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RESUMEN

El ADN circulante tumoral (ADNct) evalta componentes celulares de las
neoplasias a través del plasma. El cincer de mama (CM) es la neoplasia més
frecuente y el estudio del ADNct permite obtener informacién de la neoplasia de
forma minimamente invasiva. Los pacientes con CM tienen niveles mis altos de
ADNct que los sujetos sin diagndstico de ciancer. La deteccidn y los niveles altos de
ADNCct son mis frecuentes en los pacientes con enfermedad metastisica con mayor
volumen tumoral y con enfermedad agresiva, como el fenotipo triple negativo
y HER2+. El ADNct permite seleccionar el tratamiento dirigido adecuado en la
enfermedad metastésica. En el CM temprano, la eliminacién del ADNct durante
la quimioterapia neoadyuvante se ha asociado con tasas mds altas de respuesta
patoldgica completa y una sobrevida prolongada; ademas, predice la recaida con
varios meses de antelacion.

PALABRAS CLAVE: ADN, neoplasias de la mama, sobrevida, prondstico.

SUMMARY

Circulating tumor DNA (ctDNA) evaluates cellular components of cancer cells in
plasma. Breast cancer (BC) is the most frequent one. Studying ctDNA is a non-
invasive method to assess BC. Patients with BC have higher levels of ctDNA than
those without. High ctDNA levels are more frequent in patients with metastatic
disease with high tumor burden and with more aggressive disease, such as those
with triple-negative phenotype and HER2+. ctDNA allows the selection of target
treatment for metastatic disease. Elimination of ctDNA during neoadjuvant
chemotherapy in early BC is associated with higher complete response rates and
longer survival and also predicts relapses well in advance.

KEYWORDS: DNA, breast neoplasms, survival, prognosis.
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INTRODUCCION

Las biopsias liquidas obtenidas de sangre periférica y
otros fluidos corporales permiten evaluar el material
originado de tumores y examinar biomarcadores
circulantes como Células Tumorales Circulantes
(CTC), ADN circulante tumoral (ADNct), ARN
libre de células, microARN, exosomas, vesiculas
extracelulares y genes metilados.

El ADN circulante se encuentra en estado fragmentado
en el componente sanguineo libre de células (ADNIc).
La utilidad m4s exitosa de esta investigacién ha sido la
deteccién de ADN fetal en la circulacién de las mujeres
embarazadas, y asi descubrir cambios fetales en la linea
germinal semanas después delaconcepcién,incluyendo
mutaciones puntuales y aneuploidia ?. Los niveles
de ADNIc aumentan cuando existen altos niveles de
lesiéon celular o necrosis y son mucho mais altos en
pacientes con céncer que en individuos saludables .
El ADNct representa una fracciéon del ADNIc y puede
ser generado por necrosis producida por la infiltracién
tumoral por fagocitos, apoptosis o liberacién activa de
las células tumorales. La apoptosis es el fendémeno mas
comun que lo genera y por ello su longitud usual es de
140 a 180 pb. Este proceso produce la liberacién pasiva
de ADNCct en el torrente sanguineo que depende de la
ubicacién, tamafio y vascularizacién del tumor ©. El
ADNct tiene una vida media de aproximadamente sélo
2 horas, lo que permite evaluar la respuesta tumoral en
forma temprana. Varios estudios de investigacién han
demostrado que la deteccién y los niveles de ADNct
puede ser un marcador sustituto de la carga tumoral y
que la variacién en sus niveles se corresponde con la
evolucién clinica. “*

La detecciéon de ADNct requiere superar tres
dificultades: la discriminacién de ADNct del ADNIc
normales y de la hematopoyesis clonal de significado
incierto que son mutaciones en las células progenitoras
hematopoyéticas (CHIPS de sus siglas en inglés); la
presencia de niveles extremadamente bajos de ADNct
(hasta el 1,0% del total ADNIc) y la cuantificacién
precisa del niimero de fragmentos mutantes en una
muestra.

