con enfermedades distintas al cdncer, son las células
nucleadas normales, principalmente las células hema-
topoyéticas (células sanguineas). Sin embargo, en per-
sonas con cdncer, la mayor parte del ADN en circula-
cién sanguinea proviene de células tumorales.

ADN circulante y cancer

Dentro del potencial clinico del ADN circulante,

su medicién cuantitativa se ha planteado como un

marcador que permitirfa detectar tumores, a partir
de que se demostré que las concentraciones de ADN
circulante son mayores en personas con cdncer que en
personas sanas, y significativamente mayores en perso-
nas con metdstasis; que en muchos casos estos niveles
disminuyen en respuesta a una terapia anticancer exi-
tosa, y que cuando dichas concentraciones no dismi-
nuyen después de la terapia esto coincide con una falta
de respuesta del tumor a la terapia.

Sin embargo, se pueden encontrar niveles elevados
de ADN extracelular en distintas condiciones fisiol4-
gicas y patoldgicas distintas al cdncer, como ya an-
teriormente se ha mencionado. Por ello, el esfuerzo
emprendido para desarrollar pruebas sanguineas poco
invasivas, suficientemente sensibles y especificas para
aplicarse en la evaluacién clinica de personas con cén-
cer se ha concentrado en la deteccion de alteraciones
moleculares caracteristicas del cdncer en el ADN circu-
lante. Estos rasgos, que actualmente pueden detectar-
se en el ADN que circula en la sangre de personas con
cancer mediante el empleo de tecnologfas basadas en
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés; técnica con la que se pueden detectar,
cuantificar y analizar cantidades muy pequefias de 4ci-
dos nucleicos), pueden reflejar tanto el tamafio del
tumor (a mayor masa tumoral, mayor cantidad de ADN

I El ADN circulante y su potencial clinico ‘

tumoral circulante) como el llamado grado histoldgico
(los cambios en la diferenciacién celular que van de la
mano con los cambios en la actividad de genes: acti-
vacién de oncogenes, inactivacién de genes supresores
de tumores), la eficacia del tratamiento y el riesgo de
recurrencia del cdncer. Todas estas alteraciones mole-
culares las podemos clasificar en siete grupos:

a) Mutaciones en oncogenes. Los oncogenes son genes
asociados a la proliferacién y supervivencia celular.
Cuando estdn mutados, las proteinas que producen
tienen una mayor actividad, lo que promueve el de-

sarrollo del tumor. Los primeros reportes que descri-

|
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Comunicaciones libres .

bieron mutaciones especificas tumorales en el ADN cir-
culante involucran a miembros de la familia de genes
ras (H-ras, K-ras y N-ras), probablemente porque se en-
cuentran mutados con gran frecuencia en canceres de
distinto origen, incluyendo pancreas (90 por ciento),
colon (50 por ciento), pulmén (30 por ciento), tiroi-
des (50 por ciento), vejiga (6 por ciento), ovario (15
por ciento), mama, piel, higado, rifién y algunas leu-
cemias. Estas pruebas tienen gran especificidad para
detectar tanto el gen mutado como el cdncer, debido a
que en la sangre de individuos sanos no se encuentran
mutaciones de estos oncogenes, por lo que podrfan uti-
lizarse en el pronéstico y monitoreo de la enfermedad.
Ademis, se han encontrado mutaciones de genes ras
en sangre que no corresponden con las mutaciones
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detectadas en biopsias del tumor de la misma persona;
y en ciertos casos, las alteraciones de este gen se en-
cuentran en la sangre de personas a las que no se les ha
detectado ningin tumor. Esto significa que esta téc-
nica podria tener potencial para detectar subclonas
tumorales (grupos de células de tumor que han ganado
mutaciones adicionales durante el proceso de metdsta-
sis) y para detectar mutaciones tempranas en personas
con riesgo de padecer cdncer. Incluso, ;jpor qué no?,
para detectar tumores primarios adicionales.

b) Mutaciones en genes supresores de tumores. Los
supresores de tumores son genes asociados a la regula-
cién del ciclo celular que evitan la proliferacién, repa-
ran errores en el ADN, promueven la apoptosis (muerte
celular programada) y la estabilidad genémica. Cuando
las protefnas producidas por estos genes pierden su fun-
cién, aumenta la probabilidad de que se desarrolle un
tumor. Un ejemplo de gen supresor de tumores es el
denominado p53, conocido como “el guardidn del ge-
noma”, por su participacién en la estabilidad genémica.

