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Busqueda de nuevos biomarcadores genéticos en gliomas de alto
grado

Search for new genetic biomarkers in high-grade gliomas
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Resumen

Los gliomas de alto grado son los tumores cerebrales mas comunes dentro de las neoplasias del sistema
nervioso central (SNC); presentan una sobrevida media de solo 18 meses, debido principalmente a su
resistencia a las diferentes estrategias terapéuticas. A la fecha, el Unico tratamiento que ha logrado aumentar
algunos meses la sobrevida de los pacientes con estos gliomas es el protocolo disefiado por Stupp et al. (2005),
que consta de una cirugia junto con temozolamida (TMZ) y radioterapia (RT) adyuvante. Sin embargo, aunque
prolonga hasta 18 meses la vida de los pacientes, alin carece de valor pronoéstico sensible y/o especifico.

Hasta ahora sélo existen tres marcadores moleculares de relevancia clinica para esta enfermedad; sin
embargo, el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos detecté un grupo de individuos (“respondedores
excepcionales”) que parecen tener una supervivencia mas larga asociada a la hipermetilacion del promotor
del gen MGMT. Estudios recientes sugieren que en los “respondedores excepcionales” hay otros factores
genéticos no descritos aln, involucrados en la reparacion de dafos en el ADN.

En esta revision se sugiere emplear la reparacion del ADN como un biomarcador cuando los pacientes
con gliomas de alto grado son tratados con los genotdxicos TMZ y RT. Ademas, se describen con detalle tres
técnicas que permiten cuantificar la inestabilidad genética de estos pacientes: la deteccion de Micronlcleos
(MN) en linfocitos de sangre periférica mediante el método de Fenech, la deteccion de MN en reticulocitos
de sangre periférica mediante citometria de flujo, y el Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH).

Palabras claves: diagnéstico, genética, pronostico, reparacion del ADN, sangre, valor predictivo de las
pruebas

Abstract

High-grade gliomas are the most common brain tumors within central nervous system (CNS) neoplasms; they
have an average survival of only 18 months, mainly due to their resistance to different therapeutic strategies.
To date, the only treatment that has managed to improve in some months the survival of patients with
these gliomas is the protocol designed by Stupp et al. (2005), which consists of surgery paired with adjuvant
temozolamide (TMZ), and radiotherapy (RT). However, despite prolonging the life of patients up to 18 months,
it still lacks a sensitive and/or specific prognostic value.

So far, there are only three molecular markers of clinical relevance for this disease; however, the National
Institute of Health of the United States, detected a small group of individuals (“exceptional responders”) that
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seem to have a longer survival associated with hypermethylation of the promoter of gene MGMT. Recent
studies suggest that in “exceptional responders” there are other genetic factors not yet described involved

in DNA damage repair.

In this review the use of DNA repair as a biomarker is suggested when patients with high-grade gliomas are
treated with genotoxics TMZ and RT. Furthermore, three techniques that allow quantification of the genetic
instability of these patients are detailed: detection of Micronuclei (MN) in peripheral blood lymphocytes by
Fenech method, detection of MN in peripheral blood reticulocytes by flow cytometry, and Sister Chromatid

Exchange (SCE).

Keywords: diagnosis, genetics, prognosis, DNA repair, blood, predictive value of the tests

