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Resumen

La secuenciacién de préxima generacion (NGS) ha revolucionado la oncologia, desde su rol inicial
en la secuenciacion del genoma humano hasta convertirse en una herramienta esencial para el
diagndstico, la clasificacion, el prondstico y el tratamiento del cancer. Su historia se remonta a las
técnicas de Maxam-Gilbert y Sanger, evolucionando hacia metodologias de alto rendimiento como
la secuenciacion masiva paralela. Estos avances permitieron la creacion de proyectos clave, como
el Genoma Humano, TCGA y el Consorcio Internacional del Genoma del Cancer, que sentaron las
bases para una comprensidon molecular profunda del cancer. Hoy en dia, el NGS permite identificar
alteraciones germinales hereditarias, translocaciones tumorales especificas y mutaciones acciona-
bles con implicaciones terapéuticas, y constituye una herramienta fundamental en la oncologia de
precision. Ademas, ha potenciado el uso de biopsias liquidas para evaluar larespuesta al tratamiento,
detectar enfermedad minima residual y anticipar progresiones tumorales. M3as alld de la practica
clinica, el NGS ha dado paso a la secuenciacion unicelular, lo que ha permitido la caracterizacidon del
microambiente tumoral y de la interaccion célula a célula, revelando fenémenos bioldgicos previa-
mente inalcanzables. Finalmente, las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion, como las
desarrolladas por PacBio y Oxford Nanopore, ofrecen lecturas largas y deteccidn directa de modi-
ficaciones epigenéticas, aunque aun presentan limitaciones técnicas. Estas prometen ampliar adin
mas el conocimiento gendmico del cancer. Asi, el NGS representa no solo una herramienta diag-
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ndstica, sino también una plataforma en expansién para el futuro de la oncologia, que continua
desafiando los limites del conocimiento.

Palabras clave: oncologia; genotipificacion; secuenciacidon de préxima generacion; gendmica.

Abstract

Next-generation sequencing (NGS) has revolutionized oncology, evolving from its origins in early
sequencing techniques, such as Maxam-Gilbert and Sanger, into a central tool for cancer diagnosis,
classification, prognosis, and treatment. The advent of high-throughput parallel sequencing enabled
landmark initiatives such as the Human Genome Project, The Cancer Genome Atlas (TCGA), and
the International Cancer Genome Consortium, laying the foundation for a deep molecular under-
standing of cancer. Today, NGS is routinely used to detect hereditary germline variants, tumor-spe-
cific translocations, and actionable mutations, thus guiding targeted therapies in precision
oncology. It also enables liquid biopsies for real-time assessment of treatment response, detection
of minimal residual disease, and early identification of resistant clones. Beyond its clinical applica-
tions, NGS has evolved into single-cell sequencing technologies, offering unprecedented resolution
for studying tumor heterogeneity, immune microenvironments, and dynamic cell-cell interactions.
These advances have refined existing tumor classifications and uncovered new prognostic and ther-
apeutic biomarkers. Emerging third-generation sequencing platforms, such as those from PacBio
and Oxford Nanopore, offer long-read capabilities and direct detection of epigenetic modifications,
eliminating the need for PCR amplification. Despite current limitations in error rates and cost, these
technologies have already been instrumental in completing previously unsequenced regions of the
human genome, suggesting untapped potential in cancer genomics. In summary, NGS has evolved
beyond a sequencing tool—it is a continually expanding platform that pushes the frontiers of cancer
biology and clinical care, offering hope for more personalized and effective therapies in the future.

Keywords: oncology; genotyping; next-generation sequencing; genomics.
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Resumen grafico
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Puntos clave

Evolucidn histdrica de la secuenciacidn en oncologia: desde las técnicas de Maxam-Gilbert y
Sanger hasta la secuenciacion masiva paralela, el desarrollo tecnolégico ha permitido pasar
de secuenciar fragmentos cortos de ADN a analizar genomas completos de forma eficiente y
a menor costo.

La NGS se ha convertido en una herramienta esencial para identificar variantes germinales
hereditarias, mutaciones somaticas accionables y biomarcadores como MSI y TMB, transfor-
mando el diagndstico y tratamiento del cancer.

