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Biomarcadores en gliomas difusos:
del diagndstico histomolecular
a los marcadores circulantes

Montse Puigdelloses, Inés Esparragosa, Marta M. Alonso y Jaime Gallego Pérez-Larraya

Los gliomas difusos son los tumores cerebrales primarios malignos mas frecuentes. Constituyen un grupo heterogéneo
de tumores, con grados de agresividad y pronéstico muy diversos. Durante décadas, la clasificacion de los gliomas
se ha basado Unicamente en aspectos histopatoldgicos. Avances recientes en el conocimiento de su biologia mole-
cular han llevado a una nueva clasificacion histomolecular mas precisa, con importantes implicaciones prondésticas y
terapéuticas. Al margen de estos avances, la identificacion de biomarcadores circulantes que faciliten el diagnostico
y la evaluacion de la respuesta al tratamiento constituye un reto y un area de investigacién emergente en neuroon-
cologia. En este articulo se describen las principales caracteristicas moleculares de los gliomas difusos y el potencial
papel como biomarcadores de las células tumorales, los &cidos nucleicos, las vesiculas extracelulares y las proteinas
circulantes en sangre periférica.
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Diffuse gliomas account for the vast majority of all malignant primary brain tumors. They constitute a heterogeneous
group of tumors with varying aggressive course and prognosis. Traditionally, their classification has been based on
histopathologic features. Recent progress in molecular profiling of these tumors has led to a more precise diagnostic
classification incorporating molecular characteristics, also with important implications in both prognosis and therapeu-
tic approaches. Besides these advances, the identification of circulating biomarkers assisting in diagnosis and response
to treatment monitoring is an unmet need and constitutes an emerging field of research in neuro-oncology. This review
focuses on the most relevant molecular features of diffuse gliomas, and the potential impact of novel candidate blood-
based markers such as circulating tumor cells, cell-free tumor nucleic acids, and extracellular vesicles and proteins.
(Kranion. 2019;14:100-6)
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grados de agresividad y prondstico muy diversos.

INTRODUCCION : : ,
Aunque su tratamiento sigue basandose en la com-

Los gliomas difusos son los tumores cerebrales
primarios malignos mas frecuentes en el adulto,
comprendiendo hasta un 80% de todos ellos. Se
trata de un grupo de tumores muy heterogéneo, con
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binacién de cirugia, radioterapia y quimioterapia, en
las Ultimas décadas se han producido importantes
avances y mejoras significativas en las cifras de
supervivencia. Ademas, el mejor conocimiento de
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Gliomas difusos
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Ficura 1. Resumen esquematico de la nueva clasificacion histomolecular de los gliomas y sus implicaciones pronésticas.

su biologia molecular ha permitido identificar a pa-
cientes con mejor pronostico y con mayor probabi-
lidad de responder a tratamientos especificos!.

DIAGNOSTICO HISTOMOLECULAR

Durante las Ultimas cuatro décadas, la clasifi-
cacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) de los tumores del sistema nervioso central
se ha fundamentado Unicamente en aspectos his-
tologicos. Asi, los gliomas podian clasificarse en
astrocitomas, oligodendrogliomas o gliomas mixtos
en funcién de las caracteristicas fenotipicas de las
células tumorales y su similitud con células de es-
tirpe astrocitario u oligodendroglial. De igual mane-
ra, la gradacion de cada tumor se establecia con
base en aspectos histopatoldgicos como la densi-
dad celular, atipia nuclear y actividad mitética, ne-
crosis y proliferacion microvascular. Esta clasifica-
cion, basada en aspectos meramente histolégicos,
tiene importantes limitaciones, como, por una par-
te, la gran variabilidad interobservador (con discor-
dancia de hasta un 20-70%) y, por otra, las nota-
bles diferencias en las cifras de supervivencia de
pacientes con tumores con idénticas caracteristicas
histopatolégicas.