INTRODUCCION

Los gliomas son los tumores méas comunes del sistema
nervioso central (SNC) en adultos, originados en
la glia, estructura conformada por astrocitos, oli-
godendrocitos y ependimocitos, precursores de los
astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas,
respectivamente (Bleeker et al. 2012; Olar y Sulman
2015). Ademas de la anterior clasificacion histologica,
estos tumores han sido agrupados, por la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS), de acuerdo con el
grado de malignidad, en dos grupos mayores: focales
o difusos (Louis et al. 2016). Cuando el glioma es
focal, es de margenes circunscritas y puede ser de
grado I (pilocitico o de células gigantes), o de grado
II o ITI conocido como xantoastrocitoma pleomérfico;
por el contrario, los gliomas difusos presentan mar-
genes infiltrantes y pueden ser astrocitomas grado I
(aquellos usualmente curables con cirugia), grado 11
o0 astrocitomas difusos infiltrantes, grados I1I o astro-
citoma anapldsico y grado IV o glioblastomas (GBM)
que se caracterizan por la proliferacién celular y
vascular, el pleomorfismo celular y la necrosis. Los
tumores grados III y IV se denominan gliomas de alto
grado, siendo los tumores cerebrales mas comunes
y candidatos para el tratamiento complementario a
la cirugia con temozolamida (TMZ) y radioterapia
(RT) adyuvante, conocido como Protocolo STUPP
(Louis et al. 2007; Marumoto y Saya 2012; Olar y
Sulman 2015).

Entre las neoplasias primarias del SNC, los gliomas
son los tumores més comunes, con una incidencia de
13/100.000 habitantes/ano siendo los mas frecuentes
los gliomas de alto grado (7/100.000) y entre estos,
los astrocitomas (5/100.000). Las tasas promedio
de supervivencia son 7 afios para los gliomas de
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bajo grado, 3 afios para los astrocitomas anaplasicos,
y solo 1,4 anos en los GBM (Ferlay et al. 2015).
International agency of research on cancer (IARC
2018) reporté que, en las regiones de Centro y Sur
América, los canceres de cerebro y SNC fueron la tre-
ceava causa de morbilidad y mortalidad, con 29.539
nuevos casos y 11.000 muertes, dado un incremento
significativo en la tasa de mortalidad en paises como
Brasil y Colombia (Ostrom et al. 2014; Pineros et
al. 2016). IARC (2018) reporté para Colombia que
los tumores cerebrales, incluidos los gliomas de alto
grado, ocupan la posicion 15 para los diferentes tipos
de céncer en incidencia y mortalidad con 1884 y 1176
casos respectivamente (Ferlay et al. 2015; Pardo y de
Vries 2017).

La supervivencia media de los pacientes con este
tipo de tumores es muy corta, principalmente por
la resistencia al protocolo de terapia mas utilizado
en el mundo conocido como STUPP (Stupp et al.
2005; Stupp et al. 2009), tnico tratamiento que ha
logrado mejorar, en algunos meses, la sobrevida de
los pacientes con gliomas de alto grado (Louis et
al. 2007; Louis et al. 2016). De ahi la apremiante
necesidad de encontrar biomarcadores prondstico;
esta busqueda ha progresado para los gliomas de
bajo grado (Hartmann et al. 2011; Guan et al. 2014;
Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2015),
pero ha sido esquiva en los de alto grado, especial-
mente en los GBM (Cohen y Colman 2015; Eckel-
Passow et al. 2015). Como tratamiento de segunda
linea, algunos pacientes en recaida son llevados a una
nueva cirugia; también se recurre al tratamiento con
el antiangiogénico bevacizumab y los quimioterapéu-
ticos irinotecdn (CPT-11) o yemozolomida (Balana y
Cardona 2008; Mittal et al. 2015).
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En la actualidad, existen tres marcadores molecula-
res de relevancia clinica para este tipo de patologia: la
deteccién de la co-deleccién 1p/19q, el estado de me-
tilacion del promotor del gen MGMT y mutaciones
en los genes IDH1 y 2 (Takahashi et al. 2013; Cohen
y Colman 2015; Wang et al. 2015; Pace et al. 2017).
Pero a pesar de los avances recientes en la terapia,
aun no se ha encontrado un factor prondstico sensible
y/o especifico. El Instituto Nacional de Salud de
los Estados Unidos reporté un pequeno grupo de
individuos que parecen presentar una supervivencia
mas larga (“respondedores excepcionales”) asociada
a la hipermetilacién del promotor del gen O%-metil-
Guanina-ADN metiltransferasa (MGMT) (Krex et
al. 2007; Felsberg et al. 2009; Mellai et al. 2009).
Sin embargo, estudios recientes muestran que en los
“respondedores excepcionales” pueden existir otros
factores genéticos prondsticos, como la respuesta al
dafio en el ADN, por lo cual es necesario su estudio y
comprensiéon (Mullard 2014; Sheridan 2014). Otros
marcadores, utilizados como segunda opcién en el
diagnostico y prondstico de la enfermedad, son las
mutaciones en los genes ATRX y p53 y la activa-
cion del gen del factor de crecimiento epidérmico 111
(EGF-v/1IT) (Marumoto y Saya 2012; Ruda et al.
2015; Alentorn et al. 2015). Recientemente, se han
adicionado a la lista la hiper-metilacién del promotor
de los genes TERT y p16 y la expresion de Olig2 y
PDGFRA (Eckel-Passow et al. 2015).