La discriminacién entre ADNct y ADNIlc normal
se logra al identificar las mutaciones que sélo estdn
en el ADN del tumor. Estas mutaciones somdticas
comUnmente son sustituciones individuales de pares
de bases. Los métodos mas comunmente utilizados
para detectar ADNct son la tecnologia basada en
secuenciamiento de siguiente generacién (NGS) 7%
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y aquella basada en reaccién en cadena de polimerasa
(PCR). Dentro de la metodologia de PCR se incluyen
la PCR de tipo gota digital (ddPCR) y la técnica
con perlas, emulsién, amplificacién y magnetismo
(BEAMing). La mutacién se informa coumnmente
como la fracciéon (o frecuencia) de alelos variantes
para un locus (VAF del término en inglés). El limite
de VAF tumoral a partir del cual se puede detectar
una alteracién es el limite de deteccién (LoD) de la
prueba seleccionada "', El anélisis de ADNct se
puede realizar a través de dos procesos potenciales. El
primero requiere la identificacién de una mutacién
especifica en el tejido tumoral para buscarla y
cuantificar el nivel de ADNct en un momento
determinado, siendo SignateraTM wuna prueba
comercial disponible que evalia el tejido tumoral
y selecciona las 16 variantes clonales somaticas mds
relevantes que se utilizan para encontrar ADNct
mediante secuenciacién de nueva generacién (NGS)
basada en amplicones en el contexto de la deteccién
de enfermedad residual molecular (ERM) “5. El
enfoque alternativo es evaluar ADNIc para las
mutaciones de interés en forma ciega sin evaluar
el tejido tumoral. Esta estrategia incluye pruebas
comerciales como FoundationOne Liquid CDx, que
evalta mas de 300 genes, incluidas las mutaciones de
PIK3CA, mediante NGS de hibridacién/captura 1%,
y Guardant360® CDx, que evalta mas de 70 genes,
incluidas las mutaciones puntuales en ESRI "9, ambas
pruebas cuentan con aprobacién de la FDA para
enfermedad avanzada . Ademés, pruebas como
GuardantINFINITYTM demuestran que la adicién
del andlisis de patrones de metilacién a las mutaciones
somdticas mejora la sensibilidad en la deteccién de
enfermedad residual molecular sin necesidad de

analizar el primario. 1

El CM es el mis comun y la causa mds frecuente de
muerte por cincer en mujeres, y se clasifica segtn el
estado de los receptores hormonales (RH) y HER2
en los siguientes subtipos: Luminal (RH positivo-
HER2 positivo y RH positivo-HER2 negativo), HER2
enriquecido (RH negativo-HER2 positivo), y triple-
negativo (TNBC de las siglas en inglés, RH negativo-
HER?2 negativo). ™

El objetivo de esta revisiéon fue analizar los estudios
mas relevantes que han evaluado el papel del ADNct
en los diversos subtipos de CM, primero como un
biomarcador temprano de respuesta al tratamiento y
supervivencia, y posteriormente como un biomarcador
para la seleccion de tratamientos en el cincer
avanzado. Finalmente, se evaluara el papel del ADNct
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en la evaluacién del riesgo de recurrencia en el CM
en etapas tempranas. La informacién se presenta en
forma ordenada por édrea del conocimiento generado e
indicando los resultados relacionados a ADNct que se
obtuvieron en cada estudio.

METODOLOGIA

Se realizé una busqueda sistemdtica para identificar
todos los registros elegibles; se revisaron las bases
de datos PubMed/MEDLINE, Scopus y SciELO
hasta diciembre de 2024 Ademis, para obtener la
informacién mads reciente se recuperaron restimenes
de las principales conferencias en cincer de la Sociedad
Europea de Oncologia Médica (ESMO), la Sociedad
Americana de Oncologia Clinica (ASCO), el Simposio
sobre Cincer de Mama de San Antonio (SABCS), y
la Asociacién Americana para la Investigacién del
Cancer (AACR) desde enero de 2023 hasta diciembre
de 2024. Se incluyeron solo articulos redactados en
inglés o espafiol, y que pertenecian a las categorias
de estudios descriptivos retrospectivos, prospectivos
o ensayos clinicos. La busqueda de literatura fue
realizada por dos investigadores. Se identificaron los
articulos relacionados con ADNct (y biopsia liquida)
en pacientes con CM utilizando los términos MeSH
“Circulating Tumor DNA”, “DNA, Neoplasm”,
“Prognosis”, “Survival Analysis”. Adicionalmente
se incluyeron articulos originales referenciados en
los articulos encontrados que tenian informacién
relevante pero publicado previamente a los afios
incluidos en la bsqueda.

Luego de la filtracién en las bases de datos, se obtuvo
un total de 298 estudios: 111 en PubMed/MEDLINE,
156 en Scopus y 31 de conferencias internacionales.
Se descartaron los estudios que no cumplian con los
criterios de seleccién y aquellos que se encontraban
duplicados en mas de una base de datos. Finalmente, se
incluyeron 39 articulos (17 en PubMed, 14 en Scopus y
un estudio referenciado) y siete resimenes (cuatro de
AACR, dos de ASCO y uno de SABCS).

Valor prondstico de ADNct en cancer de
mama metastasico: series clinicas

Las mutaciones mds frecuentes encontradas en tejido
tumoral y en plasma en pacientes con CM incluyen
las que ocurren en los genes TP53y PIK3CA, asi como
amplificaciones en ERBB2 y EGFR. En el afo 2016,
Liang DH et al. ¥, evaluaron tejido tumoral y plasma
a través de NGS en 100 pacientes con CM avanzado
y encontraron un buen nivel de correlacién entre el
tejido tumoral y el ADNct para distintas mutaciones

como variantes de nucle6tido nico (SNV de las siglas
en ingles) y un moderado nivel de correlacién para la
amplificacién de ERBB2 con un nivel kappa de Cohen
de 0,77. Ademis, encontraron que los cambios en
VAF de TP53 y PIK3CA se relacionan directamente
con la respuesta tumoral. Finalmente, la presencia
de mutacién en TP53 (p<0,001) y los niveles altos
de PIK3CA (p=0,010) se asociaron con una menor
sobrevida libre de progresion (SLP).

