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[bookmark: _Toc150942953]RESUMEN O ABSTRACT
Introducción: En Chile, las técnicas aprobadas para la detección de mutaciones en muestras de biopsias líquidas son variantes de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). No obstante, la secuenciación masiva (NGS) presenta ciertas ventajas por sobre la primera, siendo de utilidad para el monitoreo y selección del tratamiento de ciertas patologías como el cáncer de mama. En este proyecto se realizó una qPCR a muestras de biopsias líquidas para comparar los resultados con los obtenidos por una técnica de NGS. Objetivo: Realizar la validación inicial de un protocolo para NGS capaz de secuenciar mutaciones en el gen PIK3CA en el ADN tumoral circulante (ctDNA) de pacientes con cáncer de mama avanzado. Metodología: Se obtuvieron 11 muestras de sangre periférica de pacientes con cáncer de mama avanzado, donde primero se extrajo el ctDNA, posteriormente se realizó una NGS y luego se evaluó la detección de mutaciones en PIK3CA mediante una qPCR como técnica de referencia, y los resultados de ambas técnicas se compararon por una tabla de contingencia y la prueba de McNemar. Resultados: Al comparar la NGS con la técnica gold standard, la prueba exacta de McNemar dio un valor de p > 0,05 y la técnica evaluada tuvo una sensibilidad del 100% y una especificidad del 100%, con una concordancia de 1 entre ambas técnicas según el coeficiente kappa de Cohen. Conclusión: Debido al tamaño muestral limitado, no se pudo aceptar la hipótesis de investigación debido a una falta de resultados estadísticamente significativos, pero en el futuro se deberían realizar más investigaciones al respecto con un número mayor de muestras.