En la presente revision se describe cémo se puede
emplear la reparacién del ADN como biomarcador
de respuesta gendémica global asociada a la respuesta
reparativa individual al tratamiento con los genoto-
xicos TMZ y RT, en los pacientes con gliomas de
alto grado. Para tal fin, se realiz6 una busqueda en
PubMed con los descriptores en inglés “High grade
gliomas”, “Biomarkers” y “ADN Repair”, con una
ventana de bisqueda entre los afios 2005 y 2019 (375
articulos).

BIOMARCADORES EN GLIOMAS BASADOS EN
LA REPARACION DEL ADN

Es bien sabido que el tratamiento con el protocolo
STUPP genera, en los pacientes con gliomas de alto
grado, danos en el ADN como quiebres de cadena
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sencilla (SSB) y quiebres de cadena doble (DSB),
inducidos por la radiacién ionizante y el agente al-
quilante TMZ.

La TMZ induce muerte celular, principalmente por
la generacién del aducto O%-metil-Guanina (O°MeG)
en el ADN (Roos et al. 2009; Quiros et al. 2011). Sin
embargo, las células cuentan con la enzima suicida
O%-metil-Guanina-ADN metiltransferasa (MGMT),
proteina reparadora del ADN que remueve el gru-
po alquilo de la posiciéon O° de la guanina y O*
de la timina que ocasionan malos apareamientos
durante la replicacién celular, y en buena medida
contrarresta estas metilaciones, permitiendo que las
células resistan ciertos niveles de aductos metilantes.
En consecuencia, la actividad de MGMT combinada
con un estado de hipermetilacién de su promotor,
aumentan su capacidad reparadora. Asi, la sobreex-
presién del gen O%-metil-Guanina-ADN metiltrans-
ferasa (MGMT) y de su proteina MGMT, se utilizan
como marcadores predictivos para la respuesta de
los gliomas de alto grado, pues esta enzima elimina
la citotoxicidad de los aductos alquilantes generados
por la TMZ (Quiros et al. 2011; Alentorn et al. 2015;
Ranjit et al. 2015).

Cuando la cantidad de enzima MGMT no es sufi-
ciente para reparar este tipo de lesién, el aducto
O5MeG se procesa por la via de reparacién de mal
apareamiento de bases (MMR); sin embargo, como
esta via requiere dos rondas de replicacién del ADN,
se pueden generar facilmente DSB que, al no ser
reparados, desencadenan la apoptosis en las células
tumorales (Brandes et al. 2006; Takahashi et al. 2013;
Minniti y Enrici 2014; Ranjit et al. 2015). Si esta via
es saturada por la cantidad de dano acumulado en los
tejidos, aumenta el niimero de mutaciones en algunas
neoplasias cerebrales (Brandes et al. 2006; Bleeker et
al. 2012; Minniti y Enrici 2014).

