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Biomarcadores en gliomas de alto grado: revision sistematica

Salvador Manrique-Guzman*
Departamento de Neurocirugia, Centro Médico ABC Observatorio, México, D.F., México

Resumen

Antecedentes: Un biomarcador forma parte de una subcategoria de signos médicos que pueden ser medidos y reproducidos
con precision, y tienen la capacidad potencial de predecir un desenlace. Los procesos bioldgicos estan conformados por
tejidos, células o fluidos. El uso potencial de un biomarcador consiste en la capacidad de identificar la predisposicion a
cierta enfermedad tomando en cuenta la variabilidad y validez. La sistematizacion de los procesos puede reducir los costos
operativos. Actualmente se han descrito cuatro biomarcadores para los gliomas de alto grado: delecion 1p/19q, metilacion
del sitio promotor de O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT), mutacién isocitrato deshidrogenasa 1/isocitrato
deshidrogenasa 2 (IDH1/IDH2) y micro-ARN. En este trabajo se realiza una revision sistematica de la informacion de acuerdo
al protocolo MOOSE para asentar las bases de la utilidad de los biomarcadores en los gliomas de alto grado. Material y
métodos: Se trata de una revision sistemdtica de la literatura de acuerdo a los lineamientos PRISMA y la guia MOOSE.
Se incluyeron todos los articulos publicados en PubMed, Embase y Ovid de enero de 2004 a noviembre de 2014 con las
palabras clave biological markers y glioblastoma que mostraran dentro de su resultados razén de momios (OR) e intervalo
de confianza (IC) al 95%. La extraccion de la informacion fue realizada por un solo investigador. Resultados: Se encontrd
un total de 169 afios de tres buscadores médicos. En PubMed se encontraron 42 articulos, en Embase, 30 y en Ovid, 96.
Conclusiones: Los biomarcadores son herramientas prometedoras para la deteccion temprana de enfermedades como el
glioma de alto grado, asi como para la respuesta al tratamiento. Sin embargo, la falta de estandarizacion en los procesos
metodoldgicos ha retrasado su avance y la replicacion de los ensayos clinicos para la obtener la validez clinica que permita
establecer una prediccion certera del desenlace de los pacientes con cancer, particularmente, con gliomas de alto grado.

PALABRAS CLAVE: Biomarcador. Glioblastoma. Glioma de alto grado.

Abstract

Background: Biomarkers are a subcategory of clinical signs that can be measured and reproduced with precision and influence
to predict outcome. Tissue, cells, and fluid conform the biological process. Biomarker usefulness is to determine and specify
iliness predisposition counting with variability and validity. Process systematization can reduce operative costs. To date, four
major biomarkers have been described for high-grade gliomas: 1p/19q deletion, O6-methylguanine-DNA methyltransferase
(MGMT) promoter mutation, IDH1/IDH2 mutation, and microRNA. In this manuscript we present a systematic review according
to the MOOSE protocol to establish the bases to describe the utility of biomarkers in high-grade tumors. Materials and
methods: We conducted a systematic review of the literature according to the PRISMA and MOOSE guides of all the
published data from January 2004 to November 2014 with the key words: “biological markers”and “glioblastoma”that included
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OR and 95% CI. One researcher performed data extraction and analysis. Results: A total of 169 articles were found in three
major medical search engines: PubMed (42), Embase (30) and Ovid (96). Conclusion: Biomarkers are tools designed for
early detection of specific illnesses such as high-grade glioma. Lack of methodological standardization slows down the

speed of progress. (Gac Med Mex. 2016;152:87-93)
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|ntroducci6n

Un biomarcador se define como una subcategoria
de signos médicos que pueden ser medidos y repro-
ducidos con precision. En conjunto, son caracteristi-
cas objetivamente medidas y evaluadas como un in-
dicador de procesos biolégicos normales, de eventos
patdgenos y de respuesta farmacoldgica al tratamien-
to establecido. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) los define como cualquier sustancia, estructura
0 proceso dentro del cuerpo humano (o su producto)
que puede ser medido vy la influencia para predecir un
desenlace.

El empleo de biomarcadores en la investigacion ba-
sica y clinica se ha convertido en un eje primordial de
los ensayos clinicos y algunos de ellos han sido acep-
tados como validos. Los biomarcadores especificos se
han caracterizado y de forma reiterada han mostrado
proporcionar informacion predictiva sobre el desenla-
ce de una variedad de tratamientos.