[bookmark: _Toc150942954]INTRODUCCIÓN
En el año 2020 se diagnosticaron más de 2,26 millones de mujeres con cáncer de mama alrededor del mundo, presentándose como el cáncer con mayor frecuencia en esta población.1 A pesar de que existen tratamientos con buen pronóstico para esta enfermedad, el desarrollo de resistencia a múltiples fármacos ha sido la razón principal para la recaída del cáncer de mama, mientras que los métodos de diagnóstico y monitoreo actuales presentan varios inconvenientes, como ser muy invasivos y costosos, dificultando la terapia y pronóstico de los pacientes.2 Teniendo en cuenta lo anterior, y la conocida heterogeneidad tumoral de este tipo de cáncer,2,3 la biopsia líquida se presenta como una alternativa no invasiva, segura y fácil de reproducir para el diagnóstico y selección de tratamientos de esta patología, dado que a partir de este tipo de muestra se puede obtener ADN circulante libre (cfDNA) en sangre periférica, el cual corresponde a la combinación entre el ADN circulante libre de las células normales y el ADN tumoral circulante (ctDNA) que liberan las células cancerosas al experimentar apoptosis y necrosis.4 Dicho biomarcador puede ser detectado mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o la secuenciación de última generación o secuenciación masiva (NGS).4 Esta última presenta ventajas sobre otras técnicas, ya que cubre una mayor cantidad de mutaciones mediante la examinación completa de las secuencias que conforman los genes de interés.5 Es así como se podría aplicar esta técnica para generar perfiles mutacionales de cfDNA con muestras de biopsia líquida, los cuales servirían para la detección de mutaciones de resistencia y la recurrencia del tumor,4 volviéndose un aporte para el área de la oncología clínica. En Chile, la única tecnología aprobada para la detección de mutaciones en cfDNA de biopsias líquidas es por PCR digital, mientras que para NGS existen 2 ensayos disponibles: Guardant Health 360 CDx (Guardant Health, EEUU) y Foundation One-liquid CDx (Foundation Medicine, Roche, EEUU). Ambos fueron desarrollados para la detección de cáncer, sin diferenciar entre los distintos tipos, además de haber sido diseñados hace varios años atrás, por lo que no son específicos para detectar los genes con mayor relevancia del cáncer de mama, puesto que cubren muchos genes que no son útiles para la toma de decisiones terapéuticas. Es por lo anterior que todavía se necesita de una mayor estandarización de los métodos de NGS específicos para llegar a implementarlos en la práctica clínica.6
[bookmark: _6j8ks0q59rhf]En base a todo lo expuesto anteriormente, esta investigación forma parte de un proyecto mayor integrado por el laboratorio de Genómica del Cáncer de la Universidad de Chile junto al Instituto de Ciencias e Innovación en Medicina (ICIM) titulado “Desarrollo y validación a pequeña escala de un ensayo para la detección de mutaciones tumorales en biopsia líquida de pacientes con cáncer de mama avanzado”, el cual busca la validación de un ensayo de NGS con una utilidad clínica y un desempeño equivalente al de una técnica de qPCR, considerada como el gold standard para realizar perfiles de biomarcadores diagnósticos. Esta técnica de secuenciación masiva denominada TumorSeq-Liq podría facilitar y guiar la toma de decisiones médicas con respecto al tratamiento de pacientes con cáncer de mama avanzado mediante la identificación de mutaciones relevantes en el ADN tumoral que se encuentre circulando la sangre de los pacientes, permitiendo una toma de decisiones terapéuticas más personalizada, certera y actualizada. De esta forma, los investigadores de la Universidad de Chile fueron los encargados de recolectar las muestras y realizar los ensayos de NGS, mientras que el grupo de investigación del presente trabajo hizo un estudio donde se analizaron las mismas muestras mediante una técnica de qPCR y se compararon ambos resultados para obtener el desempeño de la técnica. Con el fin de optimizar los recursos disponibles, se estudiaron las 3 mutaciones más frecuentes de la subunidad alfa catalítica de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa (PIK3CA), que posee una prevalencia media del 36% (rango de 13,3% a 61,5%) en cáncer de mama avanzado,7 siendo una de las más comunes en este tipo de enfermedad.
[bookmark: _Toc150942955]1. MARCO TEÓRICO
[bookmark: _Toc150942956]1.1 Cáncer
[bookmark: _Toc150942957]1.1.1 Definición del cáncer
El cáncer corresponde a un grupo de enfermedades que presentan un crecimiento celular desregulado y la invasión y diseminación de células desde su lugar de origen hacia otros sitios del cuerpo.8 Actualmente se han descrito más de 200 tipos de cáncer, y cada uno presenta características distintivas, pudiendo ser clasificados de acuerdo con su tejido de origen.8 Por ejemplo, los cánceres que ocurren en las células epiteliales se denominan carcinomas. Por otro lado, el cáncer proveniente del mesodermo, como los huesos y músculos, se conoce como sarcoma, mientras que el de tejido glandular, como la tiroides y las mamas, se llama adenocarcinoma.8 
A pesar de que cada tipo de cáncer presenta características particulares, desde su carcinogénesis hasta su enfoque terapéutico, existen rutas celulares y moleculares que representan a la mayoría de los cánceres.8 Es así como Hanahan, D. y Weinberg, R. A propusieron sellos o hallmarks distintivos del cáncer, los cuales corresponden a un conjunto de capacidades funcionales que las células humanas normales adquieren a medida que pasan por estados de crecimiento más neoplásicos, pudiendo formar tumores malignos.9
Actualmente se han descrito 8 capacidades biológicas adquiridas durante el desarrollo de esta patología: mantención de la señalización proliferativa, evasión de los supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular, obtención de la inmortalidad replicativa, inducción y acceso a la vasculatura, activación de la invasión y la metástasis, reprogramación del metabolismo celular y evasión de la destrucción inmunitaria. Cabe mencionar que estos sellos no abordan los mecanismos precisos que permiten que las células normales adquieran a lo largo de su progresión maligna capacidades fenotípicas aberrantes y, en consecuencia, se agregaron 2 características habilitadoras que se consideran cruciales para adquirir los 8 rasgos descritos en un principio: la inestabilidad genómica y la inflamación promotora de tumores. Cada una se encuentra descrita con mayor detalle en la figura 1.
Como se mencionó, la inestabilidad genómica y las mutaciones son importantes para obtener las capacidades funcionales de cualquier tipo de cáncer. Una mutación puede entenderse como los cambios en la secuencia nucleotídica del ADN y su acumulación en el tiempo juega un rol esencial en la carcinogénesis.8 Estos cambios pueden ocurrir en cualquier parte de un gen, pero dependiendo de la localización se pueden tener mutaciones que contribuyan al desarrollo del cáncer y otras que no tienen un efecto sobre este.8 Los genes que presentan mutaciones facilitadoras del crecimiento de un tumor se denominan driver, ya que generan una proliferación anormal y participan en la tumorigénesis,10 siendo de interés al momento de estudiar este conjunto de enfermedades que presentan una alta heterogeneidad entre los individuos afectados.
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Figura 1. Los sellos distintivos del cáncer. Se incluyen 8 capacidades y 2 características habilitadoras.9 La mantención de la señalización proliferativa se adquiere gracias a mutaciones de genes involucrados en vías de factores de crecimiento, resultando en un crecimiento descontrolado.8 La evasión de los supresores del crecimiento se debe a mutaciones o silenciamientos de genes que interfieren con las vías de inhibición que mantienen la homeostasis.8 La resistencia a la muerte celular se explica por la evasión de las células cancerígenas a señales proapoptóticas.8 La inmortalidad replicativa se debe a la mantención del largo de los telómeros durante cada replicación del ADN.8 La inducción y acceso a la vasculatura se da por el desbalance entre los inductores e inhibidores angiogénicos, induciendo el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos necesarios para la supervivencia del tumor y su expansión.8 La activación de la invasión y metástasis ocurre por alteraciones en el genoma que afectan la actividad o los niveles de enzimas involucradas en la invasión o en moléculas que participan en la adhesión célula-célula o célula-matriz extracelular.8 La reprogramación del metabolismo celular ocurre porque las células cancerígenas presentan una división descontrolada, por lo que necesitan reajustar su metabolismo para obtener más energía y precursores biosintéticos.8 La evasión de la destrucción inmunitaria se da en las células tumorales que no estimulan una respuesta inmune o interfieren con ella para evitar su destrucción.7 Las características habilitadoras están involucradas en la activación de estas 8 capacidades funcionales necesarias para el crecimiento y la progresión del tumor. La inflamación promotora de tumores hace referencia a que todos los tumores poseen células inflamatorias, lo cual puede facilitar la adquisición de las 8 características del cáncer, ya que las células inflamatorias proveen de factores de crecimiento y enzimas que promueven la angiogénesis e invasión.8 La inestabilidad genómica se puede dar por la reparación defectuosa del ADN, ya que estas alteraciones pueden incluir mutaciones, reprogramación epigenética y cambios físicos de los cromosomas.8
[bookmark: _Toc150942958]1.1.2 Epidemiología del cáncer
Según la base de datos GLOBOCAN, se estima que para el año 2040 se producirán 28,4 millones de casos nuevos de cáncer, lo que corresponde a un aumento del 47% con respecto al año 2020, y los países con un índice de desarrollo humano alto experimentarán 4,1 millones de casos nuevos más, debido al crecimiento y envejecimiento de la población y a la creciente prevalencia de factores de riesgo en muchos países.1 En el 2020 fue reportado que 1 de cada 5 personas desarrolla la enfermedad, mientras que 1 de cada 8 hombres y 1 de cada 11 mujeres mueren a causa de ella.1 Además, en el año 2020 se registraron cerca de 1,4 millones casos nuevos de cáncer en América Latina y el Caribe, con una incidencia que va en aumento debido a las desigualdades en cuanto al acceso y cobertura de atención médica.11 Estos datos dejan en evidencia que el cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, por lo que su investigación resulta sustancial para encontrar los mejores métodos de diagnóstico que disminuyan el impacto negativo en la salud de la población.
[bookmark: _Toc150942959]1.1.3 Epidemiología del cáncer de mama 
Las cifras de GLOBOCAN del 2020 indican que el cáncer de mama es el más comúnmente diagnosticado en mujeres, representando el 11,7% del total de casos de cáncer, con 685.000 muertes.1 Los países con un índice de desarrollo humano más alto presentan tasas de incidencia superiores debido a la mayor prevalencia de factores de riesgo hormonales, reproductivos y del estilo de vida que han ido cambiando por las economías en crecimiento y el aumento en la proporción de mujeres en la fuerza laboral industrial, así como por la mayor detección de este tipo de cáncer.1 Adicionalmente, el Departamento de Epidemiología del Ministerio de Salud de Chile ha reportado que durante el periodo entre 2009 y 2018, un total de 10.890 mujeres han fallecido por cáncer de mama, con una tasa de 11,8 mujeres por cada 100.000 habitantes. Debido a esto, se calcula un valor de 218.644 años de vida potencialmente perdidos (AVPP) en la población femenina chilena.12 Los AVPP indican la mortalidad prematura, mostrando la pérdida en número de años extra que los pacientes hubiesen vivido hasta la expectativa de vida y se estiman a partir de las defunciones. A partir de los antecedentes expuestos, se puede argumentar que esta patología afecta a un grupo extenso de la población, volviendo su estudio y opciones de tratamiento relevantes para el área de la investigación y la salud.
[bookmark: _Toc150942960]1.1.4 Subtipos de cáncer de mama
Según la clasificación molecular del cáncer de mama, la cual sirve para determinar el pronóstico y tipo de terapia para cada paciente, existen 5 subtipos principales según la expresión inmunohistoquímica de receptores hormonales como el receptor de estrógeno (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2), además de la expresión del antígeno Ki67, el cual funciona como marcador de proliferación celular y es útil para elegir la terapia de tratamiento adecuada.13 Es así como existe el subtipo luminal A (ER/PR+, HER2- y Ki67+ en < 20% de los pacientes), luminal B (ER/PR+ < 20%, HER2- y Ki67+ en ≥ 20% de los pacientes), luminal HER2+ (ER/PR+, sobreexpresión de HER2 y Ki67 en 15-30% de los pacientes), HER2 enriquecido (ER-, PR-, sobreexpresión de HER2 y Ki67 en >30% de los pacientes) y de tipo basal o triple negativo (ER-, PR- y HER2-).13 
[bookmark: _Toc150942961]1.1.5 Origen y estadios del cáncer mama 
Existen distintos factores que se asocian a un mayor riesgo de desarrollar cáncer de mama como la edad, niveles de estrógeno, dieta, estilos de vida, factores reproductivos y mutaciones genéticas asociadas a los casos hereditarios de la enfermedad.14 Con respecto al último factor, dichas mutaciones pueden afectar genes involucrados en diversas vías de señalización, como es el caso de la vía fosfatidilinositol 3-quinasa/proteína quinasa B (PI3K/AKT) y la vía RAS-RAF-MEK-ERK (RAS/MEK/ERK), las cuales se encargan de proteger a las células de la apoptosis. Sin embargo, cuando existe alguna mutación en los genes que codifican para estas vías, el mecanismo de apoptosis pierde su funcionalidad y de acuerdo con los eventos oncogénicos que se producen en los diferentes tipos de células pueden generarse distintos tipos de tumores mamarios.15,16 
Su diagnóstico se basa en la tríada de valoración clínica y una prueba de imagenología y biopsia, destacando la mamografía como prueba esencial del cribado poblacional, mientras que el pronóstico se relaciona con el subtipo biológico y el estadio tumoral al diagnóstico.17 Los objetivos y la modalidad de tratamiento varían en función del estadio tumoral,17 por lo que la biopsia es imprescindible para realizar el diagnóstico y la posterior estadificación del cáncer que permite agrupar a los pacientes en categorías de riesgo, y así definir el pronóstico y enfoque terapéutico.18,19 De acuerdo al sistema de clasificación TNM (tamaño, linfonodos regionales y metástasis), los pacientes con cáncer de mama se pueden organizar a partir de lo siguiente:19
· Tamaño del tumor primario (T): T0 indica que no hay evidencia de tumor, mientras que T1-T4 indican tamaño y extensión en orden creciente. Por otra parte, Tis se usa para el carcinoma in situ y Tx cuando el tumor no se puede evaluar.
· Linfonodos regionales (N): N0 indica que no hay diseminación ganglionar regional, mientras que N1-N3 indican un grado creciente de diseminación.
·  Metástasis (M): M0 indica que no hay metástasis a distancia mientras que el M1 indica que sí hay evidencia de metástasis.
Este sistema ayuda a establecer la extensión anatómica de la enfermedad y agruparla en 4 estadios distintos:19
· Estadio 0: carcinoma in situ. Tis, N0, M0.
· Estadio I: cáncer localizado. T1-T2, N0, M0.
· Estadio II: cáncer localmente avanzado, etapas tempranas. T2-T4, N0, M0.
· Estadio III: cáncer localmente avanzado, estadios tardíos. T1-T4, N1-N3, M0.
· Estadio IV: cáncer metastásico. T1-T4, N1-N3, M1. 
[bookmark: _Toc150942962]1.1.6 Tratamiento para cáncer de mama avanzado
Los tratamientos convencionales para el cáncer de mama avanzado incluyen cirugía, radiación, terapia hormonal, quimioterapia o inmunoterapia, además de la introducción de fármacos biológicos, el tratamiento dirigido y la terapia génica que pueden reducir la mortalidad y mejorar la calidad de vida de los pacientes.20 A pesar de lo anterior, existen pacientes que no responden a estos tratamientos convencionales debido a la falta de expresión de ER, PR y HER2, que son blancos de los fármacos que se emplean en estos cánceres, y reciben el nombre de pacientes con cáncer de mama triple negativo.21
[bookmark: _Toc150942963]1.1.7 Cáncer de mama triple negativo
El cáncer de mama triple negativo hace referencia a neoplasias malignas que se caracterizan inmunohistoquímicamente por la falta de los receptores hormonales de estrógeno y progesterona y por falta de expresión del gen HER2, el cual se traduce en una proteína que se encuentra en la superficie de las células mamarias.21 Este tipo de cáncer se caracteriza por su agresividad y baja tasa de supervivencia debido a su prevalencia en metástasis visceral. Como los tratamientos para cáncer de mama metastásico no tienen un efecto positivo sobre esta clase de cáncer, se requiere de otros enfoques que permitan determinar la respuesta del paciente, como los biomarcadores predictivos de la enfermedad.22
[bookmark: _Toc150942964]1.2 Biomarcadores
[bookmark: _Toc150942965]1.2.1 ¿Qué son?
Los biomarcadores son moléculas como proteínas, enzimas, material genético y/o metabolitos que se pueden estudiar en el laboratorio y tienen como finalidad representar procesos biológicos o patológicos, incluso permitiendo ver el estado y pronóstico de una enfermedad.22,23
[bookmark: _Toc150942966]1.2.2 Orientación del tratamiento de cáncer usando biomarcadores genéticos
Los avances recientes en el tratamiento del cáncer de mama han dado paso a una nueva era de medicina de precisión. Es así como el desarrollo de ensayos novedosos ha conducido a la aprobación de una creciente lista de terapias personalizadas y sus correspondientes biomarcadores.24
Entre los blancos moleculares principales que se han identificado en la patogénesis del cáncer de mama se pueden mencionar el receptor de estrógenos alfa (ERα), que se expresa en aproximadamente el 70% de los cánceres de mama invasivos y corresponde a un receptor de hormonas esteroideas y un factor de transcripción que, al ser activado por los estrógenos, activa vías de crecimiento oncogénico en las células del cáncer de mama.21 La expresión del PR, una hormona esteroidea estrechamente relacionada, también es un marcador de la señalización del ERα.21
Asimismo, ER y HER2 subcategorizan los cánceres de mama en grupos de tratamiento y sirven como biomarcadores predictivos para tratamientos dirigidos específicos. En las fases iniciales de la enfermedad con ER+ y HER2-, los paneles de expresión multigénica se han convertido en el nuevo biomarcador estándar para determinar si debe añadirse quimioterapia al tratamiento endocrino.24
En los cánceres de mama más agresivos ER-/HER2+ o triple negativo en estadios iniciales, la respuesta a la terapia neoadyuvante ha demostrado ser un biomarcador útil para ayudar a determinar si debe añadirse terapia adicional en pacientes con una respuesta incompleta.24 Recientemente, Ki67 también se ha revelado como un marcador que puede utilizarse para identificar los cánceres ER + y HER2 - de mayor riesgo si se considera añadir un inhibidor del ciclo celular a la terapia endocrina.24
De forma adicional, existen otros biomarcadores como las mutaciones heredadas de la línea germinal en los genes BRCA1 y BRCA2 de alta predisposición al cáncer. Además de estos genes, los avances en las técnicas de secuenciación del ADN, como la secuenciación de última generación, han ayudado a identificar genes de susceptibilidad al cáncer de mama, como TP53, CDH1, PALB2 y PTEN, y también se han descrito diversas variantes genéticas raras que aumentan el riesgo de desarrollar cáncer de mama.22
Es importante recalcar que, en el contexto metastásico, se han manifestado numerosos biomarcadores predictivos, entre los que se incluyen las recomendaciones de realizar pruebas de mutación de la línea germinal del BRCA a todos las pacientes metastásicos, con el fin de determinar si la terapia con inhibidores de la enzima poli ADP ribosa polimerasa (PARP) es una opción, y otros biomarcadores dependientes de ER-/HER2- como el ligando 1 de muerte programada (PD-L1) para una posible inmunoterapia en pacientes triple negativo y el estado de mutación de la subunidad α catalítica de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa (PIK3CA) para una posible terapia con inhibidores de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3Ki) en pacientes metastásicas ER+.24