La biopsia liquida y el monitoreo dinamico del cancer: gracias a la alta sensibilidad del NGS, es
posible detectar ADN tumoral circulante para evaluar la respuesta al tratamiento, identificar
clones de resistencia y estimar la enfermedad minima residual en tiempo real.

La secuenciacién unicelular y su impacto en la biologia tumoral: la secuenciacion a resolucién
celular permite caracterizar la heterogeneidad intratumoral, las poblaciones inmunitarias y la
interaccion espacial de las células en el microambiente tumoral, aportando nueva informacién
prondstica y terapéutica.

El futuro con tecnologias de tercera generacion: técnicas emergentes como PacBio y Oxford
Nanopore permiten lecturas de larga longitud y analisis epigenéticos sin amplificacién por PCR,
superando las limitaciones del NGS tradicional y abriendo nuevas fronteras en la gendmica
oncoldgica.
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Principios de la secuenciacion

La secuenciacion de prdéxima generacion, o
NGS por sus siglas en inglés (Next Generation
Sequencing), se ha consolidado como una
herramienta fundamental para el diagndstico,
la clasificacidn y la investigacion en el cancer. Si
bien su uso es conocido por la mayoria de las
personas que trabajan en esta area, es impor-
tante entender su origen y cdmo se posiciond
como piedra angular del entendimiento mole-
cular del cancer’, ya que, antes de la siguiente
generacion, siempre hubo una tecnologia origi-
nal.

El término secuenciacion consiste en deter-
minar, como su nombre lo indica, una secuencia
de ADN en regiones gendmicas de interés para
evaluar el efecto de conductores conocidos,
para el descubrimiento de nuevos marcadores
o moduladores, o incluso para la determinacion
de heterogeneidad tumoral al comparar secuen-
cias diferentes dentro de la misma muestra*3.
Uno de los primeros métodos se conoce como
la técnica de Maxam y Gilbert, o secuenciacién
quimica, que consiste en el clivaje delasecuencia
de ADN en diferentes puntos conocidos deter-
minados por su composicion quimica. Una vez
se obtenifan estos fragmentos, se llevaban a
una electroforesis capilar, la cual permitia clasi-
ficarlos por tamafio y, dependiendo del tipo
de nucledtido al momento del corte, se inferia
la secuencia*. Si bien esta tecnologia permitia
obtener la secuencia de fragmentos cortos de
ADN, su uso resultaba laborioso e ineficiente.
En 1977, Frederick Sanger introdujo la secuen-
ciacion por terminaciéon de cadenas. En esta
metodologia, se emplea una polimerasa para
elongar la cadena de ADN de interés, pero en
la reaccién se incorpora una concentracion
de nucledtidos modificados, conocidos como
dideoxinucledtidos (ddNTPs, por sus siglas en
inglés), que carecen de grupo hidroxilo en el
carbono 30, lo que provoca la terminacion de la
cadena durante la replicacion. Al marcar estas

moléculas con un isétopo radioactivo, correr la
reaccion en cuatro tubos, cada uno empleando
una de las 4 bases modificadas, y correr los frag-
mentos por electroforesis, similar a la secuen-
ciacidon quimica, se podria obtener la secuencia
de este fragmento®.

Con la modificacién de los ddNTPs, al cambiar
el marcador radioactivo por uno fluorescente,
cada uno de los cuatro con un color diferente;
y en vez de correr en columnas individuales,
se puede correr la electroforesis en un mismo
capilar. A su vez, un laser excita el fluorocromo
y una camara detecta el color del nucledtido
estimulado. De esta forma, segun el color, se
puede caracterizar el nucledtido en cuestidn.
Esta simplificacion de la técnica permitiria
optimizar el proceso y, sumada a la invencion
de equipos de secuenciacion automatizada,
permitiria conocerla como secuenciacidon
capilar®®. Sibien la introduccién de esta nueva
tecnologia permitiria incrementar dramatica-
mente la eficiencia de la secuenciacidn, cuenta
con un limite de hasta 1kb. Esto es producto de
un sobrelapamiento de las cadenas a partir de
este tamafo y, asuvez, se traduce en la pérdida
de la capacidad de diferenciar los nucleétidos®.
Estas limitaciones hacen que estas técnicas sean
consideradas de baja capacidad y se les deno-
mine secuenciacion de primera generacion.

