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BEV: bevacizumab

CX: cirugia

DMR: respuesta al dafio por TMZ

GB: glioblastoma

GBYT'PH: glioblastoma segun la nueva clasificacion 2021
GSC: células madre

HRa: cociente de riesgos instantaneos ajustado

HRc: cociente de riesgos instantaneos no ajustado
KPS: indice funcional de Karnofsky

LCR: liquido cefalorraquideo

MMR: sistema de reparaciéon de dafos

OA: oligodendroglioma anaplasico

OAA: oligoastrocitoma anaplasico

OMUT-IDH, pl19q/G3:
OS: sobrevida global

PARP1: poli [ADP-ribosa] polimerasa 1

QT: quimioterapia

RT: radioterapia

SLP: sobrevida libre de progresion

NGS: Next Generation Sequencing

SNC: sistema nervioso central

SNV: variacién de nucleoétido simple

TMZ: temozolomida

TMZ-R: con resistencia adquirida

TMZ-S: sensibles a TMZ

VAF: frecuencia de variante del
Indels: inserciones y deleciones

VCN: variacion en el numero de copias

OMS-4°%%: edicién del 2016 de la Organizacién Mundial de la Salud
OMS-5°%: edicion del 2021 de la Organizacién mundial de la Salud
AMUT-DHIG34. 5strocitoma (equivale al astrocitoma anaplésico)

98G: metilacién en la posicién 06 de la guanina

Oligodendroglioma (equivale al oligodendroglioma anaplasico

alelo
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RESUMEN

El tratamiento en los pacientes con gliomas de alto grado incluye
radioterapia y temozolomida (protocolo Stupp). La temozolomida metila las
guaninas del ADN, lo cual conlleva a errores de apareamiento entre la
guanina y la citosina, cambiandose esta ultima por timina, activando el
sistema de reparaciéon de errores de emparejamiento del ADN denominado
MMR, el cual repara solo la cadena con la timina, dejando intacta la que
tiene la guanina metilada. Estos errores generan apoptosis celular en las
células cancerigenas. No obstante, algunos pacientes no responden a la
temozolomida, ya que tienen un mecanismo de reversién de la metilacion
mediante la enzima O°-metilguanina-ADN-metiltransferasa.

La transcripcion del gen que codifica para la proteina esta regulada por la
metilacion de su promotor. Los promotores metilados bloquean Ia
produccion de la enzima, mientras los no metilados favorecen su
transcripcion. Se ha tratado de utilizar este biomarcador como un factor
predictor de respuesta del tratamiento. Sin embargo, al relacionarlo con el
tratamiento, si bien en los pacientes en que tienen metilado el promotor
disminuye el riesgo de muerte en el 49%, en los que no lo tienen metilado
también disminuye el riesgo de muerte en un 31%, lo cual sugiere la
existencia de otros genes involucrados en la resistencia a la temozolomida
y otros mecanismos de accién del medicamento.

Objetivos: evaluar los genes mutados asociados con cancer y su utilidad
como factor prondstico de respuesta en pacientes con glioma de alto grado
a la segunda recaida.

Metodologia: es un estudio observacional ambispectivo de cohorte, donde
la ocurrencia del evento se registré6 durante el seguimiento. Se pretendié
dar respuesta al principio de plausibilidad biolégica a través de la
explicacion de que la presencia de mutacion en los genes de las personas
con diagndstico de glioma de alto grado antecede la aparicion de la
segunda recaida en la cohorte en estudio; esto controlado por variables
confusoras y de interaccion. Se captdé un grupo de 31 pacientes con
gliomas de alto grado, a los cuales se les realizo la caracterizacion clinica,
imagenologica y patoldgica. Se realizdé el secuenciamiento de 324 genes
relacionados con diferentes tipos de cancer y posteriormente se realizé un
analisis estadistico para determinar los genes que mas se relacionaban con
la resistencia al tratamiento. Finalmente, se realiz6 un analisis
bioinformatico para determinar el efecto de las mutaciones en los genes e
identificar las rutas metabodlicas afectadas en estos pacientes.
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Resultados: fueron incluidos en la investigaciéon 31 pacientes con gliomas
de alto grado, a los cuales se les realiz6 secuenciacion de 324 genes
asociados a diferentes tipos de cancer, encontrandose 185 genes con 322
mutaciones diferentes (130 drivers y 192 de significado incierto), lo que permitio
reevaluar el diagnostico histolégico en 4 pacientes y definir que los genes
relacionados con la segunda recaida de los pacientes con glioma de alto grado,
luego del uso de temozolomida en el protocolo Stupp y metronémica, fueron
PIK3C2B con un HR ajustado 82,37 (IC95% 8,36-811,67, p=0,000), KIT con un
HR 10,24 (IC95% 2,42-43,34, p=0,002), ERBB3 con un HR 13,20 (IC95% 2,77-
62,77, p=0,001) y MLH1 con un HR 850 (IC95% 1,83-39,45, p=0,006).
Adicionalmente se encontré que con estas mutaciones posiblemente se altera la
via metabodlica RTK-PISK-AKT-mTOR vy el sistema de reparaciéon MMR.

Conclusiones: teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede sugerir la
busqueda de mutacién en los PIK3C2B, ERBB3, KIT y MLH1, que en conjunto con
la informacién suministrada sobre la metilacion del promotor del gen que codifica
para la enzima O°-metilguanina-ADN-metiltransferasa, puede ayudar a tener
argumentos mas precisos para el prondstico de los pacientes con gliomas de alto
grado que son tratados con temozolomida. El andlisis bioinformatico, permitid
caracterizar la mutacién y analizar el impacto en las vias relacionadas con cancer,
confirmando los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de pruebas
estadisticas.

Palabras clave: glioma, temozolomida, fracaso del tratamiento, analisis de
secuencia, mutacién (Mesh)
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ABSTRACT

Treatment in patients with high-grade gliomas includes radiotherapy and
temozolomide (Stupp protocol). Temozolomide methylates DNA guanines, which
leads to mismatches between guanine and cytosine, changing the latter to
thymine, activating the DNA mismatch repair system called MMR, which repairs
only the strand with the thymine, leaving intact the one with the methylated
guanine. These errors generate cell apoptosis in cancer cells. However, some
patients do not respond to temozolomide since they have a methylation reversal
mechanism through the enzyme O6-methylguanine-DNA-methyltransferase.

The transcription of the gene that codes for the protein is regulated by the
methylation of its promoter. The methylated promoters block the production of the
enzyme, while the unmethylated ones favor its transcription. Attempts have been
made to use this biomarker as a predictor of treatment response. However, when
relating it to treatment, although in patients with methylation of the promoter the
risk of death decreases by 49%, in those without methylation the risk of death also
decreases by 31%, which suggests the existence of other genes involved in
resistance to temozolomide and other mechanisms of drug action.

Objectives: to evaluate mutated genes associated with cancer and their
usefulness as a prognostic factor for response in patients with high-grade glioma to
second relapse.

Methodology: it is an observational, cohort, ambispective study, where the
occurrence of the event was recorded during follow-up. It was intended to respond
to the principle of biological plausibility by explaining that the presence of a
mutation in the genes of people diagnosed with high-grade glioma precedes the
appearance of the second relapse in the study cohort; this controlled for
confounding and interaction variables. A group of 31 patients with high-grade
gliomas was recruited, who underwent clinical, imaging, and pathological
characterization. The sequencing of 324 genes related to different types of cancer
was carried out and later a statistical analysis was carried out to determine the
genes that were most related to resistance to treatment. Finally, a bioinformatic
analysis was performed to determine the effect of the mutations in the genes and
to identify the metabolic pathways affected in these patients.

Results: 31 patients with high-grade gliomas were included in the research, who
underwent sequencing of 324 genes associated with different types of cancer,
finding that there were 185 mutated genes with 322 different mutations (130 drivers
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and 192 of uncertain significance). ). ), which allowed us to re-evaluate the
histological diagnosis in 4 patients and define that the genes related to the second
relapse of patients with high-grade glioma, after the use of temozolomide in the
Stupp and metronomic protocol, were PIK3C2B with an adjusted HR 82 .37 (95%
Cl 8.36-811.67, p=0.000), KIT with HR 10.24 (95% CI| 2.42-43.34, p=0.002),
ERBB3 with HR 13.20 (95% CI 2.77-62.77, p =0.001) and MLH1 with a HR 8.50
(95% CI 1.83-39.45, p=0.006). Furthermore, it was found that with these mutations,
the RTK-PI3K-AKT-mTOR metabolic pathway and the MMR repair system are
possibly altered.

Conclusions: considering the results obtained, the search for mutations in
PIK3C2B, ERBB3, KIT and MLH1, which together with the information provided on
the methylation of the promoter of the gene that encodes the enzyme O6-
methylguanine-DNA-methyltransferase, can help to have more precise arguments
for the prognosis of patients with high-grade gliomas who are treated with
temozolomide. The bioinformatics analysis allowed characterizing the mutation and
analyzing the impact on cancer-related pathways, confirming the results obtained
from the application of statistical tests.

Keywords: glioma, temozolomide, treatment failure, sequence analysis, mutation.
(Mesh)
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1 FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Segun el Registro Central de los Tumores del Sistema Nervioso Central de los
Estados Unidos (CBTRUS) la tasa de incidencia anual registrada entre el 2014 y el
2018 para los tumores primarios del sistema nervioso central (SNC) fue de 24 por
100.000 habitantes (1). De esta corresponde 7 por 100.000 a los tumores
malignos, siendo la mitad de ellos gliomas de alto grado (HGG) (1) y que segun la
clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de los tumores del
SNC 42 edicion del 2016 (OMS-4°%) serian el glioblastoma multiforme (GB), el
astrocitoma anaplasico (AA), el oligodendroglioma anaplasico (OA) y el
oligoastrocitoma anaplasico (2), que proyectado para Colombia, serian unos 3.500
nuevos casos al afio (3).

En el 2021 se publicé la 52 edicion de clasificacion de tumores del SNC de la OMS
(OMS-5%) y en ella corresponderian a los HGG los ahora denominados familia de
los gliomas difusos del adulto compuesta por el GB no mutado, silvestre o “wild-
type” para IDH (GB""™'P" por su sigla en inglés), el astrocitoma mutado para IDH
grados 3 y 4 (AMUTPHG34y v o] oligodendroglioma mutado para IDH, con
codelecion 1p/19q, grado 3 (QMUT-PHP19/G3) (1),

En el GBY™™" que es el mas frecuente y agresivo, se ha estandarizado su
manejo, que consiste en una reseccion quirurgica lo mas amplia posible, seguida
de un protocolo denominado Stupp (PS), que consiste en radioterapia (RT) y
quimioterapia (QT) con temozolomida (TMZ) concomitante, seguida de TMZ
adyuvante (5). EI PS se estandarizo a partir de la evidencia reportada en un
estudio que incluyo 573 pacientes y en el que se reportd luego de una mediana de
seguimiento de 28 meses, una mediana de supervivencia global de 14,6 meses
con RT mas TMZ y de 12,1 meses con RT sola (5). En este estudio se encontrd un
cociente de riesgos instantaneos no ajustado (HR) para la muerte en el grupo de
RT mas TMZ de 0,63 (IC95% 0,52 a 0,75; P <0,001). La tasa de supervivencia a
dos anos fue del 26,5% con RT mas TMZ y del 10,4% con solo RT. El tratamiento
concomitante con RT mas TMZ resultd en efectos toxicos hematolégicos de grado
3 04 enel 7% de los pacientes (5).

Actualmente es posible detectar la metilacion del promotor del gen que traduce la
enzima O°-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT) en cuyo caso no se
produciria la enzima que revierte el efecto de la TMZ, lo cual se esperaria se

tradujera en una respuesta optima (6), pero un estudio mostro que esta respuesta
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puede variar cuando el analisis de la metilacion se realiza a través de reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) ya que en los que tienen metilado el promotor solo
disminuye el riesgo de muerte en un 49% (HR 0,51; 1C95% 0,31-0,84) y en los que
no tienen metilado el promotor, que tienen la enzima MGMT, disminuye el riesgo
de muerte en un 31% (HR 0,69; IC95% 0,47-1,02) (7).

Se analiz6 la edad como factor pronostico con un HR: 1,01(95%IC 0,99-1,02,
P=0,47) y predictor con un HR: 0,36 (95%IC 0,99-1,03 P=0,36. El estado cognitivo
a través del minimental con un HR prondstico de 0,94 (95%IC 0,89-0,98, P=0,007)
y predictor con un HR 0,93 (95%1C0,89-0,98, p=0,04). El uso de corticosteroides al
iniciar la PS o la RT con un HR prondstico de 1,41 (95%IC 0,97-2,04) y predictor
HR 1,39 (95%IC 0,96-2,00). El recibir TMZ mas RT (versus RT) no pudiéndose
encontrar el HR pronostica y el predictor fue 0,68 (95%IC 0,45-1,02, P=0,06). La
metilacion del promotor (versus no metilacién) con un HR pronostico <0,41 (95%IC
0,29-0,57) y un HR predictor 0,49 (95%IC 0,32-0,76) p=0,001. La metilacion del
promotor de la MGMT y PS (versus no metilacion o RT) no pudiéndose encontrar
el HR pronostica y un HR predictor de 0,71 (95%IC 0,37-1,35, p=0,29) (7).

También se ha demostrado el valor pronéstico de la codelecion 1p/19q por FISH
(8) y de la mutacién de la IDH por IHQ (9). Se ha analizado la importancia de tener
mutaciones BRAF, alteraciones en el promotor de TERT y la expresion de Ki67 y
p53 (10) encontrandose que estas dos ultimas pueden tener valor prondstico (10).
También se ha documentado la importancia de una adecuada reseccién quirurgica

(11).

Basado en ello, al tener la entrevista con un paciente con un HGG y su familia, se
les puede explicar la importancia pronostica del estado cognitivo ya que si se
encuentra que el paciente no tiene deterioro cognitivo (minimental entre 27 y 30
puntos), tendra un mejor pronéstico, pero este va a variar a medida que desciende
el puntaje. Si en el informe de patologia se reporta que el tumor tiene la codelecion
1p/19q y la mutacién de la IDH (o sea que es un QW PHIP194G3) “y3 5 tener una
evolucion mas favorable que quien tiene solo la mutacion de la IDH (que tendria
un AMUTPHG34) v este a su vez, mejor pronostico que el que quien no tiene la
mutacion de la IDH (que lo caracterizaria como un GB"™"°"). Que con un bajo
Ki67 y una baja expresion de p56 el prondstico es mejor y que si tiene metilado el
promotor de la MGMT, va a tener una evolucibn mas favorable,
independientemente si recibe PS o solo RT.

Al no tenerse un biomarcador predictor de respuesta, a todos los pacientes adultos
menores de 70 afios y con un estado funcional dado por la escala de Karnofsky
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(KPS) mayor de 70, independientemente de la necesidad de corticosteroides, se
les ofrece el PS. En los unicos pacientes en los que la metilacion del promotor de
la MGMT tendria valor predictivo de respuesta, es en los pacientes mayores de 70
afos, con un adecuado KPS, en los que, con el fin de evitar toxicidad, si tienen
metilado el promotor de la MGMT se prefiere TMZ y en los que no lo tienen
metilado RT.

Se esta entonces ofreciendo la alternativa de suministrar TMZ concomitante y
adyuvante a todos los pacientes, a sabiendas de que no a todos les va a servir y
bien la TMZ no tiene toxicidad acumulativa y es bien tolerado, no deja de tener
toxicidad hematoldgica idiosincrasica y molestias como disminucion transitoria de
los elementos formes de la sangre, constipacion y a veces dolor abdominal tipo
célico.

Se debe tener en cuenta entonces que la respuesta a la TMZ es variable, ya que
puede darse resistencia intrinseca o fallo a la terapia por resistencia adquirida
pocos meses después de iniciada (12). Por esta razén fue necesario evaluar los
genes mutados asociados con cancer y su utilidad como factor prondstico de
respuesta en pacientes con glioma de alto grado a la segunda recaida, por medio
del analisis de biologia molecular que permitié profundizar en los mecanismos de
resistencia a la TMZ para encontrar marcadores bioldégicos que aportaran
argumentos pronésticos (13).
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1.2 Justificacion

Para el 2018 en Estados Unidos, los tumores del SNC representaron
aproximadamente un 1,4% de los nuevos diagndsticos de cancer y causaron el
2,6% de las muertes por esta enfermedad (14). En Colombia no se tiene registro
de la incidencia de los HGG. Un estudio observacional retrospectivo y descriptivo,
tomo las bases de datos de registros de cancer de base poblacional para el
periodo 2003-2012, sin restriccion de grupo etario encontrando reportados 775
pacientes adultos y 123 nifios con diagndstico nuevo de tumor del SNC. Los mas
frecuentes en la edad pediatrica fueron los neuroepiteliales seguidos de los
embrionarios y los ependimarios, y para los adultos fueron los tumores
neuroepiteliales, los meningiomas y los hematolinfoides. La sobrevida global a seis
meses, un afio, dos afos y tres afios, en la poblacidon pediatrica fue de 49,9 %,
35,2 %, 21,4 % y 15,3 %, respectivamente; para los adultos fue del 70,2 %, 58,9 %,
43,3% y 35,4 % (3).

Inicialmente los pacientes con HGG se trataban solo con cirugia (CX).
Posteriormente se adiciono la RT. El manejo medico oncolégico complementario a
la CX y la RT ha tenido un abordaje terapéutico que ha variado acorde a la
disponibilidad de nuevas moléculas a través del tiempo. En la década de los 90 se
usaron alquilantes tipo nitrosoureas de primera generacion como el carmustine
(BCNU) y el lomustine (CCNU) hasta la década del 2000 que estuvo disponible el
alquilante de segunda generacién, de la familia de los triazenos la TMZ. El uso la
TMZ como parte de la PS se estandarizo en el mundo a partir de la publicacion del
Dr. Stupp en el 2005, en el que se reportd un aumento en la mediana de sobrevida
a 14,6 meses con la PS vs. 12,1 meses con solo RT, (5). lo cual se ha corroborado
por otros (15) y con similares resultados reportados en Colombia (16). A la recaida
se utilizan varios esquemas, dentro de ellos la temozolomida a dosis
metronémicas (TMZm) (17).

Teniendo en cuenta que hay un porcentaje de la poblacion que no responde
adecuadamente a la PS, se han buscado biomarcadores que permitan identificar
la causa de no respuesta como seria la no metilacion del promotor del gen MGMT
que permite la transcripcion de la enzima MGMT, la cual revierte el efecto de la
TMZ en la célula tumoral. Este biomarcador no es lo suficientemente sensible ni
especifico ya que se encontrd solo una diferencia de aproximadamente el 18% de
riesgo de muerte entre los pacientes que tenian el promotor metilado (HR: 0,51
IC95% 0,31-0,84) y no metilado (HR: 0,69 IC95% 0,47-1,02), por lo que
independiente de esta, todos los pacientes adultos menores de 70 afios con HGG,
reciben el PS.
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Es importante buscar otros biomarcadores (18-20), prondsticos y que permitan
explicar con mayor certeza a los pacientes y sus familias el problema y seleccionar
los candidatos ideales para el uso de TMZ y una forma de encontrarlos es buscar
las alteraciones gendmicas implicadas en la resistencia innata ya que mas o
menos la mitad de los pacientes que reciben la PS progresan a pesar de este y
adquirida ya que el 60% de la mitad de los que inicialmente responden, recaen a
los pocos meses, debido posiblemente una nueva produccion de MGMT
dependiente de la desmetilacion del promotor, nuevos ARN no codificantes,
modificacidon en la metilacion de las histonas y otros alteraciones gendémicas (21).