Dos andlisis detallados de la concordancia de
alteraciones genémicas en ADNct y tejido tumoral
de 45 y 41 pacientes con CM evaluado con NGS
describen que el tejido tumoral tiene mas del doble
de alteraciones que el ADNct y que los casos con altas
VAF en ADNCct tuvieron la mejor concordancia con el
tejido. 1%

El estudio AURORA (NCTO02102165) compara el
perfilamiento gendémico del tumor primario de mama
y de la metastasis, asi como en ADNct. Un reporte
inicial que incluy6 99 pacientes con muestra de plasma
encontré al menos una mutacién en ADNct en el
60% de los casos y esta se asocid con la frecuencia de
variante alélica en el tejido tumoral. Adicionalmente
se identificé una alteracién con blanco terapéutico de
eficacia demostrada (TIER I-II) (PIK3CA, ESR1, AKT1
y ERB2) en el ADNIc y no en los tejidos tumorales en
el 11% de los casos.

Una serie retrospectiva con un mayor nimero de
pacientes con CM metastésico (n= 255) encontrd
ADNCct en el 89% de las pacientes a través de la prueba
de NGS Guardant360. Encontré alta concordancia
entre la lesion tumoral y el plasma (entre el 79 y
91%). La detecciéon de mutaciones en ESRI se asocid
al uso previo de inhibidores de aromatasa (IA)
(p<0,001). La mayoria de las mutaciones en ERBB2
fueron amplificaciones y se concentraron en el grupo
de pacientes HER2 positivo; mientras que los otros
tipos de mutacién ERBB2 se presentaron en el grupo
Luminal HER2-. La VAF y el nimero de alteraciones
detectadas se asociaron significativamente con el
namero de lugares metastésicos (p<0,001). Los
pacientes con tumores TNBC tuvieron las VAF mas
altas (p<0,05). @

Algunos estudios han evaluado especificamente la
deteccién del gen ESRI en ADNct debido a ser un
blanco terapéutico de diferentes agentes. *

Urso L et al. ?, evaluaron 43 tumores metastasicos
RH+ HER2- en que se tomé muestras pareadas de la

Rev Méd Hered. 2025; 36(1): 59-70 61



Castatieda CA et al

lesién tumoral metastasica y del plasma (con ddPCR) al
momento de la progresién. Encontraron la mutacién
ESR1 en 6 de las lesiones metastisicas y en 4 de estos
casos se detecté también en ADNct, adicionalmente se
logré obtener la mutacién en ADNct de 3 casos sin la
mutacién en la lesién tumoral. La concordancia entre
tejido tumoral y plasma fue de 91%.

Finalmente, Gerratana L et al. ®, evaluaron la
asociacion entre la mutacién ESR1y otras mutaciones a
través de NGS en ADNct en una serie de 703 pacientes
con CM metastisico luminal. Ellos encontraron que
la mutacién ESR1 537 se asocié a SNV en vias de RE
y RAF, asi como con variantes en nimero de copias
(CNV de las siglas en inglés) en la via MYC y a
metastasis 6seas, mientras que mutacién en ESRI 538
se asoci6 con SNV en via del ciclo celular y metéstasis
hepaticas. Asimismo, mutaciones en PIK3CA 1047 y
542 se asociaron con metdstasis 6seas y con CNV en
la via de PI3K.

En nuestro pais se ha realizado el anilisis de ADNct
a través de Droplet PCR en plasma de 183 pacientes
evaluados en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas. Se detect6 la presencia de mutaciones en
PIK3CA en ADNCct en 35% de los casos y esta se asocid
a niveles bajos de linfocitos intratumorales, tuvo
tendencia a asociarse con estadios clinicos avanzados
(p=0,090) y con altas tasas de recurrencia (p=0,053)
en casos no metastdsicos. Se encontré también que el
nimero de copias y la fraccién alélica fue mayor en los
casos con recaida. ®

Adicionalmente en un subgrupo de 24 tumores TNBC
se determind en simultaneo la presencia de CTC a través
del andlisis de genes y se encontrd que la co-presencia de
ADNCct (29%) y CTC+ se asocié con un peor prondstico
@9 Estos trabajos indican la factibilidad de realizar
deteccién de ADNct en nuestro pais y la utilidad que
pueden tener en el manejo de los pacientes.

