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Genetic biomarkers in blood, a new tool for diagnosis, prognosis,
and survival in patients with high-grade gliomas / Biomarcadores
genéticos no sangue, uma nova ferramenta para diagnostico,
prognostico e sobrevida em pacientes com gliomas de alto grau

Le6n Dario Ortiz Gomez?3, Melisa Rincon Medina* Piedad Matilde Agudelo Florez?,
Juan Carlos Arango®, Mauricio Camargo?, Lina Marcela Barrera-Arenas'”.

RESUMEN

Durante mucho tiempo, la clasificacion de los tumores del sistema nervioso central (SNC)
se ha basado en hallazgos histol6gicos respaldados por pruebas complementarias, como
la inmunohistoquimica, establecidas en tejidos. La quinta edicion de la clasificacién de
tumores del SNC de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), publicada en 2021
(SNC-5) incorpora numerosos marcadores moleculares con utilidad clinico-patologica
que son importantes para una clasificacion mas precisa de las neoplasias del SNC. Ello
permiten ayudar a definir los gliomas difusos del adulto, oligodendroglioma mutado
para el gen de la IDH (isocitrato deshidrogenasa lactica), con codelecién 1p/19q grados
2 a 3, astrocitoma mutado para IDH sin codelecién 1p/19q, grados 2 a 4 y glioblastoma
(GBM) silvestre para IDH. La mediana de sobrevida en los pacientes con GBM es de solo
14.6 meses, debido a la resistencia al protocolo de terapia mas utilizado en el mundo,
el cual involucra cirugia, radioterapia y quimioterapia con temozolamida (TMZ), un po-
tente alquilante genotdxico. Los criterios de seleccién del tratamiento y la estimacion
del prondstico en pacientes con esta enfermedad son clinico-patoldgicos. En los Ultimos
afos se reportaron numerosas alteraciones moleculares que amplian la comprensién de
la biologia de estos tumores, pero solo unas pocas influyen como biomarcadores en la
toma de decisiones clinicas y del tratamiento. En este articulo se revisan las alteracio-
nes moleculares reportadas para gliomas de alto grado en sangre periférica, también
se resalta la importancia de estandarizar nuevos biomarcadores junto a los hallazgos
histolégicos para mejorar el conocimiento de estos tumores.

Palabras clave: diagnéstico; genética; glioma; prondstico; sangre.

ABSTRACT

For a long time, the classification of central nervous system (CNS) tumors has
been based on histological findings supported by complementary tests, such as
immunohistochemistry, established in tissues. The fifth edition of the World Health
Organization (WHO) Classification of Tumors of the Central Nervous System, published
in 2021 (CNS-5), incorporates numerous molecular markers with clinical-pathological
utility that are important for a more accurate classification of CNS neoplasms. These
markers help to define adult diffuse gliomas, including IDH-mutant oligodendroglioma
with 1p/19q codeletion (grades 2-3), IDH-mutant astrocytoma without 1p/19q codeletion
(grades 2-4), and wild-type IDH glioblastoma (GBM). The median survival in patients
with GBM is only 14.6 months, primarily due to resistance to the most widely used
treatment protocol worldwide, which involves surgery, radiotherapy, and chemotherapy
with temozolomide (TMZ), a potent genotoxic alkylating agent. The selection criteria for
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INTRODUCCION

treatment and the estimation of prognosis in patients with this disease are predominantly
based on clinical and pathological factors. In recent years, numerous molecular alterations
have been reported, expanding our understanding on the biology of these tumors.
However, only a few of these molecular alterations serve as biomarkers that influence
clinical decision-making and treatment strategies. This article reviews the molecular
alterations reported in peripheral blood for high-grade gliomas and emphasizes the
importance of standardizing new biomarkers alongside histological findings to enhance
our knowledge of these tumors.

Keywords: diagnosis; genetics; glioma; prognosis; blood.