El advenimiento de la secuenciacion de nueva generacién (NGS), ha permitido
profundizar en la biologia molecular del cancer, especialmente en los HGG que
por su complejidad y cortos desenlaces ha servido como punta de lanza para este
analisis (22). En Colombia se habian tipificado, entre otras, desde el punto de vista
gendémico hispanos con gliomas de bajo grado (LGG) (23). Al expandirse el
acceso de la prueba NGS y la gendmica computacional se han encontrado un
numero importante de nuevas mutaciones y alteraciones epigenéticas que
permiten reclasificar los pacientes, buscar nuevos biomarcadores y optimizar el
uso de medicamentos existentes o la implementacién de nuevas terapias
denominadas blanco dirigidas, favoreciendo la individualizaciéon del tratamiento
(22).

Actualmente se cuenta con varias plataformas de NGS que albergan una gran
cantidad de genes, entre ellas quiza la mas completa es la de FoundationONE
CDx (F1-CDx) que analiza 324 genes relacionados con cancer. Esta tecnologia
adquiere relevancia ya que no solo permite reclasificar los pacientes previamente
informados en base a la hematoxilina-eosina (H-E) (24), inmunohistoquimica (IHQ)
y otros analisis previos a la NGS (25,26), sino encontrar los genes relacionados
con la resistencia al uso de TMZ, para lo cual se utilizara F1-CDx, en pacientes
que han recibido TMZ, de lo cual no hay reportes a la fecha (27).

En esta investigacion se efectudé un perfilamiento genémico exhaustivo a la
segunda recaida en pacientes con HGG, luego del uso del PS y de TMZm,
identificando los genes que estaban relacionados con una mayor probabilidad de
resistencia a la TMZ, teniendo como fuente fundamental la informacién genética
aportada por la plataforma NGS; estas mutaciones se pueden asociar al analisis
del promotor de la MGMT para tener una mayor certeza pronostica en los
pacientes con glioma de alto grado.
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1.3 Pregunta de investigacion

¢Cudles son los genes mutados asociados con cancer que tienen un valor
pronostico en pacientes con gliomas de alto grado a la segunda recaida?
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2 MARCO TEORICO

2.1 Gliomas de Alto grado

En la OMS-5°¢ del 2021(24) se modifica la clasificaciéon de los HGG
omitiendo el termino oligoastrocitoma y definiéndose la familia de los
gliomas difusos infiltrantes del adulto, que queda conformada por el GB""™
'PH "en el que se pueden encontrar en porcentajes variables mutacién del gen del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), mutacion del promotor del gen de la
telomerasa de la transcriptasa inversa (pTERT), la trisomia del cromosoma 7 y
monosomia del 10, con una mediana de sobrevida de 14,6 meses (5); el AMYT
IPH/G2-4 an el que se pueden encontrar mutacion del gen de la alfa-talasemia con
retraso mental ligado al cromosoma X (ATRX), de la proteina tumoral supresora
TP53 (TP53) y del gen inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 2A
(CDKN2A/B), con mediana de sobrevida de unos 4 afios (28); y el OM'T
IDH.1p/1909/G2-3 oy @] que se pueden estar mutado el promotor de TERT, la mutacion
del gen capicua que da origen a una proteina represora transcripcional (CIC), el
gen que da origen a la proteina 1 de unién al elemento upstream Far (FUBP1), el
gen que transcribe la proteina 1 homologa de muesca del locus neurogénico
(NOTCH1) y codelecion del brazo corto del cromosoma 1 y del brazo largo del
cromosoma 19 (1p/19q), con mediana de sobrevida de unos 7 afios (29).

1.1.1 Epidemiologia

La incidencia y prevalencia de los tumores del SNC estd documentada de manera
imprecisa porque hasta el 2003 no era necesario informar los tumores benignos y
la enfermedad metastasica en el cerebro sigue sin informarse adecuadamente
(30). Las principales fuentes de datos para los Estados Unidos incluyen el SEER
(programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales) y el CBTRUS cuya
base de datos es el mas grande registro poblacional, centrandose en los tumores
del SNC. La tasa de incidencia media anual ajustada por edad, utilizando la
poblacién estandar de EE. UU de 2000 (AAAIR) de todos los tumores del SNC
malignos y no malignos fue de 24,71 por 100.000 habitantes (AAAIR maligno =
7,02 y AAAIR no maligno = 17,69). Esta tasa general fue mayor en el sexo
femenino (27,62 frente a 21,60 por 100.000) y en las personas no hispanas en
comparacion con las hispanas (25,09 frente a 22,95 por 100.000) (31).

En relacién con la incidencia, la histopatologia maligna del encéfalo mas frecuente

fue el GB (14,2 % de todos los tumores y el 50,1 % de todos los tumores
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malignos), y la histopatologia no maligna mas frecuente fue el meningioma (39,7
% de todos los tumores y 55,4 % de todos los tumores no malignos). El GB fue
mas comun en los hombres y los meningiomas fueron mas comunes en las
mujeres. En nifios y adolescentes (de 0 a 19 afos), la tasa de incidencia de todos
los tumores del SNC primarios fue de 6,20 por 100.000 habitantes. Se espera que
se diagnostiquen aproximadamente 93.470 casos nuevos de tumores del SNC
malignos y no malignos en la poblacién de EEUU en 2022 (26.670 malignos y
66.806 no malignos) (14).

En cuanto a la mortalidad, hubo 84.264 muertes atribuidas a tumores del SNC
malignos entre 2015 y 2019. Esto representa una tasa de mortalidad anual
promedio de 4,41 por 100.000 habitantes y un promedio de 16.853 muertes por
afo. La tasa de supervivencia relativa a cinco afnos después del diagnostico de un
tumor maligno del SNC fue del 35,7 %, mientras que para los tumores no malignos
del SNC del SNC la tasa de supervivencia relativa a cinco afios fue del 91,8 %
(32).

En Colombia, la incidencia reportada para el 2017 en seis ciudades, oscilé entre
2,6 y 4,5 por 100.000 habitantes y la mortalidad, entre 0,4 y 5,2 por 100.000
habitantes (3). En otro estudio en Colombia, bidireccional, con 171 pacientes con
HGG tratados con el PS, se reporté que la edad promedio era de 56 afos (17-84
anos), 97 pacientes eran hombres (56%), 82% tenian GB y de estos el 62% fueron
GB primarios (16).

2.1.1 Diagnéstico clinico

En los pacientes con tumores cerebrales, las manifestaciones clinicas de los
pacientes varian, en algunos pacientes se pueden tener una evolucion rapida de
los sintomas, usualmente indica un mayor grado de malignidad y por el contrario,
una evolucion larga esta asociada a tumores menos agresivos (33).

La presentacion de esta sintomatologia se puede separar en dos grupos: aquellos
ocasionados por un aumento de la presion intracraneana (HTE) como la cefalea y
aquellos que dependen de la localizacion del tumor (focalizacion); es de anotar
que hay sintomas que pueden ser ocasionados por cualquiera de los dos
mecanismos como las crisis convulsivas, que se presentan en el 65% de los
pacientes, siendo luego de la cefalea, la segunda presentacién clinica mas
frecuente en el momento del diagndstico (34), especialmente en los pacientes con
OMUT-IDH,1p/19q/G2-3 (35)
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Dentro del primer grupo, o sea aquellos causados por HTE, se encuentran la
cefalea que es el sintoma inicial y mas comun ya que se presenta en mas del 50%
de todos los pacientes y se caracteriza por ser global, aumentar con las maniobras
de valsalva y despertar el paciente en las horas de la madrugada (36). Otros
sintomas son las obscuraciones o sea la perdida subita y momentanea de la visién
que no necesariamente esta asociada a papiledema (37), pérdida progresiva del
campo visual ya que este cada vez se va haciendo mas tubular (38), vomito
brusco y no precedido de nauseas (en proyectil), rigidez de la nuca (aun sin tener
meningitis) y desviacion lateral de la cabeza. A medida que la HTE aumenta, se
puede observar papiledema y en un 40% pueden tener alteracion en el nivel de
conciencia (39).

El otro tipo de sintomas, son los causados por la localizaciéon del tumor y se
producen por la irritacion o destruccién del parénquima cerebral. Estos sintomas
son producto del area afectada. Alteraciones afectivo-comportamentales por
lesiones del lébulo frontal, déficits neuroldégicos de tipo motor o sensitivo si el
paciente tiene el tumor en el |6bulo parietal contralateral; alteraciones visuales
generalmente por lesiones en Iébulo occipital; alteraciones de la memoria o el
lenguaje en l|ébulos temporales, alteracion del equilibrio por lesiones en fosa
posterior y compromiso de pares y vias por lesiones de tallo cerebral, entre otros
(40).

2.1.2 Confirmacién imagenoldgica

El diagnostico clinico se corrobora con imagenes. En los servicios de urgencias,
generalmente se tiene acceso a la tomografia axial computarizada (TAC) que
usualmente permite la deteccion inicial de la lesion y tiene utilidad en el
postoperatorio inmediato para descartar sangrado (41). En los centros que no se
cuente con resonancia magnética cerebral (MRI) y se decida intervenir sin esta, la
TAC preoperatoria debe ser con medio de contraste yodado (42). Este mismo
examen tienen utilidad en el posoperatorio inmediato (primeras 72 horas) para
descartar sangrado y tener una idea del porcentaje reseccién quiruargica (41).

El complemento ideal a la TAC inicial es la resonancia magnética cerebral (RM)
contrastada de ser posible con técnicas avanzadas, esto es perfusion, difusion y
en ocasiones espectroscopia. Los gliomas difusos del adulto son hipointensos en
T1, hiperintensos en T2, y el coeficiente de difusion aparente (ADC) lo delimita,
debido a la alta celularidad (43). Los astrocitomas difusos tipo adulto mas
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el AMUT-IDH/G3-4 el OMUT-IDH,1p/19q/G3.

agresivos como el GBV™PH y , generalmente
captan el contraste y los GB" """ generalmente tienen un area necrética central
(44).

El manejo quirurgico de los gliomas va a depender de la edad del paciente, el
estado funcional dado por la escala de Karnofsky (KPS), comorbilidades vy
localizacién del tumor, entre otros. En los HGG una de las mayores dificultades en
su enfoque, lo representa la heterogeneidad dentro del lecho tumoral, usualmente
con partes de bajo y partes de alto grado, por lo que si no hay una correlacion
entre la patologia y la imagen, la conducta se define en junta interdisciplinaria de
Neuro-oncologia (45).

En la espectroscopia en gliomas usualmente se observa un pico de colina (Cho)
que indica viabilidad tumoral, no se tendra pico de n-acetil-aspartato (NAA), ya que
este existe solo en las neuronas, y en algunos GB con necrosis se observara pico
de lactato y mioinositol, que seran mas evidentes si existe radionecrosis (46). La
espectroscopia puede ayudar a diferenciar gliomas de bajo y al grado y si se
detecta un pico de 2a ketoglutarato (2aKG) , se puede inferir que la lesidén esta
mutada para IDH (44).

En ciertos casos y como soporte al neurocirujano se utilizan la MRI funcional y la
tractografia. Como complemento a la espectroscopia o0 en los casos en que esta
no tendria utilidad ya que el sitio no es propicio o puede existir contaminacién por
fluidos vecinos, se puede diferenciar tumor de radionecrosis mediante el estudio
de medicina nuclear O-(2-["®F]fluoroethyl)-L-tyrosine-(FET) (FET-PET-Scan) con
aminoacidos como la tirosina y la metionina (47).

2.1.3 Cirugia

Para el manejo quirurgico es conveniente el uso de técnicas que permitan precisar
al maximo tanto el tamafio como la localizacion del tumor. Avances como la
biopsia estereotaxica que se basa en un sistema de localizacion del tumor con
fiducias mediante un sistema geométrico para localizar el punto mas adecuado
para la biopsia; los sistemas de navegacion, que son instrumentos informaticos
que fusionan las imagenes radioldgicas durante la intervencion; el aspirador
ultrasénico (CUSA); el uso de la microscopia para microcirugia o con filtros
especiales para la utilizaciéon de la fluorescencia intraoperatoria usando 5-ALA
(delta-aminolevulinico) que es un contraste fluorescente que es metabolizado por
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el tejido cerebral y que tifie de forma diferente el tejido sano y el tumoral, son
algunas de las técnicas usadas en la actualidad (48).

Se pretende con la CX es resecar la mayor cantidad posible de lesién tumoral y
obtener una muestra representativa para el diagndstico histologico. Si el KPS y la
localizacion del tumor permiten una reseccion macroscépica amplia, generalmente
se obtiene reduccion HTE, lo que permite una mejor accidon de los tratamientos
posteriores como son la RT y QT (49).

Como se anot6 anteriormente, se ha demostrado que a mayor reseccién del tumor
aumenta significativamente la supervivencia, comparada con resecciones menores
(50). Lacroix y cols. compararon resecciones del 98% con resecciones menores
observando, una supervivencia de 8.8 meses en resecciones menores al 98% y de
13 meses en resecciones de mas del 98%, o mas. Esta mejoria al tratamiento esta
sustentada por estudios en el que se analizaron los cambios imagenolégicos que
se produjeron en el parénquima cerebral tras la reseccion (51). Se observaron
cambios en el metabolismo y en el flujo sanguineo, asi como una apertura de la
barrera hematoencefalica (BHE) que podria permitir una mejor penetracion de los
agentes quimioterapéuticos, siendo una ventaja para incrementar la eficacia del
tratamiento al que se someten los pacientes tras la CX (52).

La reintervencion quirurgica es un procedimiento frecuente, debido a la presencia
de recidiva o progresion de los HGG. Son candidatos a reintervencion los
pacientes con un buen estado funcional, con lesiones de facil acceso, en los que
se puede resecar gran volumen tumoral y en quienes se quiere profundizar en la
patologia. La importancia de la reintervencion ha sido sugerida en un analisis
realizado en 168 pacientes con GB recurrente donde los pacientes reintervenidos
tuvieron una supervivencia del 71% versus el 15% en los sin reintervencion a un
ano y a los dos afios (32% Vs 5%) (53).

2.1.4 Diagnéstico patoloégico

Antes de iniciar un tratamiento con RT y/o QT de una lesion tumoral intracraneal lo
ideal es realizar un estudio histolégico del tumor (las Unicas excepciones en las
que se inicia en ocasiones tratamiento sin CX, serian el glioma en alas de
mariposa y algunos gliomas de tallo cerebral) ya que las técnicas imagenoldgicas
no pueden establecer un diagndéstico concluyente (54). EI material resecado se fija
en formol, se monta en bloques de parafina y parte de este, se corta en finas
laminas y se fija en placas histoldgicas que se analizan con coloracion de H-E.
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Si solo se observa proliferacion celular de la glia o “goma” segun Ramon y Cajal
(55), antes designadas como gliomas de bajo grado (LGG) (56) y que en la
clasificacion OMS-5°¢ 2021 pertenecerian a la familia de los gliomas difusos
infiltrantes el oligodendroglioma grado 2, ahora denominado QM/TPH.1P194/G3y, e
se caracteriza por tener células en forma de “huevo frito”, calcificaciones y una
trama vascular delgada y abundante y el astrocitoma grado 2, fibrilar o
protoplasmatico que corresponde al AMVTPH62 con células en forma de “estrella”
(57).

Si en la muestra de patologia se observa también proliferacion vascular, la OMS-
4% los clasific6 como grado Ill, con la denominacion OA y AA y que
corresponderian en la OMS-5% g| QWUT-PHIPI9G3 g AMUT-DHIG34 g ademas hay
necrosis y pseudo-empalizadas este astrocitoma se reportaba antes como grado
IV o GB que podria ser primario si era silvestre para IDH (80%) y secundario si era
mutado para IDH (20%), términos que en la OMS-5° se omiten y ahora ambos se
denominan GB"™'P". Estos ultimos (OA, AA y GB) son los que se conocian como
HGG. Es de anotar que en la 5?2 clasificacion se omite el termino oligoastrocitoma
que correspondia al tumor conformado por oligodendrocitos y astrocitos (24).

La H-E usualmente se complementa con IHQ, técnica en la que se utilizan
anticuerpos dirigidos a proteinas especificas como la proteina olig2 y la fibrilar
acida glial (PFAG) para asi asegurar la estirpe glial. Esta ayuda diagnostica
también puede detectar las proteinas alteradas debidas a mutaciones genéticas
que permiten confirmar y subclasificar los gliomas como IDH, pTER, CIC, FUBP1,
NOTCH1, ATRX, TP53 y CDKN2A/B y EGFR (24). También se puede buscar por
este método la expresion de la MGMT que como se ha comentado tiene valor
pronostico y predictor de respuesta independiente del tratamiento con solo RT o
PS (58).

Cuando los hallazgos de H-E e IHQ sugieren un QYT PRAP194623 50 1 1ede utilizar
la hibridacion fluorescente in situ (FISH) para detectar la codelecion 1p/19q, lo cual
también se puede hacer por NGS (59) en caso de que los hallazgos sugieran un
GBVT™PH e puede documentar la variacion en el nimero de copias (CNV) +7/-10
por cariotipo, FISH o NGS (24).

2.1.5 Biologia molecular
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Desde el 2001 se comenzaron a hacer algunos esbozos de la clasificacién de los
tumores del SNC basados en los perfiles de expresion genética. En el 2003 se
completd la secuencia del genoma humano y en el 2005 nace el proyecto de
genoma humano en cancer. Basado en ello, Phillips en el 2008, a partir del perfil
de expresién divide los HGG en proliferativo, proneural y mesenquimal. En el 2010
Verhaak con base en la transcriptomica, los divide en clasico, mesenquimal,
proneural y neural. En el 2013 se hace una clasificacion basada en el metiloma y
Brennan introduce 6 grupos, en donde el M5 corresponde a un fenotipo metilador
(G-CIMP) el que se observa especialmente en pacientes jovenes, con LGG y
mutados para el gen de la IDH.

En el 2016 se reconoce que la mutacion de la IDH es el pilar en la clasificacion de
los HGG, y David N Louis los divide en GB no mutados (silvestres) y mutados para
IDH y usa el termino NOS para los tumores no especificados (“not otherwise
specified”), conceptos que fueron utilizados en la OMS-4*°, lo cual sirve de base
para la OMS-5% en la que se efectuaron cluster basados en el epigenéma (24)
(Tabla 1).