Por definicion, los biomarcadores son instrumentos
objetivos y cuantifican las caracteristicas de los pro-
cesos biologicos como en tejidos, células o fluidos. Sin
embargo, no necesariamente se correlacionan con
la experiencia de bienestar o sensacion del paciente.
La ventaja que ofrece el empleo de biomarcadores
como desenlaces subrogados es evidente en estudios
de sobrevida, al mostrar al investigador evidencia so-
bre la eficacia y seguridad del tratamiento. De igual
forma, permite a los investigadores reducir el nimero
de sujetos de experimentacion.

Para identificar biomarcadores de desenlace subro-
gado se requiere determinar su relevancia y validez.
La relevancia de un biomarcador se define como la
habilidad de otorgar informacion clinica relevante de
la pregunta de interés. La validez se refiere a la nece-
sidad de establecer la efectividad de un biomarcador
como un punto de desenlace?.

En la préactica, los biomarcadores incluyen herra-
mientas y tecnologias auxiliares para identificar la causa,
diagnostico, progresion, regresion y desenlace de una
enfermedad?.

En el sistema nervioso central existe una amplia
variedad de técnicas para obtener informacién so-
bre el estado del cerebro, tanto sano como enfermo.
La medicion de medios biolégicos puede ser directa
(sangre, liquido cefalorraquideo [LCR]) o indirecta a
través de estudios de imagen que no requieren la ob-
tencion de un muestra bioldégica pero que pueden
cambiar su composicion’.

Su uso en investigacion se ha incrementado ante la
necesidad de obtener sistemas directos de medicion
de la exposicion ante una enfermedad con el menor
sesgo posible y con potencial de proveer informacion
sobre la exposicion. Los biomarcadores moleculares
brindan al médico clinico y al de investigacién infor-
macion suficiente para entender el espectro de las
enfermedades neurolégicas’.

Clasificaciéon de biomarcadores?®

- Tipo 0: mide la historia natural de la enfermedad
y debe correlacionarse con el tiempo de expre-
sion de las manifestaciones clinicas.

- Tipo 1: tiene efecto en la intervencion.

- Tipo 2: se trata de los marcadores de desen-
lace.

Exposiciones, modificadores
y factores de riesgo

Cuando existe la sospecha de una enfermedad
como consecuencia de la exposicion, los investiga-
dores analizan los factores de la exposicion. La ex-
posicion externa se mide como la concentracion de
toxina en el ambiente inmediato del sujeto. Los cues-
tionarios identifican la exposicion histérica, pero se
requiere la medicion directa (aire, agua, suelo, alimento)
de la dosis, que brinda informacion mas precisa.
Cuando estas toxinas son identificadas en tejidos o flui-
dos, se convierten en biomarcadores. Un biomarcador
gue mide el efecto biolégico de la dosis generalmente
se relaciona con la cantidad de toxina o quimico que se
aloja en el 6rgano blanco!.
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Susceptibilidad genética

La influencia ambiental en la enfermedad puede ser
analizada a través de estudios epidemioldgicos. Las
variantes en los alelos o polimorfismos pueden estar
relacionadas, pero no son deterministicas. Este biomar-
cador existe antes de la enfermedad o el desenlace y
es independiente de otras exposiciones'.

Biomarcadores intermedios

Se relacionan fuertemente con la enfermedad a través
de rutas que llevan a la causa. Pueden ser dependien-
tes de otra causa no conocida y pueden estar relacio-
nados con una exposicion que ya ha sido identificada
0 representan una alteracion causada por la exposicion
gue conlleva la enfermedad?.

Biomarcadores de la enfermedad

El uso potencial de estos biomarcadores abarca la
capacidad de identificar a un individuo destinado a
padecer cierta enfermedad o que estd en su fase
preclinica, asi como de reducir la heterogenicidad de
la enfermedad en ensayos clinicos o estudios epidemio-
l6gicos; reflejan la historia natural de la enfermedad
incluyendo las fases de induccion, latencia y deteccion,
y el objetivo en un ensayo clinico’.

Variabilidad

Se presenta de forma individual e independiente si
el biomarcador representa la exposicion. La variabili-
dad interindividual es consecuencia de la cantidad de
exposicion externa o de la forma en la que las toxinas
son metabolizadas. La variabilidad intraindividual se
relaciona con errores de laboratorio u otras condiciones.
También existe la variabilidad grupal, que habitual-
mente se busca como indicador prondstico’.

Validez

Debe ser considerada y medida como cualquier otra
variable. Los errores de laboratorio pueden ocasionar
errores en la clasificacion e identificacion de los agen-
tes causales. Hay que realizar estudios pilotos para
establecer una confiabilidad razonable. Se deben uti-
lizar el grado de acuerdo a través de andlisis k para
las variables binarias o dicotémicas y el coeficiente de
correlacion intraclase para evaluar el acuerdo de prue-
ba-reprueba y consistencia’.