RESUMO

Por muito tempo, a classificacdo dos tumores do sistema nervoso central (SNC) baseou-
se em achados histoldgicos respaldados por exames complementares, como a imuno-
histoquimica, estabelecidos nos tecidos. A quinta edi¢do da classificagdo de tumores do
SNC da Organizagdo Mundial da Satude (OMS), publicada em 2021 (CNS-5), incorpora
inimeros marcadores moleculares com utilidade clinicopatolégica importantes para uma
classificacdo mais precisa das neoplasias do SNC. Isso permite definir gliomas difusos
adultos, oligodendroglioma mutado para o gene IDH (lactic isocitrato desidrogenase), com
codelecdo 1p/19q graus 2 a 3, astrocitoma mutado para IDH sem codelecdo 1p/19q, graus
2 a4 e wild- tipo glioblastoma (GBM) para IDH. A sobrevida mediana em pacientes com
GBM é de apenas 14,6 meses, devido a resisténcia ao protocolo terapéutico mais utilizado
no mundo, que envolve cirurgia, radioterapia e quimioterapia com temozolamida (TMZ),
um potente alquilador genotdxico . Os critérios de sele¢do para o tratamento e estimativa
do prognéstico em pacientes com essa doenca sdo clinico-patolégicos. Nos ultimos
anos, foram relatadas inimeras alteragdes moleculares que ampliam o entendimento
da biologia desses tumores, mas apenas algumas influenciam na decisdo clinica e
terapéutica como biomarcadores. Este artigo revisa as alteragdes moleculares relatadas
para gliomas de alto grau no sangue periférico, destacando também a importancia da
padronizacdo de novos biomarcadores juntamente com os achados histologicos para
melhorar o conhecimento desses tumores.

Palavras-chave: diagndstico; genética; glioma; previsao; sangue.

oligodendroglioma anaplisico (OA), astrocitoma anapla-
sico (AA, grado I1I) y el glioblastoma multiforme (GBM,

Los gliomas de alto grado son los tumores cerebrales
primarios malignos mds comunes en adultos, es usual
que sean de curso rdpido y fatal. La sobrevida media
del glioblastoma (GBM), que es el més frecuente, es de
14.6 meses!, esto se debe en especial a la carencia de un
diagnéstico histopatoldgico acertado (hasta el 2016 la
clasificacién de la OMS, SNC-4, se basaba solo en la
tincién con hematoxilina eosina e inmunohistoquimica)
y a la resistencia al protocolo de terapia mds utilizado,
el cual fue publicado por Stupp, ez a/?™3 e involucra una
reseccién quirtrgica lo mds amplia posible, seguida de
radioterapia y quimioterapia concomitante y adyuvante
con temozolamida (TMZ). De ahi la necesidad de en-
contrar biomarcadores para el diagnéstico y prondstico.
La busqueda ha progresado para los gliomas de bajo
grado*®, pero ha sido poco fructifera en los de alto grado,
de manera particular en los denominados en la SNC-4:

grado IV)78,

Estudios recientes gendmicos sobre los gliomas de alto
grado han ampliado el conocimiento de su biologia y
han proporcionado la oportunidad de encontrar nuevos
biomarcadores®?. Cabe aclarar que algunos de los bio-
marcadores descubiertos son empleados para el diagnds-
tico, predecir el pronéstico y efectuar el monitoreo de la
evolucién del paciente a lo largo de los diferentes trata-
mientos, solo unos pocos marcadores influyen en la toma
de decisiones clinicas como predictores de respuesta!®1.

Por tanto, continuar con la bisqueda de biomarcadores
es transcendental para mejorar el diagndstico e incremen-
tar la eficiencia en la seleccién de tratamientos para los
gliomas de alto grado'2. Asi, este articulo proporciona una
perspectiva sobre la busqueda de nuevos biomarcadores
en sangre y la direccién que estd tomando la investigacion.
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TEMA CENTRAL

Biomarcadores genéticos existentes para
gliomas de alto grado

Hasta hace poco, solo tres biomarcadores genéticos-
moleculares eran relevantes para la clasificacién y terapia
en gliomas: i) ante la duda de componente oligodendro-
gial se realiza la busqueda de la codeleccién 1p/19q y el
andlisis de la expresion por inmunohistoquimica de la
IDH, ya que la mutacién de este gen, junto a la codelec-
cién, confirma que se trata de un oligodendroglioma; y ii)
la metilacién del promotor del gen de la metil guanina
DNA metil transferasa (MGMT) indicarfa una mayor
susceptibilidad a la TMZ, ya que la enzima que revierte
el efecto de este medicamento estaria ausentel”.

En la actualidad, se recomienda buscar las mutaciones
del promotor del gen TERT'y de los genes capiciia que
dan origen a una proteina represora transcripcional
(CIC),de FUBPI que da origen ala proteina 1 de unién
al elemento upstream Far,y NOTCHI que transcribe la
proteina 1 homologa de muesca del locus neurogénico.
Esto ademds ayuda a definir los oligodendrogliomas.

La inactivacion del gen ATRX (sindrome de déficit
intelectual/alfa talasemia relacionado con el cromosoma
X) que es mutuamente excluyente con la codeleccion
1p/19q, en asociacién con las mutaciones del gen su-
presor TP53, IDH, y CDKN2A/B, se encuentra en los
gliomas de bajo grado que viran a astrocitomas grado 3 y
4. Para el GBM (que se caracteriza por la ausencia de la
mutacién de IDH) se busca la amplificacién del gen del
receptor del factor de crecimiento epidérmico variante
111 (EGFRwIII), la activacién de transcriptasa reversa de
la telomerasa (7ERT: ya sea por metilacion del promo-
tor del gen o mutacién puntual)'3-1%, la monosomia del
cromosoma 7 y la trisomia del 10.