La eclosion de la era molecular durante la ul-
tima década ha facilitado un mejor entendimiento
de las bases genéticas de la génesis tumoral de
los gliomas, y ha propiciado la identificacion de
marcadores moleculares diagnosticos y prondésticos

relevantes. La integracion de los aspectos histologi-
cos y moleculares ha supuesto el principal hito en
la ultima clasificacion de la OMS, traduciéndose a
su vez en importantes implicaciones para la practi-
ca clinica®. Entre los diferentes marcadores mole-
culares incorporados, los mas relevantes son la
mutacion de los genes IDHI e IDH2 y la codelecion
1p19q (Fig. 1).

IDH1 e IDH2

Los genes IDHI e IDHZ codifican dos impor-
tantes enzimas para el metabolismo celular: la iso-
citrato deshidrogenasa 1, presente en peroxisomas
y citosol, y la isocitrato deshidrogenasa 2, presente
en la mitocondria. Estas proteinas catalizan la car-
boxilacion oxidativa de isocitrato a alfa-cetoglutarato,
que resulta en la produccion de NADPH en el ciclo
de Krebs. Las mutaciones de estos genes promue-
ven reacciones que generan el oncometabolito 2-hi-
droxiglutarato, que a su vez causa modificaciones
epigenéticas en las células afectadas. La mutacion
IDHIR'32H es |a mas frecuente de todas (85%) y es
facilmente detectable mediante inmunohistoquimi-
ca. Actualmente, su analisis forma parte del estudio
anatomopatologico estandar de los gliomas. En caso
de resultar negativo y en un contexto clinico apro-
piado, se recomienda realizar secuenciacion de los
genes IDHI e IDHZ2 para analizar las otras mutacio-
nes menos frecuentes?.
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Ficura 2. Respuesta parcial tras 4 ciclos de temozolomida con dosis densas (150 mg/m%dia, durante 7 dias consecutivos,
cada 14 dias) en un paciente varén de 57 afios con un glioblastoma recurrente con metilacion del promotor de MGMT.

Este marcador molecular tiene una utilidad do-
ble: diagnostica y pronostica. Aunque presente en
solo el 5% de los glioblastomas (GBM) primarios, es
una mutacion muy frecuente en los secundarios
(73-85%) y en los astrocitomas y oligodendroglio-
mas grados Il y Ill (72-100%). Ademés, esté ausen-
te en los gliomas grado | y en los demas tumores
cerebrales, por lo que su deteccion confirma el
diagnostico de glioma difuso®4.

Ademas, los pacientes con gliomas difusos aso-
ciados a la mutacién de los genes IDHI o IDH2
tienen un prondstico mas favorable que aquellos
con tumores de igual grado, pero sin la mutacion,
como lo reflejan las medianas de supervivencia glo-
bal de 31 meses frente a 15 meses en pacientes
con GBM con y sin mutacion, respectivamente, o
de 62 meses frente a 20 meses en pacientes con
astrocitomas anaplasicos con y sin mutacion, res-
pectivamente. Lo mismo sucede en los gliomas de
bajo grado o grado Il. De hecho, los astrocitomas
grado Il o Ill sin mutacién de los genes IDHI/IDHZ2
tienen un perfil molecular muy similar al de los GBM
primarios®.

Codelecion 1p19q

La codelecion o pérdida completa del brazo cor-
to del cromosoma 1y del brazo largo del cromosoma
19, detectable mediante técnicas de FISH (fluores-
cence in situ hybridization) o PCR (polymerase chain

reaction), es un marcador genético definitorio o
diagnostico de oligodendroglioma. Su deteccion en
un glioma de caracteristicas histolégicas ambiguas,
como los hasta hace poco catalogados de gliomas
mixtos, permite confirmar el diagnostico de oligo-
dendroglioma?®. Ademéas de su valor diagnostico,
constituye también un importante factor prondéstico
favorable y un predictor de respuesta al tratamiento
con agentes alquilantes y radioterapia’.