A pesar de sus inconvenientes, la secuencia-
cién capilar fue la metodologia empleada para
la secuenciacion del genoma humano en sus
dos esfuerzos: uno privado, liderado por Celera
Genomics bajo direccién de Craig Venter; y
otro publico, por los institutos de salud de los
Estados Unidos (NIH, por sus siglas en inglés),
dirigido por Francis Collins. Esta ultima inicia-
tiva recibiéd el nombre de Proyecto Genoma
Humano en 1990™. Su origen se remonta a 1985,
cuando se planted la necesidad de crear un
genoma humano de referencia durante un taller
organizado por Robert Sinsheimer en la Univer-
sidad de California, Santa Cruz". En paralelo,
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Renato Dulbecco, presidente del Salk Institute
for Biological Sciences, publicaria en Science un
ensayo traducido al espafiol como “Un punto
de inflexidén en la investigacion sobre el Cancer:
Secuenciando el genoma humano” (Titulo
en inglés: A turning point in cancer research:
sequencing the human genome)®, cimentando
las bases de la investigacion gendmica para
el entendimiento del cancer. Para 1998, Craig
Venter, quien habia trabajado previamente
para el NIH, inicia con fondos de 300 millones
de ddlares, en contraste con los 3 billones de
ddlares del proyecto publico (Celara Corpora-
tion), con la intencién de producir la secuencia
del genoma de forma mds econdmica y en
menos tiempo™'. La diferencia entre ambas
iniciativas no radicaba en la técnica de secuen-
ciacidn, sino en la forma en que se secuenciaba.
Para la iniciativa publica, se utilizaba una técnica
jerarquica en la que los cromosomas y frag-
mentos se secuenciaban en orden (método de
clon por clon). Por otro lado, Celara emplearia
una técnica conocida como secuenciacion para-
lela 0 shotgun sequencing, en la que el genoma
completo se fragmentaria y, mediante bioin-
formdtica, se ensamblaria a partir de secuen-
cias que se sobrepusieran en fragmentos
mas grandes®. Ambas iniciativas finalizaron
la secuenciacién para el 2001 y fueron presen-
tadas en Nature (la iniciativa publica) y Science
(la iniciativa privada)'®". Pero fue hasta el 2003
cuando finalizé el andlisis de la secuencia del
genoma®. Considerando el esfuerzo de este
megaproyecto de 13 afiosy 3 billones de ddlares,
replicar esta iniciativa solo seria posible con el
advenimiento de nuevas tecnologias y la reduc-
cién de costos.

Interesantemente, por esta época empezaron
a realizarse otros descubrimientos sobre genes
alterados de forma somatica que conducian
a procesos oncogénicos. Para 2004, Yardena
Samuels y Victor Velculescu, empleando
técnicas bioinformaticas, lograron identificar 8
clases, de la I alalll, de las PI3K en el genoma

humano. De estos genes se realizd secuen-
ciacion capilar directamente sobre tejido de
tumores gastricos, de mama, de pulmdn, de
cerebro y de colon. Los autores lograron iden-
tificar mutaciones recurrentes en los exones 9
y 20 del gen PIK3CA, perteneciente a la clase |,
que eran somaticas en origen . Si bien estu-
dios previos habian logrado identificar muta-
ciones recurrentes en genes como KRAS,
estos emplearon técnicas de deteccidon por
hibridaciéon y no de secuenciacién, como las
mencionadas previamente™. Por otro lado,
otros miembros de la misma institucidn, inclu-
yendo a Velculescu, habian identificado previa-
mente otras mutaciones con técnicas similares
a la de este estudio en otras tirosinas quinasas
sin embargo estas no tendrian el impacto que
las que conocemos para PIK3CA*. Ese mismo
afio, la técnica de Sanger por secuenciacion
capilar empezd a implementarse para el descu-
brimiento de alteraciones somaticas de alto
impacto. Con los estudios sobre inhibidores de
quinasa de tirosina, en los que el gefitinib fue
el primero en ser evaluado, los investigadores
encontraron que el efecto de estas terapias era
bastante escaso. No fue sino hasta encontrar
un grupo de pacientes: jovenes, asidticas y no
fumadoras, quienes tenian un mejor grado de
respuesta, que se realizé un andlisis somatico
con secuenciacion capilar. De alli se encon-
traron, en tres grupos independientes al mismo
tiempo, las mutaciones de sensibilidad a los
inhibidores de EGFR, puntualmente las L858R
y las deleciones del exdn 19”3, Es pertinente
mencionar que, debido a su capacidad, unica-
mente podian realizarse analisis gen a gen.