En el contexto de metástasis también se dispone de otros biomarcadores menos comunes como opciones de terapia dirigida, por ejemplo, MSI/MMR, TMB, NTRK, así como perfiles genómicos exhaustivos para identificar blancos poco comunes con el objetivo de determinar opciones de tratamiento adicionales.22
[bookmark: _Toc150942967]1.2.3 Gen PI3K 
El gen PI3K da origen a la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), la cual se compone de una subunidad reguladora y una catalítica. Esta última es conocida como p110α y es codificada por el gen PIK3CA que forma parte de la vía de señalización PI3K/AKT.25 Dicha vía participa en diversos procesos celulares como el crecimiento, la proliferación, la migración y la apoptosis desregulada.26 Ahora bien, las mutaciones del gen PIK3CA son de las más frecuentes en el cáncer de mama, y conducen a la sobreactivación de PI3K, propiciando la proliferación de células tumorales.25 La vía PI3K/AKT puede activarse de varias formas, terminando en la fosforilación de AKT; una proteína transductora de señal que fosforila varios sustratos y efectores posteriores como la proteína quinasa mTOR, el factor nuclear kappa β, la proteína BAD, entre otros, y en el caso del cáncer esto promueve la angiogénesis, metástasis, antiapoptosis y otros procesos de proliferación y supervivencia celular.25
Ahora bien, dentro de las alteraciones de PIK3CA específicas del cáncer de mama que tienen accionabilidad clínica porque existe evidencia de que pueden predecir la respuesta a un fármaco aprobado por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) se pueden mencionar C420R, E542K, E545A, E545D, E545G, E545K, H1047L, H1047R, H1047Y, Q546E y Q546R.27 Más concretamente, las mutaciones con mayor frecuencia identificadas en PIK3CA de pacientes con cáncer de mama están localizadas en dos hotspots principales: E542K y E545K en el dominio helicoidal codificado en el exón 9, y H1047R en el dominio quinasa codificado en el exón 20.28 Cada una de estas mutaciones en el gen que codifica la subunidad catalítica de PI3K produce una forma constitutivamente activa de la quinasa que promueve una mayor señalización descendente, contribuyendo a la transformación celular y generación de tumores.28,29 
[bookmark: _Toc150942968]1.2.4 Tratamiento dirigido a inhibir PI3K 
Se ha demostrado que las mutaciones en PIK3CA tienen un valor predictivo en cuanto al tratamiento con ciertos fármacos inhibidores de PI3K (PI3Ki) como alpelisib y taselisib.30 Sin embargo, estudios que evalúan biomarcadores de respuesta y/o resistencia al tratamiento con PI3Ki muestran resultados contradictorios, lo cual podría deberse al potencial oncogénico variable o a la heterogeneidad tumoral del cáncer de mama.30 Si bien existe variabilidad en el uso de PIK3CA  como predictor, se ha visto que pacientes con cáncer de mama metastásico HR+/HER2- y PIK3CA mutado presentan resistencia a la quimioterapia, mientras que pacientes con cáncer de mama triple negativo y mutación en PIK3CA presentan una mejor supervivencia general,31 por lo que su estudio como biomarcador oncológico sirve como objetivo terapéutico que apoya la prognosis del paciente.26 
Particularmente, alpelisib es un inhibidor selectivo específico de la subunidad α de PI3K, inhibiendo la fosforilación de blancos posteriores de la vía de señalización PI3K/AKT y ha demostrado actividad en líneas celulares que albergan una mutación en PIK3CA.29 Ahora bien, se ha visto que la combinación de alpelisib con el regulador descendente selectivo del receptor de estrógeno fulvestrant tiene actividad antitumoral sinérgica en modelos de xenoinjertos con HR+ y mutación en PIK3CA, y en un ensayo aleatorizado de fase 3 se comparó el uso de alpelisib más fulvestrant con el de placebo más fulvestrant en pacientes con cáncer de mama avanzado HR+/HER2- que habían recibido terapia endocrina previamente, llegando a la conclusión de que el uso de alpelisib junto a fulvestrant prolongó significativamente la supervivencia libre de progresión en los pacientes cuyos tumores tenían una mutación en PIK3CA.29 En base a este estudio, en el año 2019 la FDA aprobó este tratamiento combinado para mujeres posmenopáusicas y hombres con cáncer de mama avanzado o metastásico HR+/HER2- y mutación en PIK3CA detectada por un test diagnóstico aprobado por la FDA seguido de la progresión a una terapia endocrina o luego de la finalización de esta.32
Considerando el papel que cumple el biomarcador PIK3CA en este tipo de cáncer y la importancia de determinar con seguridad si un paciente con cáncer de mama lo posee, una de las técnicas más ampliamente utilizadas en Chile para la detección de perfiles mutacionales es la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.
[bookmark: _Toc150942969]1.3. Técnica que permite evaluar biomarcadores: qPCR 
[bookmark: _Toc150942970]1.3.1 ¿En qué consiste? 
La técnica qPCR o PCR en tiempo real es una de las más comunes para cuantificar moléculas de ácido nucleico en muestras biológicas y ambientales, ya que combina la amplificación y detección en un mismo paso y proporciona datos cuantitativos y precisos.33
[bookmark: _Toc150942971]1.3.2 ¿Cuáles son sus ventajas y limitaciones? 
En comparación con los métodos alternativos de amplificación de ADN, la PCR ofrece las siguientes ventajas:34
· Rapidez: la reacción de amplificación dura aproximadamente tres horas. Se requiere tiempo adicional (varias horas) para extraer primero el ADN de las células y luego realizar la electroforesis en gel después de completar la PCR. Las reacciones de un solo paso permiten un procesamiento de muestras más rápido y pruebas en el punto de atención.
· Sensibilidad: la PCR puede amplificar el ADN de una sola célula y, por lo tanto, es extremadamente sensible, lo suficiente como para que pueda usarse en el diagnóstico genético preimplantacional en embriones.
· Robustez: el ADN degradado con frecuencia se puede amplificar con éxito, incluso a partir de muestras de tejidos fijados en formalina, embebidos en parafina (FFPE).31
· Especificidad: la técnica también permite la detección de pequeñas mutaciones de nucleótidos.
· Bajo costo y facilidad de uso: el relativo bajo costo y la facilidad de uso, incluida la automatización, permiten que la PCR se use en numerosas aplicaciones clínicas.
Ahora bien, con respecto a las desventajas de la técnica de la PCR, se pueden mencionar:34
· Dependencia de la secuencia: para diseñar partidores de PCR apropiados, se debe conocer la información de la secuencia de nucleótidos de la región de interés, y esto limita su uso cuando se intenta aislar y amplificar nuevas secuencias de genes.
· Tasas de error: a diferencia de los métodos de amplificación intracelular (clonación bacteriana), la PCR in vitro carece de maquinaria de corrección de ADN. Aunque es suficientemente baja para la mayoría de las aplicaciones experimentales, las tasas de errores resultantes de la PCR son demasiado altas para aplicaciones terapéuticas.
· Limitación de tamaño: la longitud ideal de una secuencia a amplificar (amplicón de PCR) es de varios cientos de nucleótidos. Aunque los métodos de PCR de largo alcance están disponibles para amplificar de 5 a 10 kb, son susceptibles a tasas de error más altas y son menos robustos. Del mismo modo, no se pueden detectar mutaciones grandes, como duplicaciones o deleciones que abarcan la región amplificada, porque solo se amplificará el alelo no afectado.
· Riesgo de contaminación: debido a la extrema sensibilidad de la PCR para detectar la secuencia de ADN, la contaminación de la muestra con pequeñas cantidades de ADN que no proviene de la muestra en estudio puede resultar en un hallazgo incorrecto o falsos positivos. Para ayudar a disminuir este problema, los laboratorios de PCR de diagnóstico a menudo se subdividen en áreas separadas y designadas antes y después de la amplificación en diferentes salas.
[bookmark: _Toc150942972]                        1.3.3 Tecnología XNA aplicada en qPCR
Los XNA o ácidos xenonucleicos consisten en nuevos oligómeros moleculares de ácido nucleico que se hibridan con las secuencias del ADN blanco y pueden usarse como clamps moleculares en las qPCRs.35 Tal y como se observa en la figura 2, los XNA se unen fuertemente a la secuencia de tipo silvestre o wild type, pero no a las secuencias mutantes, permitiendo así que las secuencias mutantes se amplifiquen en una reacción de PCR mientras se bloquea la amplificación de la secuencia wild type.35  
Los ensayos de clamps moleculares de XNA pueden utilizar muestras de biopsia líquida para generar resultados altamente sensibles,29 donde el límite de detección puede llegar a ser tan bajo como el 0,1% (7 u 8 copias de ADN mutante) utilizando 5 ng de cfDNA, que se pueden obtener a partir de 2 ml de sangre de un paciente.33
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Figura 2. Principio de la prueba de detección de mutaciones QClamp® PIK3CA. La sonda de XNA se une a la secuencia wild type, bloqueando la extensión de la ADN polimerasa, mientras que cuando está presente la mutación PIK3CA en la secuencia blanco, la sonda no se hibrida y la ADN polimerasa puede extender la secuencia complementaria, permitiendo la amplificación en tiempo real durante cada ciclo de la PCR.35
Dado que se ha comprobado que la presencia de células tumorales circulantes (CTCs) está asociada a una mala supervivencia en múltiples tipos de cáncer, y que reducir la de estas células de un nivel desfavorable (≥ 5 CTCs/7,5 ml de sangre) a uno favorable (<5 CTs/7,5 ml de sangre) mejora la supervivencia, el número de CTCs en sangre puede utilizarse como factor predictivo de la respuesta al tratamiento del cáncer. Teniendo en cuenta su sensibilidad, la tecnología XNA puede utilizarse para encontrar mutaciones cancerígenas y obtener información significativa para el tratamiento del cáncer. 
En el contexto de la medicina de precisión para el cáncer, los oncogenes se definen como genes impulsores en los que las mutaciones driver son activadoras o dan lugar a nuevas funciones, mientras que los supresores tumorales son genes impulsores en los que las mutaciones driver son inactivadoras.35 Es fundamental encontrar las mutaciones driver del cáncer, como las de la vía de crecimiento y las de los genes supresores de tumores, ya que generalmente se reconoce que contribuyen al desarrollo temprano de diferentes tipos de cáncer. La detección de estas mutaciones mediante tecnologías sensibles de XNA no solo es esencial para la detección temprana del cáncer, sino para brindar estrategias para su terapia como herramienta de diagnóstico complementaria. Además, cuando se combina con NGS, la sensibilidad del ensayo se incrementa aún más para las mutaciones de bajas frecuencias alélicas de variantes (VAF).35 Con respecto a este último punto, la sensibilidad de la tecnología XNA para qPCR alcanza entre el 0,1% y el 0,5% de VAF; mucho más sensible que la qPCR normal y otras técnicas derivadas de la qPCR.35
Considerando lo expuesto anteriormente, esta metodología podría ser una excelente opción para definir una prueba de estándar de oro que sirva para comparar el desempeño con otra técnica que se quiera validar para la detección de mutaciones en pacientes con cáncer de mama.
[bookmark: _Toc150942973]1.4. Técnica que permite evaluar biomarcadores: secuenciación de última generación
[bookmark: _Toc150942974]1.4.1 ¿En qué consiste la secuenciación masiva?
La secuenciación de última generación (NGS) utiliza la secuenciación de múltiples fragmentos de ADN realizada en paralelo. Esta tecnología también se conoce como secuenciación de lectura corta, secuenciación de alto rendimiento, secuenciación profunda o secuenciación masiva.36
De forma complementaria, se han desarrollado varias "plataformas" o instrumentos de secuenciación y reactivos asociados para NGS.36 En estas, generalmente hay un paso de preparación de librerías, que corresponden a fragmentos de ADN de una muestra a secuenciar,37 en el que el ADN del paciente que sirve como templado, se purifica, amplifica y fragmenta, seguido de un aislamiento físico de fragmentos de ADN mediante la unión a superficies sólidas o pequeñas perlas. Los datos de secuencia se generan en estos pequeños fragmentos, y los resultados electrónicos se alinean computacionalmente contra un genoma o secuencia de referencia, que es un genoma previamente secuenciado designado como una referencia "normal". Con respecto a lo anterior, una versión actualizada de un genoma de referencia humano de uso común, GRCh38.p14, fue lanzada por el Centro Nacional para la Innovación en Biotecnología (NCBI) el 3 de febrero de 2022.38 
[image: ]
Figura 3. Principio de la técnica secuenciación de última generación (NGS) de Ilumina. Modificado de Young, A. D., Gillung, J. P.39 Para la preparación de librerías, el primer paso que se debe realizar es sonicar el ADN genómico en fragmentos de 200-700 pares de bases (pb) para que puedan ser leídos y luego se deben añadir pequeñas secuencias de ADN llamadas adaptadores, los cuales se ligarán a los extremos de los fragmentos.39 Para la sucesiva amplificación, se deben agregar los fragmentos a una celda de flujo que contiene carriles, cada uno recubierto con dos tipos de oligonucleótidos complementarios a los adaptadores ligados a los fragmentos de ADN, permitiendo su unión a la celda.39 A continuación, se sintetiza una hebra inversa a cada fragmento, generando moléculas de ADN bicatenario o de hebra doble (dsDNA) que se desnaturalizan y mediante lavados se eliminan las hebras originales.39 Seguidamente, el extremo con el adaptador libre de la hebra se doblará, uniéndose al oligonucleótido más cercano y una hebra complementaria se sintetizará, formando un puente de doble hebra, el cual se desnaturaliza para obtener 2 hebras de ADN monocatenario o de hebra simple (ssDNA), una hacia adelante/forward (F) y otra inversa/reverse (R).39 Este proceso se debe repetir muchas veces para obtener millones de clusters, es decir, un conjunto clonal de fragmentos de ADN unidos a la superficie de la celda de flujo que serán desnaturalizados para que todas las hebras R sean escindidas y eliminadas mediante lavados, dejando solo las hebras F.39 Posteriormente se añaden reactivos de secuenciación, que incluyen los nucleótidos marcados con fluorescencia, con lo que se incorpora la primera base nitrogenada y se hace pasar un láser que activará el marcador fluorescente, lo cual será detectado por una cámara. Es así como se obtienen imágenes de la celda de flujo y se registra la emisión de cada grupo en un computador, donde se utilizan la longitud de onda y la intensidad de emisión para identificar cada base, considerando que cada una presenta un color diferente. Este ciclo se repite “n” veces para crear una lectura de “n” bases.39 Como último paso, estas lecturas se alinean con una secuencia de referencia mediante softwares de bioinformática para poder identificar diferencias entre el genoma de referencia y las lecturas que fueron secuenciadas.
[bookmark: _Toc150942975]1.4.2 ¿Qué ventajas y desventajas presenta el NGS por sobre qPCR? 
En contraste con la amplificación de qPCR, la técnica de NGS puede detectar secuencias conocidas y desconocidas, además de presentar un rango dinámico ilimitado en cuanto al conteo y lectura del ADN, lo cual la hace muy útil para los diseños experimentales.40
El ensayo NGS presenta las siguientes ventajas en comparación con el método qPCR:
· Secuenciación completa del genoma y mayor poder de descubrimiento: este ensayo puede evaluar todas las bases del genoma, tal y como se observa en la figura 4, incluyendo las regiones no codificantes, y de esta manera se pueden descubrir nuevas variantes genéticas, ya que no se dirige a genes específicos.40
· Bajo límite de detección:  durante los últimos años se han desarrollado variantes que han reducido la concentración mínima necesaria para ser detectada por el método, llegando hasta valores del 0,1%.41
· Alta precisión en cuanto a repetibilidad y reproducibilidad: algunos equipos cuentan con cifras de reproducibilidad y repetibilidad superiores al 99%.42
Por el contrario, dentro de las desventajas, el ensayo NGS es menos rentable y requiere mucho tiempo para secuenciar un número bajo de objetivos (1-20) en comparación con una qPCR. 40
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Figura 4. Capacidad de identificación de nuevas variantes en qPCR y NGS.40 En el gráfico se puede observar la comparación en cuanto a la detección de variantes de la NGS a diferencia de la qPCR. Pese a que ambas técnicas son altamente sensibles y confiables, la qPCR solo permite detectar secuencias conocidas con un límite de variantes a estudiar (zona gris), mientras que la NGS permite la detección de nuevos genes, identificando variantes en miles de regiones, por lo que es recomendable cuando se realizan estudios con altas cantidades de objetivos o muestras (zona naranja). Por otra parte, la NGS puede presentar como desventaja ante la técnica de qPCR que es poco rentable cuando se requiere secuenciar un bajo número de targets o muestras y además requiere mucho tiempo para secuenciar un pequeño número de muestras.
[bookmark: _Toc150942976]1.4.3 Tecnología de secuenciación masiva TumorSeq-Liq
TumorSec-Liq es un ensayo de NGS diseñado específicamente para la detección de mutaciones relevantes en el cfDNA que guíen y faciliten la toma de decisiones terapéuticas en cáncer de mama avanzado. Este panel permite detectar 22 genes relacionados con cáncer de mama (ESR1, BRCA1, BRCA2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, ERBB2, PTEN, PIK3CA, AKT1, NF1, RB1, FAT1, MYC, FOXA1, PIK3R1, EGFR, CDKN2A, ERBB3, TP53 y ARID1A) y en el caso de PIK3CA se estudian todos sus exones. Este ensayo planea alcanzar una cobertura de 2000x para cada variante somática de muestras de biopsia líquida de pacientes con cáncer de mama avanzado.
[bookmark: _Toc150942977]1.5 Biopsia líquida en cáncer de mama
[bookmark: _Toc150942978]            1.5.1 Ventajas del análisis de biopsia líquida para la detección de mutaciones
En el área de la oncología, la biopsia líquida ha demostrado utilidad en diferentes etapas del desarrollo tumoral: se puede usar como fuente para diagnosticar los casos en que el tejido tumoral es muy poco o de forma complementaria a la biopsia de tejido y otros métodos de diagnóstico y seguimiento que se emplean actualmente con limitaciones en cuanto a especificidad, sensibilidad, accesibilidad y costos.43,44
Además de lo mencionado, actualmente la biopsia líquida ha permitido hacer seguimiento y estadificación de la enfermedad, detección de enfermedad mínima residual después de procedimientos quirúrgicos en diferentes tipos de cáncer y un monitoreo de la respuesta al tratamiento.45 Este último aspecto ha permitido explicar algunos mecanismos de resistencia a los tratamientos administrados, particularmente los basados en terapia de blanco molecular.46
[bookmark: _Toc150942979]1.5.2 cfDNA y ctDNA
El ADN circulante libre (cfDNA) hace referencia al ADN que ha entrado en circulación después de la muerte celular.46 Dentro de este se encuentra el ADN derivado de tumores, el cual está presente en concentraciones más elevadas en el plasma de la mayoría de los pacientes con cáncer, lo que permite el seguimiento en serie de la carga tumoral y la evaluación de la respuesta a la terapia.47
Por su parte, el ADN tumoral circulante (ctDNA) en los fluidos permite identificar anomalías específicas del tumor que podrían utilizarse para el diagnóstico, seguimiento del tratamiento y pronóstico de patologías, mediante la obtención de biopsia líquida como tipo de muestra.48 Esta posee un enfoque mínimamente invasivo y presenta la suma de ctDNA de los sitios tumorales primarios y secundarios,48 haciendo posible cuantificar la cantidad de ctDNA y también identificar cambios, ya sea genéticos, como en los genes BRCA1 o BRCA2, donde la carcinogénesis es desencadenada por mutaciones y una inhibición de los supresores del crecimiento que da lugar a la proliferación celular, invasión y riesgo de metástasis,49 o epigenéticos, que corresponde al fenotipo heredable estable resultante de cambios en un cromosoma sin alteraciones en la secuencia de ADN.48,50
Además, se han identificado mutaciones específicas en genes en el plasma de pacientes con varios tipos de cáncer, lo que destaca el ctDNA como un posible biomarcador de cáncer.50 Sin embargo, lograr concentraciones de ctDNA que se puedan detectar en fluidos corporales no es una tarea fácil,51 debido a que los fragmentos de ctDNA tienen una corta vida media, y una desventaja es que no hay valores de corte para diferenciar las concentraciones bajas y altas de ctDNA.50