En la evaluacion de la validez de un biomarcador,
que es compleja, deben contemplarse tres aspectos
fundamentes:

- Contenido de validez: demuestra el grado de
afeccién de un biomarcador para reflejar el feno-
meno bioldgico estudiado.

— Validez de constructo: representa otras caracte-
risticas de la enfermedad; por ejemplo, otro bio-
marcador o manifestacion de la enfermedad.

— Criterios de validez: demuestran la extension de
la correlacién de un biomarcador con una enfer-
medad en particular; habitualmente esta validez
se mide a través de la sensibilidad, la especifici-
dad vy los valores predictivos (positivo y negativo).

Consideraciones practicas:
errores de medicion

Este tipo de errores disminuyen la validez hacia la
enfermedad, y pueden ocurrir dentro y fuera del labo-
ratorio. Pueden suceder durante la recoleccion del
material 0 en el transporte de los especimenes hacia
el laboratorio, repercutiendo en la medicion del bio-
marcador; el almacenamiento incorrecto también pue-
de afectar al resultado. La capacitacion del personal
es esencial. Un manual operativo de procedimientos
con detalles precisos sobre el almacenamiento, la mo-
nitorizacion y el registro de mantenimiento puede fa-
vorecer la disminucion de este tipo de errores'.

Factores confusores

Son todos aquellos factores que alteran la medicién
de un biomarcador. Pueden ser internos (por ejemplo,
el peso del paciente) o externos (por ejemplo, el ma-
terial del laboratorio empleado). Las propiedades indi-
viduales de los biomarcadores deben influir en la in-
terpretacion para que sean incluidos en la investigacion.
La estabilidad bioldgica es de particular importancia si
se pretende preservar por largo tiempo a un biomarca-
dor. El almacenamiento de tejidos o material genético
extraido es costoso, y se debe evaluar el intervalo de
tiempo que se requerird almacenar’.

Costos

Los costos deben formar parte de las decisiones en
la investigacion de biomarcadores. En ensayos clini-
COS con una muestra pequefia quiza no sean repre-
sentativos, pero en un estudio epidemioldgico con un
gran reclutamiento de pacientes se pueden alcanzar
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costos elevados, a menos que el laboratorio cuente ya
con un sistema automatizado que incluso puede redu-
cir el costo por volumen'.

Tejidos y fluidos candidatos
para ser biomarcadores

Casi cualquier muestra de tejido o fluido corporal es
un buen candidato para ser un biomarcador. En algu-
nas pruebas especificas, como la metilacién del ADN,
pueden estudiarse a partir de bloques de parafina.
Para la extraccion de ARN el proceso de conservacion
requiere mayor cuidado. En la mayoria de tumores
primarios la informacion se obtiene a partir de una
biopsia, pero para la detecciéon temprana del cancer
y otras enfermedades no transmisibles se puede ob-
tener a través de fluidos corporales como la sangre
venosa periférica, el epitelio de la cavidad oral o la
saliva, la orina, las heces fecales, el aspirado bron-
quial y, en algunos casos, el musculo y el tejido
adiposo®®,

La revision sistematica y los metaanalisis son herra-
mientas Utiles para resumir la evidencia actual sobre
un pregunta de investigacion con el fin de mejorar su
utilidad en el area de investigacion. Deben ser presen-
tados de una forma clara y veraz’. Por tal motivo, este
trabajo pretende recaudar la informacion necesaria
para sentar la base de la busqueda de biomarcadores
para los tumores primarios de cerebro, que represen-
tan el tumor primario mas comun del sistema nervioso
central. Se estima que la sobrevida no se extiende a
mas de tres afos, con un promedio de 18 meses®.
Afectan a cerca de 20,000 pacientes de EE.UU. cada
afio®.

Biomarcadores en gliomas de alto grado

Mutacion IDH1/IDH2

La secuenciacion de los gliomas de alto grado ha
identificado mutaciones en los genes que codifican
la IDH1 y la IDH2. La mutacién en IDH es especifica
de los gliomas de alto grado; la mutacion IDH2 se
ha encontrado en la leucemia mieloide aguda. Se ha
correlacionado la mutacion con la fase temprana de
gliomagénesis'®. Dicha mutacién en IDH1 se en-
cuentra en el 80% de los gliomas de grados Il y Ill
de acuerdo a la clasificacion de la OMS y en el 10%
de los glioblastomas primarios. La mutaciéon en IDH2
se ha descrito en los gliomas, pero con menor fre-
cuencia’®",

1p/19q

La pérdida en la heterocigosidad por la transloca-
cion del centromero en el cromosoma 1p/19qg se ha
identificado como un marcador atipico para los tumo-
res primarios del sistema nervioso central, con una
frecuencia del 80% para los gliomas de bajo grado,
del 60% para los oligodendrogliomas anaplésicos, del
30-50% para los oligoastrocitomas, del 30% para los
oligoastrocitomas anaplasicos y del 10% para los glio-
mas de alto grado™.