Tabla 1. Evolucion en la clasificacion de los gliomas difusos tipo adulto Recuento
histérico del analisis que llevo a la actual clasificacion de los astrocitomas difusos

tipo adulto. La mutacion de la IDH define si se trata de un AMYTPHG34 o yn GBWT
IDH

Clasificacion de los gliomas difusos de tipo adulto derivados

Reporte de astrocitos
Phillips, Proneural Proliferativo Mesenquimal
2008
Verhaak, Proneural Neural Clasico Mesenquimal
2010
Brennan, M5 (G-CIMP) M6 > M3, M4 M1, M2
2013
Louis, IDH mutado IDH no mutado o silvestre (WT)
2016
OMS-4% Astrocitoma GB mutado Glioblastoma no mutado para IDH
2016 anaplasico IDH (10%) (90%)
OMS-5% Astrocitoma Glioblastoma

2021 ( Amut-IDH/G2-4) (G BWT-IDH)

Fuente: elaboracién propia
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Se han publicado otras clasificaciones basadas en las vias comprometidas (2016),
en los genes centrales relacionados con el prondstico (2019), en los subtipos
prondsticos dividiéndolos en invasivo (pobre), mitdtico (favorable), e intermedio
(2019) y en los subtipos prondsticos basado en la metilacion del ADN (2019) los
cuales dieron las bases para la ultima clasificacion de los tumores del SNC de la
OMS-5%

En la actual clasificacion OMS-5%, los gliomas se clasifican como gliomas difusos
tipo adulto; gliomas difusos pediatricos que pueden ser de bajo y alto grado;
gliomas astrociticos circunscritos; tumores glioneuronales/neuronales y tumores
ependimarios. Los gliomas difusos tipo adulto comprenden el GBY/ ™" ¢ AMUT-DH
que puede ser grado 2 a 4, y el O MuPH-codelt19a 6 puede ser grado 2 o 3.
Equivalen a los HGG, el GB"W™PH ] AMUTPH grados 3 y 4, y el O MutPH-codelp/19q
grado 3. Segln la OMS-5%, se debe corroborar el diagnostico buscando la
mutacién de pTERT, de EGFR y VNC 7+/10- en GB"V"'P" En ATRX, PT53, y
CDKN2AB para AMTPHG4 y 4o pTERT, CIC, FUBP1, NOTCH1 para O ™tPH
codelp/194, |35 cuales se presentan con porcentajes variables (60).

2.1.6 Radioterapia

La RT es una técnica que permite inducir la muerte celular mediante el uso de
particulas ionizadas de alta energia que provocan alteraciones en el material
genético. Si este dafio es directo y severo, la célula tumoral muere por necrosis,
pero si es indirecto y sutil sobre el ADN y las organelas, las células van a ir
muriendo por apoptosis; debido a esto, es muy importante efectuar una
planificacion del tratamiento ya que la RT puede danar al tejido neuro-vascular
normal que rodea al tumor.

Es de anotar que autofagia es un mecanismo de protecciéon de las células,
mediante el cual estas permanecen en un estado similar a la hibernacién (“células
dormidas”), conservandose a costa del consumo de sus componente, y que
juegan un papel importante en recaidas posteriores Los estudios de Walker y
colaboradores en1978, reportaron que el tratamiento con RT adyuvante a la CX
provoco un incremento de la mediana de la supervivencia de 14 a 36 semanas
cuando se compara con tratamiento de soporte (61), con base en estos resultados
la RT se convirtid en el tratamiento estandar hasta comienzos de la década del
2000 (62).
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La RT puede aplicarse mediante distintas técnicas; cada una de ellas puede tener
diferentes indicaciones. Segun el tamafio y grado histologico del tumor, se
programa campo, dosis y fraccionamiento (61). Dependiendo de estos parametros
y la susceptibilidad personal, se va a reflejar en respuesta y/o toxicidad.

Se denomina teleterapia, a la técnica mediante la cual se dirigen rayos al tumor
desde el exterior, los cuales pueden ser holoencefalicos (todo el encéfalo), focales
(lecho tumoral) que a su vez puede ser mediante la técnica de intensidad
modulada (IMRT) o muy delimitados y a alta dosis, técnica denominada
radiocirugia (SRS/SBRT). La técnica holoencefalicos y la IMRT se efectuan a
través de un dispositivo que contiene cobalto o un acelerador y la SRS/SBR,
utilizando colimadores en el acelerador, con el gama-knife que tiene fuentes de
cobalto o con el ciber-knife que es un acelerador con un brazo mecanico robético.
También se puede colocar material radioactivo directamente al lecho tumoral
mediante catéteres, técnica denominada RT intersticial o braquiterapia (63).

En el caso de los HGG, se usa como adyuvancia IMRT, delimitando bien el campo
tumoral, para asi tratar de minimizar la cantidad de tejido sano circundante
irradiado, y con ello, la toxicidad. Usualmente se comienza a las 3-4 semanas tras
la CX, tratando de llegar a una dosis total entre 6.000 y 6.400 centigrays (cGys),
en fracciones de 150 a 200 cGys dia durante 6 semanas, 0 sea 42 sesiones de
lunes a viernes (64). Ocasionalmente se usa SRS/SBR en pacientes con HGG
como complemento a la teleterapia inicial o a la recaida, si el volumen tumoral es
pequefio y bien delimitado (65). Casi siempre luego de la RT se presentan efectos
secundarios, que pueden ser clasificados segun el momento de su aparicion. Los
efectos secundarios agudos son aquellos que se presentan horas o pocos dias
después del tratamiento como cefalea y obscuraciones que ceden facilmente con
corticosteroides.

El segundo grupo de efectos secundarios son las toxicidades diferidas tempranas,
estas pueden aparecer desde la sexta semana hasta seis meses después de
finalizado el tratamiento y a este grupo pertenecen los dafios neurolégicos
reversibles el empeoramiento del déficit neuroldgico y también pueden tratarse
con corticoesteroides y por ultimo las toxicidades tardias que aparecen meses a
afnos después de finalizar la RT y se producen por destruccion del tejido cerebral y
su sistema vascular y son el dano de la sustancia blanca o leucoencefalopatia, la
calcificacion de pequefos vasos sanguineos y la radionecrosis, que causa
usualmente una gran inflamacién vecina para los cuales fuera de los corticoides,
se prescribe bevacizumab o camara hiperbarica (65).
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La RT puede generar dafios a través de dos mecanismos de accion: directo,
donde induce lesiones sobre el ADN como oxidacion de bases, sitios abasicos
(sitios AP), quiebres de cadena sencilla (SSB) y quiebres de cadena doble (DSB)
e indirecto, generando especies de radicales libres de oxigeno (ROS) que inducen
inflamacion y muerte celular en los tejidos (66).

Las fallas generadas por la RT, pueden ser explicadas a través de tres factores: el
primero, corresponderia al conocimiento inexacto del tamafo del tumor, pudiendo
conllevar a suministrar campos inadecuados; el segundo, es la agresividad del
tumor en la que se combinan mayor proliferacion celular, células con mayores
mecanismos de agresividad y resistencia, especialmente en las células madre o
“stem cells” (CGS), mayor angiogénesis y necrosis, finalmente el tercero, incluye
algunos factores propios del paciente como serian la mayor o menor
susceptibilidad a la RT, cuya combinacion originaria en unos casos radionecrosis y
en otros radio resistencia (67).

2.1.7 Quimioterapia

En cancer la meta es encontrar medicamentos en los que se pueda aumentar la
eficacia, tratando de minimizar los efectos secundarios. Se dispone de diferentes
vias de administracion para la QT como la via oral, intravenosa, intraarterial,
intraquistica o por conveccion que consiste en colocar un catéter en el lecho
tumoral y suministrar con una presién y tiempo controlados ciertos medicamentos
oncoldgicos (68).

Las diferentes modalidades terapéuticas, tienen como condicién poder penetrar la
BHE, seguido de que la dosis terapéutica alcance una concentracion minima
eficaz en el tumor y finalmente que tenga poca toxicidad (69). La BHE es la
responsable de amortiguar el encéfalo, ser una barrera de proteccion y permitir
mantener la homeostasis del cerebro, al posibilitar el paso selectivo de oxigeno y
nutrientes que llegan al cerebro a través de la sangre; sin embargo, esta funcion
de BHE representa un obstaculo para el ingreso de farmacos que actuan en el
SNC (70).

Los quimioterapéuticos que primero se utilizaron en cancer fueron los agentes
alquilantes, los cuales contribuyen entregando grupos alquilo (alquilacion) a
macromoléculas como el ADN. Los agentes alquilantes se consideran citostaticos
y el principal exponente de la familia es el gas mostaza sulfurado (sintetizado en
1854), utilizado como arma letal en la primera guerra mundial (1914-1918), y
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posteriormente utilizado empiricamente en deshollinadores con cancer de pene
aplicado de manera topica, permitiendo la recuperacion del tumor (71). Esta
observacion, fue la base para la aplicacion de un protocolo que confirmo la accién
antineoplasica en linfosarcoma murino, y en 1942 se iniciaron estudios clinicos de
varias mostazas en pacientes con linfomas, iniciando la era moderna de la QT en
cancer (72).

Pertenecen a las mostazas nitrogenadas la mecloretamina, la ciclofosfamida, la
ifosfamida, el melfalan y el clorambucilo. Otros componentes de la familia de los
alquilantes son las etileneiminas y metilmelaminas como la altretamina y el tiotepa;
la procarbazina, derivada de la metilhhidrazina; el alquilsulfonato busulfan; las
nitrosoureas BCNU, CCNU vy la estreptozocina; los triazenos dacarbazina, la TMZ
y los complejos de coordinacién de platino cisplatino, carboplatino y oxaliplatino
(73).

En HGG han demostrado utilidad la nitrosourea BCNU, que se considera
citostatico. Este se administra intravenoso o en forma local mediante un polimero
biodegradable (gliadel) que se aplica en la cavidad quirdrgica durante la CX en
una especie de galletas denominados “wafles (74).

Otra nitrosourea que se ha usado en el manejo de los HGG es el CCNU,
usualmente asociada a la procarbazina y la vincristina, en el protocolo
denominado PCV, utilizado en Europa y que es considerado equiparable a la
terapia con TMZ (75). En los Estados Unidos se utiliza para la recaida de HGG, la
asociacion de CCNU vy la procarbazina sin vincristina (denominado PC). En la
actualidad se utiliza el BCNU como tercera linea para la recaida, con un uso
limitado debido a su toxicidad hematoldgica y pulmonar (76).

La TMZ, agente alquilante de segunda generacion, perteneciente al grupo de los
triazenos, es un derivado metilado del medicamento experimental mitozolomida y
es un tipico profarmaco, alquilante monofuncional tipo SN1 (sustitucion nucleofilica
unimolecular) que se suministra via oral (en otra época existia también la
presentacion parenteral para uso intravenoso). Este se debe suministrar alejado
de los alimentos, es muy estable en el pH acido del estdmago, y se absorbe en un
100% en un tiempo maximo de 90 minutos.

Al entrar en contacto con el pH fisiolégico de la sangre (7,5 a 7,45, basico), se
hidroliza espontaneamente a una especie intermedia, el metabolito monometil
triazeboimidazol carboxamida (MTIC) se rompe rapidamente para formar el ion
reactivo metildiazonio y el metabolito inactivo 5-amino-imidazol-4-carboxamida
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(AIC) que se excreta via renal. Tiene un aclaramiento plasmatico rapido, lo que
reduce la probabilidad de efectos adversos sistémicos. Esta reaccion no se da en
los tejidos normales, ya que su pH es de 5,5 (acido).

En cuanto a la penetracion de la BHE del metildiazonio, se realiz6 un estudio
mediante tomografia de emisién de positrones (PET) marcando la TMZ con ''C-
metionina, el cual permiti6 comprobar como este metabolito altamente reactivo y el
verdadero alquilante, capaz de penetrar en el parénquima cerebral y se acumula
mas en tejido tumoral que en tejido cerebral normal, esta preferencia por tejido
tumoral puede ser explicable debido a la diferencia de pH entre el tejido cerebral
normal y el tumoral (77).

Las células cancerosas provocan la acidificacion de su entorno y, en
consecuencia, logran alcalinizar el interior de la propia célula. Esta desregulacién
deberia suponer un problema para el desarrollo y la proliferacion de las células,
pero en el cancer ocurre todo lo contrario. Las células cancerosas proliferan
menos y de manera menos robusta al acidificar su pH interno y al alcalinizarlo
proliferan mas (78). Como el pH del tejido tumoral es mas basico en comparacién
con el tejido cerebral circundante, el metildiazonio encuentra a nivel intracelular el
nicho éptimo para entregar el grupo metilo al ADN, por lo que esta activacion
dependiente de pH da lugar a una terapia dirigida (79).

El metildiazonio es un metabolito intermedio inestable (12), que es rapidamente
escindido en nitrégeno molecular (N2) y un ion carbonio CH3. que actua como
elemento "alquilante" (71). Este ion carbonio produce la metilacién de algunas
bases del ADN, especificamente en la guanina del oxigeno 6 (O°) y del nitrégeno
7 (N); en la adenina del nitrégeno 3 (N®) de la adenina y del nitrégeno 1 (N") y el
oxigeno 4 (0% de la timina dando origen, entre otros, a la O®metilguanina (O®™°),
N7-metilguanina (N"™°) y N3-metiladenina (N*™) que van a causar unas bases
no coincidentes que dan como resultado roturas de ADN Yy finalmente inducen la
detencidn del ciclo celular en fase G2/M y la muerte de las células cancerosas.

En relacion con su cito-genotoxicidad, se describieron los centros nucleofilicos
mas comunmente accesibles a metilacion en los nucleotidos del ADN y que son el
0%y el N’ de la guanina, los N* y N' de la adenina y el O* de la timina. Sus efectos
y toxicidades son diferentes dependiendo de varios factores, por ejemplo, las
posiciones O° y N’ de la guanina tienen el mayor potencial electrostatico negativo
en el ADN de doble cadena, seguido del N® de la adenina.

También influyen su ubicacién en el surco mayor o menor del ADN, y si la célula
esta en fase proliferativa o quiescente. La genotoxicidad por aductos es mayor
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cuando la célula atraviesa la fase S del ciclo celular ya que los aductos generan
mini-paradas en la horquilla de replicacion, DSB, retrasos en la fase G2, y
activacion de puntos de chequeo (“checkpoints”) que conducen a muerte celular
(80). Es de resaltar que, en la TMZ, la citotoxicidad depende principalmente del
aducto téxico O°-MeG, o sea la metilacién en la posicién O° de la guanina en el
ADN gendmico, pero en su mecanismo de accidn estan implicadas otras vias ya
anteriormente descritas (81).

La N"™¢ y la N*™ son reparados por la via de reparacion por escisién de bases
(BER) ya que la alquilpurina-ADN-N-glicosilasa (APNG), inicia la BER eliminando
las lesiones de la base de la N"™y laN*™ inducidas por TMZ, dejando sitios AP
0 sea apurinico/apirimidimico en el ADN para su posterior procesamiento por parte
de la BER, pero la 0%™ que es la menos frecuente de los tres nucledtidos
metilados, es reparada por un sistema de escision de bases (MMR) considerado
ineficiente o futil, ya que solo repara una de las dos cadenas o sea la que contiene
la O°™® quedando intacta y con tendencia a acumularse la cadena de
apareamiento que tiene equivocadamente timina (T) en vez de citosina (C), lo cual
llevara a activar los mecanismos de apoptosis (82).

Las lesiones pro-mutagénicas (alquilaciones) inducidas por la TMZ en la posicién
O°® de la guanina, son removidas por la enzima MGMT que actia de manera
“suicida” al transferir un grupo alquilo de la guanina a un grupo sulfuro de una
cisteina, inactivandose a si misma de manera irreversible (83). En ese caso se
requeriria sintesis de nuevas moléculas de MGMT para remover alquilaciones
adicionales. El escenario terapéutico, para que la TMZ tenga un efecto clinico
relevante, requiere la conjuncién de varios factores como son la divisién celular,
bajos o nulos niveles de la enzima de reparacion (MGMT), y la presencia activa de
los sistemas de reparacion MMR ineficiente que lleva a apoptosis y la disfuncion
de BER, su iniciador APNG o poli [ADP-ribosa] polimerasa 1 (PARP1) que reparan
N”y N3 (84).

El otro mecanismo de accion de la TMZ seria que a partir de las abundantes
alquilaciones generadas por TMZ se dispare una respuesta rapida de reparacion,
iniciada por MGMT, pero que al estar ausente o en bajas concentraciones, dejan
de removerse distintos tipos de alquilaciones, que conllevan a que se disparen los
mecanismos de reparacion MMR y BER, que son rapidamente saturados o
rebozados por la magnitud del daio.

En consecuencia, si los niveles de MGMT estan disminuidos o nulos como ocurre
en muchos gliomas (45% de los GB) y los sistemas de reparacion estan
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saturados, el efecto citotdoxico se potencia ante la presencia de alquilaciones
abundantes en el ADN que llevan a retrasos en el ciclo celular, lesiones graves
tipo DSB y muerte celular, estas lesiones son aun mas citotéxicas si la célula esta
atravesando por la fase S, lo cual solo ocurre en las células proliferativas, en
cambio, las células no proliferativas, y que tengan activos los mecanismos de
reparacion via MGMT, MMR y BER, APNG y PARP tendrian toxicidad diferencial
disminuida o minima, lo cual explica la poca respuesta en los LGG y la baja
toxicidad (tolerancia) de la TMZ en tejidos normales (85) (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo de la TMZ a su forma activa. La TMZ es estable a pH
acido, el paso mucoso gastrica-sangre es del 100%, en pH basico se hidroliza a
MTIC y este en AIC y el ion reactivo metildiazonio que pasa BHE, concentrandose

especialmente en medio basico de tumor y se escinde en N2 y CHs., alquilante.
Fuente: elaboracion propia.

En el proceso oxidativo que conduce a la activacion de la temozolomida, pueden
formarse otros radicales libres capaces de provocar degradacion del ADN e
incluso roturas cromosomicas. Mas alla de la alquilacion del ADN, la TMZ lleva a
que se afecten los cambios fenotipicos de las células de los HGG a través de
eventos de vias de sefalizacion gendmica y molecular y todo ello conlleva a la
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detencidn de la célula en la fase G2-M, y en ultima instancia, a la muerte celular
usualmente programada (86).

Las dosis orales de TMZ usadas para los diferentes esquemas de tratamiento, se
muestran en la tabla 2, tanto para casos de diagnoéstico nuevo, como para casos
recurrentes (87). Es de anotar que la TMZ tienen otras indicaciones como
carcinomas neuroendocrinos y adenomas de hipdfisis (88—100).

Tabla 2. Diferentes esquemas de administracion de temozolomida. El PS incluye
TMZ concomitante con la radioterapia y adyuvante. A la recaida, tratando de evitar
el efecto de la MGMT, se puede utilizar TMZm, o sea a dosis bajas y continuas o
dosis densas, alternando la TMZ semanal o suministrandolo tres semanas,
seguido de una semana de descanso.

En qué

Protocolo Dosis de temozolomida
momento

Concomitancia: 75 mg/m® dia x
42 dias

Adyuvancia: 150-200 mg/mt?
dia 1 a 5/28 dias por 6 ciclos

Al diagnéstico  Protocolo Stupp (PS)

TMZ Metrondmica (TMZm) 50 mg/mt” dia, continua

Una semana “on” y una semana
‘off” de TMZ a dosis de 120

2
A la recaida TMZ dosis densas (ddTMZ) mg/mt

Ciclos cada 28 dias « o w
Tres semanas “on” y una

semana “off’ a dosis de 80
mg/m?

Fuente: elaboracion propia.

2.1.7.1 Protocolo Stupp

En 1999, Esteller y cols. publicaron un articulo sobre la inactivacion del gen de
reparacion del ADN, la MGMT por hipermetilacion del promotor en cancer (6). En
el 2002, en un estudio fase |l se demuestra el efecto benéfico de la adicion de
TMZ a la RT, constituyendo lo que hoy se conoce como PS en honor al
investigador (101). Tres afos después este mismo autor en un estudio fase Il
utilizando el PS vs solo RT(Figura 2), reporté a los 28 meses de seguimiento una
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sobrevida global (OS) de 12,1 meses con solo RT versus 14,6 meses con el PS en
los pacientes con gliomas de alto grado recién diagnosticados (102).