[bookmark: _Toc150942980]2. DISEÑO TEÓRICO
[bookmark: _Toc150942981]2.1 Problema de investigación
¿Es la secuenciación de última generación un método equivalente a la qPCR en sensibilidad y especificidad para la detección de mutaciones en el gen PIK3CA de muestras de biopsia líquida de pacientes con cáncer de mama?
[bookmark: _Toc150942982]2.2 Hipótesis de la investigación
“La detección del marcador oncogénico PIK3CA de cáncer de mama en plasma sanguíneo mediante NGS presenta un desempeño equivalente con respecto a la técnica de qPCR”. 
[bookmark: _Toc150942983]2.3 Objetivo general
· Realizar la validación inicial de un protocolo de laboratorio para NGS que permita la secuenciación de mutaciones en PIK3CA en muestras de plasma de pacientes con cáncer, mediante la comparación de los resultados con una técnica de qPCR.

[bookmark: _Toc150942984]2.4 Objetivos específicos
· Determinar la calidad del ADN de las muestras de biopsia líquida para el análisis de mutaciones en PIK3CA del cfDNA en pacientes con cáncer de mama metastásico.
· Evaluar la presencia o ausencia de 3 mutaciones en el gen PIK3CA del cfDNA extraído del plasma sanguíneo mediante ensayos de NGS y qPCR.
· Comparar el desempeño, ventajas y desventajas entre los ensayos de NGS y qPCR.


