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Resumen La aplicaciéon de las diferentes técnicas moleculares para el diagnéstico de los gliomas segun la

clasificacién de la OMS, sigue sin estar al alcance de todos en nuestro pais. Nuestro objetivo fue
describir el protocolo diagndstico desarrollado en funcion de los recursos disponibles, conforme con la clasificacion
vigente (2021). También, describir el perfil epidemiolégico de los gliomas diagnosticados entre 2018-2021 en el
Instituto Roffo y contrastarlo con la literatura. Se evalué la mutacién en IDH1-R132H, ATRX, el estado del 1p19q,
CDKN2A, EGFR y del p53. Se incluyeron 94 pacientes, 53.2% fueron masculinos, con una edad promedio de
50.9 anos. El diagnéstico mas frecuente fue el de GB IDH1-no mutado (63.8%). Considerando Unicamente a los
gliomas grado 2 y 3, el astrocitoma difuso IDH1-Mutado/ATRX-Mutado/p53-sobreexpresado, grado 2 (11.7%) fue
el mas frecuente. En cuanto a su localizacién, el 67% de los tumores se ubicaron en el telencéfalo neocortical:
24.5% del total en el I6bulo frontal. En el 95.7% de los casos se arrib6é a un diagndstico integrado concluyente
siguiendo el algoritmo propuesto. Las caracteristicas epidemiolégicas coinciden con lo publicado en la literatura.
La biologia molecular nos permitié diferenciar nitidamente enfermedades que suponiamos emparentadas desde
un punto de vista histolégico, pero que observando su historia natural, su genética y su respuesta a tratamientos
instaurados eran tumores distintos, aunque todos fueran llamados “gliomas”. Los estandares internacionales no
conciben su diagnéstico sin la biologia molecular. No es aceptable que se siga diagnosticando unicamente con
estandares histologicos. El algoritmo propuesto podria ser una alternativa viable y confiable.
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Abstract Algorithm for the integrated diagnosis of gliomas 2021. Our experience. The utilization of

the different molecular techniques for the diagnosis of gliomas according to the WHO classification
is still not available to everyone in our country. Our objective was to describe the diagnostic algorithm devel-
oped based on available resources, in accordance with the current classification (2021). Also, to describe the
epidemiological profile of gliomas diagnosed between 2018-2021 at the Roffo Institute and compare it with the
international literature. IDH1-R132H and ATRX mutation, as well as 1p19q status, CDKN2A, EGFR, and p53
were evaluated. 94 patients were included, 53.2% were male, with a mean age of 50.9 years. The most frequent
diagnosis was GB IDH1-wild type (63.8%). Considering only grade 2 and 3 gliomas, diffuse astrocytoma IDH1-
Mutated / ATRX-Mutated / p53-overexpressed, grade 2 (11.7%) was the most frequent diagnosis. Regarding
their location, 67% of the tumors were located in the neocortical telencephalon: 24.5% of the total in the frontal
lobe. In 95.7% of cases, a conclusive integrated diagnosis was reached following the proposed algorithm. The
epidemiological characteristics coincide with what has been published in the literature. Molecular biology allowed
us to clearly differentiate pathologies that we assumed were related from a histological point of view, but which,
observing their natural history, their genetics and their response to established treatments were different tumors,
although they were all called “gliomas”. International standards do not conceive CNS tumor diagnosis without
molecular biology. It is not acceptable to continue to diagnose only with histological standards. The proposed
algorithm could be a viable and reliable alternative.
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EXPERIENCIA DIAGNOSTICA EN GLIOMAS 2021

PUNTOS CLAVE
Conocimiento actual

¢ La biologia molecular quedé definitivamente incorporada
al diagnéstico integral de los tumores primarios del siste-
ma nervioso central en la actualizacién de la clasificacion
de la OMS 2016. La aplicacién en la practica diaria de
las diferentes técnicas moleculares sigue sin estar al
alcance de todos los pacientes en nuestro medio.

Contribucion del articulo al conocimiento actual

* Nuestro estudio muestra que el algoritmo propuesto
adaptado a los recursos de una institucion con finan-
ciacién mayoritariamente publica, permitié arribar a un
diagnostico concluyente en el 95.7% de los casos.

Con base tedrica en el Consenso de Haarlem (Paises
Bajos, 2014)", la biologia molecular quedé definitivamente
incorporada al diagnéstico integral de los tumores prima-
rios del sistema nervioso central (SNC) en la actualizacién
de la 42 edicién de la clasificacion de la OMS del afio 2016.