Recientemente, se han adicionado biomarcadores a
la lista: H3F3A4 G34 R/V, BRAF V600E y mutacién de
SETD?2 (en lesiones supratentoriales) y H3F34 K27M,
Hist 1H3B/C K27M, mutacién de FGFR1,amplificacién
de PDGFRA, mutacién de PI3K, mutacién de ACVRI y
mutacién o pérdida de NFI (en lesiones de linea media)®.
Se encontrd, ademds, que los genes centrales-CCNBI,
CDC6,KIF23y KIF204 funcionan como biomarcadores
para diagnosticar y tratar el GBM!1®.

Cabe anotar que la mayoria de esta informacién se
puede obtener a través de la secuenciacion de nueva gene-
racién (NSG), comercializada en varias plataformas!’18.

Nuevos biomarcadores moleculares para
gliomas de alto grado

Dada la poca utilidad de los biomarcadores actuales
para estudiar la sobrevida de los pacientes, se estdn ha-
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ciendo esfuerzos para desarrollar marcadores dindmicos
minimamente invasivos, mds sensibles y especificos, que
midan el estado de la enfermedad, los cambios del tumor
y que den una mejor respuesta a la terapia!>?’. Esto se
justifica por la variabilidad individual observada en la res-
puesta terapéutica, la cual estaria dada en buena parte por
alteraciones génicas. De hecho, en el drea de la oncologia
molecular, estd en auge la investigacién genémica en pa-
cientes catalogados como “respondedores excepcionales”,
son un pequefio grupo de individuos que parecen tener
una supervivencia mds larga. Esto con miras a encontrar
en ellos variaciones génicas y epigenéticas distintivas 2123,

En gliomas de alto grado, los “respondedores excep-
cionales” presentan la hipermetilacién del promotor del
gen MGMT**%, Nuevos estudios apuntan a que en este
grupo hay otros factores genéticos prondsticos, los cuales
pueden servir para reorientar la firmaco-oncologia hacia
drogas experimentales o medicamentos emergentes®%”.
Por otro lado, una variedad de métodos basados en RNA
y DNA estin siendo evaluados en la actualidad y se
estin estableciendo valores de corte, para incrementar

la robustez de estos procedimientos en su uso clinico®’.

Biomarcadores basados en sangre

Las biopsias liquidas son muestras de liquido cefalorra-
quideo (LCR) o en sangre, las cuales son analizables con
métodos cualitativos y cuantitativos bastante sensibles.
En ellas se han detectado marcadores circulantes como
acidos nucleicos [DNA tumoral circulante (ctDNA),
RNA, miRNA], proteinas, exosomas y células de tumor
circulantes (CTC)?. Su principal ventaja estd en que
se pueden realizar sin necesidad de repetir cirugias o
biopsias?. En comparacién con otros tipos de tumores
malignos, la transicién a la practica clinica se ha visto
obstaculizada por las bajas tasas de detectabilidad, ex-
plicadas por la accién de la barrera hematoencefilica
(BHE)?0:3031, Se estdn llevando a cabo estudios para
hacer mds asequibles estos procedimientos en la practica
diaria®2.

Existen tres tipos de biomarcadores en circulacién:
i) las CTC de diferentes regiones clonales, ii) molécu-
las solubles secretadas y iii) dcidos nucleicos libres de
células (cf-NAS) que pueden transitar en el plasma o
ser empaquetados en vesiculas extracelulares (EV') con
el propésito de ser protegidos de la degradacién®. No
todas las regiones del tumor expulsan células y es probable
que no se encuentren todos los perfiles genéticos®. Por
el contrario, todas las células producen EV y moléculas
solubles libres como parte de su secretoma (conjunto de
proteinas secretadas por una célula), incluso las células
tumorales’. Estas moléculas son expulsadas al flujo
sanguineo por los diferentes componentes celulares y de
todas las regiones del tumor e informan sobre la neopla-
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sia, pues la heterogeneidad genética del tumor da lugar
a un espectro de células con diferentes capacidades de
diferenciacion y proliferacién, asi como perfiles Gnicos
de expresién génica?®313°,

No estd de mds destacar que los biomarcadores sangui-
neos de un glioma deben reflejar la biologia del tumor, al
igual que tener una vida media idénea, una dindmica en

el tiempo y una técnica estandarizada de deteccién?®31:3,

Tipos de biomarcadores en sangre
Células de tumor circulantes (CTC)