¢) Translocaciones cromosémicas. Ocurren cuando los
brazos de dos cromosomas distintos se unen como con-
secuencia de fenémenos de recombinacién no homé-
loga, lo que puede dar lugar a que dos genes, en prin-
cipio distantes, entren en proximidad fisica de forma
que uno de ellos pueda controlar la expresién del otro,
o bien que se fusionen dando lugar a un gen hibrido
con propiedades oncogénicas (cancerigenas).

d) Alteraciones de microsatélites. Los microsatélites
son secuencias repetitivas de ADN de 2 a 6 pares de
bases cuyas alteraciones en longitud (disminucién o
aumento) reflejan errores de replicacién y son fre-
cuentes en céancer. Asi, utilizando oligonucleétidos
apropiados —secuencias de ADN disefiadas para aco-
plarse a los extremos del fragmento que se quiere
amplificar con PCR—, pueden detectarse en la sangre
de las personas y emplearse en el diagnéstico de dis-
tintos tipos de cdncer.

e) Hipermetilacion de promotores de genes. Son alte-
raciones epigenéticas —cambios heredables en la
expresién génica que no involucran un cambio en la
secuencia de ADN— que resultan de la metilacién abe-
rrante de los residuos de citosina de ciertas regiones
del ADN, en particular en las secuencias que activan a
los genes supresores de tumores involucrados en el



control del ciclo celular y la apoptosis, lo que ocasio-
na que no se activen y se potencie el desarrollo de
tumores.

f) Mutaciones de ADN mitocondrial. Se han descrito
diversas mutaciones del ADN de las mitocondrias —del
que cada célula humana contiene cientos de copias—
en diversos tipos de cdncer, y también en liquidos cor-
porales como la orina, la saliva y el liquido de lavado
broncoalveolar. La observacién de que dichas altera-
ciones coinciden con las de las células tumorales de la
persona con cédncer le confiere potencial clinico a su
deteccién, aunque se requiere de un nimero mayor de
estudios que correlacionen estas alteraciones con los
pardmetros clinicos.

g) ADN wiral circulante. Otra fuente de ADN circu-
lante son los virus. Algunos, como el de Epstein-Barr
y el del papiloma humano estidn asociados a ciertos
tipos de cédncer, como el de faringe, el linfoma de
Hodgkin o el cancer cervicouterino. Se han encontra-
do evidencias de la liberacién de ADN viral en la san-
gre, por lo que su cuantificacién tiene el potencial de
servir como marcador tumoral —si se detecta este ADN
viral en sangre, indicarfa una posible transformacién
maligna— que puede reflejar el tamafio del tumor, la
carga viral y la respuesta al tratamiento.

La correlacién de estas caracteristicas con distintos
pardmetros clinicos ha permitido que se visualice al
ADN circulante derivado del tumor como un promete-
dor marcador tumoral para su futura aplicacién en
estudios de diagnéstico, prondstico y monitoreo del
cancer. Estas modificaciones podrfan emplearse como
pardmetros especificos para cada tipo de cdncer. Asf,
los diferentes niveles de ADN extracelular y las distin-
tas alteraciones del ADN circulante podrfan emplearse
individualmente o en coordinacién con otros marca-
dores, dependiendo del cancer del que se trate, para
optimizar su sensibilidad o especificidad en la evalua-
cién de cada caso. Por ello, conviene incrementar los
estudios por tipo de céncer, para poder realizar compa-
raciones en cuanto a la eficiencia del método de
extracciéon de ADN y a la sensibilidad y especificidad
de los marcadores de manera individual o en combina-
cién con otros. Asf, posteriormente se podran estanda-
rizar las metodologfas para obtener mejores resultados
en la evaluacion del cancer.




Comunicaciones libres I

De hecho, tomando en consideracién los resulta-
dos obtenidos en un estudio en el que se encontraron
en la sangre de distintas personas mutaciones en un
oncogen en etapas tempranas del desarrollo del cdncer
(hasta catorce meses antes del diagndstico clinico de la
enfermedad), la aplicacién clinica del ADN circulante
para detectar cdncer resulta prometedora.