El mayor impacto en términos conceptuales se vio
reflejado en el grupo de los gliomas difusos y los tumores
embrionarios.

Los gliomas en su conjunto constituyen el segundo tipo
tumoral mas frecuente dentro de los tumores primarios
del SNC, precedidos por los meningiomas. El glioblasto-
ma (GB) en particular, es el tumor primario maligno mas
frecuente, hecho que pone en evidencia su importancia
desde el punto de vista de la salud publica?.

La era de la biologia molecular ha llegado para
romper con conceptos histogenéticos centenarios y
de esta manera conocer con mayor profundidad la
naturaleza de los distintos tumores. Si bien en términos
conceptuales existe un consenso homogéneo entre las
distintas instituciones, la aplicacion en la practica diaria
de las diferentes técnicas moleculares, ya sean directas
(PCR, secuenciacion génica, etc.) o por métodos de
subrogacion (inmunohistoquimica; FISH) sigue sin estar
al alcance de todos los pacientes®. Actualmente en la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, solo 3 hospitales
publicos (dos pediatricos y uno de adultos) cuentan con
las herramientas necesarias para hacer un diagnéstico
integral acorde con los estandares internacionales
establecidos en la clasificacion vigente (OMS 2021)%.
Esto es en parte debido a los altos costos asociados
a los insumos requeridos. En el departamento de Ana-
tomia Patoldgica y Biologia Molecular del Instituto de
Oncologia Angel H Roffo de la Universidad de Buenos
Aires, se ha desarrollado una parte sustancial de las
pruebas biomoleculares necesarias para caracterizar a
los tumores gliales.

El objetivo de nuestro trabajo fue describir el protocolo
diagndstico desarrollado en funcion de los recursos dis-
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ponibles en la mencionada institucion, conforme con los
parametros conceptuales expresados en la clasificacion
vigente (OMS, 2021). Fue también nuestro propdsito,
describir el perfil epidemioldgico de los tumores gliales
diagnosticados de forma integral entre los afios 2018-2021
en el Instituto Angel Roffo, y contrastarlo con la literatura
publicada al momento.

Materiales y métodos

El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de inves-
tigacion antes de que se iniciara el estudio y se ha realizado
de acuerdo con los principios establecidos en la Declaracion
de Helsinki de 1975, revisada en 2000.

Se identificaron y analizaron a los pacientes con diagnés-
tico de glioma cerebral difuso analizados en el Instituto de
Oncologia Angel H Roffo, entre enero 2018 y agosto 2021.
Se revisaron las historias clinicas y los estudios comple-
mentarios de los pacientes. El Instituto recibié muestras de
distintas instituciones, mayoritariamente publicas o depen-
dientes de obra social, ubicadas en el Area Metropolitana
de Buenos Aires. Se recibieron muestras tanto para primer
diagndstico, como para revisién, con fecha de obtencion
entre 2014 y 2021. Se llevé a cabo un analisis observacional
epidemiolégico retrospectivo.

Se incluyeron pacientes adultos (igual o mayor a 18 afos
al momento del diagndstico), cuya toma de muestra fue por
una biopsia o por exéresis, con resonancia magnética nuclear
(RMN, 1.5 o 3T) prequirurgica y con material biolégico sufi-
ciente para realizar las pruebas moleculares sugeridas por
la OMS. Se excluyeron pacientes con diagnéstico de ependi-
momas, tumores del plexo coroideo y aquellos en los que no
se pudo obtener un panel biomolecular completo (ver abajo).

Los casos diagnosticados entre el 2014 y el 2020 siguien-
do la clasificacion de la OMS 2007 y 2016, fueron revisados
por un unico neuropatélogo. Se realizé el panel molecular y
el diagnodstico fue reclasificado acorde a la clasificaciéon de
la OMS 2021.

Todos los testeos genéticos se realizaron en el Area
Diagnéstica del Instituto Roffo. El analisis de la mutacion
deshidrogenasa de isocitrato 1 (IDH1) se hizo por inmu-
nohistoquimica (IH) utilizando anticuerpos monoclonales
contra IDH1 con mutacién de arginina a histidina en el
codén 132 (IDH1-R132H, H09, Dianova, Hamburgo, Alema-
nia). También por IH, se teste6 la mutacion de la proteina
alpha-thalassaemia/mental retardation X-linked (ATRX) (clon
AX1, Dianova, Hamburgo, Alemania), la marcacién de p53
(clon D07, Leica, Buffalo Grove, EE.UU.) y la proteina glial
fibrilar acida (GFAP) (clon EP672Y, Roche-Ventana, Oro
Valley, EE.UU.). Finalmente, se analizé por hibridacion in
situ fluorescente (FISH) con sondas ADN especificas la de-
lecién homocigota del inhibidor de quinasa dependiente de
ciclina 2A (CDKN2A), la codelecién 1p/19q y la amplificacién
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
(sondas dual color ZytoLight SPEC CDKN2A/CEN 9; 1p36 /
1925y 19913/ 19913; y SPEC EGFR/CEN 7, Bremerhaven,
Alemania, respectivamente).