Las células tumorales circulan solas o por grupos en
la sangre, como producto del desprendimiento desde el
tumor primario o desde sitios metastisicos>. Se estima
que la concentracién de CTC en sangre es de una x 10°
a 10° glébulos blancos por mL, (1- 0 células/10 mL
de sangre). Su vida media en la circulacién es de 1-2.4
horas?®31,

Las CTC se descubrieron hace poco en pacientes con
glioma®, con tasas de deteccién diversas y en menor can-
tidad en comparacién con otros tipos de cincer®. Estas
células permiten el andlisis genético, pero no posibilitan
observar la heterogeneidad de muchos tumores, pues
no reflejan las diferentes clonas de la neoplasia. Si bien
el nimero de estas células es reducido, representan un
subconjunto de clonas que proporcionan informacién
sobre la biologfa del tumor®3°.

Estudios en cdncer de mama metastisico, de préstata
y colorrectal han encontrado que los niveles de CTC
son predictores independientes de supervivencia global
y libre de progresién®®, lo que muestra la importancia de
estas células como biomarcadores.

Existen varios métodos de deteccidn, aislamiento y
caracterizacién de las CTC, como la inmunotincién, la
PCR en tiempo real (RT-PCR) o la hibridacién fluo-
rescente in situ (FISH). También se emplea citometria
de flujo que implica el uso de un marcador expresado
de manera constante y exclusiva en las CTC y no en
las células sanguineas. Estudios mds recientes han
utilizado PCR digital o BEAMing (cuentas, emulsién,
amplificacién, magnetismo)?>3!. La optimizacién de
estos ensayos es también un reto, ya que la muestra
suele estar contaminada con leucocitos, por lo que debe
perfeccionarse la sensibilidad del ensayo y asi minimizar
los falsos positivos®!.

Se han reportado pocas investigaciones relacionadas
con CTC en pacientes con gliomas de alto grado. Se ha
usado la proteina fibrilar dcida glial (GFAP) para iden-
tificar CTC de GBM y separarlas de los mononucleares
de la sangre®. En otro estudio, solo en el 20% de 141
pacientes con GBM se encontré una célula por muestra
de 10 ml de sangre. En otra investigacién que emple6

un nuevo ensayo de telomerasa, se detectaron CTC en
ocho de 11 pacientes y las concentraciones celulares
disminuyeron después de la radioterapia en cinco casos®”.

Existen evidencias indirectas de la presencia de CTC
en pacientes con gliomas3®. Una es la aparicién de GBM
metastdsico que se observa, rara vez, en la préctica clinica
(0.4%-0.5%), lo cual indica que las células de esta clase
de tumor se diseminan por via sanguinea?’. Ademis,
se han reportado al menos 17 casos de transmisién de
GBM en pacientes que recibieron trasplantes de 6rganos
de donantes con esta patologia. Entre el 12.5% y el 25 %
de los donantes con GBM transmiten el tumor, esto
evidencia que las células tumorales estaban presentes en
otros 6rganos en el momento de la cirugia de trasplante®.

Hasta la fecha ningin estudio ha evaluado la relacién
entre los niveles de CTC y los resultados en glioma,
pero una investigacién realizada en el 2014 encontré
una asociacién entre la amplificacién de EGFR en el
tumor primario con la deteccién de CTC, lo que sugiere
que la sefializacién EGFR es parte del mecanismo por
el cual las células del glioma se diseminan. También se
ha descubierto que la mayorfa de las CT'C detectadas en
pacientes con GBM tienen caracteristicas con predomi-

nancias mesenquimales*0*1,

Proteinas circulantes asociadas al tumor

Las proteinas circulantes en suero se han utilizado
como biomarcadores tumorales en diversos cinceres.
Ejemplos destacados incluyen PSA en el cancer de prés-
tata, ACE en el colorrectal, CA19-9 en el pancredtico y
CA125 en cancer de ovario. Se documenté la presencia
de Her2 en cincer de mama y BRAF en melanoma3>#2,

Hasta ahora, la busqueda de proteinas como biomar-
cadores especificos de gliomas no ha tenido éxito, pues
las proteinas que se han estudiado no son especificas. Sin
embargo, las proteinas investigadas se clasifican en tres
grupos: i) marcadores especificos gliales o neuronales, ii)
proteinas proangiogénicas y iii) citoquinas inmunomo-
duladoras®. Mediante la proteémica se han identificado
varias proteinas de este tipo, son secretadas en pequefias
cantidades por las células tumorales®.