Para entonces, los avances en técnicas de
secuenciacion dieron origen a nuevas metodo-
logias que recibirian la categoria de nueva
generacion. El principio de todas estas radica
en la secuenciacion masiva paralela, donde, en
vez de determinar por sintesis un fragmento
a la vez, se podrian secuenciar miles de frag-
mentos al tiempo. La primera de estas técnicas
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se conoce como la pirosecuenciacion y se basa
en una reaccion fisicoquimica en la que la unidén
covalente de dos nucledtidos libera un piro-
fosfato que puede detectarse. Si se alojan miles
de secuencias en pozos correspondientes y
se les administra nucleétidos conocidos, en el
momento en que se libera un grupo fosfato se
infiere que la cadena a ser evaluada es comple-
mentaria al nucleétido aplicado. Esta tecnologia
permitié que el primer genoma secuenciado en
esta nueva generacion costara cien mil ddlares
en un lapso de dos meses*#2¢, Otras companiias
empezaron a desarrollar nuevas técnicas,
entre las cuales se destacan la secuenciacion
por terminadores reversibles, la secuenciacion
en semiconductores y la secuenciacién por
ligacién o amplificacién en circulos o nanobolas.
Estos avances dieron origen a la época cono-
cida como la revolucion de la gendmica, en la
que la capacidad de secuenciacion se duplicaba
cada 5 meses, con una reduccién proporcional
de costos entre 2004 y 2010%. A pesar de la
existencia de diversas tecnologias, lllumina se
ha posicionado como lider del mercado. Esta
compaiiia emplea una técnica de amplificaciéon
de libreria conocida como amplificacidon en
puente, en la que, mediante reaccion en cadena
de la polimerasa, se crean matrices de frag-
mentos de alrededor de 200 pares de bases, que
sedoblanamodode puentes parasureplicacion.
Para la secuenciacion emplean moléculas simi-
lares a las ddNTP’s sin embargo con un grupo
hidroxi el cual es removido para ligar un fluoro-
cromo, el cual es a su vez removido a la sigui-
ente insercion de base. De esta forma, con cada
inclusiéon de nucledtido, se obtiene una lumi-
niscencia de un color que corresponde a una
base; ahora también con las nuevas versiones,
con solo dos o un solo color, se puede inferir la
base secuenciada®®. Para ese momento, con la
capacidad adicional de secuenciar a un costo
menor, el siguiente paso légico en el cancer
seria el andlisis de los genomas completos de
diferentes tumores.

En 2006, el NIH lanza The Cancer Genome
Atlas (TCGA) o el atlas gendmico del cancer, un
proyecto que buscaba catalogar en un plazo
de 3 afios varios tipos de tumores. En 2009 se
lanzd la fase dos, que permitid analizar mas
de 30 tipos de tumores hasta 2014. La idea
de esta iniciativa, similar al proyecto genoma
humano, era la publicacion de los resultados
para permitir a la comunidad cientifica hacer
uso libre de estos datos. Interesantemente y
siguiendo la l6gica de la complejidad molecu-
lar del cancer, se incluyeron otros analisis que
iban mas alld de la secuenciacidon gendmica de
los tumores e incluian la secuenciacién de ARN,
microARNs, variantes de nucledtido Unico para
andlisis de fendmenos como pérdida de hetero-
cigocidad, analisis de metilaciones y finalmente,
estudios de expresidn proteica. Con todas estas
herramientas, se amplié la clasificacién y el
entendimiento de los tumores, dejando claro
que la secuencia de ADN, en principio, no es
suficiente para el andlisis holistico de la enfer-
medad?®. Los datos de esta iniciativa se combi-
naron con los resultados del Cancer Genome
Proyect lanzado por el Instituto Sanger para el
entendimiento de las alteraciones gendmicas
de los tumores para dar origen, junto con la
cooperacion de otros paises, a la International
Cancer Genome Consortium, 0 consorcio inter-
nacional del genoma del cancer, el cual se puso
en marcha en el 2008. Esta iniciativa al igual que
el TCGA busca la difusién de la mayor cantidad
de contenido gendémico con el fin de llevar a la
practica clinica el uso de la gendmica®.