Disponiendo de la gran mayoria de los estudios genéticos
necesarios, se adapto el algoritmo diagndstico propuesto por
la clasificacion de la OMS 2021 a los recursos disponibles
con la finalidad de optimizarlos (Fig. 1).

Debido a la naturaleza infiltrativa de los gliomas difusos,
cuando una lesién Unica no presenta un realce tras la in-
yeccion del medio de contraste, la topografia tumoral queda
asignada al sitio donde se reconoce el epicentro de la lesion
en las secuencias T2 y FLAIR. En los gliomas donde si existe
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Fig. 1.— Algoritmo diagndstico integrado propuesto
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realce, su localizaciéon se considera segun el epicentro del
tumor en la secuencia T1 con contraste®.

En funcién de lo expuesto, en el presente trabajo la
topografia tumoral cerebral queda definida siguiendo la
divisién en compartimientos cerebrales propuesta por Ya-
sargil® 7: A) Telencéfalo neocortical: areas compuestas
por seis capas corticales: Iébulo frontal, central, parietal,
occipital y temporal (giros temporales superior, medio
e inferior en su cara lateral y los dos tercios anteriores
del giro tempero-occipital). B) Telencéfalo mesocortical
(sistema paralimbico): compuesto por estructuras con tres
a cinco capas corticales: l6bulo insular, giro del cingulo,
giro parahipocampal, polo temporal y giros orbitarios. C)
Telencéfalo allocortical (sistema limbico): compuesto por
estructuras con dos capas corticales o incluso sin estrati-
ficacién definitiva: la amigdala, el hipocampo y la corteza
piriforme, las regiones sépales y la sustancia innominada.
D) Nucleos centrales: el diencéfalo, los ganglios basales y
el tronco encefalico. E) Ventriculos.

Si una lesién ocupa dos o mas compartimientos, con el
volumen distribuido aproximadamente por partes iguales, sin
tejido nervioso normal interpuesto, la topografia se clasifica
como “combinada”.

Se define a un glioma como multicéntrico, cuando se
presentan dos o mas lesiones en cualquier compartimiento
dado, con cerebro normal interpuesto entre ellas.

Resultados

Se evaluaron 136 pacientes inicialmente, de los cuales
94 cumplieron los criterios de inclusion. El 53.2% fueron
masculinos, con una edad promedio de 50.9 afios (19-84
anos). El 81.9% de las muestras fueron obtenidas luego
de una cirugia de exéresis tumoral. El diagndstico mas
frecuente fue el de GB IDH1-no mutado (60/94 = 63.8%).
Considerando Unicamente a los gliomas grado 2 y 3, el
astrocitoma difuso IDH1-Mutado/ATRX-Mutado/p53-
sobreexpresado, grado 2 (11/94 = 11.7%) fue el mas
frecuente. En cuanto a su localizacion, el 67% de los
tumores se ubicaron en el telencéfalo neocortical: 24.5%
del total en el I6bulo frontal y 13.8% en el parietal.

Hubo dos casos que se categorizaron como gliomas
difusos NOS (not otherwise specified), grado 2, y dos,
grado 3. Es decir que en el 95.7% de los casos se arribo
a un diagnéstico integrado concluyente siguiendo el al-
goritmo propuesto. Las caracteristicas de los pacientes
fueron resumidas en la Tabla 1; la distribucién relativa de
los diagndsticos histolégicos, en la Figura 2.
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TABLA 1.— Caracteristicas clinicas e imagenoldgicas, n = 94

Sexo, n (%)

Masculino 50 (53.2)

Femenino 44 (46.8)
Edad, promedio (rango), afios 51 (19-84)
Hemisferio cerebral, n (%)

Derecho 43 (45.7)

Izquierdo 44 (46.8)

Bilateral 7 (7.4)

Topografia, n (%)

Telencéfalo Neocortical 63 (67.0)
Lébulo frontal 23 (24.5)
Lébulo temporal 12 (12.8)
Lébulo parietal 13 (13.8)
Lébulo central 9 (9.6)
Lébulo occipital 3 (3.2)
Temporo-occipital 1(1.1)
Parieto-temporal 1(1.1)
Parieto-occipital 1(1.1)