Al analizar los resultados obtenidos al cabo de 2 y 5 afos de seguimiento se
encontrdé una sobrevida hasta 20% en los pacientes tratados con este PS versus el
1.9% de los que solo recibieron RT, lo cual fue corroborado por otras
investigaciones (68). El PS, fue aprobado por la Agencia de Medicinas Europea
(EMEA), el 26-01-1999, por la FDA el 5 de marzo de 2005; y por el Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos de Colombia (INVIMA), acta
N° 07 de 2014 como terapia estandar en los pacientes con GB recién
diagnosticado y en GB y AA recidivantes.

En la practica clinica es usual hacer una modificacion al PS cuando se identifica
mayor agresividad del tumor. Esta modificacion consiste en dar mas 6 ciclos y este
aumento no constituye un mayor riesgo dado que no se ha reportado toxicidad
acumulativa, sin embargo, un metaanalisis publicado en 2012 reporta que no hay
mejoria de la OS con esta conducta (106). El manejo del mas frecuente y agresivo
de los HGG, el GB (y cuyo andlisis en general se infiere a los otros HGG), consiste
en hacer CX de reseccion macroscopica completa (mayor del 90%), ya que
resecciones parciales equivalen a biopsia y acarrean un factor prondstico
deletéreo (48).

Luego de CX y en un periodo contemplado entre cuatro y seis semanas después
de esta, se inicia la concomitancia donde se dan simultdneamente RT y QT,
durante 6 semanas, con dosis de radioterapia entre 6000 y 6400 cGys en
fracciones de 150 a 200 cGys al dia concomitantemente con TMZ a dosis de 50-
75 mg/mt? dia, continuo (5).

La RT se enfoca al volumen tumoral con un margen de 2 a 3 centimetros a su
limite externo; en general se utiliza IMRT. Esta se planea con base en una imagen
reciente y un sistema tridimensional, efectuandose asi radioterapia conformacional
con acelerador lineal y energia nominal de 6 megavatios (MV) o mas. Se realiza
control de «calidad antes y durante el procedimiento para cada caso
individualmente (101).

Como parte de dicho PS se inicia entonces concomitantemente QT con TMZ, una
media hora antes de la RT, a una dosis de 50-75 mg/mt2/d|'a, durante 7 dias a la
semana, desde el primer al ultimo dia de RT, incluyendo los sabados y festivos,
pero por no mas de 42 dias; al terminar la concomitancia viene un periodo de 4
semanas de descanso, posteriormente los pacientes comienzan a recibir la
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adyuvancia con 6 ciclos de TMZ, cada uno de 5 dias y comenzando ciclo cada 28
dias, con una dosis inicial de 150 mg/mt? (primer ciclo), incrementandose la dosis
a 200 mg/mt® (segundo ciclo), dosis que se mantiene en los 4 ciclos restantes si
no ocurren efectos adversos, especialmente hematologicos (Figura 2) (68).
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TMZ oral, 50-75 mg/mt2/dia, durante 6 semanas, continua en
l concomitancia con la RT.

Al mes de terminada TMZ 150-200 mg/mt2/dia 1 a 5, para

repetir cada 28 dias por 6 ciclos

H” RT: dosis total entre 54-60 Gy, dividida entre 30 a 33 sesiones

Figura 2. Protocolo Stupp. EI PS consiste en suministrar radioterapia (irradiaciéon
focal fraccionada en fracciones diarias de 2 Gy administrada 5 dias a la semana
durante 6 semanas, para un total de 60 Gy) mas TMZ diaria continua desde el
primer hasta el ultimo dia de radioterapia, seguido de seis ciclos de TMZ

adyuvante.
Fuente: elaboracion propia.

Combinar QT con RT ha mejorado significativamente los resultados clinicos de
varios tumores sélidos. Luego de la publicacion de los trabajos de Stupp se
efectuaron estudios con murinos y cultivos celulares, en los que se corroboré que
la TMZ actia como un radio sensibilizante (64). En relacién con otros HGG
diferentes a GB, un estudio reciente fase |ll aleatorizado, abierto con un disefio
factorial 2 x 2 también demuestra la utilidad de la TMZ en AA. Se hizo un analisis
intermedio planificado después de que ocurrieran 219 (41%) muertes para probar
la hipotesis nula de falta de eficacia (umbral de rechazo p<0,0084).

En el momento del andlisis intermedio (interino), se habian inscrito 745 (99 %) de
los 748 pacientes planificados. Con el uso de TMZ adyuvante el HR fue de 0,65
(95%IC 0,45-0,93). La OS a los 5 anos fue del 55,9% (IC del 95%: 47,2 - 63,8) con
y del 44,1% (36,3-51,6) sin TMZ adyuvante. Se observaron eventos adversos de
grado 3 - 4 en el 8 -12% de los 549 pacientes a los que se les asignd TMZ, y
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fueron principalmente hematolégicos y reversibles. Se concluye que la QT
adyuvante con TMZ se asocioé con un beneficio de supervivencia significativo en
pacientes con astrocitoma anaplasico sin codelecion recién diagnosticado (107).

En relacién con el grupo etario de la tercera edad, esto es, mayores de 70 afios se
puede suministrar la PS si el estado funcional lo permite, pero usualmente se da
solo RT, quedando la alternativa de TMZ en los no metilados (65).

2.1.7.2 Alquilguanina-ADN-alquiltransferasa (MGMT)

El nombre del grupo alquilo se deriva de alcano, al que se agrega la terminacién
radical -ilo. Es un sustituyente que se origina por la separacion de un atomo de
hidrogeno de un hidrocarburo saturado o alcano, para que asi el alcano pueda
enlazarse a otro atomo o grupo de atomos. Se podria pensar que un grupo alquilo
puede formarse a partir de un alcano, pero estos grupos no existen por separado
(en ese caso se llaman radicales alquilo), o sea, los grupos alquilo no son
compuestos en si mismos, sino partes de compuestos mayores.

Asi, si separamos un hidrogeno de un metano (CH4) nos quedaria el grupo metilo
(CH3-) altamente reactivo y responsable de originar la O° metilguanina por la TMZ
(108) que es uno de los eventos mas criticos que permiten la induccion de
mutaciones de transicion y cancer. Esta alquilacion lleva a un apareamiento
erréneo de nucledtidos, una reparacion inadecuada de este y la acumulacion de
cadenas con guanina metilada, se forma un entrecruzamiento entre las cadenas
de ADN adyacentes (cromatides hermanas). Ese entrecruzamiento es inhibido por
la enzima MGMT que rapidamente revierte la alquilacién O° de la guanina.
Mecanismo por el cual la MGMT, causa la resistencia a drogas alquilantes (100).

Si bien el papel de la MGMT es evitar estas mutaciones de transicién que lleven al
cancer, paradojicamente, bloquea el mecanismo de accion de la TMZ. Es
conocido que la metilacion del promotor es un actor pronostico y predictor de
respuesta independientemente del tratamiento. Al comparar RT y PS o sea la
adicion de TMZ a la RT, se observé que disminuye el riesgo de muerte en 49%
(HR para muerte 0.51, IC95% 0,31-0.84) en los que tienen metilado el promotor
por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) y en un 31% (HR para muerte 0,69,
1C95%0,47-1,02) en quienes no lo tienen metilado (7). Se considera por lo tanto ,
la expresion de la MGMT un factor de resistencia frente al tratamiento (12).

A nivel celular, MGMT se expresa en varios tejidos de una manera variable. su
gen se localiza en el cromosoma 10926 y contiene 5 exones y 4 intrones. La
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region del promotor es rica en islas CpG, carece de caja TATA y CAAT vy tiene
diez sitios Sp1 de unidén a factores de transcripcidn y dos elementos de respuesta
a glucocorticoides (GREs). Dicho promotor tiene una secuencia de 1.2 kb que
incluye el primer exén y parte del primer intron (109). La MGMT tiene como
funcion la reparacion del ADN eliminando residuos alquilantes del atomo O° de la
guanina en el ADN provocados por la accién de agentes alquilantes como la TMZ
(110).

Los niveles de MGMT varian dependiendo del tipo de tumor e incluso dentro del
mismo tipo de tumor. Por ejemplo, un 30% de los gliomas (45% de los GB) no
tienen metilado el promotor de la MGMT y la enzima puede incrementar la
resistencia de estos tumores del SNC a agentes alquilantes. Como el gen MGMT
normalmente no estd mutado ni tiene deleciones, la disminucién de la
transcripcion de la enzima se debe a cambios que no dependen de mutacion del
gen, como puede ser la metilacion. Una metilacién en sitios normalmente no
metilados, como son las islas CpG en regiones del promotor y el primer intron se
correlaciona con pérdida de expresion genética en lineas celulares de cancer y en
gliomas. Una metilacion de las islas CpG en el promotor de MGMT impide la
transcripcion del gen y por lo tanto impide que se reparen las alquilaciones 0%de
la guanina (Figura 3) (111).

El silenciamiento epigenético del gen MGMT mediante la metilacion de su
promotor esta asociado a una mayor supervivencia en pacientes con GB, que
ademas de la RT, reciben TMZ. Se ha observado una correlacién entre los niveles
de MGMT vy el nivel de respuesta a QT y la RT. El estudio fase Ill del Dr. Roger
Stupp, permitio la introduccion de la PS (5). y en un analisis posterior de este la
Dra. Monika Hegi encontré aplicando la técnica de PCR que el promotor del gen
MGMT estaba metilado en 45% de 206 GB evaluados. Si bien el mayor beneficio
se observa en los pacientes que tienen metilado el promotor (SLP con RT sola 5,9
meses vs mas TMZ 10,3 meses, p=0,0017), también responden algunos pacientes
que no lo tienen metilado (SLP con RT sola 4,4 meses vs. mas TMZ 5,3 meses,
p=0,02), por lo que todos los pacientes adultos, menores de 70 afos, reciben el
PS (58).

En otros estudios han documentado que aproximadamente del 35% al 60% de los
pacientes con GB que tenian metilado el promotor de la MGMT presentaban una
tasa de supervivencia mayor. Se compararon pacientes con el promotor no
metilado que recibieron RT mas TMZ con pacientes metilados que recibieron solo
RT obteniéndose resultados discretamente superiores a los que recibieron
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unicamente radioterapia, aunque ambos subgrupos tuvieron peor respuesta que
los pacientes con MGMT metilados que recibieron PS (81,102,106,112,113).
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Figura 3. Papel de la MGMT, para revertir el efecto de la TMZ. La enzima de
reparacion metilguanina-O6-metiltransferasa (MGMT) repara el ADN a través de la
eliminacion directa de un grupo alquilo (CHs+) del atomo 0° de la guanina en el
ADN de las células expuestas a agentes alquilante, “robandoselo” a través de un

grupo sulfhidrilo (SH), formando el compuesto CH3-SH metanotiol (114).
Fuente: *Modificado de Newton HB. Handbook of brain tumor chemotherapy, molecular
therapeutics, and immunotherapy. 2nd edition. Waltham, MA: Elsevier; 2018.

Con respecto a la regulacion clinica de la MGMT, el descubrimiento de que altos
niveles de MGMT son responsables, al menos en parte, de la resistencia de las
células tumorales a los triazenos (compuesto organico que contiene el grupo
funcional -N(H)-N=N- como la dacarbazina y la TMZ), estimul6 la busqueda de
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programas para sintetizar compuestos que regularan la actividad de MGMT.
Actualmente, el O° benzilguanina (O°-BG), y el O°- (4-bromotenyl) guanine
(Lomeguatrib/PaTrin-2), son los mas utilizados en clinica (115).

2.1.8 Progresion y recaida

Se observa progresion en un 40% de los pacientes con GB a pesar del PS (117).
Los datos del modelo de xenoinjerto de GB ortotopico han revelado que la
capacidad de respuesta de TMZ se correlaciona inversamente con el nivel de
proteina MGMT celular y a su vez con la ausencia de metilacion del promotor de
MGMT. La pérdida de metilacion del promotor de MGMT estd asociada con la
resistencia intrinseca a TMZ (118). Los pacientes con GB primario con metilacién
del promotor de MGMT tuvieron una mediana de supervivencia prolongada
(aproximadamente cinco meses) en comparacion con los pacientes sin metilacion
del promotor de MGMT (119). Es de anotar que aproximadamente el 45% de los
GB son deficientes en MGMT y aun asi algunos de ellos presentan resistencia
primaria a la TMZ, indicando de que deben existir otros mecanismos de resistencia
intrinseca o primaria implicados (79).

En cuanto a la recaida, esta se observa que de un 85% a 90% de los pacientes
con GB que tienen una respuesta inicial a la TMZ. Usualmente se presenta un
incremento del tamafio del tumor no resecado quirdrgicamente o la aparicién de
nuevas lesiones tumorales en el lecho tumoral o su vecindad. Solo 5% a 10% de
los pacientes con GB tienen sobrevidas largas, lo que en la literatura se ha
denominado respondedores excepcionales (120).

La seudo progresion se define como el aumento del edema y en ocasiones de los
didmetros del tumor a los pocos meses de iniciado el PS. Ocurre en el 30% de los
pacientes, y generalmente se interpreta como una falla terapéutica ya que hay
deterioro clinico y paraclinico creando una falsa impresion de progresion clinica
y/o radioldgica, es usualmente reversible con tratamiento antiinflamatorio vy
antiedema y ocurre generalmente de 1 a 3 meses tras el tratamiento concomitante
(121).

De requerirse anticonvulsivantes, la mejor opcion es el levetiracetam, que es el
que menos interfiere con el metabolismo hepatico de la TMZ a nivel de la p450
hepatica, lo cual disminuye la posibilidad de recaida (122).

2.1.8.1 TMZ dosis metronémicas (TMZm)
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Como se anoto, la recaida se da por resistencia secundaria o adquirida (123). Los
sistemas de reparaciéon mas importantes implicados en el mecanismo de accion de
los triazenos son MMR y BER. El sistema MMR trata de reparar el dafio
ocasionado por la TMZ al metilar la guanina del ADN convirtiéndola en O°%-MeG, la
cual, en vez de aparearse con citosina, se aparea con timina. MMR repara solo la
cadena que tiene la timina mal apareada mas no la que tiene O%™, la cual se va
acumulando, llevando la célula tumoral a apoptosis. El sistema BER (iniciado por
APNG) y PARP1 que es una proteina de deteccion de dafios en el ADN es capaz
de unirse a roturas de cadena producidas por agentes genotdxicos, asi como
sefalizar el dafio en el ADN a los complejos de reparacion, provocan resistencia al
tratamiento ya que reparan adecuadamente a N7-me y N*™ ocasionados por la
TMZ (87).

En un metaanalisis realizado para evaluar la eficacia general de TMZ en el
tratamiento del GB recurrente, se hizo una busqueda de estudios relevantes en
Medline, EMBASE y Cochrane; se analizaron un total de 15 ensayos clinicos de
fase Il que incluyeron 902 GB recurrentes. La tasa de beneficio clinico general fue
del 50,5 % (IC95%: 44,3-56,7%) con una diferencia significativa entre el esquema
de suministro metronémico y estandar (ciclos 5/28) de TMZ (61,4% frente a 46,3
%, P=0,037).

Se encontro que la tasa general de SLP a los 6 meses (PFS-6m) fue del 27,8%
(IC95%: 22,7-33,5%) con una diferencia significativa entre los programas
metrondmico y estandar (33,1% metrondmico frente a 20,1% estandar, P<0,001).
Ademas, se detectd una diferencia significativa en la PFS-6m entre los programas
metrondmicos de dosis alta (dosis diaria promedio >100 mg/m2) y baja (dosis
diaria promedio 100 mg/m2) (RR=1,57, 1C95%: 1,17-2,09, P=0,002). Las tasas
generales de OS a los 6 meses (0OS-6m) y a los 12 meses (0S-12m) fueron del
65,0% (1IC95%: 57,4-71,9 %) y del 36,4% (IC95%: 26,9-47,1%) respectivamente
(124).

Desde el punto de vista econdmico no hubo diferencia significativa en OS-6m
entre los programas metronémico y estandar (P=0,266); sin embargo, se observé
una tendencia a favor del programa metronémico para OS-12m (P=0,089). Se
concluye que la TMZ es efectivo para los GB recurrentes, y su eficacia puede
aumentar con un programa metrondmico y una dosis diaria promedio alta (> 100
mg/m?) (124).

2.1.8.2 Otras opciones ante la recaida o progresion
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Ante la progresion o la recaida, no hay un protocolo de manejo estandarizado. En
algunos centros se utiliza TMZm o dosis densas, sola o asociada a bevacizumab.
Con estos nuevos esquemas, se trata de evitar la MGMT, la cual tiene una vida
media corta. El bevacizumab es un anti angiogénico que tiene, fuera del efecto
antitumoral un efecto antiedema. Se trato de introducir en la primera linea
asociado a la PS, pero al mejorar solo la SLP y no la OS (125,126), solo esta
aprobado para la recaida, asociado a TMZm o a irinotecan (127). Donde se tiene
el recurso del medicamento CCNU, este se asocia este con procarbazina (128) y
con vincristina en un protocolo denominado (PCV). EI BCNU, que se utilizada de
primera linea antes de la llegada de la TMZ, por su escasa efectividad y alta
toxicidad hematolégica y pulmonar, ha quedado relegado a tercera linea (129) y
donde se tiene el recurso del medicamento CCNU, se asocia este con
procarbazina con VCR (PCV), o sin este (PC) (128).

Se esta analizando el papel de la inmunoterapia (130) y el uso de regorafenib
(131) entre otros (132). Se ha evaluado en los pacientes con recaidas de GB, el
uso de agentes que se dirigen a los mecanismos propios de las células tumorales
(terapia blanco) y de acuerdo a su sitio de accidon pueden ser: dirigidos a lesionar
el ADN de la célula tumoral, sus mecanismos de reparacion y su integridad
(incluidos enfoques para alquilacion de ADN, PARP, ADN-proteina-quinasa e
inhibicién de telomerasa) (132).

A los determinantes epigenéticos de la estructura de la cromatina y la transcripcion
de genes, incluidas la histona deacetilasa e inhibidores de la metilasa (133). A
moduladores del ciclo celular y la apoptosis (incluyendo los inhibidores de CDK4/6;
farmacos que interfieren con el huso mitético, inhibidores de MDM2, Wee-1,
proteina fosfatasa secundaria y activadores de caspasa (134). A la homeostasis
de proteinas (incluidos inhibidores del proteasoma y nedilacién) y vias de
sefalizacion celular, incluidos los inhibidores de EGFR, c-kit, PISBK/AKT/mTOR y
MEK vy letalidad sintética (21). Pero a la fecha, ninguno de ellos ha podido superar
la PS en primera linea, ni a TMZm a la recaida (17,135,136).

2.1.9 Tratamiento en Colombia

En un estudio bidireccional con 171 pacientes con HGG tratados con PS en el
IdeC de la CLA y la Fundacién Santafé de Bogota (FSFB), se encontré que la
edad promedio era de 56 afos (17 - 84 afos); 97 pacientes eran hombres (56%);

82% tenian GB y de estos el 62% fueron primarios. Un 55% de los casos fueron
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tratados con CX de citoreduccion macroscopica completa y 23% fueron llevados a
solo biopsia (16).