Sin embargo, el ADN no es el tnico 4cido nucleico
que puede detectarse extracelularmente. También se
ha observado la presencia de 4cido ribonucleico (ARN)
circulante, tanto de manera libre como protegido den-

£y
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tro de cuerpos apoptéticos distintos de los que contie-
nen ADN.

En relacién al cdncer, por presentar un solo ejem-
plo, se ha encontrado ARN relacionado con el tumor
en distintos liquidos corporales de personas que pre-
sentan dicha enfermedad, por lo que el campo de los
dcidos nucleicos circulantes cobra cada dia mayor fuer-
za en la investigacién de distintas condiciones clini-
cas. Debido a las limitaciones de espacio, un préximo
articulo respecto al ARN circulante y su potencial cli-

nico profundizard en este interesante tema.

Aplicacion en el embarazo

El embarazo es una condicién que despertd el inte-

rés de quienes investigan el ADN circulante debido

a las similitudes que hay entre la placenta y un
tumor. Es muy invasiva, altamente anapldstica (sin
morfologia celular normal), presenta un alto indice mi-
tético (divisiones frecuentes) y produce antigenos on-
cofetales (que evitan el ataque del sistema inmune).
Dicho interés dio como resultado la demostracion de
la existencia de ADN fetal en la sangre de mujeres em-
barazadas, lo que se logré al estudiar la sangre de muje-
res prefiadas de fetos varones, utilizando secuencias
del cromosoma Y como marcador de ADN fetal mascu-
lino. Esta técnica, ademas de cuantificar el ADN fetal,
también puede utilizarse para determinar el género del
feto.

Como ya hemos visto, y contrariamente a la creen-
cia tradicional de que la placenta es una barrera im-
permeable, el ADN fetal circula libremente en la sangre
materna, y se sugiere que procede principalmente de la
placenta y probablemente, mediante transferencia di-
recta, de las células del mismo feto, aunque como en
la mayorfa de los casos se sugiere también la par-
ticipacién de células hematopoyéticas (en este caso
fetales) como fuente en menor proporcién del ADN fe-
tal en circulacién materna.

La principal estrategia en la deteccién de ADN fetal
en la sangre materna es la bisqueda de secuencias dife-
rentes entre la madre y el feto; por ello, en su mayoria,
se han detectado genes o mutaciones heredadas del
padre, las cuales son genéticamente distintas de las
secuencias de origen materno. Actualmente, la inves-



tigacién se ha extendido a marcadores epigenéticos fe-
tales y polimorfismos (variaciones) del ADN de los auto-
somas (cromosomas no sexuales). Esto hace posible la
deteccién, en sangre materna, de ADN fetal heredado
tanto por parte del padre como de la madre. Ademas,
el andlisis cuantitativo de ADN fetal tiene el potencial
clinico para diagnosticar desérdenes genéticos prena-
tales, mientras que las cantidades elevadas de ADN
fetal, al compararlos con los niveles encontrados en la
sangre de mujeres con embarazos normales en las mis-
mas etapas de gestacion, se han relacionado con ciertas
complicaciones asociadas al embarazo, como sindrome
de Down, hipertensién, nduseas y vomitos excesivos,
placenta invasiva y parto prematuro.
La aplicacion de los estudios prena-
tales actuales, como la amniocentesis
(método en el que se inserta una aguja
en el abdomen y se extrae liquido am-
nidtico del dtero) y la biopsia de vello-
sidades coriales (método en el que un
tubo o catéter de pléstico delgado se
inserta en el cérvix a través de la vagi-
na), conllevan cierto grado de invasi-
vidad y de riesgos tanto para la madre
como para el feto que podrian resultar
en aborto. Por ello, no se aplica rutina-
riamente a todas las mujeres embaraza-
das, sino sélo a aquellas que presentan
mayor riesgo de tener bebés con altera-
ciones genéticas. Estos riesgos se acen-
tdan en casos en los que la mujer ha
sufrido un aborto espontdneo o ha re-
cibido tratamientos para facilitar el em-
barazo, es decir, mujeres con un histo-
rial de complicaciones en el embarazo
que probablemente provoquen que re-
chacen estos métodos. Al comparar
estos procedimientos con lo poco in-
vasivo y el mucho menor riesgo que po-
see el andlisis de ADN fetal circulante
en sangre materna, se aprecia el poten-
cial de diagnéstico prenatal que tiene
esta técnica en distintas condiciones
asociadas al embarazo, como desdrde-
nes ligados al sexo, riesgo de enferme-