La RT usualmente se realiza en dosis citotoxicas,
generando danos a través de dos mecanismos de
accién: 1) Directo, al inducir lesiones sobre el ADN
como oxidacién de bases danadas, sitios abédsicos,
SSB y DSB. Si el dafio no es reparado, y en particular
los DSB, la célula va directamente a la muerte a
través de una catdstrofe celular. 2) Indirecto, don-
de se producen radicales libres que inducen muerte
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celular en los tejidos a través de la produccion de
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), las cuales
pueden atacar el ADN, generando principalmente
DSB (Begg et al. 2011).

A dosis sub-citotéxicas (menores a IC50) las células
se pueden proteger contra DSB a través de dos vias
de reparacién: la unién de extremos no homologos
(NHEJ) y la recombinacién homdloga (HR). La
NHEJ es el mecanismo de reparacion predominante
en los organismos multicelulares y en las células
diferenciadas en GO (Roos et al. 2009; Quiros et al.
2011). A diferencia de la NHEJ, la HR es el principal
mecanismo de reparacién de DSB libre de errores,
donde una croméatida toma como molde a su hermana
para realizar la reparacién y se genera un ICH; esta
respuesta al dano provoca un aumento de los niveles
de ICH en la célula (Tokuda y Bodell 1988; Lim et
al. 2014a).

Otro tipo de dano generado por el protocolo STUPP
son los SSB, detectados por la proteina PARP; si
no se realiza la reparacién de esta lesién a nivel
nuclear, un SSB no reparado podria generar un DSB
en la siguiente fase de replicacién, si se trata de
célula proliferativa o indiferenciada. En este contexto
resultan interesantes las observaciones que PARP
se encuentra sobre-expresada en tejidos tumorales
cerebrales y es indetectable en cerebro sano, por lo
que se le considera un marcador para gliomas de alto
grado. De hecho, su presencia en GBM se asocia a
senalizacion apoptoética, tanto en este tipo de tumor
como en muchos otros canceres (Javle y Curtin 2011;
Galia et al. 2012; Gil Del Alcazar et al. 2016).

En la actualidad, se pueden detectar, por diferentes
métodos, las alteraciones en la reparacién del ADN
en pacientes con gliomas de alto grado tratados con
TMZy RT (Galia et al. 2012) y su relacién con la res-
puesta terapéutica. Los tres métodos para detectar
dano genético que permiten buscar correlacién con
susceptibilidad, prondstico y respuesta terapéutica
en estas neoplasias son los siguientes:
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DETECCION DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS DE
SANGRE PERIFERICA MEDIANTE EL METODO DE
FENECH

El ensayo de microntcleos (MN), en linfocitos de san-
gre periférica, detecta clastogénesis y aneugénesis,
como por ejemplo, rupturas o pérdida cromosémicas,
fenémeno que es multicausal, aunque generalmente
estd ligado a errores en la replicacion del ADN y
rompimientos cromatidicos o cromosdémicos, causa-
dos por la exposicién celular a radiaciones ionizantes
0 genotoxicos como los alquilantes del ADN, o a una
combinacién entre exposicion y variaciones indivi-
duales en la respuesta al dano genotéxico (Chang
et al. 2011). Los fragmentos cromosémicos acéntri-
cos o los cromosomas rezagados en anafase, quedan
excluidos durante la ana-telofase y no se incorporan
correctamente al nticleo de la célula hija, generan-
do un MN visible al microscopio éptico. Lo mas
frecuente es que el efecto genotdxico observado en
forma de MN, provenga de fragmentos cromosémicos
acéntricos, por ejemplo, del efecto clastogénico que
es el evento méds comun (Bonassi et al. 2007; Araldi
et al. 2015).

Fenech y colaboradores (1999) publicaron los pri-
meros estudios usando MN como biomarcador de
genotoxicidad al correlacionar la frecuencia elevada
de MN en linfocitos de sangre periférica con un
aumento en el riesgo de padecer cancer (Fenech et
al. 1999; Bonassi et al. 2007), porque las alteraciones
citogenéticas hacen parte del fenotipo tumoral, de
acuerdo a la hipétesis que el dafio cromosémico esta
involucrado directamente en la etiologia del cancer
(Bloching et al. 2000; Murgia et al. 2008).