El 77% de los pacientes completd la PS, con una media de dosis de radiacion de
5.800 cGys (r 1.800 - 6.400) y un numero promedio de 5 ciclos de TMZ (SD+/-3).
Se documentd pseudo-progresion en el 20%; OS-6m fue de 15,8 meses (1C95%:
11,9-19,7 meses) y el tiempo total a la progresion (TTP) fue de 9,5 (IC95%: 8,3 -
12,7 meses). La tasa de sobrevida a uno y dos afios fue de 69% y 31%
respectivamente.

Los pacientes con un KPS mayor de 70% mostraron una mayor sobrevida
(p=0,05), asi como aquellos con un mejor puntaje en el analisis de particion
recursiva (RPA) (p=0,04) y sin multicentricidad (p=0,049). El 42% de los pacientes
fueron tratados con terapia de segunda linea, de los cuales 32 recibieron BEV con
otro medicamento incluyendo dosis TMZm; 24 recibieron dosis metrondmicas o
dosis densas de TMZ; 14 recibieron BCNU y dos otros medicamentos a la
recurrencia. Encontrando que el tratamiento y la sobrevida en estas dos
instituciones se ajusta a lo reportado en centros de referencia mundial ((16).

2.2 Secuenciacion de nueva generacion

El analisis de laboratorio de las alteraciones genéticas, epigenéticas de ARN
mensajero (y no codificante) y de proteinas se puede dividir en antes y después de
la secuenciacién de préxima o nueva generacion (NGS) (137). Preconizados en la
era pre gendmica, y aun con utilidad en ciertos casos, se utilizan la prueba del
Southern blotting para analizar fragmentos de ADN y el Northern para deteccién
del ARN y para el analisis de proteinas, el Westhern permite caracterizarlas y el
Eastern, ver sus cambios postraduccionales (138).

El analisis gendmico por NGS de un tumor maligno, permite clasificarlo y puede
proporcionar informacion sobre su susceptibilidad o resistencia a terapias
particulares y esta informacion puede ser critica para la eleccion del tratamiento
(139). Hay muchos enfoques para caracterizar la genética del cancer de un
paciente, que va desde el examen de la secuencia de un solo gen, hasta la
secuenciacion del genoma completo. Cada decision tomada a lo largo del proceso
influye en los resultados, desde la forma en que se recolecta la muestra hasta el
enfoque de secuenciacion utilizado y la forma en que se realiza el analisis (140)
que puede ayudar a identificar las mutaciones conductoras o “drivers” (141).

49



1.1.2 Tipo de muestra

El cancer es una enfermedad del genoma y la genética del cancer de un individuo
puede decir cual sera el comportamiento de ese cancer y cual es la mejor forma
de tratarlo. El proceso que permite determinar la genética del cancer de un
individuo inicia con la recoleccion de la muestra (puede ser solida o liquida) para
su andlisis y las caracteristicas de esa muestra pueden tener implicaciones
importantes para los datos a obtener (142).

La muestra sdlida se obtiene al tomar una muestra de tejido, usualmente por una
biopsia por trucut tomada por neuroradiélogo o escisional por el neurocirujano o al
haber resecado una lesion tumoral, de ser posible con patdlogo presente.
Ocasionalmente se preserva una porcidn de tejido fresco en nitrégeno liquido
(ideal para el analisis de ARN mensajero y ARN no codificante), pero el
procedimiento mas frecuente es enviar el tejido, embebido en formol, debidamente
marcado al departamento de patologia, donde luego es inmerso en bloques de
parafina para procesarlo mediante finos cortes con un micrétomo para colocarlo en
placas histolégicas y hacer las coloraciones de H-E y IHQ y proceder a fijarlo y
poder efectuar un diagnéstico inicial (143).

Parte de este mismo tejido se puede utilizar para hacer la NGS (144). Es de anotar
que la muestra a procesar para NGS es previamente analizada por patélogo, para
asegurar que sea de buena calidad y que contenga células cancerosas y en cuyo
informe se anota la pureza del tumor (Figura 4) (145).

La biopsia liquida consiste en la toma de muestra de algun liquido corporal, ya sea
sangre, liquido cefalorraquideo (LCR), pleural, ascitico, etc. para buscar y analizar
células de tumor circulantes (CTC), proteinas circulantes asociadas al tumor,
vesiculas extracelulares (VE), exosomas, acidos nucleicos libres de células
tumorales (CF-NAS) como ADN circulante (ctADN) y miARNs (146).
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Figura 4. Pureza del tumor. Muestra en la que el patélogo molecular seleccion6
una muestra representativa de tumor, calculando la pureza de la muestra en un

40%, siendo el 60% restante tejido vecino normal.
Fuente: tomada de HHMX Pro Genetics — Cancer Genomics and Precision Oncology.

Los HGG son heterogéneos por lo que se deben analizar muestras de diferentes
sitios del tumor y se recomienda cotejarlo con una biopsia liquida (147). Si la
alteracion esta en todas las muestras, o sea en varios sitios del tumor, el tejido
vecino sano y la biopsia liquida, se trata de un tumor germinal, si solo esta en
algunas, es somatico. Si en las recaidas es posible tomar muestras solidas del
tumor, o muestras liquidas por recaidas o como parte del seguimiento, se podra
observar como este va a ir cambiando desde el punto de vista genético y
epigenético (Figura 5) (148).
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Figura 5. Tipos de muestra. Ya que la mayoria de los tumores son heterogéneos,
es ideal tener varias muestras de un mismo tumor. Se debe analizar también el
tejido vecino normal y de ser posible una biopsia liquida. Si la mutacion esta en las
4 muestras. El tumor viene de la linea germinal, de no ser asi, es un tumor
somatico. Comparando las muestras tumorales y la biopsia liquida, se puede
observar la heterogeneidad y como se van seleccionando ciertas mutaciones

drivers.
Fuente: modificado de HHMX Pro Genetics — Cancer Genomics and Precisién Oncology.

La biopsia liquida es altamente sensible y especifica, con un potencial enorme no
solo para servir como prueba de tamizaje en poblaciéon normal; para diagnostico
no invasivo en pacientes en quienes se sospeche determinado tipo de malignidad
0 para el seguimiento de pacientes ya diagnosticados con cancer en quienes se
quiera evaluar la respuesta farmacoldgica, entre otras (147).

Las mutaciones detectadas pueden ser conductoras (driver: impulsan la
progresion del cancer), o pasajeras (epigendmica: sin mayor connotacién
patogénica); una vez identificadas, es necesario tener soporte de la literatura que
ayude a explicar las implicaciones de la alteracion genética en el desarrollo y
evolucion del cancer (149).

Un 5 a 10% de los pacientes tienen cancer hereditario (150) y hay varios
sindromes genéticos asociados con un mayor riesgo de glioma como la
neurofibromatosis 1y 2 (mutacién en los genes NF1y NF2), la esclerosis tuberosa
(en los genes TSC 1y 2), el sindrome de Lynch (en los genes MSH2, MLH1,
MSH6, PMS2), el sindrome Li-Fraumeni (en el gen TP53), el sindrome de
susceptibilidad melanoma-oligodendroglioma (en el gen POT1), el sindrome del

sistema tumor melanoma-neuronal (en el gen CDKNZ2A) y en la enfermedad de
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Ollier/sindrome de Maffucci (en los genes IDH 1 y 2) (151). En el caso de los
tumores somaticos, en los cuales los cambios gendmicos se limitan al tumor, es
importante el soporte de la literatura y ver que mutaciones se repiten con mas
frecuencia en las diferentes biopsias tomadas del tumor original (152).

2.2.1 Elaboracion de Ia secuenciacion

Una vez se tiene una muestra de la lesion neoplasica, que puede ser una biopsia
liquida o tejido tumoral fresco en nitrogeno liquido o de tejido embebido en
parafina, esta se puede utilizar para efectuar la secuenciaciéon (153). Se puede
secuenciar todo el genoma, los exones, intrones o ciertos genes de interés, en
este caso, los que se han relacionado con cancer.

La secuenciacion del genoma completo se hace cuando se estan haciendo
protocolos de investigacion, por ejemplo, para detectar nuevos genes implicados
en el desarrollo de cancer, pero en un paciente esto seria muy costoso y la
cantidad de informacién que se obtendria seria dificil de interpretar, por lo que, en
un paciente con una neoplasia maligna especifica, usualmente se evaluan genes
ya identificados, con implicaciones prondsticos y predictores de respuesta para
esa neoplasia (154). Se debe tener en cuenta que se puede hacer secuenciacion
para detectar alteraciones en el ADN, el ARN mensajero (ARNm), ARN no
codificante, a nivel epigenético luego del uso de bisulfito e inclusive hacer
inferencia en la variacién del numero de copias (VNC) (155) .

Para la secuenciacion del ADN, luego de que un patdlogo selecciona el tejido
tumoral y que la muestra esta libre de parafina, se debe extraer el ADN y ello se
hace rompiendo los millones de células de la muestra y purificando el ADN alli
contenido. Con este ADN purificado, se pueden hacer pruebas como en Southern
Blooting para analizar uno o varios genes, pero la NGS ha hecho posible observar
en paralelo muchos genes al mismo tiempo, inclusive, hacer el analisis de las
muestras de varios pacientes simultaneamente (156).

El paso siguiente es la fragmentacion donde las largas hebras de ADN
cromosémico se descomponen en fragmentos cortos. Estos fragmentos de ADN
van a permitir generar lo que se denomina libreria de secuenciaciéon. Es de anotar
que estos fragmentos tendran doble cadena por lo que se separan a cadena
sencilla con calor, lo cual se denomina desnaturalizacion, a cada uno de estos
fragmentos se le une unas secuencias adaptadoras denominados cebos o sondas
(“primers” por su denominacion en inglés), que son una especie de codigo de
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barras cuya secuencia ya se conoce y se ha seleccionado dependiendo del
conjunto de genes que se desean analizar, para esta investigacion 324 genes que
estan involucrados en la génesis y posterior evolucion de cancer (157).

Estos adaptadores van a buscar su secuencia complementaria en un panel, que a
su vez tiene un iman que atrae los adaptadores. Luego de que la primera calza en
el panel, teniendo unido un fragmento de ADN, se procede a hacer PCR de cada
uno de estos fragmentos de cadena simple, lo que va conformando una serie de
cluster, cada uno de ellos teniendo un puntaje de calidad, que permite descartar
los que tienen puntajes bajos. Haciendo un lavado se puede separar la sonda de
los fragmentos secuenciados en paralelo y asi se forma una biblioteca de
secuenciacion (140) (Figura 6).

NSG: Doble cadena es extraida y purificada

== DNAEsfragmentadoy se le unen adaptadores

“codigo de barras” < “Primer” encaja

AGGCCA*
Yl o AGGCTACTAGG

Sk cmstQQA TATATAR,TAFA TA AGGCCACTAGGC -

surface AGGCCACT Read 4

AGGCTAC Read 5

AGGCTACTA Read 6
AGGCTACTAGGCCTAC Reference Sequence

Read 1

L Read 2

Figura 6. Esquema de los pasos requeridos para obtener la biblioteca por NGS.

Para efectuar la NGS se extrae y purifica la doble cadena de ADN. Se fragmenta y
se le unen adaptadores o sondas. Estos encajan mediante una especie de codigo
de barras como una llave a una cerradura. Se efectua con lo que se consiguen
cluster, con los cuales se va a construir una especie de biblioteca que se organiza,
en base a una matriz ya conocida y las variaciones en la alineacion permiten

detectar y analizar las diferentes alteraciones gendémicas.
Fuente: elaboracion propia.

2.2.2 Analisis de la prueba
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Al tener la biblioteca de secuenciacion se procede a hacer la alineacion, como
base se tiene una secuencia conocida, que podrian ser datos de la secuenciacion
del genoma humano, del Instituto Nacional para la Investigacion del Genoma
Humano (NHGRI) y del departamento de Energia (DOE) de EE.UU del que se
tiene informacién de la secuencia de individuos sanos y variantes poblacionales;
del Atlas del Genoma en Cancer (TCGA); o un panel de genes seleccionado, en
este caso F1-CDx que evalua 324 genes relacionados con cancer (158).

A medida que se van alineando computacionalmente los fragmentos producidos
en paralelo por PCR a la secuencia seleccionada (matriz), se va conformando una
estructura en la podemos inferir la secuencia de los nuevos fragmentos alineados
y en la que se podran observar las diferentes variantes (159).

Una métrica importante cuando se buscan resultados de secuenciacion es la
cobertura media, que es el numero promedio de lecturas que cubren cada
ubicacion dentro de la regidon de interés. La cobertura media debera ser mayor
cuando se estad secuenciando todo el genoma, lo que aumenta el costo y la
complejidad en la interpretacion. Esta métrica es importante porque cuanto mayor
sea su cobertura, con mas confianza podra realizar la deteccién de variantes
(160).

La variante de alelo (VAF) es importante porque puede proporcionar pistas sobre
el origen y la naturaleza de la variante, esta informacién incluye si la mutacién es
heredada o somatica, si es homocigota o heterocigoto. La VAF también variara
segun el tejido tumoral analizado, determinado por grado de pureza, esto es, la
concentracion de tumor en relacion al tejido vecino sano y su heterogeneidad
(161).

La deteccion de variantes, no solo implica detectar determinada alteracion, sino
saber su ubicacion: se puede detectar la variacion de nucledtidos simples o unico
(SNIP por su sigla en inglés), en donde se observa que hay un nucleétido que no
va acorde al que se deberia esperar en relacion al de base, por ejemplo si en la
plantilla hay una G (guanina), toda la fila deberia tener C (citosina) en donde es
importante analizar la VAF la cual es la fraccién del total de lecturas que contienen
la varianza. Se puede observar en la figura 8, cuatro de las diez lecturas tienen la
variante G, entonces, la frecuencia alélica variante seria 0.4 o 40 por ciento
(Figura 7) (142).
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Figura 7. Analisis de secuenciacion. La cobertura media es el numero promedio
de lecturas que cubren cada ubicacion dentro de su region de interés. En relacion
con los tipos de variacion, puede ser de variacién de nucleétidos simples, en el

numero de copias o rearreglos.
Fuente: modificado de HHMX Pro Genetics — Cancer Genomics and Precisién Oncology.

Hay variaciones menos frecuentes que se pueden observar en las células
cancerosas, como inserciones o deleciones, a las que a veces se hace referencia
como “indels”, que implican la adicién o eliminacion de pequenas cantidades de
nucledtidos (162). La variacion en el numero de copias (VNC), consiste en
encontrar en el alineamiento de la biblioteca de secuenciacion un exceso
(inserciones) o defectos (deleciones) de nucledtidos (163). En los reordenamientos
o rearreglos estan incluidas, translocaciones e inversiones entre otras, que llevan
a que se fusionen la totalidad o parte de dos genes. Para detectar este tipo de
alteracioén, es importante buscar en la secuenciacion de referencia desde inicio y
final de cada parte del gen a fusionar. El informe final debe incluir, la relacion del
numero de copias en cada cromosoma como puede observarse en la Figura 8.
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Figura 8. Ejemplo de amplificaciéon. Grafico tipico de CNV de un GB .

Ganancia de los cromosomas trisomia 7, 19 y 20. Una amplificacién de EGFR y
una delecion homocigoética de CDKN2A/B. Otras 27 regiones de genes estan

resaltadas de forma predeterminada con el nombre del gen.
Fuente: tomado de Practical implementation of ADN methylation and copy-number-based CNS
tumor diagnostics: the Heidelberg experience. Acta Neuropathol. 2018.

2.2.2.1 Frecuencia de variante de alelos

Una forma de distinguir entre mutaciones de linea germinal y somaticas es
comparar una muestra de tumor con una muestra tomada de tejido normal, porque
las variantes de linea germinal se encontraran en ambos lugares, mientras que las
mutaciones somaticas se encontraran exclusivamente en la muestra de tumor
(154,164).

Sin embargo, no siempre es practico, rentable ni ético analizar una muestra de
tejido normal distante. En cambio, esta informacion en ocasiones se puede
extrapolar a partir de una muestra de tumor utilizando el VAF, esto debido a que la
mayoria de las muestras de tumores son una mezcla heterogénea de células
cancerosas Y tejido normal vecino (165).

Al analizar una variante de linea germinal heredada, se debe tener en cuenta que
esta variante estara presente en todas las células normales y cancerosas del
cuerpo. En una variante de linea germinal homocigética se encontraran copias del
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genoma heredadas tanto de la madre como del padre, mientras que una variante
heterocigota se encontrara en una sola copia (166). Esto significa que se debe
observar una variante de linea germinal homocigotica en todas las lecturas de
secuenciacion de la muestra, mientras que se debe observar una variante de linea
germinal heterocigoética en aproximadamente el 50% de las lecturas (Figura 9)
(166).

o Variante de células germinales hereditaria
Homocigético (en una célula) Heterocigético

.y ’—-— \_‘.
Células normales .) ; Células normales .)
- 5 -
[RETAS | i
*
NG

Células de céncer ‘

VAF= 0.5 (50%)

Variante observada en Variante observada en un
todas las lecturas 50% de las lecturas

Figura 9. Variante germinal hereditaria. Variante presente en todas las células del
cuerpo, tanto normal como cancerosa. En una variante de linea germinal
homocigdtica, se observara la mutacion en todas las lecturas de secuenciacién de
la muestra (VAF=1), mientras que en variante de linea germinal heterocigética se

observara en aproximadamente el 50% de las lecturas (VAF=0.5).
Fuente: copiado y modificado de HHMX Pro Genetics — Cancer Genomics and Precision Oncology.

Una mutacidn somatica esta presente solo en las células tumorales y no en las
células normales, por lo que, en este caso, la VAF dependera de la pureza y
heterogeneidad de la muestra tumoral. La pureza del tumor es una estimacion del
porcentaje de células en la muestra de secuenciacion que son células cancerosas;
el resto de la muestra esta conformado por células normales del tejido circundante
y otras células del microambiente del tumor, como las células inmunitarias (167).
En la figura 10 y 11, el area de la muestra utilizada para la secuenciacién esta
rodeada por la linea discontinua, en este caso se ha estimado que la pureza es del
25%, lo que significa que el 25% de las células en esa area son células tumorales,
mientras que el otro 75% son células normales u otras células no cancerosas; en
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este caso, muchas de las células pequenas tenidas de forma oscura son células
inmunes (161).

Al analizar un ejemplo de una mutacion somatica clonal, se observara que esta
presente en todas las células cancerosas y en ninguna de las células normales de
la muestra. Si es una variante homocigaética, la VAF sera aproximadamente igual a
la pureza del tumor, ya que la fraccién de lecturas que contiene la variante seria
igual a la fraccidon de células con la mutacion. Entonces, si la pureza tumoral de la
muestra fuera del 25%, la VAF seria igual a 0,25 o0 25%. Si es heterocigoto, la VAF
sera aproximadamente la mitad de la pureza del tumor, ya que sera la mitad de las
lecturas que se originan en las células cancerosas; en este caso, seria 0,125 o
12,5% (Figura 10) (168).

Mutacion clonal somatica .
Homozygous (en una célula de cancer en este ejemplo) Heterocigético
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Figura 10. Mutacion clonal somatica. Variante presente solo en las células
cancerosas. En una variante homocigotica, la VAF equivaldra a la pureza del

tumor. En una heterocigotica la VAF equivaldria a la mitad de la pureza del tumor.
Fuente: modificado de HHMX Pro Genetics — Cancer Genomics and Precisién Oncology

La informacion obtenida de la VAF en general, puede ayudar a dilucidar el papel
que desempefa una variante en el desarrollo del cancer (169).