Metilacion del gen MGMT

Otro marcador molecular relevante en los glio-
mas de alto grado es la metilacion del promotor del
gen MGMT. Aungue carece de valor diagnostico y
por tanto no se ha incorporado como tal en la ul-
tima clasificacion de la OMS, constituye un marca-
dor de gran utilidad en la practica clinica. El gen
MGMT codifica la enzima reparadora del ADN O6-
metilguanina ADN metiltransferasa. La metilacion
del promotor conlleva el silenciamiento de su trans-
cripcion y, por tanto, la pérdida de expresion de
esta proteina reparadora, lo que se traduce en una
mayor sensibilidad de la célula tumoral al efecto de
farmacos alquilantes®. Los pacientes con GBM con
metilacion del promotor del gen MGMT, presente en
aproximadamente el 45% de los casos, responden
mejor a temozolomida (Fig. 2) y tienen un mejor
prondstico que aquellos sin la metilacion. Al igual
que la mutacion de IDHI1/IDHZ2, se trata de uno de
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los factores prondsticos independientes mas relevan-
tes en pacientes con GBM vy es predictor de respues-
ta al tratamiento estandar con temozolomida®1°.

H3F3A

Finalmente, debe destacarse también la incor-
poracion de las mutaciones del gen H3F3A como
marcador diagnostico de gliomas de tronco o de
linea media, caracteristicos aungue no exclusivos de
la infancia. La mutacién mas frecuente es la
H3K27M, que ademas se asocia a un peor pronés-
tico tanto en nifios como en adultos!!.

BIOMARCADORES CIRCULANTES

En la actualidad no existen biomarcadores san-
guineos validados para gliomas difusos, lo que difi-
culta no solo el manejo de los pacientes que los
padecen, sino también los avances en su tratamien-
to. Por tanto, la busqueda de marcadores diagnos-
ticos, prondsticos y de seguimiento se ha convertido
en un importante objeto de investigacion por la re-
percusion que podria tener en la préactica clinica
diarial?.

El hallazgo de un marcador diagndstico especi-
fico en un medio tan accesible como la sangre
seria de enorme trascendencia y utilidad, especial-
mente para aquellos pacientes que no pueden so-
meterse a una intervencion quirdrgica, bien por el
deterioro de su estado general, bien por la localiza-
cion del tumor en areas de dificil acceso o elocuen-
tes. Su empleo se extenderia también a la bateria
de exploraciones complementarias a realizar en
cualquier paciente con una lesion cerebral de natu-
raleza incierta descubierta por neuroimagen. En
este contexto, la ausencia de este marcador diag-
nostico permitiria idealmente excluir el diagndéstico
de un glioma.

Por otra parte, un marcador del estado de la
enfermedad facilitaria mucho el manejo y seguimien-
to de los pacientes con estas enfermedades, ya que
la monitorizacién de la respuesta al tratamiento me-
diante resonancia magnética (RM) cerebral es muy
imprecisa y no esta exenta de problemas, como las
interpretaciones ambiguas o las formas de pseudo-
rrespuesta y pseudoprogresion, relacionadas con
modalidades terapéuticas como la radioterapia y
otras mas recientes como los antiangiogénicos y la
inmunoterapial3. A ello habria que afiadir la mayor
comodidad para el paciente y el menor coste en
relacion con los estudios repetidos de RM.

Células tumorales circulantes

Las células tumorales circulantes (CTC) son cé-
lulas liberadas directamente por el propio tumor al

torrente sanguineo. Estas células, especificas del
tumor, constituyen el principio fundamental para el
desarrollo de las metastasis. Desde hace afios exis-
te evidencia indirecta de la presencia de CTC en
pacientes con gliomas, particularmente GBM. Aun-
que muy infrecuentes, se han descrito metastasis
extracraneales de GBM hasta en un 0,5% de los
pacientes!4. Ademas, también se han dado casos
de transmision de GBM en pacientes receptores de
un trasplante de d6rgano sélido procedente de un
donante con esta enfermedad?®.