El uso de los MN, como marcador de susceptibilidad
a cancer, esta validado por muchos estudios donde se
han encontrado niveles elevados de MN en linfocitos
de sangre periférica de pacientes con cancer antes de
la quimioterapia o la RT y también en pacientes afec-
tados con enfermedades congénitas propensas a can-
cer como el sindrome de Bloom y la ataxia telangiec-
tasia (Bonassi et al. 2007; Murgia et al. 2008; Chang
et al. 2011), lo que evidenciaria la presencia en sangre
circulante de factores genotoxicos de naturaleza ain
desconocida, o una posible propensién a padecer la
enfermedad, como se ha observado en otros estudios
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sobre diferentes tipos de cédncer (Fenech et al. 1999;
Bloching et al. 2000; Bonassi et al. 2007; Murgia et
al. 2008; Chang et al. 2011; Araldi et al. 2015).

Un estudio demostré la asociacion entre la aparicién
de cancer pancreatico y el nivel de inestabilidad cro-
mosémica (frecuencia de MN) en linfocitos de sangre
periférica, al comparar 346 pacientes con adenocar-
cinoma pancreatico y una poblacién de 449 controles
sanos (Chang et al. 2011). Sin embargo, aunque
la estadistica es claramente significativa [odds ratio
(OR): 8,32, 95 % confidence interval (CI): 5.06-13.67,
p < 0,001], es dificil establecer la relacién causal
entre el aumento en el nimero de MN y el riesgo de
padecer la enfermedad, pues este aumento puede ser
consecuencia de la patologia (causalidad reversa) o
el reflejo de una susceptibilidad individual a eventos
que causan inestabilidad genémica (Chang et al.
2011).

Esta técnica suministra informacién relevante con
respecto a la respuesta al dano pues permite deter-
minar si es un evento clastogénico o aneugénico; sin
embargo, tiene la desventaja que toma mucho tiempo
en el procesamiento de la muestra, pues incluye un
cultivo que tarda varios dias y sélo se analizan 1000
eventos/célula/persona. Aunque de replicarse este ti-
po de resultados tendrian el potencial de convertirse
en un instrumento de ayuda para detectar personas
en alto riesgo, ademas de ser un método efectivo y
sencillo en cuanto a la obtencién de las muestras
y el andlisis de resultados. En efecto, una de las
estrategias mas prometedoras para la prevencion del
cancer es el desarrollo y validacién de biomarcadores
que puedan anticiparse al diagnéstico clinico.

DETECCION DE MICRONUCLEOS EN RETICULOCI-
TOS DE SANGRE PERIFERICA MEDIANTE CITOME-
TRIA DE FLUJO

Otro método que cuantifica la inestabilidad cromo-
sémica es la detecciéon de MN en reticulocitos (RET)
a través de citometria de flujo; esta alternativa au-
tomatizada acorta los tiempos de andlisis y aumenta
el poder estadistico incrementando hasta en 20X el
numero de células analizables/muestra (Dertinger et
al. 2007a; Hanahan y Weinberg 2011; Balmus et al.
2015; Barrera et al. 2018), en comparacién con el
método convencional de Fenech de MN en linfocitos
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de sangre circulante, el cual requiere visualizacién
microscopica y pre-cultivo celular para inducir bi-
nucleacién (Fenech et al. 1999; Bonassi et al. 2007;
Dertinger et al. 2007b; Fenech et al. 2011).

Las bases conceptuales de esta metodologia se re-
fieren a la poblacién de eritroblastos mitoticamente
activa, como precursores de eritropoyesis en la médu-
la ésea, los cuales expulsan sus nicleos pocas horas
después de la tltima mitosis, dando origen a las cé-
lulas enucleadas denominadas eritrocitos inmaduros
o RET, blancos de observacion inicial para el test
original in vivo de MN obtenidos en extendidos de
médula ésea de ratones, estandarizado por Schmid
en 1975 (Schmid 1975; Araldi et al. 2015).