Muchas de las proteinas circulantes mds investigadas
son proangiogénicas, debido al reciente interés en el
tratamiento de estos tumores con antiangiogénicos.
La mais estudiada es el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), una proteina de 38.2 kDa que tiene
como funciones la estimulacién del crecimiento de las
células endoteliales, la angiogénesis y el aumento de la
permeabilidad capilar. La sobreexpresién de VEGF y su
ligando son caracteristicas comunes en GBM, por lo que
se emplea el bevacizumab (Avastin) como tratamiento

antiangiogénico®.
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Los niveles de VEGF en circulacién se han analizado
en diferentes estudios y no parecen estar asociados con
la supervivencia global, ni con la recurrencia del GBM.
Con esto se sugiere que es poco probable que el VEGF
sea un marcador valioso?0#4,

El EGFR ha sido bastante investigado como parte de
los aspectos moleculares de la enfermedad*. No obstante,
hasta hoy solo se ha realizado un estudio prospectivo
como marcador de GBM*, en el que se evidenciaron
diferencias entre los niveles de EGFR en controles sanos
y en los pacientes antes, durante y después de la cirugia.
Los pacientes tenian mayores niveles séricos de EGFR
en comparacién a los controles. Sin embargo, los niveles
de EGFR no disminuyeron de manera significativa en
el postoperatorio, lo que apunta que no se trata de un
marcador confiable en el seguimiento. Otro estudio de-
mostré que la proteina mutante EGFRvIII, aunque no es
representativa de todos los tumores, se puede detectar y
emplear como vacuna peptidica, lo cual se estd validando
clinicamentel®15:35,

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) es otro
marcador circulante que refleja el estado de la enferme-
dad y la supervivencia en pacientes con gliomas de alto
grado. En algunos ensayos clinicos se ha evaluado el
impacto pronéstico de los niveles de FGF circulante y
se ha encontrado asociacién entre su aumento en suero
y un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad 7.
En otro estudio prospectivo se sugirié que el aumento
de FGF se correlaciona con la disminucién de la su-
pervivencia global?>#*. Por dltimo, estudios previos de
los tres biomarcadores ya explicados establecieron esas
proteinas como marcadores predictivos de la respuesta a
agentes antiangiogénicos, mds no como biomarcadores
de seguimiento de la enfermedad?.

La tercera categoria de proteinas séricas probadas como
marcadores tumorales del GBM son las citoquinas inmu-
nomoduladoras. Se han realizado estudios con TGF-By
metaloproteinasa-9 (MMP-9), pero no se ha encontrado
correlacién con la supervivencia global o con el tamafio
de la lesién. En otras investigaciones se han detectado
moléculas con potencial pronéstico (CXCR4, S100A8
y S100A9), que no han sido validadas. Asi mismo, es
posible encontrar el oncometabolito 2 hidroxiglutarato
(2-HG) en suero, pero no se ha correlacionado con la
presencia de la mutacién IDH1/2 o con el tamafio del
tumor20:35.44.

Se debe sefialar que una limitacién importante de
las proteinas como biomarcadores de cdncer en sangre,
en contraste con el ctDNA y las CTC, es su falta de
especificidad®®. Ademds, en los pacientes se presentan
alteraciones en la BHE que cambia su permeabilidad,

lo que impide su propagacién*s.
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Vesiculas extracelulares (EV)

Todas las células liberan EV, son capaces de generar co-
municacién intercelular a larga distancia como respuesta
fisiolégica o por enfermedad aguda o crénica. Las EV son
unidades de informacién biolégica que contienen cargas
completas de moléculas, principalmente solubles, que
circulan de manera libre en el plasma y son protegidas
para evitar su degradacién. En el caso de las células cance-
rosas, la liberacién de EV podria ser la respuesta efectiva
del tumor a los cambios fisiolégicos, asi se promueve un
ambiente para la progresién y diseminacién de la neo-
plasia mediante la alteracion de la respuesta inmune, el
aumento de la proliferacion celular, la promocién de la
angiogénesis, la remodelacién de la matriz extracelular
¥, en tltima instancia, las metastasis3>#%%C.

Las EV son de tres tipos segin su tamafio: exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptdticos. Los exosomas
tienen 40 a 200 nm de didmetro y se generan en la
fusion de cuerpos multivesiculares con la membrana
plasmitica. Las microvesiculas surgen como un brote de
la membrana citoplasmadtica y abarcan entre 50 y 1000
nm. La subcategoria mas grande de EV son los cuerpos
apoptéticos (50-5000 nm de didmetro) que se forman
como un subproducto de la apoptosis®H*2.