Telencéfalo mesocortical 18 (19.1)

Telencéfalo allocortical 4 (4.3)

Nucleos centrales 1(1.1)

Ventriculos 1(1.1)

Multicéntrico 6 (6.4)

Combinado: lébulo frontal-ventriculos 1(1.1)

Elocuencia, n (%)
Elocuente 39 (41.5)
No elocuente 55 (58.5)

Fig. 2.— Grafico de distribucién relativa de 94 diagndsticos
integrados

® Oligodendroglioma, IDH1 mutado y 1p19q codelecionado, grado 3
@ Astrocitoma, IDH1 mutado, grado 3
@ Glioma Difuso NOS, grado 2

@ Glioblastoma, IDH1 no mutado

® Oligodedroglioma, IDH1 mutado y 1p19q codelecionado
@ Astrocitoma difuso, IDH1 mutado

® Glioma Difuso NOS, grado 3

@ Astrocitoma grado 4, IDH1 mutado
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Luego de realizar la revision histoldgica y aplicar las
pruebas biomoleculares a muestras tomadas previas a la
disponibilidad de estas herramientas diagndsticas (n = 47,
periodo 2014-2020), 4 diagnosticos fueron modificados.
Dos GB IDH1-Mutado, fueron re-diagnosticados como
astrocitomas grado 4, IDH1-Mutado; un paciente con
diagnostico original de “glioma anaplasico grado III”, se
reclasificd como “GB grado 4”; y un “oligodendroglioma
grado 2”7, pas6 a “astrocitoma difuso IDH1-Mutado, grado
2”, ante corroborar por FISH la ausencia de codelecion
1p19q.

Discusion

Nuestro estudio muestra que el algoritmo propuesto adap-
tado a los recursos de una institucion con financiacion
mayoritariamente publica, permitié arribar a un diagnds-
tico concluyente en el 95.7% de los casos.

Las caracteristicas demograficas de nuestra poblacion
son comparables con la literatura?.

Las estadisticas publicadas en 2021 de EE.UU. con-
cuerdan con que el GB es el tumor mas frecuentemente
diagnosticado dentro de la categoria glioma (58.4%), tal
como se corrobora en nuestro estudio (63.8%). También
el astrocitoma difuso grado 2, es el tumor mas frecuente
dentro del grupo de los gliomas grado 2 y 3. A diferencia
de lo publicado, nuestro estudio encontré mayor frecuen-
cia de los oligodendrogliomas grado 2 (9%) que de los
astrocitomas difusos grado 3 (5%).

Los reportes epidemioldgicos nacionales son es-
casos. Luego de una revision en la literatura, no se
encontraron trabajos epidemioldgicos que incluyeran al
perfil molecular de los tumores del SNC y que abarca-
sen a todo el pais. Los escasos trabajos encontrados
son reportes epidemioldgicos de instituciones unicas.
Ruiz y col. (2021)8, publicaron su experiencia con 119
gliomas en un Hospital en Rosario, Santa Fe, Argentina.
Sin embargo, los diagndsticos reportados los hicieron
siguiendo la clasificaciéon del 2016 de la OMS, evaluando
unicamente la mutacion en IDH1-R132H y la presencia
de codelecion 1p19q. Esta diferencia con nuestro trabajo
hace imprecisas ciertas comparaciones, dado que en el
2021 se agregaron mas criterios moleculares (CDKN2A,
EGFR, etc.). Por ejemplo, el grupo reportd un 8.4% de
astrocitomas anaplasicos IDH1 no mutado; este diag-
nostico no estd mas en la clasificacion OMS 2021. Por
otro lado, observamos que este grupo reporté que el
GB IDH1-no mutado fue el diagndstico mas frecuente
(65.6%) y que el astrocitoma difuso IDH1-Mutado, grado
2 fue el diagndstico mas frecuente de los gliomas grado
2 en su serie (6.72%), en concordancia con nuestra
experiencia.