En la citometria de flujo la deteccion de MN se
realiza mediante la tincién diferencial de los RET
utilizando el anticuerpo anti-CD-71, detector de la
transferrina, proteina especifica para esta poblacién;
ademas, teniendo en cuenta que los RET son simila-
res en tamano a las plaquetas, pueden diferenciarse,
filtrarse y descartarse empleando anti-CD-61, sin
necesidad de realizar pre-cultivo en presencia de un
mitégeno (Bonassi et al. 2007; Chen et al. 2010).
Sin embargo, este método MN-RET tiene algunas
desventajas tales como, el citémetro no distingue si
una célula tiene un MN o varios, a pesar de la baja
probabilidad de ocurrencia y no permite distinguir
si la micronucleacion fue causada por efecto clasto-
génico o aneugénico. Esto iltimo se puede investigar
con la técnica convencional de Fenech combinada con
hibridacién in situ fluorescente (FISH) (Balmus et al.
2015).

Dertinger y colaboradores (2007), fueron los prime-
ros en estandarizar esta técnica y demostrar que ha-
bia un incremento en el nimero de MN en pacientes
expuestos a medicamentos antineoplasicos (Dertin-
ger et al. 2007a). Otro estudio, realizado por Barrera
y colaboradores (2018), demostré que existe una po-
sible predisposicién genética de pacientes con gliomas
de alto grado, dados los altos niveles de inestabilidad
cromosdémica in vivo encontrados al compararlos con
controles sanos (Barrera et al. 2018).

La deteccién de MN por citometria de flujo en RET
humanos es una técnica rapida, moderna, eficiente
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y con alta sensibilidad, comparada con los andlisis
convencionales basados en la técnica de linfocitos
binucleados y podria constituirse en una nueva he-
rramienta que puede validar este biomarcador para
predecir y detectar tempranamente el cancer.

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH)
COMO MEDIDA DE INESTABILIDAD

En las células mitéticas el ADN, previamente dupli-
cado en la fase S del ciclo celular, se condensa y forma
dos copias de cada cromosoma unidas por el cen-
tromero. Cada cromosoma estd conformado por dos
cromatidas hermanas idénticas (Wilson y Thompson
2007), en las cuéles puede ocurrir recombinacién so-
maética por ruptura y reunién de las cadenas de ADN
generando un ICH. Las evidencias encontradas por
Wilson y colaboradores (2007) indican que cada ICH
es el resultado de un evento reparativo generado por
defectos post-replicativos, alquilaciones, ligamentos
cruzados y los mecanismos de reparacion asociados
con ellos, mediados por la estructura de Holliday. Por
lo anterior, un ICH se considera una manifestacién
citolégica de un evento de reparacién del ADN y
puede detectarse por métodos de marcaje del ADN
durante su replicacién, usualmente con bromo-2-
deoxi-uridina (BrdU), andlogo de la timidina (Kaina
2004; Wilson y Thompson 2007).

Considerando que los ICHs representan una manifes-
tacion de recombinacién homologa post-replicativa,
tedricamente no existe pérdida de material genético,
ni cambios en la morfologia cromosémica por lo cual
no se consideran letales para la célula, no generan
mutaciones si la reparaciéon es correcta y tampoco
producen cambios en la informacién genética (Wilson
y Thompson 2007; Lim et al. 2014a).