Valor pronéstico de ADNct en cancer de mama
metastasico: ensayos clinicos

Los ensayos clinicos que evalGan inhibidores de
ciclinas asociados con la terapia hormonal incluyeron
la recoleccién y almacenamiento de muestras de
plasma para andlisis posterior de ADNct. Estos
estudios coinciden en que el estudio del ADNct
predice el prondstico de las pacientes, a continuacidn,
se describen las peculiaridades de estos. El ensayo
PALOMA-3 es un ensayo clinico fase III que encontré
que agregar palbociclib a fulvestrant incrementé la
sobrevida libre de progresién (SLP) en CM Avanzado
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Luminal HER2- pretratado con terapia anti hormonal.
El estudio de ADNct mediante NGS en plasma
tomado previo al inicio del tratamiento en 459 de
estos pacientes encontré que una VAF>10% de ADNct
(38,9%) se asocié a una menor SLP en el andlisis
univariado (p=0,004) y en el multivariado (p<0,001)
@9 La reduccién en los niveles de PIK3CA analizado
a través de ddPCR en ADNct en los primeros 15 dias
predijo una mayor SLP en los pacientes que recibieron
fulvestrant y palbociclib (p=0,001). ¢

Pascual J et al. @ evaluaron ADNct en forma seriada
en 201 pacientes con CM avanzado Luminal HER2-
que ingresaron al ensayo PEARL, y no encontraron
diferencias en SLP entre la combinacién palbociclib
y fulvestrant versus capecitabina. Se detect6 ADNct
a través de NGS en el 73% de muestras basales, y
confirmé que este se asocia a una menor SLP (mediana
de 7,23 meses vs. 14,75; p<0,01) y global (SG) (mediana
de 23,26 meses vs. no alcanzada; p<0,01). La deteccion
de la mutacién TP53 se asocié a una menor SLP. La
negativizaciéon temprana de ADNct se asocié a una
mayor SLP.

Arpino G et al. ? evaluaron ADNct a través de
NGS en muestras seriadas de plasma de 287 mujeres
postmenopausicas con CM avanzado Luminal HER2-
incluidas en el ensayo BioltaLEE con ribociclib-
letrozole como terapia inicial. Encontraron ADNct
en las muestras basales en 43% y aparecié recién en
muestras posteriores en otros 22,7% de los pacientes.
Su presencia nuevamente se asoci6é a una menor SLP,
mientras que los casos con negativizacién rapida de
ADNct se asociaron con mayor sobrevida.

Un analisis reciente evalué mas de 550 genes en ADNct
en muestras seriadas de plasma de pacientes incluidos
en los ensayos clinicos MONALEESA-2, -3 y -7 que
demostraron la eficacia de agregar ribociclib al manejo
hormonal en CM avanzado Luminal HER2- (n= 1674)
y detecto ADNct con VAF>1% en 62% de las muestras
basales, lo cual se asocié a menor SLP. Encontraron
que las alteraciones basales en ERBB2, FAT3, FRS2,
MDM?2, SFRPI y ZNF217 identificaron los casos que se
benefician de ribociclib y con pobre pronostico con
el placebo. Las alteraciones en ANOI (14%), CDKN2
(3%) y RBI (3%) se asociaron a resistencia a ribociclib.
Los pacientes con alteraciones en ESR1, BRCAI y NF1
también obtuvieron beneficio del uso de ribociclib
@8 El anélisis de las muestras seriadas encontré un
incremento en las alteraciones en RBI y SPEN en las
muestras al momento de la progresiéon vs el estudio
inicial en el brazo de ribociclib. Se encontré un
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acumulo en alteraciones de ESRI (30,9% vs 8,8%), RBI1
(10% vs 1,6%), SPEN (8% vs 3,6%), TPR, PCDHI5, y
FGFR2 en las muestras a la progresién en comparaciéon
con las basales en el brazo de ribociclib. Aunque el
acumulo para ESRI fue mayor en el grupo placebo
(32,5% vs 6,6%). @

El estudio de ADNct a través de la prueba Guardant360
enmuestras de plasmaseriadas de pacientesincluidos en
MONARCH-3 y NextMONARCH-1 que demostraron
beneficio del uso de abemaciclib asociado o no con un
IA en CM avanzado Luminal HER2-, detectan ADNct
en 81%y 90% delas muestrasiniciales. Los pacientes que
recibieron abemaciclib desarrollaron mas alteraciones
en RBI (5-9%), MYC (5-9%) y AR (5%) a la progresion
y menos mutaciones en ESRI que los pacientes que
recibieron placebo .. En forma similar, el analisis de
la informacién del ensayo MONARCH-2, encontrd
que la presencia (utilizando ddPCR) de mutaciones en
ESR-1(59,3%) y PIK3CA (43,8%) en plasma no alteran

la sensibilidad a abemaciclib. ¢

Algunas series también muestran la utilidad del
monitoreo de ADNct en tumores HER2+. Guan X et
al. ®V describieron una serie de 105 pacientes (31 en
seguimiento) con CM avanzado y encontraron que el
77% de los 57 casos HER2+ presentaron amplificacién
en plasma (con un umbral de >2,22) mediante NGS.
Se observé que una amplificacion de alto nivel (con
un umbral de >4) en el nimero de copias de ERBBZ en
plasma se asoci6é con una mayor respuesta a la terapia
anti-HER2, y la persistencia de la amplificaciéon a
las 6 semanas de terapia predijo una menor SLP. De
manera similar, Jacobs SA et al. ®?, encontraron mayor
supervivencia con la amplificacién basal de ERBB2
(con un umbral de >2,14) determinada mediante el
ensayo Guardant360 y una menor supervivencia con
la persistencia de la amplificacién de ADNct durante
el tratamiento de rescate con TDM1-Neratinib en 42
pacientes con CM metastdsico previamente tratados
con trastuzumab y pertuzumab.