[bookmark: _Toc150942985]2.5 Variables del estudio 
Tabla 1. Variables dependientes e independientes del estudio.
	Nombre Variable
	Tipo de variable 
	Escala de medida 
	Unidad de medida

	Detección de la mutación PIK3CA
	 Dependiente
	Cualitativa nominal
	Positivo/Negativo

	Concentración del cfDNA en la muestra
	Independiente
	Cuantitativa continua
	 ng/µL

	Método de procesamiento
	Independiente
	Cualitativa nominal
	NGS/qPCR










[bookmark: _Toc150942986]3. DISEÑO METODOLÓGICO
[bookmark: _Toc150942987]3.1 Tipo de estudio
Tabla 2. Características del diseño del estudio.
	Cualitativo o cuantitativo
	Cuantitativo

	Experimental o No experimental
	No experimental (observacional)

	Transversal o longitudinal
	Transversal

	Prospectivo o Retrospectivo
	No aplica

	Tipos de Diseño
	Exploratorio


[bookmark: _Toc150942988]3.2 Población y muestra

Tabla 3. Características de la metodología del estudio. 
	Población del estudio
	Pacientes con cáncer de mama metastásico.

	Muestra del estudio
	Biopsia líquida de pacientes con cáncer de mama metastásico que tengan suficiente concentración de cfDNA para analizar y consientan a donar su muestra para la investigación.

	Tipo de muestreo y tamaño muestral
	Por conveniencia (método no probabilístico).



[bookmark: _Toc150942989]3.3 Cálculo del tamaño de la muestra
El valor del tamaño muestral se eligió en base a la cantidad de reacciones que se tenían disponibles en el kit de Diacarta, restando los controles positivos y negativos y el blanco de agua. Según el documento “CLSI EP12: Protocolo de usuario para la evaluación del desempeño de pruebas cualitativas”,52 para validar los estudios de comparación de métodos se deberían estudiar al menos 50 muestras positivas y al menos 50 muestras negativas, pero como no fue posible conseguir estos valores por razones económicas, por la imposibilidad de encontrar más pacientes que pudieran participar en el estudio y por el escaso número de muestras que cumplían con la cantidad mínima de cfDNA requeridos para la técnica de referencia luego de ser secuenciadas, se consideró a este proyecto como un estudio de fase inicial. Esto dio como resultado un tamaño muestral de 11, donde se procesaron 2 muestras de pacientes junto a un control positivo, otro negativo y un blanco de agua en un ensayo para probar el desempeño, luego 5 muestras de pacientes y posteriormente las otras 4 muestras, con sus controles respectivos en cada ensayo.
[bookmark: _Toc150942990]3.4 Criterios de inclusión y exclusión
Tabla 4. Criterios de inclusión y exclusión.
	Criterios de Inclusión
	· Diagnóstico: pacientes con cáncer de mama metastásico. 
· Sexo: femenino
· Edad: mayores de 18 años.
· Consentimiento informado: los pacientes deben leer y firmar un documento que autorice el uso de sus muestras para la investigación.
· Concentración de cfDNA: para asegurar que los resultados del ensayo de qPCR fueran confiables, se estableció una concentración de al menos 2,5 ng/ μL por muestra.

	Criterios de Exclusión
	· Enfermedades previas: enfermedades inflamatorias que tengan una liberación de cfDNA inespecífico por lisis celular como enfermedades autoinmunes, enfermedades no controladas del sistema nervioso central y pacientes con hepatitis, hemodiálisis, trasplantes e infarto agudo al miocardio reciente.
· Concentración de cfDNA: muestras con una cantidad menor a 5 ng totales de cfDNA en un volumen máximo de 3 μL.














4. MATERIALES Y MÉTODOS
[bookmark: _Toc150942991]4.1 Materiales

Tabla 5. Descripción de los materiales y equipos principales que fueron utilizados en la investigación. 
	Equipo
	Uso

	QClamp® PIK3CA Mutation Detection Test (DiaCarta)
	Kit de detección y cuantificación de las mutaciones en PIK3CA de las muestras de biopsia líquida.