Algunos quimioterapéuticos, como los agentes al-
quilantes, inducen DSB los cuales son altamente
perjudiciales para la integridad estructural de los
cromosomas. Para contrarrestar este dano, las células
cancerosas inician la respuesta de dano del ADN,
donde los DSBs son detectados por el complejo MRN
(Mrell, Rad50 y Nbsl), que se traslada rapidamente
al lugar del dano y recluta a Ataxia-Telangiectasia
mutada, resultando en una cascada de fosforilacién
que termina con la detencién temporal del ciclo celu-
lar y la reparacion del ADN, generando un aumento
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de los niveles de ICH en la célula (Haglund et al.
1980; Tokuda y Bodell 1988).

Inicialmente, la cuantificacién de ICHs sirvié para
establecer que el efecto de la quimioterapia es bio-
acumulativo y persistente, ya que se determiné la
presencia de ICH nueve meses después de la culmina-
cion del tratamiento en muestras de sangre de ninos
con linfomas malignos (Haglund et al. 1980). Otros
estudios analizaron el efecto en la induccién de ICH
con bajas concentraciones de quimioterapéuticos co-
mo alquilantes, antibidticos, antitumorales, produc-
tos naturales y antimetabolitos, lo cual muestra que
la técnica de ICH es muy sensible para detectar
genotoxicidad potencial (Banerjee y Benedict 1979;
Tokuda y Bodell 1988).

Desafortunadamente, los GBM son particularmente
resistentes al tratamiento convencional STUPP, ge-
nerando recurrencia de los tumores cerebrales, asi
que la resistencia a la TMZ se puede determinar por
el aumento en el nimero de ICH en pacientes (Gil
Del Alcazar et al. 2016). La falta de respuesta al
tratamiento de estos tumores, podria deberse prin-
cipalmente a factores intrinsecos, como fallas en la
recombinacién homologa, anomalias en el punto de
control del ciclo celular y de resistencia adquirida de
los tumores al farmaco (Lim et al. 2012; Lim et al.
2014b; Gil Del Alcazar et al. 2016).

Esta técnica tiene varias ventajas, como la deteccién
inicial y sensible de la accién directa o indirecta de
mutagenos quimicos, los cuales producen aductos del
ADN; ademds, se puede realizar in vitro e in vivo
(en diferentes tejidos) y es reproducible. Como des-
ventajas presenta discrepancia en la relaciéon con su
significancia biolégica, pues no existe una correlacién
entre el nimero de ICH con el nimero de lesiones
sobre el ADN, ademas hay que sumarle el efecto
sinérgico que puede tener el BrdU con los mutagenos
analizados.

CONCLUSIONES

Estas tres pruebas podrian evaluar el tipo de dano
generado en la célula al inferir el mecanismo de
reparacién activado para restaurarlo, asi: los MN
en células binucleadas y los MN-RT resultan de
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eventos clastogénicos recientes asociados con los DSB
generados por la RT o por el efecto post-replicativo
de aductos, ambos cuantificados en tipos de célu-
las diferentes, reticulocitos y linfocitos, respectiva-
mente; y los ICHs estan asociados a la reparacion
post-replicativa que generan los aductos alquilantes
producto de la quimioterapia con TMZ. Dada la
facilidad de las técnicas empleadas para evaluar la
reparaciéon del ADN, es muy factible y econémico
su empleo como posible biomarcador, al compararlo
con otro tipo de técnicas moleculares; ademas, las
tres técnicas podrian ser complementarias y dar un
panorama completo sobre la inestabilidad genética
de los pacientes. Los resultados obtenidos de futuras
investigaciones podrian evidenciar que la superviven-
cia del paciente esta correlacionada con el aumento
de esta inestabilidad.

Sin embargo, la investigaciéon de biomarcadores en
gliomas de alto grado es todo un reto, dada la rareza
y la diversidad genética de estos tumores. Por esta
razon es necesario continuar con la captacién y el
estudio sistematico de nuevos pacientes y el disenio de
nuevas estrategias para la deteccion temprana de la
enfermedad, a partir de biomarcadores genéticos es-
pecificos como el caso de la reparacién del ADN, que
actien como herramientas ttiles para el monitoreo
y/o anélisis de la historia natural de la enfermedad.
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