La carga de las EV es empaquetada de forma selectiva
y refleja el estado de la célula donadora, como una célula
cancerosa desregulada, lo que la convertiria en reservorio
6ptimo para biomarcadores. Se conoce muy poco sobre
la firmacodindmica de las EV. Tienen una media de
vida corta debido a su papel en las funciones celulares y
a que son eliminadas a través del bazo, el higado u otros
érganos®h.

Estas moléculas son detectables en plasma y suero,
asi como en fluidos, incluidos el LCR, la saliva y la
orina; ademds, existen varios métodos de aislamiento de
estas particulas. Como carecen de marcadores unicos, la
mayoria de las técnicas se basan en propiedades fisicas.
El método mds comun es la centrifugacién diferencial.
También se emplean microscopia, citometria de flujo y
separacion por tamafio con ultrafiltracién y cromato-
grafia. Aun asi, se necesita un mayor refinamiento de
las técnicas para mejorar el rendimiento de este tipo de
ensayos313%30,

Se ha demostrado que los niveles de exosomas y
microvesiculas se correlacionan con el prondstico en
varios tipos de tumores, hasta con cénceres géstricos y
oviricos®!. En gliomas se conoce que las células tumorales
liberan estas vesiculas y existen estudios que muestran su

potencial como biomarcadores®’.
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Exosomas

Como ya se menciond, los exosomas son el tipo de EV
mds pequefias que emplea la célula como mecanismo de
transferencia lateral, tanto de proteinas, nRNA o miR-
NA, como de oncogenes activos “»°0. Mientras que las
microvesiculas brotan desde la membrana citoplasmatica,
los exosomas se forman a partir de vesiculas intralumi-
nales que surgen en endosomas tempranos y luego en-
samblan endosomas multivesiculares IMVE). Estos son
liberados por fusién con lisosomas o con la membrana
celular, o por liberacién de la membrana citoplasmatica,
lo que resulta en la secrecién de las vesiculas en el espacio
extracelular*#°0, La liberacién de exosomas se da en
células normales y en tumorales, en las que se genera un
intercambio de informacién a través de vias quimicas o
sefiales eléctricas en el cuerpo humano!.

Investigaciones recientes sugieren que la liberacién de
vesiculas es potenciada por procesos oncogénicos*’ y que
las células tumorales inducen o inhiben vias celulares y
moleculares de las células receptoras. Esto las lleva a tener
un crecimiento desordenado y al desarrollo de varios
tipos de cdncer'?, de esa manera se demuestra que los
exosomas y su carga tienen un papel clave en diferentes
estadios de esta enfermedad.

Varios estudios muestran cémo estas estructuras y
su carga contribuyen al crecimiento de gliomas de alto
grado en diferentes estados’’. Los exosomas liberados
de las células tumorales son absorbidos por las células
normales receptoras (endoteliales cerebrales) e interna-
lizados por unas estructuras tipo endosoma y son capaces
de estimular la formacién de tibulos. Esto confirma
que los exosomas sirven de medio para la comunicacién
intercelular, por lo tanto, son una herramienta critica
para que las células cancerosas influyan sobre las células
normales vecinas31#,

También se conoce que los exosomas derivados de célu-
las tumorales son capaces de promover la proliferacién de
GBM, pues se han detectado mRNA y varios miRNAs
exosomales en suero de pacientes'>*. Otros estudios
encontraron que los exosomas con miR-21 podrian ser
biomarcadores diagndsticos para glioma®. Ademdis, se
descubrié que la vacunacién de pacientes con GBM,
utilizando miRNA exosomal que contenia IL-8, TGF-K,
TIMP1, se correlaciona con una respuesta inmunolégica
positiva. También se evidencié que modulan el sistema
inmune, pues al emplear moléculas de suero enriquecido
con exosomas, se induce la expresién de CD163%%3,
Varias investigaciones han utilizado el DNA y los miR-
NA transportados en las EV como método diagnéstico
para gliomas, lo que permitié identificar la metilacién y
las mutaciones especificas de las células parentales y los
tumores originales®*.

En conclusién, los exosomas liberados de las células
tumorales y sus cargas pueden ser biomarcadores de
diagnéstico y prondstico para el seguimiento de los pa-
cientes con diferentes tipos de glioma de alto grado'?%2,

Acidos nucleicos libres de células tumorales (CF-
NAS)

Incluyen DNA circulante (ctDNA) y miRNAs que
transitan en sangre, tanto en plasma como en suero. Se
observan en altas concentraciones en pacientes con cdn-
cer’. Su liberacién al torrente sanguineo estd relacionada
con la apoptosis y la necrosis de las células cancerosas
en el microambiente tumoral. Las células necréticas y
apoptdticas suelen ser fagocitadas por los macréfagos u
otras células captadoras que liberan el DNA digerido al
entorno tisular®>*5.