Ma CX et al. ¥ evaluaron 16 pacientes con CM
avanzado con mutaciones en ERBB2 distintas a la
amplificacién (la més frecuente fue L755S) en tejido
tumoral que recibieron neratinib y obtuvieron
beneficio clinico en 31%. Adicionalmente, se detecté la
misma mutacién en el plasma de 11/14 casos a través de
la prueba Guardant360 y se encontr una concordancia
del 93,5% con el tejido tumoral y la reduccién en la
frecuencia alélica de ADNct durante el tratamiento (e
incremento durante progresion).

Rol de ADNct para seleccionar el tratamiento en
cancer de mama metastasico

Ensayos clinicos mdis recientes incluyen ADNct
para seleccionar los pacientes que ingresarin a
randomizacién o aleatorizacién y asi definir el
beneficio de terapias en subgrupos identificados a
través de ADNct.

En el estudio SOLAR-1 se encontré incremento en
la SLP y de la SG al agregar alpelisib a fulvestrant
en 341 pacientes con CM avanzado Luminal HER2-,
que progresaron a IA y tenian mutaciones en PIK3CA
detectadas en el tumor primario. El beneficio en la
SLP se mantuvo en los pacientes con presencia de la
mutacién en ADNct evaluado por NGS, asi como en
los que se logré encontrar la mutacién por ddPCR
(n=88 de 168) (HR= 0,44). El beneficio también se
encontré en la SG en aquellos pacientes con presencia
de ADNct (HR= 0,72) ®%, Esto llevé a que la FDA
aprobara la prueba FoundationOne Liquid CDx en
octubre de 2020 para identificar pacientes con CM HR
positivo y HER2 negativo que presentan mutaciones
en PIK3CA 19,

Un anilisis similar se realizé en el ensayo BYLieve
que evalué la combinacién de alpelisib con fulvestrant
(Cohorte A) o IA (Cohorte B) en pacientes con CM
avanzado Luminal HER2- y mutacién para PIK3CA
que habia recibido inhibidores CDK4/6 con el agente
hormonal contrario. Se corroboré las mutaciones en
PIK3CA en todas las muestras de plasma (ADNct),
mientras que la mutacién ESRI se detectd en el 26%
de las muestras. La mutacién ESRI se asocié a una
menor SLP en la cohorte B (que utilizé [A) mas no
en la cohorte A ®9, Encuentran también una relacién
entre baja VAF de ADNct y sobrevida. 7

El ensayo de fase 3 INAVO120 demostré que la adicién
de inavolisib (un inhibidor selectivo de la isoforma
alfa de la subunidad p110) a palbociclib y fulvestrant
en CM luminal avanzado con mutacién en PIK3CA,
que progreso tras [A, mejora la supervivencia libre de
progresion (PFS) (15 meses vs 7,3 meses, p<0,001) y la
tasa de respuesta objetiva (58,4% vs 25%). La mayoria
de las determinaciones de mutacién en PIK3CA se
realizaron en ADNct ®®) lo que llevé a que la FDA
aprobara FoundationOne Liquid CDx en octubre de
2024 para identificar pacientes con CM HR positivo y
HER2 negativo con mutaciones en PIK3CA. ¢*

Recientemente, el ensayo de fase 3 CAPItello-291
demostré que la adicion de capivasertib (un inhibidor
pan-AKT) a fulvestrant mejora la SLP en CM
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avanzado HR+ HER2- con alteraciones en la via
AKT (PIK3CA, AKTI o PTEN) que progresaron tras
tratamiento con IA con o sin inhibidores de ciclinas.
Aunque el ensayo evalud el estado de la via en
muestras de tejido utilizando FoundationOne CDx,
una presentaciéon de pdster en la Reunién Anual de
ASCO 2024 describié que el estado de la via AKT
evaluado con FoundationOneLiquidCDx basado en
sangre mostrd una alta concordancia en casos con una
fraccién tumoral de ADNct > 1%. “%)

La utilidad de fulvestrant en tumores luminales
con mutaciéon de ESRI en ADNct ha sido evaluado
en muestras de plasma de pacientes ingresados a
los ensayos clinicos fase III EFECT y SoFEA. Se
incluyeron pacientes con CM metastdsico RH+ que han
progresado a IA no esteroideos y fueron randomizadas
a fulvestrant 250 mg versus exemestane. Encuentran
mutacién de ESRI a través de ddPCR en 30% y en
este grupo la SLP fue superior para fulvestrant que
para exemestane (3,9 versus 2,4 meses, p=0,01) sin
diferencia en el grupo sin mutaciones (p= 0,69). 4