2.2.2.2 Interpretando la variacion
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Una vez que se tiene la lista de todas las mutaciones o variantes presentes en la
muestra del tumor seleccionada del bloque de parafina o la biopsia liquida, lo
siguiente que se debe hacer es determinar cuales son biol6gicamente importantes
ya que por el solo hecho de que las mutaciones estén presentes no significa que
todas sean relevantes para la biologia del cancer (conductoras o “drivers”) dado
que algunas de estas mutaciones pueden ser pasajeras (148).

Se tiene entonces una lista de mutaciones que estan presentes en las células
cancerosas en base al analisis de secuenciacion y esta puede ir desde una sola
mutacién en algunos tumores canceres infantiles como BRAF Y°F (170) hasta
cientos de mutaciones en tumores malignos genéticamente complejos como el GB
y a partir de ahi se debe interpretar la variacion para determinar cual de esas
mutaciones podria ser importante. Dichas mutaciones pueden clasificarse como
patégenas, benignas o puede tener un significado incierto o desconocido. Es
importante afirmar que la categorizacién de una mutacién no es estatica, puede
cambiar con el tiempo a medida que se acumula mas informacion sobre esa
mutacion en particular (171).

En relacion con las variantes patégenas, son variantes que se han observado en
células cancerosas muchas veces antes y se sabe que impulsan el cancer
(“drivers”), para dar un ejemplo hay una variante patégena en el gen BRAF que es
una mutacién impulsora en un subconjunto de personas con melanoma y se
caracteriza como BRAF c. 1799 T>A (V600E), y en la interpretacion de este se
pude observar en la Figura 11. Para resumir, la nomenclatura describe el cambio
en el ADN vy la secuencia de proteinas que causa la variante, en este caso de
nucledtido simple, denominado SNIP (172).

DNA
A et
; proteina
Ej- r
Patogénica BRAF |, c. 1799 T>A (V600E)
1
Lista de
mutaciones >
En gene /via asociada
4 con cancer?
Incierta / Desconocida > Funcién
significancia
K 4 4
Origen Frecuencia en la poblacion Como podria ello afectar la proteina?
- Germinal vs somatica - Poblacién general - Prediccién computacional
- Temprana vs. tardia - Muestras de tumor - Estudios experimentales
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Figura 11. Interpretaciéon de variacién. Las variaciones pueden ser benignas,
patogénicas o de significado incierto. Un ejemplo de una mutacion patogénica en
el gen BRAF, en donde cambia una timina por una adenina en la posicion 1799, lo
que se traduce en una proteina en la que cambia una valina por un acido
glutdmico en la posicion 600. Al encontrar una mutacién de significado incierto o
desconocido se debe evaluar si es germinal o somatica, si es temprana o tardia,
se debe buscar su frecuencia en la poblacion y si esta reportada en cancer y

cuales serian sus implicaciones.
Fuente: modificado de HHMX Pro Genetics — Cancer Genomics and Precisién Oncology.

En relacion con las variantes benignas, son mutaciones que se encuentran
comunmente en una poblacion general sana. Esto indica que no causan cancer y
pueden descartarse como mutaciones impulsoras o drivers y como posibles
dianas terapéuticas. Se pueden identificar comparando la lista de mutaciones con
bases de datos que contienen informacion sobre la varianza comun vy las
poblaciones humanas (173).

Las mutaciones de significado incierto o no se han visto comunmente en una
poblacién general o no estan fuertemente asociados con el cancer. Para
comprender el papel que estas mutaciones podrian estar jugando, lo primero que
se debe hacer es observar la funcién del gen y como esta podria cambiar con la
mutacion. El siguiente paso es analizar si esta mutacién y el cambio de funcién
estdn asociada a alguna alteracion descrita en la biologia molecular del cancer
(148).

Para el analisis émico, (neologismo derivado del aleman, que en biolégica
molecular se utiliza como sufijo para referirse al estudio de la totalidad o del
conjunto de algo) de las implicaciones de esta variante génica de significado
incierto, que puede ser un hallazgo de “novo” o puede encontrarse en otro tipo de
patologias, incluyendo tumores diferentes a los HGG y su nueva proteina
posiblemente truncada se pueden utilizar (174):

e La prediccion computacional que implica el uso de un algoritmo que intenta
predecir si la variante alterara la estructura.

e La funcién de la proteina en funcién de su posicién y el cambio de
secuencia especifico, mediante el denominado analisis in silico

e Ultilizar estudios experimentales donde la variante puede introducirse en
una linea celular humana o en un organismo modelo para medir el efecto
que tiene en ese sistema
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e Otra linea de evidencia que se puede considerar es la frecuencia
poblacional o sea analizar cual frecuente es la mutacién en la poblacion
general, qué tan comun es en muestras de tumores, etc (175).

Es de resaltar que una mutacién de significado incierto podria ser interesante si se
encuentra en otras muestras de tumores diferentes a los gliomas HGG, ya que
esto podria ser una pista de que esta desempefando un papel importante (153).
Otra consideracion para analizar es el origen de la mutacion, si es germinal o
somatica y si es homo o heterocigoética, ya sea mirando una muestra de la linea
germinal o usando la frecuencia de variante de alelos (VAR) para tratar de
extrapolar la informacion. Si es somatica, observar en qué fraccion de las células
tumorales esta presente con lo que se puede saber si podria ser una mutacion
temprana que esta presente en todas las células cancerosas o una mutacion
tardia que esta presente en solo una pequena fraccion ya que comprender los
origenes de la variacion de esta manera puede dar una idea de su rol (161).

Encontrar una de estas mutaciones de importancia incierta o desconocida en una
muestra de pacientes plantea un desafio para determinar su rol y un tratamiento
posterior y a medida que se continua recopilando mas datos sobre diferentes
mutaciones en diferentes grupos de pacientes y diferentes tipos de cancer,
permitira identificar mas facilmente mutaciones biolégicamente importantes en los
pacientes y centrarse en desarrollar tratamientos que contrarresten los efectos de
esas mutaciones patégenas (Figura 11) (176).

2.2.2.3 Firma mutacional

Las firmas mutacionales son patrones de mutaciones que se pueden ver en todo o
en cualquier parte del genoma que haya secuenciado y estas firmas mutacionales
pueden proporcionar informacion sobre la génesis y desarrollo de la neoplasia o
las posibles opciones de tratamiento para el paciente (177).

Se pueden obtener tres tipos de patrones: la carga mutacional tumoral (TMB) que
es una medida de la densidad de mutaciones codificantes que se encuentran en el
genoma de un tumor. Se calcula tomando el nimero de cambios de codificacién, o
las mutaciones que cambian la secuencia de aminoacidos de una proteina y la
dividen por el numero total de mega bases secuenciadas. Esto se puede calcular a
partir de la secuenciacion del genoma completo, del exoma o mediante el uso de
un panel de genes del cancer (178).
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La segunda caracteristica a considerar es si las mutaciones presentes en la
muestra analizada se acomodan a un patron identificado, lo cual puede dar una
idea de si ciertos factores ambientales podrian haber desempefado un papel en la
causa de esas mutaciones (179).

La tercera caracteristica esta dada, por los defectos de reparacién del ADN. Un
tipo de defecto de reparacién del ADN que se puede ver en algunos canceres es
una deficiencia de MMR, que ocurre cuando hay un defecto en la maquinaria
celular que reconoce y repara mutaciones que alteran el emparejamiento de
bases. La busqueda de alteraciones en este sistema de reparacion se efectua a
través de lo que se conoce como estabilidad de microsatélites, la cual, lo mismo
que la TMB permite detectar los individuos responden bien a ciertas
inmunoterapias (178).

Para su deteccion se busca en un lugar donde esta maquinaria de reparacién es
importante como es la estabilidad de los microsatélites, que son secuencias
compuestas por una serie de repeticiones cortas de uno a diez pares de bases
que se encuentran en todo el genoma humano, a menudo en regiones no
codificantes (180).

Se resalta como la secuenciacion se puede utilizar para determinar si en un tumor
el estado de microsatélites es estable o inestable y deducir si es inestable si la
maquinaria de reparacion de desajustes es competente o no, lo cual a su vez tiene
implicaciones en la seleccion del tratamiento (181). Sin embargo, dado que
muchos microsatélites se encuentran en regiones sin codificacién, es posible que
no se incluyan en los paneles de genes a analizar (Figura 12).
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Figura 12. Firmas mutacionales. La TMB es una medida de la densidad de
mutaciones codificantes que se encuentran en el genoma de un tumor. Se ha
identificado relacidn entre ciertos factores micro-ambientales y ciertas mutaciones.
Una maquinaria de reparacion de ajustes competente (MMR-P) tendra estabilidad
microsatelital (MSS), y una deficiente (MMR-D) tendra altos niveles de

inestabilidad de microsatélites (MSI-H).
Fuente: modificado de HHMX Pro Genetics — Cancer Genomics and Precision Oncology.

Se concluye que identificar mutaciones en los genes es muy importante para
comprender la genética del cancer de un paciente en particular, pero alejar el
zoom y observar el patron de mutacion en todo el genoma también puede brindar
informacion importante sobre el tipo de cancer que esta observando, las
caracteristicas moleculares que lo estan impulsando y potencialmente obtener
informacion sobre si ciertos tratamientos podrian ser mas o menos efectivos en el
cancer de esa persona en particular (182).

2.2.3 Perfilamiento genémico exhaustivo F1-CDx

F1-CDx es NGS que identifica alteraciones gendmicas dentro de cientos de genes
relacionados con cancer (183). F1-CDx esta disefado para incluir genes que se
sabe estan alterados somaticamente en tumores soélidos humanos, que son
objetivos blancos (target) validados para la terapia (ya sea aprobados o en
ensayos clinicos), y/o que son impulsores (drivers) inequivocos de la oncogénesis
(178).
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F1-CDx analiza a 324 genes, incluyendo los intrones de 36 genes implicados en
reordenamientos (184). En la tabla 3 esta incluida la informacioén reportada por F1-
CDx, que cumple los requisitos de la Directiva Europea 98/79 EC para dispositivos
médicos de diagndstico in vitro (178). Analiza a 324 genes, incluyendo los
intrones de 36 genes implicados en reordenamientos. Se da un puntaje a la
perdida de heterocigocidad, se analiza el estado microsatelital (MS) y la carga
mutacional tumoral (TMB) (Tabla 3).
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Tabla 3. Analisis de F1-CDx

ABL1 ACVRIB AKT1 AKT2 AKT3 ALK ALOX12B AMERT (FAM123B) APC
AR ARAF ARFRP1 ARID1A ASXL1 ATM ATR ATRX AURKA
AURKB AXIN1 AXL BAP1 BARD1 BCL2 BCL2L1 BCL2L2 BCL6
BCOR BCORL1 BRAF BRCA1 BRCA2 BRD4 BRIP1 BTG1 BTG2
BTK Cllorf30 (EMSY)  Ci170rf39 (GID4)  CALR CARDT1 CASP8 CBFB CBL CCND1
CCND2 CCND3 CCNET CD22 CD274 (PD-L1) cD70 CD79A CD79B CDC73
CDH1 CDK12 CDK4 CDK6 CDK8 CDKN1A CDKN1B CDKN2A CDKN2B
CDKN2C CEBPA CHEK1 CHEK2 cic CREBBP CRKL CSFIR CSF3R
CTCF CTNNA1 CTNNB1 cuL3 CUL4A CXCR4 CYP17A1 DAXX DDR1
DDR2 DIS3 DNMT3A DOTIL EED EGFR EP300 EPHA3 EPHBI1
EPHB4 ERBB2 ERBB3 ERBB4 ERCC4 ERG ERRFIT ESR1 EZH2
FAM46C FANCA FANCC FANCG FANCL FAS FBXW7 FGF10 FGF12
FGF14 FGF19 FGF23 FGF3 FGF4 FGF6 FGFR1 FGFR2 FGFR3
FGFR4 FH FLCN FLT1 FLT3 FOXL2 FUBP1 GABRA6 GATA3
GATA4 GATA6 GNAT1 GNA13 GNAQ GNAS GRM3 GSK3B H3F3A
HDAC1 HGF HNF1A HRAS HSD3B1 ID3 IDH1 IDH2 IGFIR
IKBKE IKZF1 INPP4B IRF2 IRF4 IRS2 JAK1 JAK2 JAK3
JUN KDMSA KDMSC KDM6A KDR KEAP1 KEL KIT KLHL6
KMT2A (MLL) KMT2D (MLL2) KRAS LTK LYN MAF MAP2K1 (MEK1)  MAP2K2 (MEK2) MAP2K4
MAP3K1 MAP3K13 MAPK1 McCL1 MDM2 MDM4 MED12 MEF2B MEN1
MERTK MET MITF MKNK1 MLH1 MPL MRETIA MSH2 MSH3
MSH6 MSTIR MTAP MTOR MUTYH MYC MYCL (MYCLY) MYCN MYD88
NBN NF1 NF2 NFE2L2 NFKBIA NKX2-1 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3
NPM1 NRAS NSD3 (WHSCILT)  NT5C2 NTRK1 NTRK2 NTRK3 P2RY8 PALB2
PARK2 PARP1 PARP2 PARP3 PAXS PBRM1 PDCD1 (PD-1) PDCDILG2 (PD-L2) PDGFRA
PDGFRB PDK1 PIK3C2B PIK3C2G PIK3CA PIK3CB PIK3R1 PIM1 PMS2
POLD1 POLE PPARG PPP2R1A PPP2R2A PRDM1 PRKARTA PRKCI PTCH1
PTEN PTPNT1 PTPRO QKI RACT RAD21 RADS1 RADS1B RADS1C
RADS1D RAD52 RADS54L RAF1 RARA RB1 RBM10 REL RET
RICTOR RNF43 ROS1 RPTOR SDHA SDHB SDHC SDHD SETD2
SF3B1 SGK1 SMAD2 SMAD4 SMARCA4 SMARCB1 SMO SNCAIP s0cs1
sox2 SOX9 SPEN SPoP SRC STAG2 STAT3 STK1 SUFU
SYK TBX3 TEK TET2 TGFBR2 TIPARP TNFAIP3 TNFRSF14 TP53
TSC1 TSC2 TYRO3 U2AF1 VEGFA VHL WHSC1 wrt1 XPO1
XRCC2 ZNF217 ZNF703
ALK BCL2 BCR BRAF BRCA1 BRCA2 CD74 EGFR ETV4
ETVS ETV6 EWSR1 EZR FGFR1 FGFR2 FGFR3 KIT KMT2A (MLL)
MSH2 MYB MYC NOTCH2 NTRK1 NTRK2 NUTM1 PDGFRA RAF1
RARA RET ROST RSPO2 SDC4 SLC34A2 TERC* TERT** TMPRSS2
*TERC is an NCRNA
**Promoter region of TERT is interrogated

Loss of Heterozygosity (LOH) score

Microsatellite (MS) status

Tumor Mutational Burden (TMB)

Fuente: tomado de informe de F-1 CDx.

2.2.4 Genes involucrados en la clasificacion de los HGG

Se denominan “moduladores” los elementos (mutacién de gen, ARN mensajero,
ARN no codificantes, proteina, radical, etc.) de las vias oncogénicas y metabdlicas
que se traduciran en determinado fenotipo (tipo de glioma, comportamiento,
interaccion con el microbioma y a distancia, etc.) (185).

Con el advenimiento de la NGS, se comenzaron a utilizar métodos para analizar
varios moduladores simultaneamente y un ejemplo de ello es la evaluacién de
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muchos genes a la vez a través de los perfiles de expresibn gendmicos
(gendmica). Utilizando transcriptasa reversa, se analizan de igual manera ARN
mensajeros y ARN no codificantes en lo que se denomina transcriptomica (185).
Luego del uso de bisulfito, se pueden analizar las modificaciones en los
promotores y las histonas a través de la epigendmica. Se evalua la estructura y
funcién proteica con la metaboléomica y la interaccion de todos ellos por medio de
la interatomica (186).

Estas herramientas permiten analizar la génesis y el desarrollo de los HGG. La
formacion de los antes denominados GB secundarios a partir de los LGG ha
permitido adquirir el conocimiento suficiente para considerar el proceso de la
gliomagénesis como un proceso secuencial desde la célula precursora hasta el
GB (187). En este proceso secuencial se ha reconocido que los cambios
morfoldgicos de la transformacion maligna son el reflejo de la adquisicion paulatina
de alteraciones genéticas y epigenéticas (54).

En la figura 13 se esquematiza el modelo basado en la clasificacion de la OMS-4*
del 2016, en donde en la célula glial precursora CGS”, esta implicada en la fase
inicial del desarrollo de los gliomas. La mutacién o no del gen de la IDH juega un
papel fundamental ya que separa dos vias en el desarrollo: en la de los mutados
para la IDH estarian el oligodendroglioma y el astrocitoma de bajo grado del que
se originaria el antes denominado GB secundario y en la via de la no mutacién o
silvestres de la IDH el GB primario (188).

Es asi como si a la célula precursora, mutada para la IDH se suma la mutacion de
ATRX o la codelecion 1p/19q se tendria un oligodendroglioma de bajo grado. Pero
si a la célula precursora, mutada para la IDH se suma la mutacion TP 53, se
tendria un astrocitoma de bajo grado (LGG) y a este ultimo se adiciona la perdida
de RB, la perdida de CDKNZ2A o la amplificacion de CDK4, el paciente tendria un
AA o grado lll. Si a este se suman la amplificacion de EGFR, la amplificacion de
PDGFRA y la perdida de PTEN, el diagnostico seria de un GB secundario (189).

Pero si la célula precursora se va sumando la amplificacion o mutacién de
receptores de tirosina quinasa (TRK), la mutacion de NF1, la mutacion de PI3K, la
pérdida o mutacion PTEN, la mutacion que lleve a perdida de TP53, la perdida de
CDKNZ2A, la perdida de RB1 y la amplificacion de CDK4, se tendria un GB
secundario (190).
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Figura 13. Gliomas de alto grado, segin OMS-4%Y, 2016. El pilar en su
clasificacion es la mutacion de la IDH en la célula precursora y en la cual, en los
LGG, van pasado a glioma anaplasico y GB secundario. Las células precursoras
que no tienen la mutacion IDH, a medida que se suman otras alteraciones

gendémicas, van a dar origen a un GB primario.

Fuente: modificado de Kumaravel Somasundaram. Advances in Biology and Treatment of
Glioblastoma. 2017.

2.2.4.1 Las mutaciones y VNC involucrados en la clasificacion de los
HGG

IDH: La enzima tiene tres isoformas que son esenciales en varios procesos
metabdlicos, tales como el ciclo de Krebs, el metabolismo de la glutamina, la
lipogénesis y la regulacion redox. La IDH1 esta localizada en el citoplasma y los
peroxisomas, mientras que las IDH2 y IDH3 estan localizadas en la matriz
mitocondrial (191).

Los sitios cataliticos de la IDH1 y IDH2 muestran afinidad por el sustrato isocitrato

con NADP+ y un cation divalente, resultando en la formacién de a-ketoglutarato
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(a-kG). Las mutaciones mas importantes en la génesis de gliomas estan en los
genes de la IDH1 e IDHZ2, la cuales tienden a localizarse en el residuo de arginina
(R) que es crucial para el reconocimiento del isocitrato, esto es R132 para IDH1 y
R140 o R172 para IDH2 (192).