Cerca del 3.3% del DNA tumoral pasa a la sangre de
forma daria. La cantidad dependerd del estado y tama-
fio del tumor y estd influenciada por la degradacion, la
filtracién de la sangre y la circulacién linfitica. Algunas
células tumorales que circulan en la sangre, y depdsitos
micrometastisicos en sitios distantes, como la médula
6sea y el higado, también contribuyen a la liberacién
de cfNAs*.

Los analisis de DNA circulante permiten detectar
tumores relacionados con alteraciones genéticas y epige-
néticas, que son relevantes para el desarrollo del cancer.
En adicién, se ha demostrado recientemente que los
miRNA circulantes son potenciales biomarcadores en
sangre para la deteccién de cancer™®.

Una desventaja de los ¢fNA estd en que sus niveles
reflejan factores fisiol6gicos y procesos patolégicos que
no son especificos del tumor, ya que hay niveles elevados
en pacientes con lesiones malignas, en comparacién con
sujetos sanos. Esos niveles también estin aumentados en
pacientes con lesiones benignas, enfermedades inflama-
torias y autoinmunes, trauma en tejidos y exposiciones
ambientales®>.

Los dcidos nucleicos son eliminados de la sangre por el
higado y el rifién. Tienen una vida media variable en la
circulacién, va desde 15 minutos hasta varias horas. Sin
embargo, independiente de su tamafio o configuracién,
los ¢fNA se eliminan de la circulacién de manera rapida
y eficiente’®.

Estds moléculas se pueden extraer empleando kits
comerciales, pero estdn sujetas a degradacién rdpida en su
forma libre. Es por lo que se pueden encontrar en EV que
las protege de la degradacién®>. Otras estrategias para
su deteccién son el uso de amplicones y la supresién de
errores digitales durante la secuenciacién, que consiste en
una estrategia en la que se elimina iz sifico los artefactos
de la técnica de secuenciamiento, cuestién que las hace
sensibles a la deteccién de cfNA®.
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Algunos estudios demostraron reduccién en la canti-
dad de cfNA en respuesta a la terapia y aumento asociado
con la recurrencia. Lo anterior sugiere que la cuantifi-
cacién de cfNA sirve para el seguimiento del estado de
la enfermedad. Sin embargo, su cuantificacién como
marcador de la enfermedad es limitada®®.

A continuacién, se explicardn los dos tipos de ¢fNA
encontrados en pacientes con cancer.

DNA circulante (ctDNA): son fragmentos de 150-
200 pb procedentes de células apoptéticas y fragmentos
celulares. Son expulsados por células tumorales como
un mecanismo activo de liberacién de DNA, lo que
puede resultar en una transformacién maligna de células
distantes®!.

Como biomarcador, el ctDNA muestra varias carac-
teristicas favorables. Su corta vida media (<1.5 horas)
lo hace ideal para estudiar los cambios dindmicos en la
homeostasis tumoral. Asimismo, el ctDNA y los perfiles
genéticos de muestras de tejidos tumorales o biopsias
metastdsicas tienen igual capacidad de contener muta-
ciones y cambios en patrones mutacionales. Los ctDNA
son mucho més abundantes que las CTC, se estima que
el nimero de células malignas requeridas para producir
un nivel detectable es de 50x10°, una cantidad mucho
mids pequefia que el promedio de células en un tumor
visible por imagenologia. La tasa de deteccién es mayor
en enfermedad metastdsica avanzada en comparacién
con enfermedad localizada3'3%,

Otras ventajas del ctDNA son su alta especificidad
y que se basa en la localizacién de alteraciones que no
estdn presentes en el DNA normal en niveles apreciables.
Los métodos mis utilizados para la deteccién de ct DNA
son la PCR digital y la NGS, las cuales permiten valorar
mutaciones puntuales, variaciones de nimero de copias y
reordenamientos cromosémicos. Existen otros métodos
basados en fluorescencia, como la tincién con PicoGreen
y la espectrometria ultravioleta (UV'), 0 PCR cuantitativa
(SYBR Green y TagMan)*1>>.

Para los gliomas la BHE no solo es obsticulo en
términos de tratamiento, sino en la identificacién de un
biomarcador eficaz. En comparacién con otros tumores
avanzados, la frecuencia de deteccién de ctDNA para
gliomas es <10% y aproximadamente 40% para el me-
duloblastoma. Es mucho mds baja que la de la mayoria de
las neoplasias malignas (colon, mama, pulmén, prostata,
rifién o tiroides)31:56:57,

Las alteraciones genéticas relevantes, como la me-
tilacién del promotor del gen MGMT, la codeleccién
1p/19q y la expresiéon de EGRFVIII, son detectables en
el ctDNA de pacientes con gliomas de alto grado®”>$.