Metilacion del sitio promotor MGMT

El gen MGMT codifica una proteina reparadora del
ADN removiendo el grupo alquilante de la posicion
06 de la guanina a causa del tratamiento de quimio-
terapia alquilante, como la temozolamida'®'4. El pro-
ceso para identificar el estado de metilacién se lleva
a cabo a través de PCR especifica de metilacion
mediante la conversion bisulfito (conversion no meti-
lada a uracilo)®'516, L.a MGMT es una enzima repara-
dora que remueve el agente alquilante de la posicion
06 de la guanina, que ocasiona un mal apareamiento
durante la replicacion celular, induciendo su apoptosis,
que conlleva una mayor sobrevida'’.

Micro-ARN

Son porciones cortas no codificantes de ARN (19-24
nucleotidos) que regulan la expresién de un gen de
forma postranscripcional. Funcionan como regula-
dores clave de multiples procesos biolégicos, como
la proliferacion celular, la diferenciacion celular y la
apoptosis. Pueden funcionar como supresores tumo-
rales u oncogenes®814.16.18-21,

Material y métodos

Se trata de una revision sistematica de la literatura
de acuerdo a los lineamientos PRISMA propuestos por
Liberati, et al., asi como la guia MOOSE para analisis
de revision sistémica y metaanalisis®23,

Busqueda primaria

Se incluyeron todos los articulos de revision de re-
levancia publicados en inglés exclusivamente en Pub-
Med, Medline y Embase, de enero de 2004 a no-
viembre de 2014, que contuvieran OR 95% e IC 95%
con las siguientes palabras clave (MeSH): biological
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Tabla 1. Descripcion de los articulos empleados para la revision

Autor (afo) Casos Pais Histologia
Laxton, et al. (2013)%° 288 Reino Unido Glioblastoma multiforme
Collet, et al. (2011)* 5 Francia Glioblastoma multiforme
Medina Villaamil, et al. (2011)* 28 Espania Glioma de alto grado
Glioma de bajo grado
Yakut, et al. (2007)* 37 Turquia Glioma de alto grado
Demirci, et al. (2012)* 44 Turquia Glioma de alto grado
Jha, et al. (2010)* 101 India Glioma de alto grado
Ma, et al. (2008)*6 72 Alemania/China Glioma de alto grado

markers y glioblastoma. Los articulos se limitaron a
estudios en humanos y poblacion adulta.

Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyeron todos aquellos articulos observaciona-
les que identificaran biomarcadores con gliomas de
alto grado, independientemente del tamafio de pobla-
cién, que tuvieran las siguientes caracterfsticas: OR
95% e IC 95%, que los estudios no estuvieran relacio-
nadosy, en el caso de articulos que se sobrepusieran
en recursos de poblacion, se eligio el articulo méas
reciente o el de mayor poblacion.

Extraccion de la informacion

Un solo investigador extrajo la informacién utilizando
una hoja de evaluacién estandarizada para calificar la
calidad. En caso de discrepancia, se obtuvo por con-
senso a través de un segundo investigador indepen-
diente. De cada articulo se extrajo lo siguiente: autor
principal, afio de publicacion, pais de origen, nimero
de pacientes, OR e IC 95% (Tabla 1).

Control de calidad

Para evaluar la calidad metodoldgica de la investi-
gacion se utilizo el sistema de escala ordinal propues-
to por Steels, et al.?*.

Método estadistico

Los resultados que se consideraron significativos
tuvieron un valor de p que comparara la distribucion

Glioma de bajo grado

por grupos < 0.05. Debido a que se traté de una revi-
sion de la literatura, no se utilizaron pruebas paramé-
tricas ni no paramétricas.

Resultados
Caracteristicas de los articulos incluidos

El objetivo de este trabajo fue identificar la base
cientifica para considerar el uso de biomarcadores en
gliomas de alto grado. Se realizé un flujograma (Fig. 1)
para identificar los trabajos elegibles de acuerdo a los
criterios de inclusion utilizando términos MeSH. En
PubMed se encontraron 42 articulos; en Embase, 30,
y en Ovid, 96%%. De los 168 articulos identificados
sélo seis reunieron los criterios de busqueda para la
revision (autor principal, afio de publicacién, pais de
origen, numero de pacientes, OR e IC 95%).