Se estan desarrollando diversas técnicas para
detectar y caracterizar las CTC, incluyendo sistemas
basados en citometria de flujo, separaciéon inmuno-
magnética y microscopia automatizada. La Unica
técnica empleada en la practica clinica para la de-
teccion de estas células en tumores soélidos sistémi-
cos se basa fundamentalmente en la deteccion de
moléculas de adhesion de células epiteliales y cito-
cinas, y resulta ineficaz en gliomas porque sus cé-
lulas no expresan tales biomarcadores epiteliales.

Recientemente, se ha descrito la deteccion de
CTC en sangre periférica de pacientes con GBM,
con una sensibilidad de entre el 20 y el 70%. El
namero de células parece relacionarse con el esta-
do de la enfermedad, siendo mayor en los casos en
que la enfermedad se encuentra en progresion.
Asimismo, su concentracion parece reducirse des-
pués de tratamiento con radioterapia, 1o que sugie-
re de nuevo su asociaciéon con el volumen tumoral
y el estado de la enfermedad!®-18.

Los retos actuales de esta linea de investigacion
pasan por mejorar la metodologia diagnostica, in-
crementando su sensibilidad, y por demostrar su
utilidad clinica en la préactica diaria. Asimismo, es
necesario aclarar si las CTC son representativas del
conjunto del tumor y si son capaces de reflgjar las
caracteristicas moleculares dinamicas de este.

Acidos nucleicos circulantes

En la sangre circulan normalmente fragmentos
libres de ADN resultantes de procesos de inflama-
cion o apoptosis celular. En pacientes con cancer
hay ademas fragmentos mas pequefios de ADN
tumoral circulante que puede contener alteraciones
genéticas somaticas especificas de cada tumor,
incluyendo mutaciones, deleciones y traslocacio-
nes. Aungque su concentracion sea muy reducida,
especialmente en pacientes con tumores cerebra-
les por la presencia de la barrera hematoencefali-
ca (BHE), existen técnicas de secuenciacion de
nueva generacion y PCR digital que permiten de-
tectar estas alteraciones en el ADN tumoral circu-
lante de pacientes con diferentes gliomas!®. En un
estudio reciente, detectamos ADN tumoral en el
plasma de pacientes con gliomas grado I, lll y IV,
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y encontramos una correlacion directa con el gra-
do y el volumen del componente tumoral captante
de contraste en RM. Un hallazgo relevante de ese
trabajo fue la deteccion de la mutacién IDH1R132H,
con una sensibilidad del 60% y una especificidad
del 100%. La sensibilidad de la prueba se incre-
mentaba conforme lo hacia el volumen del area de
realce de contraste, lo que refleja la relacion entre
la concentracion plasmatica de ADN tumoral cir-
culante y la rotura de la BHE?C. Dado que esta
mutacion es especifica de los gliomas, su identifi-
cacion en sangre periférica en un paciente con
una lesion de aspecto tumoral permite confirmar
el origen glial de la neoplasia.

Otros autores han detectado en sangre periféri-
ca otras alteraciones moleculares y epigenéticas,
como codelecion 1p19q, mutacion de EGFRUVII y
estado de metilacion del promotor de los genes
MGMT, PTEN y CDKNZA, con sensibilidades entre
el 20 y el 80%, y especificidades por encima del
90%12,19.

Otros tipos de biomarcadores circulantes son
los microARN (miARN). Se trata de pequefios frag-
mentos de ARN no codificante que actian regulan-
do el estado epigenético y la expresion génica de
las células y el microambiente tumorales. Diversos
grupos han estudiado el patrén de expresion de
diferentes miARN en sangre periférica de pacientes
con GBM, sefialando su capacidad para diferenciar
pacientes de sujetos sanos, y en algunos casos
también como potenciales marcadores prondsticos
y de seguimiento de la enfermedad como los mir-21,
mir-128 y mir-342-3p'21°.

Al igual que sucede con el ADN circulante tu-
moral, los miARN circulantes con potencial diag-
nostico y prondstico deben ser validados en estu-
dios prospectivos con adecuado tamafio muestral
antes de que puedan ser incorporados a la practi-
ca clinica.