Lo novedoso de la visidn integrada del diagndstico
de los tumores del SNC es que, por ejemplo, los oligo-
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dendrogliomas y los astrocitomas difusos tienen mas en
comun en términos de historia natural y vias genéticas
de desarrollo entre ellos, que los astrocitomas difusos
con los astrocitomas pilociticos, aunque lleven el mismo
nombre. Otro aspecto a destacar, inherente a los GB
grado 4 IDH-no mutados, es que estas lesiones cons-
tituyen un tipo tumoral unico (con sus distintos subtipos
morfoldgicos y moleculares) y no constituyen el estadio
final del espectro evolutivo de los gliomas intermedios
(secuencia Grado 2-Grado 3-Grado 4)*%1°. Justamente,
uno de los mayores aportes fue diferenciar a los GB IDH
no mutados de los previamente nominados GB IDH muta-
dos o GB secundarios (ahora considerados astrocitomas
difusos grado 4 IDH mutados). Otro gran aporte fue que
la gradacion (1 al 4) ya no solo depende de caracteris-
ticas morfolégicas sino también genéticas. Por ejemplo,
la sola presencia de la delecién homocigota CDKN2A en
un astrocitoma difuso IDH mutado, lo ubica en un grado
4, independientemente de la falta de un aval histoldgico.
La biologia molecular nos permitié diferenciar nitidamente
afecciones que suponiamos emparentadas desde un
punto de vista histoldgico, pero que observando la historia
natural, sus caracteristicas imagenoldgicas, mutaciones
genéticas y la respuesta a los tratamientos instaurados
eran claramente tumores distintos, aunque todos fueran
llamados “gliomas”. Es opinion de los autores que el hecho
de agrupar entidades tan disimiles dentro de una misma
categoria (la de “gliomas”), favorece la confusion en térmi-
nos conceptuales al momento de estratificar la naturaleza
de las distintas lesiones en estudio. El propdsito principal
de la nueva clasificacion de la OMS, es esclarecer los
limites de cada entidad y asi mejorar nuestra compresion
y construccién conceptual.

Asi también, creemos que se debe dejar de utilizar el
término “bajo grado” para referirse a los gliomas supra-
tentoriales del adulto grado 2. Conceptualmente genera
confusién dado que todos los gliomas de este conjunto
indefectiblemente, tarde o temprano, progresan a grados
mas agresivos. A diferencia de los grado 1 (por ejemplo
los astrocitomas pilociticos o los gangliogliomas), su re-
seccion completa no equivale a su curacion, aunque si a
un aumento significativo de la supervivencia y a un retraso
de su progresion. Por lo tanto, proponemos la utilizacion
del término “grado intermedio”, para diferenciarlos de los
verdaderos bajo grado.

Finalmente, encontramos y corroboramos una “co-
herencia interna” dentro del panel biomolecular tal como
esta publicado en la literatura'. En situacién de escasez
de recursos materiales que se encuentran valorados en
moneda extranjera, se puede seguir su racionalidad para
mejor la administracion de los mismos. La literatura y la ex-
periencia demuestran que las mutaciones en ATRX/p53 y
la codelecién 1p/19q son eventos moleculares mutuamente
excluyentes. Asi, se podria plantear que ante la presencia
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de un caso con morfologia de astrocitoma difuso, IDH y
ATRX mutado y p53 sobreexpresado, podria prescindirse
de evaluar la codelecién 1p/19qg. Por otro lado, ningun
glioma IDH no mutado presenta esta codelecion, por lo
que su evaluacion en estos tumores no tendria sentido,
optimizando de esta manera el manejo de los recursos.

Reconocemos las limitaciones del algoritmo propuesto,
como es no contar con el estudio completo de las res-
tantes mutaciones de los genes IDH1 e IDH2, aunque la
mutacion analizada en nuestro trabajo es la que se en-
cuentra en el 88% de los casos, aproximadamente'. Otra
limitacion es que tampoco se evaluaron las mutaciones
del promotor del gen TERT ni de las alteraciones en los
cromosomas 7 y 10*. El algoritmo es una adaptacién del
propuesto de la OMS y bajo ningun motivo lo conside-
ramos superior al mismo. A pesar de esto, se sustenta
en la bibliografia, permitiendo abarcar mas del 95.7%
de los diagndsticos en un medio sin acceso publico a la
secuenciacion genética®.

Los avances hechos en los ultimos cinco afios cambia-
ron la forma de entender a los gliomas. Los estandares
internacionales no conciben su diagnéstico sin la biologia
molecular. Ante la imposibilidad de acceso a este recurso
en una gran cantidad de instituciones publicas y consi-
derando el peso relativo dentro de las enfermedades del
SNC que tienen en la salud poblacional, observamos un
problema que debe ser considerado. No es aceptable
que después de 7 afios de su introduccion y 5 desde su
inclusién en la clasificacion OMS, se siga diagnosticando
unicamente con estandares histologicos. El algoritmo
propuesto podria ser una alternativa viable y confiable.

Conflicto de intereses: Ninguno para declarar
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