	Eco™ Real-Time PCR System (Illumina)
	Equipo de qPCR para la amplificación de las mutaciones en PIK3CA en cfDNA.

	UltraFreezer -80ºC (Haier)
	Almacenamiento de plasma y ADN.

	Laminar Flow Cabinet (Biobase)
	Realización de reacción de qPCR.

	Cytation 3 (Biotek) 
	Cuantificación de cfDNA extraído para NGS.

	Deep Freezer DW40 (Haier)
	Almacenamiento de reactivos y H2O libre de nucleasas grado biología molecular.

	Espectrofotómetro NanoDrop™ 2000
	Cuantificación y evaluación de pureza de cfDNA extraído para qPCR.

	Savant SpeedVac™ DNA120 (Thermo Scientific)
	Concentración de muestras al vacío.

	Centrífuga microplacas PCR MPS 1000 (Labnet) 
	Centrifugación de las placas para PCR luego de la carga de las mezclas de ensayo y las muestras.

	Mini centrífuga Myspin 6 (Thermo Scientific)
	Centrifugación breve de componentes del ensayo para evitar pérdida de reactivos. 

	Mini Vórtex Mixer
	Mezcla de reactivos de la PCR.

	Micropipetas y puntas con filtro (Rainin Pipet-Lite)
	Preparación de ensayos para qPCR.


[bookmark: _i0o4fyamt0tt]
[bookmark: _Toc150942992]4.2 Procedimientos
[bookmark: _Toc150942993]4.2.1 Obtención de las muestras
Este estudio utilizó muestras de sangre extraídas en tubos con anticoagulante EDTA, y para esto se reclutaron pacientes en el Instituto Nacional del Cáncer, Clínica Universidad Católica y la Fundación Arturo López Pérez (FALP). Un médico oncólogo que además era investigador del estudio se comunicó con los pacientes que cumplían con los criterios de inclusión durante su consulta, para luego explicarles de qué trataba e invitarlos a participar. En caso de que el paciente haya solicitado más información, se le redirigió a una enfermera o Técnico de Nivel Superior en Enfermería (TENS) que también era partícipe de la investigación para la resolución de dudas. Si el paciente manifestó su interés en participar, se le leyó y entregó un consentimiento informado, el cual debió ser firmado por el paciente, la enfermera, TENS o médico oncólogo, el director Médico y el representante legal. Una vez que se obtuvo la información y consentimiento del paciente, sus datos demográficos quedaron registrados en el sistema informático del laboratorio y dependiendo de la comodidad del paciente, se realizó la toma de muestra cuando asistió a sus controles, obteniendo 2 tubos extra de 2 mL cada uno destinados a la investigación. Cabe destacar que también se utilizaron muestras antiguas almacenadas en biobancos, que se obtuvieron de pacientes que consintieron al segundo uso para otros estudios parecidos.
[bookmark: _Toc150942994]4.2.2 Extracción del cfDNA
Las muestras de plasma se enviaron al laboratorio de Genómica del cáncer de la Universidad de Chile donde se les extrajo el cfDNA con el kit Mag-Bind cfDNA Kit Protocol (Biotek), siguiendo el protocolo para muestras de plasma de 2 mL y posteriormente se realizó una cuantificación fluorométrica del cfDNA usando PicoGreen para evaluar la concentración del material genético obtenido, la cual debía estar entre 10-50 ng en un volumen de elusión final de 50 uL. Paralelamente, se midió el tamaño de los fragmentos del ADN extraído por el sistema Fragment Analyzer (Agilent Technologies) para asegurar que lo extraído fue cfDNA proveniente del tumor, donde se esperaba que tuviera un tamaño aproximado de 150 pb o múltiplos de este.
[bookmark: _Toc150942995]4.2.3 Secuenciación masiva para identificación de variantes somáticas a partir de biopsia líquida
En primer lugar, se realizó la preparación de librerías mediante el protocolo KAPA HyperPETE Somatic Plasma of DNA workflow v10 (Roche). Este proceso estaba constituido por la precaptura, donde se agregaron adaptadores UMI (Unique Molecular Identifier) para medir la concentración de los fragmentos de cfDNA y después partidores UDI (Unique Dual Index) que sirvieron como códigos de barra para diferenciar las muestras, y al final del proceso se llevaba a cabo un control de calidad con PicoGreen en el cual se debían tener 500-3000 ng de cfDNA en 15 μl de volumen. Posteriormente se continuó con la postcaptura, donde se añadieron sondas para capturar la región de interés a secuenciar y también requería 500-3000 ng finales provenientes de un pool de máximo 4 muestras distintas, y se trabajaba con un volumen final de 15 μl (en caso de ser mayor, el pool se concentró). A continuación, se cargaron las muestras en el secuenciador Sistema MiSeq (Illumina) y al día siguiente se obtuvieron los datos que pasaron por un proceso de análisis bioinformático antes de ser reportados y almacenados. Como se mencionó, cada corrida incluía la secuenciación de no más de 4 muestras de pacientes para alcanzar una cobertura de 2000x y también se evaluaron controles comerciales.
[bookmark: _Toc150942996]4.2.4 Análisis de mutaciones en PIK3CA mediante PCR en tiempo real
Luego de la secuenciación, se solicitó el envío de las muestras de plasma al Instituto de Ciencias e Innovación en Medicina (ICIM) y se le asoció un número correlativo a cada una. Se evaluó si la cantidad de cfDNA era suficiente para ser analizado según el inserto del kit QClamp® PIK3CA Mutation Detection Test (Diacarta), el cual requería un mínimo de 2,5 ng/uL de ADN por muestra. De esta forma, en el caso de que la cantidad del cfDNA de la muestra era adecuado, se almacenó la muestra para ser analizada. En el caso contrario, la muestra se tuvo que concentrar o diluir y se usó el volumen mínimo requerido por el kit por reacción. 
En base al inserto, se siguió el protocolo de qPCR para procesar las muestras. Cada ensayo se componía de 5 μl de 2X PCR Master Mix, 1 μl de Primer and Probe Mix, 1 μl de XNA Mix, 2-3 μl de ADN (dependiendo de la concentración) y agua libre de nucleasas para completar un volumen final de 10 μl. Para cada corrida, se incluyó un control positivo y negativo proporcionado por el kit y un blanco de agua. El control positivo contenía una mezcla de ADN que albergaba las mutaciones E542K, E545K y H1047R del gen PIK3CA. El control negativo contenía un ADN genómico wild type. Para el blanco de agua se utilizó agua libre de nucleasas. Este último servía como control negativo y permitía evaluar una posible contaminación durante la preparación del ensayo. Cada muestra requería una reacción para cada sitio de mutación detectado por el kit, para un total de tres reacciones por muestra.
En caso de que el volumen de muestra disponible fue suficiente para probar las 3 mutaciones, se prepararon 3 tubos con las mezclas de ensayo para las mutaciones E542K, E545K y H1047R. En el caso contrario, se dio prioridad a las mutaciones más frecuentes según literatura (primero H1047R y luego E545K) y se prepararon las mezclas de ensayo para lo que alcanzara. Después se taparon los tubos, se mezclaron bien golpeándolos con un dedo y se centrifugaron brevemente para llevar el contenido al fondo del tubo. Ulteriormente, se dispensaron 8 μL o menos de la mezcla de reacción en los pocillos de una placa de PCR, después se agregaron 2 μL o menos de agua libre de nucleasas en los pocillos designados como blanco de agua, 2 μL de control positivo, 2 μL de control negativo y 2 μL o más de ADN en sus pocillos designados. Luego se selló la placa con un adhesivo para evitar la evaporación y la contaminación cruzada y se centrifugó la placa para colocarla en el equipo de qPCR. Seguidamente, se configuró el perfil térmico según los parámetros del termociclador recomendados por el inserto, los cuales consistían en un ciclo de preincubación por 300 segundos a 95°C, y 50 ciclos de las siguientes 4 etapas: desnaturalización por 10 segundos a 95°C, unión de XNA por 30 segundos a 70°C, unión de partidores por 20 segundos a 64°C y extensión por 20 segundos a 72°C. Como último paso, se configuró el equipo para detectar tanto el canal HEX (excitación de 538 nm/emisión de 555 nm) como FAM (excitación de 495 nm/emisión de 520 nm). El canal HEX determinaba el valor del ciclo de umbral (Cq) del ensayo de control interno incluido en Primer Probe Mix para validar la prueba y así poder usar el resultado del Cq detectado por el canal FAM para evaluar la presencia o ausencia de la mutación en PIK3CA, según los puntos de corte establecidos por el inserto.
[bookmark: _Toc150942997]4.2.5 Análisis de los datos
Se recopilaron los resultados de los ensayos de qPCR y NGS y se realizó una tabla de contingencia comparando ambas técnicas, junto con un análisis estadístico en el programa R Studio versión 4.3.2 con la librería “psych” y “mcnemar.test” mediante la prueba de McNemar, donde las diferencias entre las técnicas se consideraron estadísticamente significativas cuando el valor de p dio < 0,05. Adicionalmente, se calculó el coeficiente kappa de Cohen para determinar la concordancia entre las técnicas.
En base a los resultados se hizo la siguiente pregunta: ¿El ensayo tuvo un desempeño equivalente al gold standard? En el caso de que sí haya tenido un desempeño equivalente, se acepta la hipótesis de investigación. En el caso de que no haya tenido un desempeño equivalente, entonces se rechaza la hipótesis de investigación.
[bookmark: _Toc150942998]4.3 Aprobación del comité de ética
Este proyecto fue aprobado el 09 de noviembre de 2021 por el Comité de Ética de Investigación en Seres Humanos de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, proyecto Nº 169-2021 y archivo acta N° 108 (véase anexo 2). Dicho comité estimó que el estudio propuesto está bien justificado y que no significa para los sujetos involucrados riesgos físicos, psíquicos o sociales mayores que mínimos. Además, se analizó y aprobó los correspondientes documentos de Consentimiento Informado.
Con respecto a los potenciales riesgos, la obtención de las muestras de sangre no implica un riesgo o beneficio adicional para los pacientes, ya que serán obtenidas de los procedimientos indicados por el médico tratante. Por otra parte, algunas de las mutaciones en los genes que se analizarán podrían interpretarse como que el sujeto y su familia presentan un mayor riesgo de desarrollar cáncer y existe la posibilidad remota de que esta información sea accidentalmente divulgada, y con esto el paciente y su familia podrían ser objeto de discriminación en algunos aspectos como obtención de seguros de salud o empleos. 
[bookmark: _Toc150942999]4.4 Aprobación del comité de bioseguridad
El proyecto fue aprobado por un Comité de Bioseguridad debido a que las muestras de sangre son de riesgo biológico, siendo potencialmente patógenas, por lo que las personas que trabajan en el laboratorio deben cumplir con las normas establecidas como conocer dónde desechar cada material y muestra biológica, qué elementos de protección personal utilizar dentro del recinto, y cómo proceder en caso de un accidente dentro del laboratorio. También se debe saber cómo transportar las muestras desde el Instituto Nacional del Cáncer hasta los laboratorios de la Universidad de Chile e ICIM. Ante lo anteriormente expuesto, en el 2021 la Unidad de Prevención de Riesgos y Bioseguridad de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile estimó que el proyecto cumple con los requerimientos básicos de bioseguridad para ser desarrollado, además de que se adecúa a las exigencias establecidas por los manuales de bioseguridad (véase anexo 3).