Vesiculas extracelulares

La busqueda de marcadores de cancer en re-
servorios biolégicos como las vesiculas extracelula-
res se ha convertido en la actualidad en una estra-
tegia emergente muy prometedora. Son vesiculas de
membrana que las células liberan al medio extrace-
lular en condiciones normales. Se conocen varios
tipos de vesiculas seglin el mecanismo de forma-
cion y contenido, siendo las mas estudiadas los
exosomas y las microvesiculas. Los exosomas se
forman por invaginaciones de membranas endoso-
males que dan lugar a vesiculas dentro del propio
endosoma, y que posteriormente se fusionan con la
membrana plasmatica liberandose al exterior por
exocitosis. Tienen un didmetro de 30-100 nm y una
forma homogénea. Las microvesiculas se forman

directamente a partir de evaginaciones de la propia
membrana plasmatica, tienen un diametro mayor de
100 nm, y adquieren formas muy variables?!. Se
trata de vesiculas biol6gicamente muy activas que
median en la comunicacion intercelular, con el po-
tencial de transferir moléculas especificas a células
homologas y heterdlogas adyacentes o distantes y
modular su funcion22.

En las células tumorales se ha observado un
incremento de los procesos de exocitosis y secre-
cion de microvesiculas en comparacion con células
no tumorales, y en pacientes con céncer hay una
mayor concentracion de exosomas circulantes en
sangre periférica que en sujetos sanos?2. Estas ve-
siculas contienen acidos nucleicos (ADN, ARN,
miARN), proteinas y lipidos sintetizados en las célu-
las tumorales, y son capaces de inducir cambios en
las células receptoras relacionados con la prolifera-
cion e invasividad tumoral, angiogénesis, metastasis
y evasion del control inmunitario?3.

Se ha descrito liberacion de vesiculas extrace-
lulares, especialmente exosomas, por parte de las
células tumorales gliales, sefialando a este tipo de
particulas circulantes como reservorios de potencia-
les biomarcadores?*25. En concreto, se ha descrito
la deteccién de la mutacion EGFRVIII en exosomas
aislados del suero de pacientes con GBM, con una
sensibilidad del 82% y una especificad del 79%%2°.

Por otra parte, partiendo de estudios previos
que han demostrado una expresion diferencial de
miARN entre tejidos tumorales y sanos, incluyendo
GBM, se ha analizado la expresion diferencial de
numerosos MIARN en vesiculas extracelulares cir-
culantes en sangre de pacientes con gliomas?’. En
esta linea, nuestro grupo estudid la expresion de un
panel de miARN en exosomas circulantes en pa-
cientes con GBM vy sujetos sanos. Comprobamos
que la expresion de los miARN miR-320 y miR-574-
3p, y especialmente el ARN pequefio no codifican-
te RNU6-1, era significativamente mayor en el gru-
po de pacientes y permitia distinguir pacientes con
GBM de controles sanos??. Siguiendo esta linea de
investigacion, y con el fin de estudiar la especifici-
dad diagnostica de RNU6-1, recientemente hemos
analizado su expresion en exosomas circulantes de
pacientes con GBM, controles sanos, y pacientes
con diferentes lesiones parenquimatosas cerebrales
que pueden compartir caracteristicas radiolégicas
con el GBM, como ictus isquémico en fase subagu-
da, hemorragia en fase aguda/subaguda, lesiones
desmielinizantes en fase aguda, y otros tumores
cerebrales como metéstasis y linfoma cerebral pri-
mario. Ademas de confirmar nuestro hallazgo previo
de una mayor expresion de RNU6-1 en pacientes
con GBM frente a controles sanos, los datos obte-
nidos sugieren que el RNU6-1 aislado de exosomas
circulantes en sangre periférica podria servir como
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marcador diferencial de GBM frente a linfoma cere-
bral primario y lesiones cerebrales no tumorales
(Puigdelloses M, pendiente de publicacion).