El impacto clinico actual de la
secuenciacion por NGS

Con la publicacién de los analisis de los datos
de los genomas tumorales, se identificaron 127
genes implicados en procesos comunes a varios
tipos de tumor. Entre ellos, se demostré que
algunos, como TP53 o BAP1, se asociaban a un
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prondstico mas adverso. Estos genes, que reci-
bieron elnombre de significantly mutated genes
o genes mutados significativos, serian objeto de
estudios adicionales y del desarrollo de nuevas
moléculas para su tratamiento®. Con el paso de
las décadas, el uso de NGS se ha consolidado en
la practica clinica en tres grandes aplicaciones.

La primera, siguiendo la evolucion historica, es
la determinacion de alteraciones germinales
hereditarias en pacientes con cancer. Este
tipo de analisis se ha implementado como una
herramienta de rutina, incluso con indicacién
de testeo universal en pacientes con ciertas
patologias, como el cancer de ovario seroso de
alto grado. Mediante estudios, ya sea median-
te paneles de genes especificos o mediante
secuenciacion exomica o gendmica completa,
se busca identificar una etiologia hereditaria
del cdncer, determinar riesgos individuales y
familiares, asi como ofrecer consejeria genética
sobre decisiones secundarias a estos hallazgos.
Si bien la tasa de positividad para sindromes de
predisposicion al cancer varia segun la patologia
y los criterios empleados para la seleccion de
pacientes, si se realizara un testeo universal,
se estima que entre el 17% y el 23% de todos los
pacientes con cancer presentan una variante
patogénica o probablemente patogénica de
origen germinal¥'34,

La segunda, al emplear andlisis de ARN o
incluso del transcriptoma completo mediante
NGS, puede identificar translocaciones, que
son definitorias de un tipo de tumor. Esto se
asocia clasicamente con los tumores de tejidos
blandos, donde, por ejemplo, los rearreglos de
EWS y FLI1 permiten el diagndstico de tumor
de Ewing *. Finalmente, y probablemente su
uso mas relevante en la practica clinica, es la
deteccion de mutaciones accionables, que
determinardn el uso de ciertos medicamentos.
Los ejemplos de esto son cada vez mas, pero
los clasicos incluyen mutaciones de sensibilidad
en EGFR en adenocarcinoma pulmonar, muta-

ciones en PIK3CA en cancer de mamahormosen-
sible, translocaciones de FGFR2 en carcinoma
urotelial o rearreglos de los genes NTRK1-3
en diferentes tipos de tumores, independien-
temente de su histologia. Adicionalmente,
aparecen otros marcadores inferidos a partir de
la secuenciacién de microsatélites, como el MSI
(Inestabilidad de microsatélites, por sus siglas
en inglés) o la carga mutacional tumoral (TMB),
ambos que condicionan un beneficio clinico
en pacientes tratados con inmunoterapia®*.
Estos y otros ejemplos seran abordados en los
articulos restantes de este nimero, que tratan
patologias especificas, por lo que invitamos al
lector a revisarlos.

Por otra parte, el diagndstico, al igual que el
prondstico y el tratamiento, no constituye el
unico aspecto evaluable de la enfermedad.
Con el advenimiento de las biopsias liquidas,
una herramienta que permite analizar el ADN
tumoral en sangre u otros fluidos del paciente,
se puede, en principio, evaluar la respuesta del
tumor a los tratamientos o incluso si persiste
tras un tratamiento definitivo. Por un lado, en
el seguimiento de larespuesta tumoral se puede
evaluar si se produce la aparicion de clones de
resistencia, lo que permite determinar el trata-
miento ante la progresion3® o incluso realizar un
cambio de tratamiento antes de la presentacion
de una progresion clinica, interceptando su
desarrollo con medicamentos especificos3*4.
Todo esto se debe a la versatilidad del NGS y a
su capacidad, gracias a su alta profundidad, de
identificar copias de ADN a muy baja concen-
tracion en el plasma del paciente®. De la misma
manera, al aprovechar esta capacidad, podria
pensarse que, sila técnica es lo suficientemente
sensible como para no detectar ADN tumoral
circulante, ello significaria que no hay actividad
molecular de la enfermedad. Este concepto
recibe el nombre de enfermedad minima
residual o enfermedad molecular residual y se
esta evaluando en estudios clinicos para definir
la necesidad de adyuvancia en cancer colo-
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rrectal o definir el prondstico en cancer de
mama o de pulmdn con intencidn curativa*—#4.