La mutacién sin sentido en el gen de la IDH1 se traduce en el reemplazo de la
unién fuerte y con carga positiva de la arginina por aminoacidos con baja polaridad
tales como histidina (H), lisina (K) o cisteina (C), lo cual impide la formacién de
uniones de hidrogeno con los sitios a-carboxil de isocitrato (192).

La enzima IDH mutante exhibe entonces una afinidad disminuida para isocitrato,
asi como una elevada preferencia por NADPH. Sin embargo, solo una copia del
gen de la IDH esta mutada en los tumores, y en las células tumorales, que
muestran mutaciones heterocigoticas de la IDH y se presume que las principales
formas de dimeros de IDH son heterodimeros que contienen una version de IDH1
no mutada y una versién con la mutacion R132H. Como resultado, en las células
mutadas para IDH, el componente silvestre del dimero se convierte a a-
ketoglutarato (a-KG) para producir NADPH mientras la parte mutante del dimero
exhibe una actividad neomoérfica, convirtiendo el a-KG en una molécula antes no
existente, la D-2 hidroxiglutarato (D-2-HG) en una manera dependiente de NADPH
(192).

La establecida actividad de esta nueva enzima asociada con la mutacién de la IDH
ha mostrado tener efectos en el metabolismo celular y la oncogénesis (193). La
disminuciéon de a-KG podria afectar el nivel de la subunidad alfa del factor
inducible por hipoxia (HIF-1a) ya que el a-KG es necesario para que las prolil-
hidroxilasas (PHD) hidroxilen y promuevan la degradacién de factor dependiente
de hipoxia (HIF). La mutacion de IDH esta asociada a la hipermetilacion de las
islas CpG, lo cual, como se vio anteriormente, lleva al fenotipo G-CIMP. La
actividad neomorfica de la IDH1 mutante resulta en una hipermetilacién global del
ADN vy las histonas, ya que las demetilasas son bloqueadas por el nuevo onco-
metabolito D-2-KG (194).

Codelecion 1p/19q: Resulta de una translocacion no balanceada de un brazo
simple del cromosoma 1p y 19q. La secuenciacion de estas regiones identificd
mutaciones en dos potenciales genes supresores: Elementos corriente arriba Far-
(FUE)-proteina de union-1 (FUBP1) en el brazo del cromosoma 1 y el gene
homologo de la Drosophila capicua (CIC) en el brazo 19q (195).
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FUP1: regula la expresion de MYC, y se cree que la mutacién inactivante de
FUBP1 resulte en la activacion de MYC, un conocido oncogén (196).

CIC: en Drosophila CIC codifica un factor de transcripcién (CIC) regulado por la
via dependiente de receptor RTK. La activacion de RTK a través de proteina
quinasas asociadas a mitogeno (MAPK) lleva a la a la degradacién de la proteina
CIC y activacion de los genes previamente suprimidos. CIC es altamente
conservado y se piensa que en humanos se correlaciona su funcion de una forma
similar (197).

Promotor de TERT: El mantenimiento de los telémeros es critico para la célula
cancerosa al prevenir la senescencia celular o muerte. Esto puede ocurrir por que
se incrementen los niveles de telomerasa, una enzima que mantiene directamente
los telémeros, o a través de un mecanismo independiente de la telomerasa,
conocido como alargamiento alternativo de la telomerasa (ALT) (198). El ALT es
visto en canceres presagiando mutaciones en ATRX o dominio de proteina
asociada a muerte (DAXX), mientras mutaciones en el promotor de TERT
(Transcriptasa de telomerasa reversa) se traducen en un incremento en la
expresion de la telomerasa. Mutaciones de ATRX y TERT son mutualmente
excluyentes (199).

Ambas ATRXy mutaciones en el promotor de TERT se encuentran en gliomas. En
tumores mutados para IDH, mutaciones en ATRX se traducen en tumores
astrocitarios mientras que las mutaciones en el promotor de TERT son casi
siempre vistas con la codelecion 1p/19q resultando en tumores oligodendrogliales.
Mutaciones en el promotor de TERT son comunmente vistas en GBY™P". La
mutacién del promotor de TERT solo tiene un valor pronostico negativo en los
pacientes con GB"“™P" ya que esta asociado a un buen prondstico en los
pacientes con tumores mutados para IDH (200).

NOTCH1: aproximadamente 15% de los oligodendrogliomas poseen mutaciones
en este gen, y menos comunmente en otros genes involucrados en la via NOTCH.
La mutaciéon NOTCH1 se asocié con una mas corta sobrevida (201). La activaciéon
de NOTCH podria estimular la sefalizacion de B-catenina y NFxB a través de la
activacion de AKT en células de glioma. Por lo tanto, la sefalizacion de B-catenina
y NFkB estimuladas por la activacion de NOTCH promueve sinérgicamente las
propiedades migratorias e invasivas de las células de glioma (202). Esta se ha
relacionado con la mutacién en PIK3CA y la respuesta a farmacos (203).
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ATRX: como se anot6 anteriormente mutaciones de este gen se traducen en
tumores astrocitarios. Alfa-Talasemia/sindrome retardo mental ligado al
cromosoma X (ATRX) es una proteina remodeladora de cromatina cuya funcién
principal es el depdsito de la variante de histona H3.3. Las mutaciones de ATRX
estan ampliamente distribuidas en el glioma y se correlacionan con el desarrollo
de alargamiento alternativo de los telomeros (ALT), pero también afectan otras
funciones relacionadas con la regulacion epigenética (204).

TP53: denominado el guardian del genoma, es un gen supresor de tumores
localizado en el sitio cromosdémico 17p13.1 y codifica para la proteina p53, un
factor de transcripcion implicado en la regulacion de multiples funciones celulares
relacionadas con la biologia del cancer, como son la regularizacion de la
proliferacién celular, la reparacion del ADN, la apoptosis y la diferenciacién (205).

CDKN2A/B: esta localizado en el sitio cromosémico 9p21, siendo un gen
regulador del ciclo celular G1 negativo, ya que codifica las proteinas p16INK4a y
14ARF. La p16 es una proteina supresora de tumores que induce la detencién del
ciclo celular mediante la inhibicion de los complejos de ciclina D-CDK4 y ciclina D-
CDKa®, lo que indica la fosforilacion de la proteina Rb; mientras que p14ARF es
una proteina que bloquea la degradacion de p53 mediada por Mdm2 (206).

EGFR: también conocido como HER1 o ERBB1, es un RTK transmembrana de la
familia ERBB. Esta es una familia de cuatro receptores (ERBB1-4 o HER1-4),
siendo EGFR el mejor caracterizado. Al unirse a ligandos que incluyen: el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a),
la anfiregulina, la betacelulina, el EGF de unién a heparina (HB-EGF) y el epigén o
epirregulina; el EGFR forma homodimeros o heterodimeros con otros miembros
de la familia ERBB (207).

La dimerizacién de EGFR conduce a la trans-fosforilacion (autofosforilacion) de su
cola C-terminal, que sirve como sitio de acoplamiento para las proteinas de
sefalizacion que contienen el dominio de homologia SRC2 (SH2), incluida la
proteina 2 unida al receptor de factor de crecimiento (GRB2), la proteina
transformadora 1 que contiene el dominio de homologia 2 de SRC (SH1) y
proteinas transductores y activadoras de la transcripcion (STAT). Estas proteinas
de senalizacion regulan los procesos fisioldgicos y patologicos de la via que se
dirige al nucleo (208).

Las mutaciones activadoras en el dominio quinasa de EGFR se detectan con
frecuencia en el cancer de pulmén de célula no pequena (NSCCL) (209). Estas
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mutaciones, L858R en el exdn 21 y la delecion en marco en el exon 19, son raras
en GB. Por el contrario, en GB se encuentra con frecuencia un grupo separada de
deleciones de EGFR y mutaciones puntuales. Las deleciones de EGFR en GB
incluyen EGFR vl (eliminacion N-terminal), vll (eliminacion de los exones 14-15),
vlll (eliminacion de los exones 2-7) y vIV (eliminacion de los exones 25-28), entre
los cuales vll y vlll son oncogénicos (210).

VNC+7/-10: se <conoce poco acerca de Ila relevancia de evaluar
independientemente los brazos de los cromosomas 7 y 10, esto es, la ganancia de
otro brazo en el cromosoma 7 y la pérdida de un brazo en el 10, lo cual se detecto
por citogenética y posiblemente sea el resultado de errores en la division mitética.
Usando NGS se observd que mutacion de EGFR (amplificado), del promotor de
TERT mas esta CNV pueden llevar al diagnéstico de GBY™P" aunque no se
observe proliferacién vascular ni necrosis (211).

2.3 Factor Pronostico

Se define como factor prondstico toda medida obtenida del paciente a lo largo del
tiempo, que tiene correlacidon con la probabilidad de recuperacién o la probabilidad
de recurrencia y por lo tanto con la supervivencia (212), pero que no permite
sugerir determinado tipo de tratamiento oncoldgico. Para el estudio de los factores
prondsticos, estos han sido divididos en varias categorias: clinicos, quirurgicos,
histolégicos y terapéuticos ademas de los adicionados recientemente, como son
los moleculares (213).

Se definen tres variables clinicas como factores prondsticos: la edad ya que
pacientes diagnosticados con mas de 70 afos tienen un peor prondstico que
aquellos que son diagnosticados con menos de 40 (51), el antecedente de
convulsiones que sugeririan que el GB viene de un LGG (antes denominado GB
secundario) (34) y el estado funcional basados en la escala de KPS ya que
pacientes con un indice de 50 (necesita ayuda importante y asistencia médica
frecuente) o menor, tienen elevado riesgo de muerte durante los 6 meses
siguientes (214). Este ultimo parametro va ligado a la necesidad o no de
suministrar corticosteroides para sostener un estado funcional adecuado (7).

En relacion con los factores prondsticos relacionados con la CX, el grado de
reseccion quirurgica se establece como factor prondstico, ya que el porcentaje de
citoreducciéon quirurgica tiene un papel fundamental en el manejo clinico de los
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pacientes con HGG. Una reseccién completa o casi completa de la tumoracién
(debulkig) da lugar a un mejor pronostico obteniéndose una supervivencia de 11,3
meses con una reseccion completa frente a 10,4 meses si es parcial o 6,6 meses
si solo se practica una biopsia (215). Ello se ha corroborado demostrado que la
mayor reseccion del area captante del medio de contraste gadolinio y no captante
(216) en T1, se asocia con una mas larga OS, especialmente en jovenes (217).
También existen estudios que demuestran que un tratamiento con RT
postoperatoria incrementa la supervivencia de los pacientes con HGG (218).

Desde el punto de vista histolégico y molecular los gliomas son tumores muy
heterogéneos, por lo que resulta muy importante obtener una buena muestra
quirurgica para lograr una correcta clasificacién histolégica y por ende para tratar
de hacer medicina personalizada (219) y puntual (113). La necrosis constituye el
parametro histolégico mas decisivo en la supervivencia de pacientes con glioma
(220).

En el analisis histolégico de la muestra obtenida, se pueden observar células que
sugieren un tumor de estirpe oligodendroglial (195), sospecha que se corrobora si
se encuentra mutacion de IDH ((221) y codelecion 1p/19q (222), siendo este tipo
de tumores los de mejor pronéstico de todos los que conforman la familia de los
astrocitomas difusos del adulto. Si en la H-E se observan células en forma de
estrella, propia de los astrocitomas y se documenta mutacion de la IDH1, se
tendra un astrocitoma, de mejor prondstico que el GB (195).

2.3.1 Biomarcadores Prondsticos

Tener metilado el promotor de la MGMT por PCR es un factor pronostico benéfico,
independiente del tratamiento; del estudio liderado por el Dr. Stupp en donde se
incluyeron 573 pacientes, se tom6 una muestra de 206 a quienes se les analizo
por PCR la metilaciéon del promotor de la MGMT, encontrando una diferencia
significativa, independientemente de la asignacion del tratamiento, en la
supervivencia general entre los pacientes cuyos tumores tenian metilacion del
promotor de MGMT vy aquellos cuyos tumores no la tenian (P<0,001 por el
logaritmo -prueba de rango). El cociente de riesgos instantaneos de muerte fue de
0,45 (Valor p <0,001 IC 95%, 0,32 a 0,61) entre aquellos con metilacion del
promotor de MGMT, un resultado que corresponde a una disminucion del 55 % en
el riesgo de muerte en este subgrupo (7).

No es tan claro su valor pronostico cuando se coteja el tener o no la metilacién y si
se suministra PS o solo RT ya que en el subgrupo de pacientes metilados que
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reciben la PS disminuye el riesgo de muerte en un 49% frente a los que solo
reciben RT y en los no metilados que reciben el PS disminuye en riesgo de muerte
en un 31% frente a los que solo reciben RT (7).

Se han utilizado diferentes técnicas para la metilacion del promotor de la MGMT
con meétodos elaborados como la metilacion especifica de PCR (MSP),
pirosecuenciacion, la plataforma EPIC BeadChip arrays, alta resolucién Melt
(HRM) o analisis de alta resolucion de fusion, que compara curvas de fusion de las
cadenas de ADN (223).

Otros estudios han identificado a factores de crecimiento y sus receptores como
posibles factores prondsticos en gliomas, como es el caso de mutacion del gen de
EGFR (224), pero la heterogeneidad del tumor y su complejidad molecular ha
limitado la aplicacién practica de estos biomarcadores (225).

Sin embargo, un pequefio grupo de individuos parecen tener una supervivencia
mas larga, denominados “respondedores excepcionales”, en lo que esta respuesta
ha sido asociada, en parte, a la hipermetilacion del promotor del gen de la MGMT.
Estudios recientes apuntan a que en los respondedores excepcionales hay otros
factores genéticos prondésticos, e instan a su busqueda (226) para que sirvan para
reorientar la farmaco-oncologia hacia medicamentos emergentes u otras
modalidades de tratamiento (219).

2.3.2 Biomarcadores Predictivos

Se definen como biomarcadores predictivos, los que pueden indicar cual sera la
respuesta a determinada modalidad de tratamiento. Se sabe que el tener metilado
el promotor de la MGMT es pronostico y predictor independiente del tratamiento,
por lo que a un paciente que tenga metilado el promotor se le puede afirmar que
ya sea que reciba PS o solo RT va a tener mejores desenlaces que si no tuviese
metilado el promotor, pero no se puede aseverar que una modalidad de
tratamiento es mejor que la otra, aunque se sugiere el PS en los menores de 70
afnos con adecuado KPS (7).

En los que si tiene valor predictivo es en los mayores de 70 afos, en los que se
prefiere dar solo TMZ si tiene metilado el promotor de la MGMT o solo RT si no lo
tienen metilado (227). Se ha evaluado el poder predictivo de otros biomarcadores
como mutaciones SNV, microARNs y micronucleos (18,19), pero la sensibilidad y
especificidad encontradas, o mismo que la dificultad en la técnica no ha permitido
generalizarlos al uso clinico (111,228).
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En los menores de 70 afios el manejo de leccién es el protocolo Stupp, con radio y
quimioterapia con TMZ concomitante y adyuvante. Tratando de evitar efectos
colaterales en una poblacion altamente vulnerable como son este grupo de edad,
generalmente se utiliza una de las dos modalidades de tratamiento, radioterapia o
temozolamida. En los pacientes en los que tienen metilado el promotor de la
MGMT se puede predecir que van a responder adecuadamente a la
temozolomida, y en los que no lo tienen metilado y que produce la encima que
revierte el efecto de la quimioterapia se puede predecir que les va ir mejor con la
radioterapia (111,228).

2.4 Mecanismos de resistencia a la TMZ

Las estrategias actuales de manejo del cancer no logran tratar adecuadamente
todas las neoplasias malignas con QT, debido a factores restrictivos de dosis
como la toxicidad sistémica y la resistencia a multiples farmacos; lo cual, limita los
beneficios terapéuticos, la calidad de vida y las tasas de remision completa a largo
plazo. La resistencia de las células cancerosas a los medicamentos contra el
cancer es una de las principales razones del fracaso de los tratamientos
tradicionales oncoldgicos (57).

Los componentes celulares y la desregulacién de las vias de sefalizacion
contribuyen a la resistencia a los medicamentos. Si se modulan, tales
perturbaciones pueden restaurar la respuesta al farmaco y su eficacia. Si bien los
HGG de muchos pacientes responden inicialmente a la QT, solo en un 10 a 15%
de los pacientes denominados respondedores excepcionales tienen largas
sobrevidas (120). En la mayoria, ningun régimen farmacoldgico actual puede
superar la inevitable recurrencia del tumor, cuyo sello distintivo es la quimio-
resistencia (21).

Una tactica novedosa para combatir esta enfermedad mortal es atacar sus
mecanismos de quimio-resistencia. Muchos de estos mecanismos pueden ser
concurrentes. El conocimiento de la plétora de vias celulares y mecanismos
involucrados continua brindando valiosos conocimientos bioldgicos y terapéuticos
sobre las estrategias de resistencia de los HGG. En la medida que se van
detectando estos obstaculos, se ha tratado a partir de estudios mecanicistas y
preclinicos de buscar la clave para el tratamiento de GB, que el tumor mas
frecuente, complejo y maligno de los HGG. Se han intentado tratar con terapias

multimodales que atacan el cancer de manera sinérgica en varios frentes, con
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resultados infructuosos, por lo que el esfuerzo también se ha enfocado en
optimizar la TMZ, que cambio el manejo de los HGG (117).

La resistencia innata a |la terapia se caracteriza por la presencia de células gliales
que poseen ciertos mecanismos genéticos y/o epigenéticos para superar las
acciones de la quimio-radiacién de la PS, lo que conduce a que continte el
crecimiento de células tumorales a pesar del tratamiento. La resistencia adquirida
implica alteraciones fenotipicas de células GB virgenes para convertirse en
tumores mas agresivos después de la quimio-radiacion. Esta resistencia surge con
el tiempo, posiblemente debido a inestabilidad genética estimulada, mutaciones
genéticas acumuladas y/o alteraciones epigenéticas de las células GB después
del tratamiento. Desafortunadamente, esto disminuye la eficacia de rondas
posteriores de QT para tumores recurrentes después del control inicial de la
enfermedad (229).

El gran desafio en el manejo de pacientes con HGG sera ampliar estos conceptos,
herramientas, esfuerzos y direcciones. Por ejemplo, esto requerird nuevas
estrategias en el diseno de futuras terapias que sensibilicen mejor a los GB a TMZ
y que se dirijan a las células resistentes. En medio de la heterogeneidad tumoral,
es esencial identificar y caracterizar qué tipos de células de GB pueden evadir las
terapias y convertirse en células cancerosas iniciadoras de recurrencia para que
puedan ser atacadas adecuadamente. Un mayor conocimiento de la evolucién
genética de las poblaciones de células GB después de la terapia, y la capacidad
de las células GB para adoptar caracteristicas similares a las células madre,
también nos proporcionara nuevos conocimientos invaluables para abordar este
cancer recalcitrante (12).

Ademas, en esta era de medicina de precision, sera necesario desarrollar muchas
mas técnicas moleculares que permitan la toma de decisiones del tumor unico de
cada paciente, con la esperanza de que este enfoque personalizado genere
informacion util para evitar la quimio-resistencia. Cada mecanismo de resistencia
presenta desafios formidables para lograr un tratamiento efectivo de GB y a
medida que adquirimos mas conocimientos para superar estas dificultades, los
futuros medicamentos mejorados seran mas prometedores para los pacientes con
HGG (230).