Recientemente, el ensayo PADA-1(n= 1 017) fue
disefiado para evaluar si la deteccién de mutacién
en ESRI en ADNct puede seleccionar pacientes con
CM Luminal HER2- que reciben IA asociado con
palbociclib se beneficien de cambiar a fulvestrant. Las
pacientes con la mutacién en el ADNct sin evidencia
de metéstasis en las imagenes fueron randomizadas a
continuar con el IA o cambiar a fulvestrant siempre
asociado con palbociclib VO hasta la progresién
por imdgenes. Se encontré que la mediana de SLP
increment6 de 5,7 a 11,9 meses al cambiar a fulvestrant
(p=0,004) “». La deteccién de mutacién en ESRI
se realizé con ddPCR vy la tipificacién se realizé con
NGS. Se incluyeron 172 pacientes que desarrollaron
apariciéon de ESRI sin progresién por imdigenes. El
tipo de mutacién més frecuente en ESRI fue Y537S
(n=36, 37,9%). Luego del cambio a fulvestrant se
encontré un incremento en la tasa de negativizacién
de ESRI a los 2 meses (70,9% vs 32,8%, p<0,001),
en la duracién del periodo que se mantiene con la
negativizacién (p<0,001) y la duracién de la SLP al
cambio a fulvestrant comparado con el grupo que se
mantuvo en [A (p<0,001). )

En el ensayo clinico plasmaMATCH se evaluaron
mutaciones en ADNct con blancos terapéuticos y se
clasificé en 4 cohortes a 1 034 pacientes avanzados luego
de progresién al menos a una linea previa: Cohorte
A (mutaciones en ESRI asignados a tratamiento con
fulvestrant), B (mutaciones en ERBB2 asignados a
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neratinib +/- fulvestrant), C (mutaciones en AKTI en
RH positivo, asignados a capivasertib + fulvestrant) y
D (mutaciones en AKTI o en PTEN en RH negativo).
Elanalisis de ADNct mostrd que la metodologia ddPCR
detect de 93 a 98% de las mutaciones encontradas por
secuenciamiento en biopsias tumorales. Las cohortes B
y C obtuvieron tasas de respuesta de 22- 25%, mientras
que la cohorte A obtuvo respuestas de 8% “Y. Un
andlisis extenso de las muestras de plasma de la cohorte
A ha sido recientemente publicado y demuestran
que mutaciones especificas como F404 en ESRI en
ADNCct generan resistencia a fulvestrant y son blanco
terapéutico en el desarrollo de nuevas drogas.

) presentaron en el

Finalmente, Bardia A et al.
congreso anual de San Antonio 2023 los resultados
del estudio EMERALD (n= 478) que encuentra
una mayor SLP con el uso de elacestrant vs terapia
endocrina estiandar en pacientes que han progresado
a terapia endocrina e inhibidores de ciclina previos
en la poblacién total y en el subgrupo con mutaciones
en ESRI en plasma a través de la prueba Guardant360
donde obtuvo un mejor Hazard ratio “¢., Por lo tanto,
la FDA aprobé en enero de 2023 la prueba de biopsia
liquida Guardant360® CDx para la deteccién de
mutaciones ESR1 en pacientes con CM avanzado ER+
HER2-. 47

Evaluaciéon de ADNct en cincer de mama no-
metastasico

La cirugia de reseccién cura mas de la mitad de los
pacientes con enfermedad localizada y se administra
terapia sistémica complementaria en los casos
con presencia de factores clinicos, patolégicos y
moleculares de alto riesgo. Uno de los factores
asociados con la recurrencia es la ausencia de respuesta
patoldgica completa (RCp) luego de la quimioterapia
neoadyuvante (NAC de las siglas en inglés). Sin
embargo, no tenemos medios actuales eficaces
para identificar qué pacientes tienen enfermedad
micrometastasica no detectable con estudios de
imagenes que eventualmente desarrollaran recurrencia
de la enfermedad. Diferentes series describen el rol de
la deteccién de ADNct como predictor de recurrencia
en pacientes operados de inicio o en aquellos que no
obtienen RCp luego de NAC.

Garcia-Murillas 1 et al. “ evaluaron una cohorte
prospectiva de 144 pacientes con CM temprano
que previamente recibieron NAC o adyuvante. Se
secuencié las muestras tumorales, se selecciond algunas
mutaciones y se realizé estudio de ddPCR en muestras
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de plasma en el momento del diagnéstico, luego de
la cirugia y durante el seguimiento (cada 3 meses en
el primer afo y cada 6 meses luego). Los tumores
TNBC seguidos de los que tenian HER2+ tenian los
niveles basales mas altos de ADNct. La presencia de
ADNCct en la muestra basal se asocié a tamafo tumoral
mayor y alto grado histolégico, asi como mayor tasa
de recurrencia. Encontraron que la deteccién de
ADNct durante el seguimiento predice la deteccién de
recurrencia clinica (p<0,001) con una mediana de 10,7
meses de anticipacién a la lesién clinica.