Con el advenimiento de las vacunas person-
alizadas y la terapia celular, el NGS se ha posi-
cionado como una herramienta fundamental
para su desarrollo. Estas terapias se basan enla
creacion de productos disefiados para provocar
unarespuesta inmune contra un antigeno espe-
cifico, en particular contra la célula tumoral.
Para el disefio de estas terapias, se abstrae,
mediante secuenciacion exdmica, gendmica o
transcriptédmica, secuencias Unicas del tumor.
Se identifican entonces, cambios en el ADN
codificante, el cual, al parearse con una muestra
germinal del paciente, permite identificar neo
antigenos propios de la célula tumoral y de este
modo, hacer seleccion de los mismos para el
desarrollo de la terapéutica. Una vez estable-
cida la secuencia de estas nuevas proteinas, se
correlaciona con la transcriptdmica si estos se
encuentran expresados en la célula. Finalmente,
mediante una prediccién bioinformatica, se
establece qué de estos péptidos candidatos
interactdian con los complejos mayores de histo-
compatibilidad de los tipos 1y 2. Con base en
estas predicciones de secuenciacion, se generan
y se administran alrededor de 20 antigenos por
vacuna. Es importante resaltar que esta técnica
es Unica para cada paciente®.

Mas alla de la practica clinica

Como hemos mencionado previamente, los
alcances del NGS nos han permitido la caracteri-
zacion no solo de la secuencia, sino también de
sus consecuencias, de la expresién de los genes
mediante la transcriptomica y otros aspectos.
Sin embargo, estas mismas técnicas se han
aplicado a la resolucién unicelular. Tradicional-
mente, las células tumorales son lisadas para su
contenido gendmico ser secuenciado, llevando

a la secuenciacién indiferencial del material
gendmico que se administre. Esta secuencia-
cion en Bulk o al granel, no nos permite difer-
enciar las células de origen, sus genomas indi-
viduales o el comportamiento especifico, sino
que nos arroja un promedio de las células anali-
zadas. Con el advenimiento de las técnicas de
creacion de librerias de células unicas, el prin-
cipio cambia: se marca cada célula con un iden-
tificador uUnico, que posteriormente permite
aislar la secuencia del exoma, genoma o trans-
criptoma de cada una y ofrecer resolucién a
nivel celular. Esto, a su vez, permite establecer
la identidad celular de cada una de ellas, asi
como determinar mutaciones emergentes, los
genes activados y las funciones actuales de
cada una**, Esto ha abierto drasticamente
la vision sobre fendmenos tumorales, tales
como la interaccién del estroma con el tumor,
la presencia y el funcionamiento de células del
sistema inmunitario en relaciéon con el cancer,
entre otros. A tal punto se ha avanzado que, al
combinar el andlisis de célula tnica con la hibri-
dacidn in situ, se puede obtener informacién
no solo de la parte celular, sino también de su
componente espacial y temporal“. Los usos de
estas tecnologias se basan en la experiencia de
la secuenciacién Bulk, pero pueden refinar adn
mas los resultados. El caso de cancer colorrectal,
que se habia logrado clasificar empleando la
clasificacién transcriptédmica de consenso, pudo
ser refinado aun mas al incluir dos subcate-
gorias (iCMS2 e iCMS3), que permitieron
detectar la presencia de poblaciones epiteliales
malignas, correlacionadas con una mayor sensi-
bilidad a la quimioterapia citotdxica estandar.
Estas habrian sido indetectables con métodos
usuales*8. En el escenario de la evaluacién
de respuesta al tratamiento, estudios en dife-
rentes tumores, de los cuales se destaca uno en
pacientes con adenocarcinoma de pancreas que
habian sido llevados a tratamiento neoadyu-
vante y posteriormente a cirugia, se evidencio
la aparicion de diferentes programas celulares
tales como la activacion de genes asociados a
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fenotipos neuroendocrinos y diferenciacion
de progenitores similares a neurales malignos,
ambos, correlacionandose en el tiempo con
un prondstico adverso®®. En el escenario de la
inmunoterapia se han podido caracterizar las
diferentes poblaciones linfocitarias y su corre-
lacion conlarespuestaainhibidores de punto de
control, en asociacion con los mecanismos por
los cuales se obtiene o se pierde la respuesta.
Esto ha permitido demostrar la reactivacion
de células inmunitarias exhaustas, las cuales
se reactivan por efecto de la inmunoterapia, o
la apariciéon de expansiones clonales de linfo-
citos T citotoxicos infiltrantes tumorales® .
Al combinar esta capacidad con la evaluacidon
espacial o geografica del tumor, se identifican
regiones en las que la composicion celular
difiere y su funcion también varia. Asi se pudo
encontrar no solamente clonas especificas que
realizaban transicién epitelio mesénquima,
sino que la interaccidon espacial con células
aledafas, era la posiblemente responsable de
este fendmeno*.