. El ADN circulante y su potencial clinico ‘

dad hemolitica, trastorno muscular y la virilizacién de
los genitales externos en fetos de sexo femenino. Por
eso, seguramente en un futuro no muy lejano su an4li-
sis se aplicard rutinariamente en la evaluacién de las
distintas condiciones que pueden presentar las mujeres
embarazadas.

Aplicacién en transplantes

Se ha demostrado la presencia de ADN del donan-

te en la sangre de mujeres que recibieron un trans-

plante renal o de higado por parte de donantes
masculinos. Para detectarlo se usaron secuencias del

cromosoma Y como marcador del ADN del donante.
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Comunicaciones libres I

Un posible origen del ADN circulante derivado del
donador en la sangre de la persona que recibid el trans-
plante son las células del 6rgano transplantado que
han muerto por necrosis o apoptosis. Esto concuerda
con la asociacién que existe entre la liberacién del
ADN y la muerte celular, que como se ha observado
serfa resultado tanto de procesos normales como del
rechazo al transplante, adem4s de infecciones por cito-
megalovirus, de complicaciones vasculares o biliares
(en el caso de transplantes de higado) y del desarrollo
neoplasico del érgano transplantado. Asi, es posible
utilizar las concentraciones de ADN del donante en la
sangre de las personas transplantadas como marcador
de rechazo o de dafios en el tejido del 6rgano trans-
plantado, lo que podrfa ser utilizado para monitorear a

las personas que han recibido un transplante.

Aplicaciéon en trauma
En vista del posible uso del ADN circulante
como marcador de muerte celular, existe la
posibilidad de usar las altas concen-
traciones de ADN ex-
tracelular que tedrica-
mente resultan de las
lesiones y muerte ce-
lular ocasionadas por al-
gln trauma. Por ejemplo,
se han estudiado
las concentracio-
nes de ADN en la
sangre de perso-
nas a las que se les diagnosticé
infarto al miocardio, que inicia
con falta de oxigeno que al prolon-
garse resulta en necrosis. En ellos se
observaron niveles mds altos de los
que presentaron personas sanas. Incluso,
su patrén de ADN circulante resulté distin-
to del que presentaron personas sanas y
también del de personas con céncer. In-
clusive, las concentraciones elevadas de
ADN circulante pudieran correlacionarse
con la severidad de la lesién y el desarro-
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llo de complicaciones post-traumaticas, al servir de
reflejo de la extensién del trauma. Por tanto, el ADN
circulante tiene el potencial clinico para ser utilizado
en el prondstico y monitoreo de personas que han
padecido algtn tipo de lesién fisica.

Otras aplicaciones
En un estudio se traté de investigar los efectos que
tiene la actividad fisica sobre el dafio muscular y el
estrés oxidativo. Para ello, se cuantificaron los ni-
veles de ADN circulante de la sangre de personas que
participaron en una carrera de medio maratén y se
observé que inmediatamente después de la carrera el
nivel de ADN circulante aumentaba significativamen-
te, en comparacién con los detectados previamente a
la carrera, y el nivel basal se recuperé dos horas des-
pués de la carrera. Con estos resultados, se sugiere que
el ADN circulante tiene potencial en el
monitoreo y cuantificacién de dafio ce-
lular, en este caso provocado por ejer-

cicio exhaustivo.

En conclusién, conforme mayores avances tec-
noldgicos se realicen, las metodologias empleadas se
unifiquen y se aumente la investigacién en el campo del
ADN circulante, su utilizacién serd muy pronto una
imprescindible y poderosa herramienta en la eva-
luacién del cancer, ademds de otras enfermeda-
des y condiciones de salud: complicaciones
del embarazo, transplantes y traumatismos.
Ademds, con su empleo en otras dreas de
la medicina, por ejemplo la deportiva, el
ADN circulante expande su potencial
para su proxima aplicacion en el diag-
ndéstico, prondstico y monitoreo de
una gran variedad de condi-

ciones clinicas.
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