[bookmark: _Toc150943000]5. RESULTADOS
Se obtuvo un total de 11 muestras de plasma y se registró la concentración de cfDNA de cada una luego de la extracción de ADN (Tabla 6). Cabe volver a mencionar que algunas muestras fueron concentradas al vacío para obtener una mayor cantidad de material genético y se realizaron las diluciones respectivas para no sobrecargar un pocillo con una concentración excesiva de cfDNA.

Tabla 6. Concentración de cfDNA en ng/μL de las 11 muestras del estudio.
	Número de muestra
	Concentración (ng/uL)
	Volumen (uL)

	01
	3,2
	12

	02
	2,52
	11

	03
	1,656
	12

	04
	4,15
	6

	05
	2,0
	4

	06
	14,3
	10

	07
	6,8
	12

	08
	1,76
	9

	09
	4,0
	9

	10
	15,9
	2

	11
	16,1
	2



Los datos fueron analizados usando estadística analítica. En la tabla 7 se aprecia que el conjunto de resultados fue representado en una tabla de contingencia (tabla 8) en la que se evaluaron los verdaderos positivos, falsos positivos, falsos negativos y verdaderos negativos entre la técnica Gold standard que corresponde a la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) y la técnica que se quiso validar, es decir, la secuenciación masiva (NGS).



Tabla 7. Resultados de la prueba de comparación entre la prueba de referencia (qPCR) y la prueba evaluada (NGS).  
	Número muestra
	NGS mut E542K 
	qPCR mut E542K
	NGS mut E545K 
	qPCR mut E545K
	NGS mut H1047R 
	qPCR mut H1047R

	01
	Negativo
	Negativo
	Positivo
	Positivo
	Positivo
	Positivo

	02
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	03
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	04
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	05
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	06
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	07
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	08
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	09
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	10
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	11
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo
	Negativo

	
	
	
	
	
	
	

	Positivo
	0%
	0%
	9%
	9%
	9%
	9%

	Negativo
	100%
	100%
	91%
	91%
	91%
	91%



Tabla 8. Tabla de contingencia para las mutaciones E542K, E545K y H1047R en PIK3CA. Fue utilizada para la comparación de los resultados entre la prueba de referencia (qPCR) y la prueba evaluada (NGS), donde los valores podían ser positivo (+) o negativo (-).
	
	qPCR PIK3CA +
	qPCR PIK3CA (-) 

	NGS PIK3CA + 
	1
	0

	NGS PIK3CA (-) 
	0
	10



Debido a la ausencia de valores discordantes, se optó por realizar la prueba exacta de McNemar utilizada cuando el tamaño muestral es pequeño, se tienen pocas observaciones en la tabla de contingencia y no se puede asumir la distribución chi cuadrado (χ²).
Valor p de prueba exacta de McNemar: 1

Además, se realizaron cálculos para obtener la sensibilidad, especificidad, exactitud, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo en las 3 mutaciones para medir el desempeño de la técnica.

Tabla 9. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y negativos entre las técnicas de NGS y qPCR.
	Índice de concordancia NGS y qPCR
	Estimación (%)
	IC de 95% (%) 

	Sensibilidad
	100
	5,1-100

	Especificidad
	100
	72,3-100

	Valor Predictivo Positivo
	100
	5,1-100

	Valor Predictivo Negativo
	100
	72,3-100



A continuación, se realizó un análisis de concordancia con el objetivo de verificar que tan similares son los resultados obtenidos por distintos métodos.
Coeficiente kappa de Cohen: 1










[bookmark: _Toc150943001]6. DISCUSIÓN
El siguiente trabajo es una validación de fase inicial para implementar la secuenciación masiva en clínica mediante la detección de mutaciones en el gen PIK3CA. Este estudio comparativo pretende demostrar cómo la NGS puede igualar e incluso aportar más información que tecnologías de uso en la rutina clínica.
Es necesario destacar que este trabajo no pretende establecer las prevalencias mutacionales de cada una de las alteraciones descritas en pacientes con cáncer de mama. Más bien, intenta poner a punto un nuevo método de análisis, como es la secuenciación masiva, e incorporarlo en la rutina asistencial. 
De las 11 muestras de plasma analizadas por qPCR, solo 1 dio positivo para la presencia de mutaciones en PIK3CA, específicamente la H1047R y la E545K, considerando que solo se analizaron tres mutaciones. No se llegaron a encontrar discordancias en ninguna muestra al comparar los resultados de la qPCR con los de secuenciación masiva, obteniendo una sensibilidad y especificidad del 100% para la técnica en estudio. Lo anterior podría estar asociado al número de muestras limitado, haciendo que sea menos probable detectar falsos positivos y negativos en un tamaño muestral tan pequeño (n=11). No obstante, cabe destacar que no se pudo realizar la prueba de McNemar, puesto que según la fórmula (figura 5), se debe tener al menos un resultado discordante (b o c), pues de otra forma la ecuación no sería válida. Es por lo anterior que se optó por realizar la prueba exacta de McNemar con la librería “exact2x2”, donde se obtuvo un valor p > 0,05 que se interpretó como que el desempeño de las técnicas no era equivalente.   
[image: Imagen que contiene objeto, reloj