La altima frontera

Todos estos avances se han realizado sobre
técnicas de secuenciacion de segunda genera-
cion, por lo que se plantea si, con la aparicion de
la tercera generacion y las técnicas de secuen-
ciacion de molécula uUnica, el alcance de lo que
vemos posible puede cambiar. Las metodo-
logias aqui agrupadas se caracterizan por poder
realizar secuencias de fragmentos largos, en
comparacion al NGS que solo permite analizar
fragmentos de 150 a300 pares de bases, sumado
a que no requiere de amplificacién por PCR. Una
de las tecnologias de esta nueva generacion fue
desarrollada por Pacific Biosciences (PacBio)
la cual utiliza una celda de flujo en donde se
secuencia la hebra de interés y excita una fluo-
rescencia cada vez que se incorpora un nuevo
nucledtido. Adicional al color, se registra la

duracion de la misma, en donde las incorpora-
ciones mas prolongadas permiten la deteccidon
de bases nitrogenadas modificadas, tales como
metilaciones. Sumado a que esta tecnologia
permite la secuenciacion de ARN sin necesidad
de retro transcripcion, como es el caso del NGS,
ofrece un flujo simplificado en comparacidén
contra la generacion previa >#%. Por otro lado,
Oxford Nanopore Technologies emplea un poro
insertado en una membrana resistente a corri-
entes eléctricas que, al aplicarse un potencial
eléctrico, permite Unicamente el paso de elec-
trones por el poro. Una vez que se prepara una
libreria para formar una horquilla con el ADN
y mantener la estructura de la doble hélice,
se pasa la molécula por el poro y se registran
los cambios en las corrientes eléctricas, que
dependen del nucledtido secuenciado. Esto
permite analizar hasta un millén de bases por
corrida, sin necesidad de realizar sintesis para
determinar la secuencia, a diferencia de las
tecnologias previamente discutidas®®%’.

Al momento, estas nuevas técnicas no se han
implementado de forma masiva en oncologia,
posiblemente debido a que el NGS es maduro,
de bajo costo y con un alto rendimiento. Sin
embargo, existen unas limitantes intrinsecas
tales como la imposibilidad del NGS de secuen-
ciar fragmentos largos de ADN, sumados a
errores producto de la amplificacion de PCRy a
los llamados falsos positivos durante el ensam-
blaje de estos fragmentos. Estas dificultades se
presentan con una tasa de errores del 5 al 20%
con las nuevas tecnologias, por lo que su uso
rutinario posiblemente se encuentre en proceso
de optimizacién®®. La ventaja de las lecturas
largas es que permiten una caracterizacion del
genoma mucho mas completa, hasta el punto
de que fue necesario recurrir a estas tecnologias
para completar el 8% del genoma humano que
no se habia podido secuenciar mediante NGS%°.
Esto indica que existe mucho del genoma de
los tumores que, por esta limitante, adn no se
conoce ni se comprende si puede o no ser rele-
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vante en la préctica clinica futura. Es el equiva-
lente a encontrarnos al borde de ser capaces de
viajar a las estrellas habiendo llegado a la Luna.
Pero solo con el tiempo sabremos si, con las
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tecnologias de tercera generacion, podremos
conocer audazmente lo que el hombre jamas ha
conocido.
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