Coombes RC et al. “® evaluaron el ADNct mediante el
ensayo Signatera™ en 49 pacientes con CM temprano
que se sometieron a cirugia y tratamiento adyuvante.
El ADNct se evalu6 cada 6 meses durante 4 afios y
fue positivo en 16 de los 18 pacientes que recayeron,
pero en ninguno de los casos sin recaida (tiempo
medio desde el ADNct positivo hasta la deteccién de la
recurrencia por imagenes: 8,9 meses).

De manera similar, la serie recientemente publicada
EBLIS “ evalta el ADNct seriado (SignateraTM) en
156 pacientes con CM que se sometieron a cirugia y
quimioterapia adyuvante. El ADNct positivo se asoci
con una menor supervivencia libre de recaida (SLR) y
una menor SG (p<0,0001). Todos los casos con recaida
(n=7) (pero ninguno de los 16 sin recaida) de TNBC
tuvieron un resultado positivo de ADNct. En el grupo
Luminal, cuatro casos con recaida no presentaron
ADNct positivo y 5 casos sin recaida (n=122) tuvieron
al menos un resultado positivo de ADNct.

Loi S et al. ® presentaron el anilisis de ADNct
(Signatera™) en 910 casos de CM temprano que
participaron en el ensayo monarchE. El ensayo
monarchE demostré que la adicién de 2 anos de
abemaciclib adyuvante en pacientes con CM luminal
de alto riesgo resecado conduce a un aumento en la
supervivencia libre de enfermedad invasiva. El ADNct
se analiz6 periddicamente durante 24 meses, se
detect6 en 152 casos (17%), y estos presentaron tasas
mas altas de eventos invasivos en comparacién con
los casos ADNct negativos (87% frente a 15%). Los
casos que lograron negativizacién del ADNct durante
el seguimiento tuvieron una supervivencia libre de
enfermedad invasiva mas baja en comparacién con
aquellos que permanecieron positivos (42% frente a
100%).

Riva F et al. "W realizaron un andlisis por
secuenciamiento en 38 tumores TNBC localmente
avanzado que recibieron NAC con antraciclinas y

taxanos y evaluaron mutaciones en TP53 en ADNct a
través de ddPCR en muestras pre-NAC, durante NAC
y luego de cirugia. Detectaron ADNct en 75% en las
muestras preNAC y la caida lenta en los niveles de
ADNCct durante la NAC se asocié a una menor SLR.

Chen YH et al. ®¥ secuenciaron 33 tumores de
pacientes con CM TNBC que recibi6 NAC y no
obtuvo RCp. Se detecté ADNct en 4 pacientes y
todos ellos desarrollaron recurrencias, sin embargo,
9 pacientes adicionales desarrollaron recurrencia sin
haberse detectado ADNct. Los pacientes con presencia
de ADNCct tuvieron una menor SLR (p<0,0001).

Zhou Q et al. ®? secuenciaron muestras tumorales y de
plasma de 145 pacientes con CM RH+/HER2-y TNBC
temprano ingresadas al ensayo clinico ABCSG34 que
recibieron NAC con antraciclinas y taxanos vs IA.
Se detecté ADNct en 43,4% en las muestras antes del
inicio de la neoadyuvancia y en 23,8% de las muestras
de plasma al culminar ésta. La presencia y niveles
altos basales de ADNCct se asoci6 con estadios clinicos
mayores de T y N, con niveles altos de linfocitos
infiltrantes tumorales y con alto ki67, asi como con
una tendencia a altos scores en la prueba EndoPredict.
De 31 pacientes con presencia de ADNct a la mitad
de la NAC, el 97% no tenian respuesta patoldgica
(Residual Cancer Burden (RCB) II o III). Ninguno de
los pacientes con RCp y solo 6,7% de aquellos con RCB
[ tuvieron presencia de ADNct a la mitad de la NAC.

Rothe F et al. ®¥ evaluaron la presencia de ADNct en
455 pacientes con CM HER2+ localmente avanzados
que recibieron neoadyuvancia con trastuzumab-
lapatinib en el ensayo clinico NeoALTTO. Evaluaron
mutaciones en PIK3CA y TP53 en el tumor basal y
en muestras consecutivas de plasma. La presencia
de ADNct fue detectada en 41%, 20%, and 5% de los
casos antes del inicio, durante y al término de NAC. La
presencia de ADNct antes del inicio de NAC se asocid
a mayor edad, RH-negativo y menores tasas de RCp
(p=0,0089).

Finalmente, diferentes ensayos clinicos que evaltan
terapias dirigidas en escenario neoadyuvante han
incorporado la toma de muestras de plasma para
evaluar el valor pronéstico de ADNct en enfermedad
temprana.