Proteinas circulantes no especificas
de tumor

Las proteinas circulantes sanguineas se han uti-
lizado histéricamente como biomarcadores tumora-
les en diferentes tipos de tumores. Los ejemplos
mas ilustrativos son: PSA en cancer de prostata,
CEA en cancer colorrectal, CA19-9 en céncer de
pancreas y CA125 en cancer de ovario.

Partiendo de datos de expresion génica y pro-
teica, se ha investigado el papel como biomarcador
diagnostico, prondstico y de seguimiento de una
amplia variedad de proteinas circulantes, incluyendo
marcadores neuronales o gliales, citocinas inmuno-
moduladoras y proteinas pro-angiogénicas!¢28. En-
tre las mas relevantes se encuentran IGFBP-2, YKL-
40 y GFAP. Los niveles plasmaticos de estas
proteinas se han encontrado repetidamente eleva-
dos en pacientes con GBM en comparacion con
sujetos sanos y pacientes con otros tumores cere-
brales no gliales, y también se ha sugerido su co-
rrelacion con las cifras de supervivencia en pacien-
tes con GBM#°.

En un estudio reciente, analizamos conjunta-
mente los niveles plasmaticos de estas tres protei-
nas en una serie de pacientes con GBM, pacientes
con otros tumores cerebrales no gliales y controles
sanos, confirmando su potencial utilidad como mar-
cadores diagnoésticos y prondsticos. Asimismo, pro-
pusimos un algoritmo diagndstico para pacientes
con lesiones cerebrales compatibles con GBM en
estudios de neuroimagen: valores de GFAP > 0,2
ng/ml serian sugestivos de GBM en ausencia de
antecedentes recientes de traumatismo craneoen-
cefalico o de enfermedad cerebrovascular; en pa-
cientes con niveles de GFAP por debajo de ese li-
mite, valores plasmaticos de YKL-40 > 60 ng/ml
permitirian distinguir el GBM de otros tumores ce-
rebrales no gliales con una sensibilidad del 65% vy
una especificidad del 78%2°.

A diferencia de las CTC y los acidos nucleicos
circulantes, la principal limitacion del empleo de
proteinas circulantes como biomarcadores sangui-
neos de gliomas es su falta de especificidad. De
hecho, los niveles circulantes de estas proteinas se
asocian también a diversas lesiones parenquimato-
sas cerebrales, lo que sugiere que su liberacion al
torrente sanguineo esta favorecida fundamental-
mente por la disrupcion de la BHE y los procesos
inflamatorios asociados, sea cual sea la etiologia.
Los estudios protedmicos pueden ser de gran utili-
dad para identificar proteinas circulantes que se
secreten en baja cantidad por las células tumorales

gliales, y que constituyan, por tanto, marcadores
tumorales mas especificos de enfermedad tumoral
cerebrall2.

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Se ha sugerido que el liquido cefalorraquideo es
el medio mas adecuado para la busqueda de bio-
marcadores de gliomas, ya que al encontrarse den-
tro de la BHE, la concentracion de tales marcadores
es seguramente mayor en este medio que en la
sangre. Asi lo sugieren estudios que han identificado
ADN tumoral libre y mutaciones de IDH1y EGFRvII|
en exosomas circulantes en liquido cefalorraquideo,
con mejor sensibilidad y especificidad que en san-
gre30-32 Sin embargo, esta estrategia resulta poco
practica por su invasividad y porque la realizacion
de una puncion lumbar estd a menudo contraindi-
cada en pacientes con tumores cerebrales con efec-
to de masa.

CONCLUSIONES

La busqueda de biomarcadores circulantes es
una linea de investigacién emergente en neuroon-
cologia. La identificacion en sangre periférica de
marcadores diagnosticos, prondsticos y de evalua-
cion de la respuesta al tratamiento en pacientes
con gliomas difusos facilitaria su manejo diagnosti-
co y terapéutico. La deteccion de CTC y de acidos
nucleicos circulantes, tanto libres como en micro-
vesiculas extracelulares, constituye una de las es-
trategias mas prometedoras, aunque es preciso
todavia incrementar la sensibilidad de las diferentes
técnicas y validar sus resultados en estudios pros-
pectivos.
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