A pesar de lo anterior, se necesitan mds exploraciones
donde se realice la evaluacién cuantitativa de ¢fNA en
grandes cohortes de pacientes, con pardmetros clinicos
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bien definidos. Tales investigaciones serdn cruciales para
definir los ¢fDNA como biomarcadores de pronéstico.

Micro-RNA (miRNA): los miRNA son moléculas
pequefias de RNA no codificantes compuestas de 18-
25 nucleédtidos, que regulan diferentes procesos como
la proliferacién, el ciclo celular y la apoptosis. También
controlan muchas funciones celulares, en algunos casos
acttian como oncogenes o GST y son el principal compo-
nente de la comunicacién intercelular. Ademads, inhiben
la expresién génica de manera especifica e impiden la
traduccién del mRNA o inducen su degradacién?’354%9,

La alteracién de estos miRNA lleva a anormalidades
en la regulacién de su transcripcidn, procesamiento
y defectos en su localizacién y en la maquinaria que
los sintetiza. De esa manera se provocan mutaciones,
rearreglos cromosémicos y alteraciones epigenéticas.
Esta acumulacién de dafios celulares ocasiona una so-
breexpresion de oncogenes o subregulaciéon de GST y
promueve la carcinogénesis*»®. La mayoria de los perfiles
de expresién de miRNA evaluados en tejidos tumorales
muestran diferencias con respecto a los tejidos sanos.
Ademais,los miRNA tienen caracteristicas especificas de
tejido, debido a que muchos exosomas de células metas-
tasicas reflejan el perfil del miRNA del tejido de origen.
Es por esta razén que se relacionan con el prondstico
(progresién) de la enfermedad®.

Numerosos estudios indican que la expresién alterada
de miRNA estd involucrada en diferentes eventos pa-
togénicos en glioma, pues tienen muchos blancos mo-
leculares (PTEN, Mdm2, TSC1, POLD2, TGFB-RII,
CTGFy CAMTA1)"2.El primer estudio de miRNA en
pacientes con GBM encontré que al inhibir la expresién
de miR-21 aumenta la apoptosis. Este miRNA se asocia
de manera grado-especifica con GBM vy contribuye al
tenotipo de malignidad e inhibe la apoptosis. Su sobreex-
presion se asocia a otros cdnceres (mama, vejiga, laringe,
entre otros)’2. Otras investigaciones encontraron que la
alteracién mds comin en GBM es la sobrexpresion de
miRNA en comparacién con tejido sano, por ejemplo:
la de miR-10b, miR-222 y miR-93354%,61,

Diferentes investigaciones concluyen que miR-130a
tiene una correlacién positiva con respuesta a TMZ,
independiente del estado de metilacién del gen MGMT.
Afirman, incluso, que la regulacién positiva de miR-326
y miR-1304a, asi como la regulacién negativa de miR-323,
miR-329, miR-155,miR-328, miR-124, miR-137, miR-
128, miR-296 y miR-210, implica mejor sobrevida en
pacientes con GBM, con mayor supervivencia libre de
progresién!?®1. Estos descubrimientos sugieren que los
miRNA permiten identificar pacientes de alto riesgo de
progresién temprana antes de la cirugia.

Algunos estudios demuestran que el gen miR-34 es
un posible GST y blanco de transcripcién de p53, pues
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disminuye la migracién e invasién de las células tumora-
les. Ademas, miR-138 actda como un onco-miRNA que
favorece la supervivencia, se expresa en células madre de
glioma (GSC) y puede servir como biomarcador pronds-
tico y blanco terapéutico. Asimismo, la regulacion negati-
va de miR-181b y miR-181c se asocia a mejor respuesta
clinica en pacientes con gliomas de alto grado!1361, Por
lo tanto, es necesario continuar en la busqueda de nuevos
perfiles de miRNA, especificos para GBM y utiles en la
préctica clinica como marcadores para el diagndstico y
el prondstico.

CONCLUSIONES

En oncologia es cada vez mds importante el desarro-
llo de biomarcadores utiles para mejorar el diagnéstico
de la enfermedad, guiar la seleccién de tratamientos y
realizar el seguimiento de los pacientes. Esta revisién
sobre biomarcadores en sangre periférica para gliomas
de alto grado recopila la informacién de cada una de las
estrategias utilizadas para tal fin. Cada vez la lista de estos
marcadores es mds amplia debido, en gran medida, al au-
mento en el nimero de estudios que muestran la biologia
del tumor como herramienta para entender la relacién
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