Magbanua MJM et al. % aislaron ADNct del plasma
(antes, durante y después de la NAC) en los pacientes
con CM temprano HER2- de alto riesgo tratados en
el ensayo neoadyuvante [-SPY 2 TRIAL con NAC
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(paclitaxel semanal en la mayoria de casos) sélo o
combinado con el agente de investigacion. Realizaron
una publicacién inicial con 84 pacientes en el que el
agente que se adiciona fue un inhibidor de AKT (MK-
2206) y recientemente un anélisis de 283 pacientes
incluidos en la cohorte de expansién del ensayo en que
se agregd distintos agentes a los taxanos base. En la
cohorte de expansién se encontré ADNct a través de
la prueba Signatera™ en 69% de las muestras iniciales
en RH+ yen 91% de los 137 casos TNBC ingresados. La
presencia de ADNct se asoci6 a factores de agresividad
como mayor tamano tumoral, compromiso ganglionar,
alto grado y altos scores en la prueba MammaPrint
(en el grupo RH+). La tasa de deteccién disminuy6
progresivamente durante la NAC y predijo RCp en
el grupo TNBC. La casi totalidad de los casos que
alcanzaron RCp tuvieron ausencia de ADNct después
de NAC. Para los pacientes que no alcanzaron RCp,
la presencia de ADNCct se asocid con recurrencia y su
ausencia se asocid a un excelente prondstico.

Radovich M et al. ®® evaluaron 196 pacientes incluidas
en el ensayo fase-2 BRE12-158 que evalué el uso de
terapia blanco versus terapia de eleccién en pacientes
con TNBC con enfermedad residual luego de NAC.
La presencia de ADNct se detecté con la prueba
FoundationOne®Liquid y se asoci6é a una menor SLR
a distancia (32,5 meses vs no alcanzado, p=0,006).
Adicionalmente evaluaron CTC en las muestras de
plasma y encontraron que los pacientes que tuvieron
ambas caracteristicas tuvieron una menor mediana de
SLR a distancia que los que eran ADNct negativo y
CTC negativo (32,5 meses vs no alcanzada; p=0,009).
Esta misma asociacién se encontré para SLR (p= 0,04)
y sobrevida global (p=0,007).

Turner NCetal. ®® incluyeron 161 pacientes con TNBC
EC II-1II que recibieron quimioterapia adyuvante o
NAC y no alcanzaron RCp en el ensayo c-TRAK TN.
Una cohorte de las pacientes recibié6 pembrolizumab
adyuvante. Se realizé secuenciamiento en el tumor y
se selecciond uno o dos genes para realizar el estudio
seriado de ADNct a través de ddPCR cada 3 meses
durante al menos 12 meses. Se detecté6 ADNct en 44
casos (27%). Ninguno de los pacientes con presencia
de ADNct que recibieron pembrolizumab obtuvieron
desaparicién de ADNct. Los pacientes con presencia de
ADNct tuvieron una alta probabilidad de desarrollar
metastasis.

DISCUSION Y CONCLUSIONES
El ADNct representa una fraccién del ADNcl y su
analisis permite conocer caracteristicas de las células
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malignas. Su andlisis se puede realizar a través de NGS
o técnicas de PCR. Los genes mds frecuentemente
mutadosen el ADNct son TP53, PIK3CA, amplificacién
de ERBB2 (mas frecuente en HER2 enriquecido) y
ESR1 (més frecuente en pacientes tratados con IA).
Diferentes estudios describen una alta correlaciéon
entre la presencia de mutaciones en ADNct y biopsias
de lesiones tumorales. Sin embargo, la presencia de
mutaciones en ADNct y no en la biopsia tumoral
representaria la presencia de subclonas con mutaciones
especificas en alguna de las lesiones metastdsicas
diferentes a la de la biopsia. ™7

Los diferentes ensayos clinicos que lograron
demostrar beneficio de agregar inhibidores de ciclinas
a hormonoterapia describen que los niveles bajos de
ADNct previos al inicio de la terapia y su reduccién o
desaparicién en el plasma se asociaron con una mayor
SLP. La aparicién de algunas mutaciones en ADNct
como RBI a la progresién a inhibidores de ciclinas
identifican mecanismos de resistencia. La asociaciéon
fue similar al utilizar terapia blanco antiHER2 en
pacientes con mutacién en la via molecular. 262730

Ensayos clinicos recientes encuentran que la
presencia de mutaciéon en PIK3CA o ESRI en ADNct
permite identificar pacientes que se benefician del
uso de terapia blanco, y logran obtener la aprobacién
del uso de alpelisib #7%”, inavolasib ©® y elacestrant
por la agencia FDA solo en los que se demuestre
la mutacién en el ADNct “%5) Sin embargo, el
beneficio asociado con la deteccién de la mutacién
requiere ser analizado en el escenario de clonas y
subclonas, y la presencia en plasma de al menos dos
tipos de mutaciones distintas en PIK3CA podria
seleccionar pacientes con el mayor beneficio a terapia
dirigida contra este gen. %

El estudio de ADNct en CM temprano permite
también identificar aquellos casos que responderdn
mas a NAC y aquellos con menor riesgo de recurrencia.
Sin embargo, sus niveles de precisién no son exactos y
aun casos en que se detecta su presencia no desarrollan
metdastasis. La mejora en técnicas moleculares para
su deteccién y caracterizacién permitirin mejorar su
sensibilidad y especificidad. 1%
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