Descripción generada automáticamente]
Figura 5. Fórmula para cálculo estadístico de la prueba de McNemar.
Una fortaleza de la elección de este ensayo de qPCR es que al utilizar análogos de ácidos nucleicos que bloquean la amplificación del ADN wild type y permiten la amplificación selectiva del ADN mutante, se disminuye la probabilidad de obtener falsos positivos en los resultados. Por otro lado, una limitación que se presentó en este estudio fue el volumen requerido para la qPCR porque, en comparación con la NGS, necesita de 15 ng en total para evaluar 3 mutaciones en un gen, lo cual puede ser una desventaja debido al pequeño volumen en que deben estar los 15 ng, pues idealmente se necesitaban 2,5 ng por 1 uL, y esto restringió el número de muestras aptas para el estudio. Por otra parte, el ensayo de NGS requiere entre 10-50 ng de cfDNA para evaluar 22 genes en un volumen final de 50 uL. En otras palabras, como el cfDNA es una secuencia liberada por el tumor, muchas veces se puede encontrar en concentraciones insuficientes para ser analizadas por la técnica de qPCR ya que, aunque se tenga un volumen de plasma mayor al mínimo requerido por el kit (6 uL), si el cfDNA está en bajas concentraciones no podría ser estudiado. En cambio, en la NGS al tener un volumen final mucho mayor sería más posible cumplir con el mínimo de concentración apto para poder estudiar la muestra del paciente.
Otras limitaciones que ocurrieron fueron que no todas las muestras se pudieron procesar en duplicado o triplicado debido al escaso volumen por muestra. Por otra parte, el tamaño muestral tampoco fue ideal, pues al ser un número bajo no llegó a ser representativo y no sería de utilidad para hacer una validación según lo visto en el manual “CLSI EP12”. Es por este motivo que este estudio se trata de una validación de fase inicial, que deja abierta la posibilidad de hacer en un futuro un estudio con un mayor tamaño de muestras. Por último, el kit de qPCR solo detecta 3 mutaciones en el gen PIK3CA, pero existen 11 mutaciones accionables en total,27 por lo que al no ser capaz de pesquisarlas todas también hay una mayor probabilidad de tener un número mayor de muestras negativas.
En cuanto a las limitaciones que tiene la técnica de secuenciación masiva, se ha visto en estudios similares que es posible que exista una variante que no se pueda alinear con el genoma de referencia debido a una poca profundidad de las lecturas,53 por lo tanto, el equipo no sería capaz de reportarla. En segundo lugar, durante la optimización de los ensayos con TumorSeq-Liq se ha visto que cuando se estudian más de 4 muestras en conjunto puede ocurrir que la profundidad de las lecturas también disminuya, haciendo que la calidad sea menor.
Es relevante destacar que la NGS posee la capacidad de analizar múltiples mutaciones a la vez en una muestra, dando información pertinente sobre la progresión de la enfermedad y tratamientos recomendados para el paciente. De forma adicional, en un estudio se compararon los índices de concordancia calculados entre un ensayo de NGS y otro de qPCR que se usó como estándar de referencia para 44 muestras de FFPE de pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP), los que mostraron una estimación de la especificidad y del VPN del 100%, revelando la robustez del ensayo de secuenciación para descartar los pacientes que realmente tenían ausentes los rearreglos del gen de fusión en estudio.54 No obstante, la estimación de la sensibilidad fue de un 63,2% mientras que el VPP fue de un 84,1%,54 por lo que podrían existir factores preanalíticos y otros parámetros relevantes durante el proceso que permitirían obtener una mayor tasa de detección de los casos verdaderamente positivos.
Por añadidura, según la base de datos OncoKB™, el cáncer de mama tiene 26 genes con mutaciones asociadas a 54 drogas específicas recomendadas y respaldadas por cierto nivel de evidencia, esperando que su implementación mejore el resultado en cuanto a mortalidad o morbilidad de un paciente.55 Considerando que el ensayo de qPCR seleccionado para este estudio solo es capaz de estudiar 3 mutaciones dentro de un solo gen, mientras que dentro del ensayo de secuenciación TumorSeq-Liq se pueden estudiar exones de por lo menos 15 genes incluidos en OncoKB™, es preciso asumir que sería mucho más conveniente y beneficioso para un paciente con cáncer de mama realizarse un estudio genético mediante secuenciación masiva, ya que la costo-efectividad sería mayor al poder analizar un mayor número de variantes dentro de múltiples genes en un ensayo singular que un número menor en diversos ensayos.
Como punto final, la secuenciación masiva se ha convertido en una herramienta indispensable para el estudio de variantes genéticas, permitiendo analizar diversos genomas y transcriptomas con una eficiencia y sensibilidad significativa. A pesar de que hoy en día su uso tiene un costo relativamente elevado en comparación a otras técnicas de biología molecular convencionales, se espera que su creciente uso en el área de investigación y clínica haga que sus costos se vayan reduciendo cada vez más. Particularmente para este ensayo de secuenciación probado para genes asociados al cáncer de mama, es mucho más rentable secuenciar el genoma completo del tumor para obtener información completa sobre la resistencia reportada y cuáles son los mejores tratamientos por elegir. Es por esto que se deben seguir desarrollando metodologías y protocolos de secuenciación masiva con el fin de que cada día se utilice más esta técnica como parte del diagnóstico molecular en pacientes.
Considerando que el porcentaje de concordancia de esta investigación fue del 100%, sería plausible continuar con el estudio con el fin de aprobar esta técnica para el apoyo de la monitorización y selección del tratamiento de pacientes con cáncer de mama, y también en otros tipos de cáncer donde la concentración de ADN tumoral sea suficiente para detectar mutaciones que en la literatura estén asociados a un peor pronóstico o resistencia a cierto tratamiento farmacológico, teniendo efectos positivos sobre el paciente en cuanto a tiempo y costos. 



[bookmark: _Toc150943002]7. CONCLUSIONES
En base a los resultados obtenidos, la hipótesis de investigación no pudo ser aceptada debido a que no se obtuvieron suficientes muestras para capturar la variabilidad biológica de las biopsias líquidas y obtener una diferencia estadísticamente significativa que permitiera establecer que la técnica de NGS tuvo el mismo desempeño que la técnica de referencia. Aun así, estos resultados son prometedores para seguir analizando en estudios posteriores más muestras que permitan la validación de este protocolo de NGS para biopsias líquidas de pacientes con cáncer de mama avanzado.
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FORMULARIO DE INTERNO DE INSCRIPCIÓN DE ANTEPROYECTO DE SEMINARIO DE INVESTIGACIÓN
Título del proyecto que expresa la idea de la Investigación
	Validación inicial de ensayo de secuenciación masiva en biopsia líquida para detectar el marcador oncogénico PIK3CA en pacientes con cáncer de mama.



Identificación Alumno(s) Responsable(s)
	Nombre y Apellidos del Alumno
	Semestre en Curso & Mención

	Isabel Denisse Maldonado Brito
	10mo semestre, Bioanálisis Clínico, Hematología y Medicina Transfusional

	Valentina Belén Vera Leonelli
	10mo semestre, Bioanálisis Clínico, Hematología y Medicina Transfusional

	Isabella Sofía D’Achiardi Meza
	10mo semestre, Bioanálisis Clínico, Hematología y Medicina Transfusional



Identificación del Profesor Guía
	Nombre y Apellidos del Profesor Guía
	Unidad Académica o Asistencial

	Ricardo Armisén Yáñez
	ICIM



Duración estimada del proyecto (Meses) 
	1
	2



Fecha de Inicio:  julio del año 2022 
Fecha de Finalización:  diciembre del año 2023                  
Contacto Alumnos.
	Correo Electrónico
	Teléfono de Contacto

	ismaldonadob@udd.cl
	+56982856100


 
	Correo Electrónico
	Teléfono de Contacto

	idachiardim@udd.cl
	 +56965272356


 
 
	Correo Electrónico
	Teléfono de Contacto

	vveral@udd.cl
	+56984216983


 
Contacto Profesor Guía
	Correo Electrónico
	Teléfono de Contacto

	rarmisen@udd.cl
	+56984097291
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CERTIFICADO DE APROBACIÓN COMITÉ DE BIOSEGURIDAD
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Unidad de Prevencion de Riesgos & Bioseguridad
Santiago, Octubre 28 2021.-

Sefiores
Concurso FONDEF IDeA 1+D 2021 ID21110355
PRESENTE

Estimados sefiores:

La Unidad de Prevencion de Riesgos & Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
certifica que ha recibido del investigador responsable Dra. Katherine Jenny Marcelain Cubillos para
su estudio el proyecto titulado “Desarrollo y Validacion a pequeiia escala de un ensayo para la
deteccion de mutaciones tumorales en biopsia liquida de pacientes con cdncer de mama
avanzado”. Laboratorio Genomica del Cancer, Departamento de Oncologia Basico Clinico,
Facultad de Medicina , Universidad de Chile, el cual cumple con los requerimientos bisicos de
Bioseguridad para ser desarrollado, ademas se adecua a las exigencias establecidas por los
manuales: CONICYT “ Bioseguridad 1ra edicion,1994” y “ Manual de Normas de Bioseguridad, 2da
edicion 2008", “Manual de Normas Bioseguridad y Riesgos asociados Fondecyt — CONICYT, version
2018", Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, CDC, 42 edicion, Manual Bioseguridad en
laboratorios , Organizacién Mundial de la Salud OMS, Ginebra 2005, por tal motivo nuestra Unidad
da el visto bueno para su realizacion.

El investigador responsable Dra. Katherine Jenny Marcelain Cubillos se compromete a cumplir con
las normas de bioseguridad indicadas en los manuales antes mencionados y las establecidas en el
Reglamento Interno del funcionamiento de los laboratorios, Unidad de Prevencion de Riesgos y
Bioseguridad, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. En concomitancia se hace responsable
de que todos los participantes del proyecto cumplan con las normas de bioseguridad establecidas.

Tomé conocimiento: Dra. Katherine Jenny Marcelain Cubillos
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

(Documento en versi6n 3.1 corregida 17.11.2020)

Con fecha 09 de Noviembre de 2021, el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumélogo, Profesor Titular, Presidente

Dra. Lucia Cifuentes O., Médico Genetista, Profesor Titular, Vicepresidente Subrogante
Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad

Dra. Gricel Orellana, Médico Neuropsiquiatra, Profesor Asociado

Prof. Julieta Gonzalez B., Biéloga Celular, Profesor Asociado

Dra. Maria Angela Delucchi Bicocchi, Médico Pediatra Nefrélogo, Profesor Titular

Dr. Miguel ORyan, Médico Infectélogo, Profesor Titular

Dra. Maria Luz Bascufidn Psicéloga PhD, Profesor Asociado

Sra. Karima Yarmuch G., Abogada, Direccién Juridica, Facultad de Medicina

Srta. Javiera Cobo R., Nutricionista, Secretaria Ejecutiva

Prof. Veerénica Aliaga C., Kinesiéloga, Magister en Bioética, Profesor Asociado

Dr. Dante Céceres L., Médico Veterinario, Doctor en Salud Publica, Profesor Asociado

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: "DESARROLLO Y VALIDACION A
PEQUENA ESCALA DE UN ENSAYO PARA LA DETECCION DE MUTACIONES
TUMORALES EN BIOPSIA LIQUIDA DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA
AAVANZADO" . Cuyo investigador responsable es la Dra. Katherine Marcelain, quien
desempefia funciones en el Departamento de Oncologia Basico Clinica, Universidad de Chile.

El Comité revisd los siguientes documentos del estudio:

Proyecto concursable FONDEF IDeA I+D 2021 de ANID

Curriculum Vitae de los investigadores

Consentimiento Informado

Carta Compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado este

El proyecto y los documentos sefialados en el pérrafo precedente han sido analizados a la luz
de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacién Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1996.
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Teléfono: 29789536 - Email: ceish.med@uchile.cl
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