En la primera fase se eliminaron 6 articulos por en-
contrarse repetidos, 5 carecian de resumen y 54 arti-
culos no contenfan la seccion de resultados, por lo que
finalmente se analizaron a profundidad sélo 6 articulos.
No se identificé ningun articulo del continente ameri-
cano. La publicaciéon con la mayor poblacion contd
con 288 pacientes, todos correspondientes al grado
histolégico de glioblastoma.

Discusion

Los biomarcadores representan un reto para mejorar
el desarrollo de métodos diagnosticos y de tratamien-
to de distintas enfermedades, con particular interés en
los gliomas de alto grado. La comprension de los
procesos biologicos medibles y su significado clinico
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Busqueda en Pubmed:
42 articulos

Busqueda en Ovid:
96 articulos

Busqueda en EMBASE:
30 articulos

Identificacion

l

l l

‘ 19 dtiles ‘ ‘

21 utiles

‘ ‘ 21 utiles ‘

l

6 articulos repetidos ‘

Escudrifio

l

5 articulos fueron

‘ 55 articulos para revision }—»

excluidos por carecer

l de resumen

Elegibilidad

50 articulos se incluyeron
para la revision mayor
y evaluacién

54 manuscritos fueron
eliminados por carecer
de OR e IC 95%

l

Incluidos

6 estudios finales
fueron incluidos

Figura 1. Flujograma para la obtencion de los articulos y su evaluacion para el andlisis.

es indispensable para ampliar la opcion de tratamien-
to para las enfermedades. Durante los ultimos 30 afios
se han realizado grandes ensayos clinicos para identifi-
car biomarcadores en las principales enfermedades,
como las cardiopatias y el cancer. Se ha alentado la
investigacion en este ramo en la ciencia basica y clinica.

En los gliomas de alto grado de ha investigado como
marcador de diagnostico y prondstico la delecion
1p/19q a través de técnicas de hibridacion in situ. Hay
grupos que utilizan otros métodos para detectar la
delecion, como la PCR con microsatélites, que mues-
tra porciones mas grandes de deleciones 1p. Sin em-
bargo, el impacto de la pérdida de 1p 19g no es
consistente en la literatura, y el mejor método diagnés-
tico para esta prueba es la hibridacion por fluorescen-
cia in situ (FISH) con OR 0.39 (0.25-0.60). La pérdida
de 1p y 19g secundaria a la translocacion centromé-
rica inicialmente se asocio a la sensibilidad a la qui-
mioterapia con agentes alquilantes y posteriormente
como una respuesta a la radioterapia. La pérdida de
1p puede predecir la sobrevida en los gliomas de bajo
grado.

Se ha observado que la metilacion del sitio promotor
de MGMT tiene capacidad predictiva en la respuesta
al tratamiento y la sobrevida de los pacientes con
gliomas de alto grado. La diferencia en la sobrevida
entre los pacientes con alta expresion de MGMT y los de
baja expresion es de 8 frente a 29 meses (p = 0.0002)%.
La mutacion de IDH1 es un marcador confiable para
discernir entre glioblastomas primarios, glioblastomas
secundarios y gliomas anaplésicos.

La sobrevida ha sido favorable, de hasta 31 me-
ses, para los pacientes con mutacion de IDH con
OR de 0.33 e IC 95% de 0.25-0.42. En un grupo de
301 pacientes los factores de mejor prondéstico fueron
la mutacién de IDH, la metilacion del sitio promotor
de MGMT vy la edad®. La mayoria de estudios de
metilacion de MGMT se han realizado con extraccion
a partir de bloques de parafina; sin embargo, se ha
mostrado mayor confiabilidad en el resultado cuando
la muestra es procesada en fresco®?’. Los biomar-
cadores pueden ser obtenidos de forma ambulatoria
a través de una muestra de sangre periférica o de
LCR21'38’39.
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Conclusiones

Los biomarcadores son herramientas prometedoras
para la deteccion temprana de enfermedades como el
glioma de alto grado. Sin embargo, la falta de estanda-
rizacion en los procesos metodolégicos ha retrasado
su avance y la replicacién de los ensayos clinicos para
obtener la validez clinica que permita establecer una
prediccion certera del desenlace de los pacientes con
céancer, particularmente, con gliomas de alto grado.
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