2.4.1 Alteraciones moleculares en GB resistente a la TMZ
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Se ha documentado resistencia a la TMZ (TMZ-R) ya sea por via natural (primaria)
0 por via co-terapéutica (inducida). En ello se han identificado tres mecanismos
primordiales de reparacién que conducen a TMZ-R: (a) incremento en los niveles
intracelulares de MGMT; (b) deficiencia en la respuesta de reparacion de malos
apareamientos (via MMR); (c) un muy eficiente mecanismo en la via reparacion
por escision de bases (BER); y en teoria también se ha postulado la sobre
activacion de la via de la poly (ADP)-ribosa polimerasa (PARP). Pero la mayor
evidencia alrededor de la resistencia primaria a la TMZ gira alrededor del
incremento de la MGMT, y en menor grado a deficiencias en la via MMR (231).

El principal mecanismo de acciéon de TMZ se basa en la formacién de O°-
metilguanina (O%™®), N7-metilguanina (N"™¢) y N3-metiladenina (N*™) durante la
replicacion del ADN mediante el transporte de un grupo metilo (CH3) en el 0% y N’
de guanina, y N°®de adenina. La metil-guanina o la metil-adenina causan un par de
bases no coincidentes, que dan como resultado roturas de ADN vy finalmente
inducen la detencion del ciclo celular en G2/M y la muerte de las células
cancerosas (185).

La mayoria de las bases de ADN alteradas mediadas por TMZ pueden repararse
mediante la via BER. APNG inicia la BER eliminando las lesiones de la base de
N*™ y N”™C inducidas por TMZ, dejando sitios basicos (sitios AP) en el ADN para
su posterior procesamiento por parte de la BER (232). Otro mecanismo es el
apareamiento equivocado de la 05Ccon T y la correccion de solo esta ultima
cadena por MMR, acumulandose las cadenas que tienen la guanina metilada, lo
que activa la via apoptética (12).

Ademas de la alquilacién del ADN, la TMZ puede afectar los cambios fenotipicos
de las células GB a través de eventos de vias de sefAalizacion gendmica y
molecular. Por lo tanto, la TMZ-R en GB no estd asociada con una sola via o
molécula de sefial, sino con vias o redes de sefalizacion complejas (231).

2.4.1.1 Eventos moleculares en células de GB después de TMZ

Al analizar los efectos moleculares en células de GB después del tratamiento con
TMZ, se debe recordar que el GB es un cancer humano complejo debido a
multiples mutaciones genéticas y alteraciones en la expresion de proteinas que
dan como resultado la via de sefAalizacion celular alterada para funciones
celulares clave como la proliferacion celular, division, metabolismo,
migracion/metastasis/invasion y angiogénesis (233).
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El analisis del TCGA mostré mutacion del RTK 2 Erb-B2, (ERBBZ2), del gen de la
neurofibromatosis tipo 1 (NF7), de la proteina tumoral p53 (TP53), del
fosfoinositido-3-quinasa, subunidad reguladora 1 (PIK3R1), alteracién de la
metilacion del promotor de MGMT y deficiencia de MMR en GB. El analisis del
genoma TCGA también identifico alteraciones genéticas frecuentes en cuatro vias
de sefializacién criticas como RTK/RAS/PI3K; Ras-MAPK, p53 y via de
sefalizacion RB. Ademas, se encontré que la activacion anormal de RTK en los
GB, habian estimulado constitutivamente el transductor de sefal y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) en Tirosina705 a través de la activacion o sobreexpresion
de factores de transcripcién al final de la via de sefializacién (234). Sin embargo,
el impacto de la activacion de STAT3 en una posicion diferente a tirosina705 como
fosfo-tirosina705, o fosfoserina 727, puede variar (235).

El sello distintivo de los eventos moleculares y las vias de sefializacién de los GB
pueden verse afectados por el tratamiento con TMZ. Los GB tratados con TMZ
inducen una hipermutaciéon en el ADN y un subconjunto de GB recurre con una
mayor tasa de mutaciéon (236). Ademas de las mutaciones genéticas, la TMZ
puede afectar la expresion de moléculas de multiples vias de sefalizacion en GB.
Por ejemplo, el andlisis del transcriptoma en células GB U87-MG humanas
tratadas con TMZ demostré un enriquecimiento significativo de la via de
sefalizacion Wnt/a-catenina, independientemente de la via ATM/Chk2 y otras vias
en las células tratadas con TMZ. El estudio también encontré que el tratamiento
con inhibidor de PI3K, el LY294002 reprimié la activacion de Akt y abolid la
induccion mediada por TMZ de la via Wnt/a-catenina en células U87-MG tratadas
con TMZ (237).

La TMZ puede afectar la expresién de factores de crecimiento y moléculas de
miARN en GB. Por ejemplo, el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF)
se reguld significativamente en las lineas celulares de GBM U87-MG y U251
humanas tratadas con TMZ (ambas células se conocen como lineas celulares
TMZ-S (TMZ-S) a través de la adquisicion de propiedades similares a las de
células CGS de glioma y la interferencia de CD44 (238). La regulacién al alza de
CTGF inducida por TMZ depende del factor de crecimiento tisular-a. (TGF-a) y
esta regulada por la activacion de TGF-a1 a través de la sefalizacion de Smad y
ERK1/2. La TMZ regula miR-524-5p en las células de GB U87-MG, U251 y redujo
significativamente la viabilidad de estas (239).

La TMZ puede afectar la expresion de numerosas proteinas de GB. Por ejemplo,
el tratamiento con TMZ aumenté la expresidn de la matriz metaloproteinasa-14
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(MMP14), enzima de degradacion de la matriz extracelular, especialmente en
células madre de glioma (GSC), mas no en células en diferenciacion, en células
GB TMZ-S (U87-MG, U251) y en xenoinjerto derivado del paciente (PDX) en
comparacién con las células de control (240).

La TMZ también altera el metabolismo en GB. En el analisis metabolomico, la
histidina, la fosforilcolina y la colina aumentaron en las células U373 tratadas con
TMZ en comparacion con las células tratadas con vehiculo (241).

2.4.1.2 Eventos moleculares en células de GB TMZ-R (innata), después
de TMZ

Las células de GB con resistencia innata a la TMZ pueden tener diferentes vias de
transcriptoma y sefializacion que las células GB sensibles (TMZ-S). Mas del 50 %
de los pacientes con GB primario no responden a TMZ en el tratamiento inicial;
este fendbmeno se denomina TMZ-R innata. La resistencia innata a los
medicamentos se debe a multiples razones, como las caracteristicas
heterogéneas del tumor, las células GSC, los mecanismos intrinsecos de
resistencia a los medicamentos, la plasticidad epigenética de GB y la penetracion
deficiente de los agentes terapéuticos en la BHE humana (21).

Como ocurre en otros tumores resistentes a farmacos, la resistencia innata a TMZ
puede ocurrir por caracteristicas heterogéneas intertumorales y/o intratumorales
en los GB (242). La existencia de GSC en GB también contribuye a la resistencia
innata a TMZ. Ademas, la resistencia innata a TMZ puede ocurrir a través de sus
caracteristicas funcionales moleculares inherentes, como no responder desde las
primeras dosis de TMZ o la interrupcion temprana de la accion de TMZ en las
células GB. La mala penetracion de los agentes terapéuticos en la BHE puede
causar una resistencia innata a la TMZ; sin embargo, TMZ tiene buena
permeabilidad para BHE. Por lo tanto, la resistencia innata de TMZ no se debe a la
permeabilidad de BHE sino a otras razones, como el microambiente hipdxico
(123).

La TMZ sensibiliza las areas limite de los GB, dejando el ambiente hipdxico en el
area central de las células del GB sin una respuesta a TMZ debido a la regulacién
al alza de miR-26a mediada por el factor dependiente de hipoxia-1 (HIF-1). Este
eje HIF-1/miR-26a previene la disfuncion de Bax y Bad en las mitocondrias en GB
y permite la progresion de GB (243). Un informe identificd que la peroxidacion de
lipidos también juega un papel importante en la TMZ-R en GB (244). De las
multiples lineas celulares de GB humanas TMZ-R, la T98G es la mas resistente,
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pero no representa la heterogeneidad del GB, por lo que se generaron lineas de
xenoingerto derivado de pacientes (PDX) TMZ-R a partir de tejidos tumorales de
GB humanos (245).

Los eventos moleculares de GB/PDX innatos de TMZ-R:

Via Akt/mTOR o EGFR/MAPK/STAT o JAK/STAT: Las GSC de GB y varias
lineas celulares de GB establecidas (p. ej., T98G) se conocen como células TMZ-
R innatas. T98G es una linea celular de GB humano generada a partir de tejidos
tumorales de GB caucasicos masculinos. Las muestras de pacientes con GB
mostraron que la expresion elevada de la activacion de STAT3 (p-STAT-3) se
correlacioné con la resistencia a la terapia de alquilacion, como el tratamiento con
TMZ (246). El estudio sugiere que las vias JAK y/o EGFR/MAPK asociadas con
STAT pueden estar involucradas en la resistencia innata a TMZ. Las células GB
TMZ-R, especialmente las GSC centrales, tienen una alta expresion de HIF-1 y
MGMT (247). Estos datos sugieren que HIF-1 vinculado a Akt/mTOR puede estar
involucrado en la resistencia innata a TMZ. Aunque hay varios estudios sobre el
papel de la via EGFR/STAT3 y ERK/HIF-1, las formas en que p-STAT-3 y HIF-1
influyen en la expresion de MGMT siguen sin estar claras (12).

Via Hedgehog: la activacion de la sefalizacion hedgehog/Gli1 condujo a una
mayor expresion de MGMT y aumento la resistencia al tratamiento con TMZ en
tejidos GB primarios (248).

Via de senalizacion de Wnt/a-catenina: existe una correlacion significativa entre
la expresion de MGMT vy la sefializacién de Wnt/a-catenina en canceres como el
carcinoma de colon (SW480) y GB (T98G (249). Por ejemplo, el estudio de
horquilla corta o ARN de horquilla pequefia (shARN) de a-catenina demostré que
Wnt/a-catenina regulaba la expresion de MGMT en células de carcinoma de colon
LS1747. Estos datos sugieren que Wnt/a-catenina puede estar asociada con la
TMZ-R en GB (250).

Reparacion del ADN y enzimas de respuesta al daino del ADN: MGMT se
sobre expresa en un alto porcentaje de GB innatos TMZ-R. Ademas, la pérdida de
MMR o el estado de mutacion de p53 se asocia con resistencia innata a TMZ en
GB (251). MGMT es una enzima reparadora de ADN para ADN dafiado por TMZ.
Por lo tanto, el aumento de la expresién de MGMT es un mecanismo de TMZ-R
innato y adquirido bien conocido. Cuando el nivel de expresion de MGMT es alto
en GB, las células superan la muerte celular mediada por TMZ y dan como
resultado resistencia al tratamiento (21).

En general, alrededor del 60% de los tumores del SNC humanos expresan una
MGMT significativamente mas alta que la del cerebro normal (252). Por lo tanto,
muchos tumores del SNC que expresan MGMT pueden tener la posibilidad de ser
TMZ-R. El efecto de TMZ en las GSC de GB es controvertido. Se ha informado
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que TMZ puede ser citotoxico en las GSC de GB de manera dependiente de la
dosis y el tiempo (253); sin embargo, esta claro que las GSC de GB hipdxicas e
inmaduras son TMZ-R in vitro debido a la sobreexpresion de MGMT, el
mecanismo de TMZ-R mas conocido en GB. Aunque el alto nivel de expresién de
MGMT es un mecanismo importante de TMZ-R en GB, algunos GB deficientes en
MGMT mostraron TMZ-R (254).

El andlisis de la base de datos de GB de TCGA identificd que la expresion de la
dineina citoplasmatica 2 cadena pesada 1 (DYNC2H1), también llamada DHC2, se
correlaciona con una corta SLP en pacientes con GB recién diagnosticado y GB
recurrente (que no recibieron tratamiento con TMZ) con metilacién del promotor de
MGMT (254). La expresion de ARN de DYNC2H1 se correlacion6 negativamente
con la expresion de MGMT. El mecanismo de superacion para TMZ en GB
deficientes en MGMT es a través de la interaccién entre DHC2 con la proteina
complementaria del grupo C del xeroderma pigmentoso (XPC) y el homdlogo 5 de
la proteina cromobox (CBXS5) y por la regulacién de su localizacién nuclear. XPC y
CBX5 median en la reparacion del dafio del ADN inducido por la TMZ en GB
deficientes en MGMT (254).

Debido a la accién de TMZ sobre la metilacion del ADN, el adecuado
funcionamiento en la via BER y un defecto en MMR del ADN contribuyen a la
resistencia innata a TMZ en GB. Las proteinas MMR son enzimas nucleares que
intervienen en la reparacion del desajuste base-base que se produce durante la
replicacion del ADN. Hay multiples enzimas/vias de reparacién del ADN
relacionadas con diferentes tipos de dafios en el ADN. La resistencia innata a TMZ
en GB es por deficiencia de MMR a través del desarrollo de mutaciones en genes
MMR criticos (p. €j., MSH2, MSH6, MLH1, PMS2) (255).

Ligando y receptor: el nivel de expresion de los ligandos y sus receptores se
correlacioné con la respuesta a la TMZ. Por ejemplo, la amplificacion y las
mutaciones del EGFR se encuentran en el 40 % de los pacientes con GB primario.
Las células U87-MG con expresion de EGFRVvIII son mas sensibles que las células
tumorales cuyo EGFR no esta mutado al tratamiento con TMZ solo y TMZ en
combinacién con cetuximab (256).

Las GSC tienden a mostrar una mayor expresion de la proteina miembro D del
grupo 2 de asesinos naturales (NKG2DL), un ligando para NKG2D, en
comparacioén con las células tumorales diferenciadas, y dan como resultado una
resistencia a la terapia con TMZ (257). NKG2D es un sensor molecular de células
estresadas y un potente activador del sistema inmunoldgico. Las células T98G
TMZ-R innata tenian NKG2DL significativamente mas alto en comparacién con las
células U251 TMZ-S (257). Estos resultados indican que NKG2DL puede estar
involucrado en la TMZ-R (257).

Metabolismo: el nivel de expresion de los genes del metabolismo se correlaciona
con la respuesta de TMZ. Por ejemplo, el nivel de expresion de la familia de
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aldehido deshidrogenasa 1, miembro A3 (ALDH1A3), que participa en el
metabolismo del alcohol y la peroxidacion lipidica, se correlacioné con la TMZ-R
en células GB, GB recurrentes y muestras de tumor GB primario (244). Por lo
tanto, las células con ALDH1AS3 inactivado “knockout” fueron mas TMZ-S en
comparacion con las células de tipo salvaje (258).

miARN y ARN no codificante (IncARN): un miARN es una pequefia molécula de
ARN no codificante que funciona en el silenciamiento del ARN y la regulacién
postranscripcional de la expresion génica. El nivel de expresion de algunos miARN
esta asociado con la resistencia TMZ innata y adquirida. Por ejemplo, la expresién
de miARN-21 oncogénico, pero no del supresor de tumores miARN-16, aumenté
en TMZ y neuro esferas tratadas con radiacion en comparacion con las células
adheridas (259).

En el estudio de muestras del anteriormente denominado GB primario, cuatro
mMiARN (miR-423-5p, miR-938, miR-1280, miR-1238) mostraron sobreexpresion en
muestras de pacientes con GB primario TMZ-R en comparacion con muestras
TMZ-S (260). Mientras tanto, tres miARN (miR-93, miR-151-3p, let-7i) tenian una
expresion disminuida en muestras de pacientes con GB primario TMZ-R en
comparacién con muestras TMZ-S (260).

El analisis comparativo de gPCR entre muestras clinicas TMZ-S y muestras
clinicas TMZ-R mostrd una expresioén significativamente mayor del IncARN del gen
15 del hospedador de ARN nucleolar pequefio (SNHG15) y otros genes (Sox-2, a-
catenina, EGFR y CDKG6) en células PDX TMZ-R (261). La sobreexpresion de
SNHG15 inhibié el supresor de tumores miR-627-5p y da como resultado la
activacion de CDKG6 (261).

Factor de transcripcion: varios factores de transcripcion, como STAT3, estan
alterados en los GB innatos TMZ-R. La proteina STAT3 es un mediador
oncogénico al final de la via de sefializacién de la via JAK/STAT. La activacién de
STAT3 mediada por EGFR se encuentra en células GB LN229 TMZ-R innatas
(234).

Genes y proteinas: debido al papel clave del dafio del ADN inducido por TMZ en
la TMZ-R, una molécula que influye en la expresién de los genes MGMT, BER o
MMR esta involucrada en la resistencia innata a TMZ. Por ejemplo, la proteina de
unién a retinoblastoma 4 (RBBP4), que interactua con CBP/p300 para formar un
complejo modificador de la cromatina y se une al promotor de MGMT vy otros
genes, esta asociado con la TMZ-R en las células GB, de GB derivados de
pacientes y PDX (262).

Se conocen varias proteinas involucradas en la resistencia innata a TMZ en GB,
ya sea por expresion de proteina alterada o forma mutante de proteina. Por
ejemplo, las células T98G TMZ-R innatas tienen una expresion mas alta de un
transportador de membrana plasmatica Na+/K+-ATPasa que las células TMZ-S y
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los astrocitos humanos normales (263). El aumento de CD44, una glicoproteina de
la superficie celular esta involucrado en la TMZ-R en las GSC. CD44 es un
marcador de GSC (264).

CD133 es una glicoproteina y un antigeno de superficie celular como marcador
para el marcador de células madre cancerosas GB. Las células positivas para
CD133 expresan niveles mas altos de ARNm de MGMT vy son significativamente
mas resistentes a los agentes quimioterapéuticos, incluido TMZ, que las células
negativas para CD133 (265).

La TMZ-R en los GB depende del estado de p53 porque las células de GB
portadoras de p53 funcionales responden al dafio del ADN y conducen a la
sensibilidad a TMZ. Sin embargo, las células GB (SWB39, SWB77) con p53
mutante y una respuesta lenta del ciclo celular al daino del ADN mostraron una
resistencia innata a la TMZ (245). La resistencia innata a TMZ no se debe a un
solo gen mutacion y se informé que la mutacion del gen HFE (uno de los genes
reguladores homeostaticos del hierro) en células de glioma TMZ-R (266). Las GSC
tenian sobreexpresion y secrecion de la proteina 4 similar a la angiopoyetina
(ANGPTL4). La sobreexpresion del enriquecimiento de GSC inducido por
ANGPTL4 da como resultado una TMZ-R en GB a través de la fosforilacién de 4E-
BP1 mediada por fosforilacion de EGFR que se requeria para el enriquecimiento
de GSC inducido por ANGPTL4 (Figura 15) (267).

2.4.1.3 Eventos moleculares en células de GB TMZ-R (adquirida),
después de TMZ

Se considera que las células de GB presentan una resistencia adquirida a la TMZ:
cuando las células derivadas de pacientes de GB recurrentes no responden a TMZ
o las células GB adquieren TMZ-R por exposicion continua a TMZ a la misma
concentracion o su aumento gradual durante varias semanas o meses. La
resistencia adquirida a TMZ puede ocurrir por la plasticidad epigenética de los GB
ya que tienen una capacidad de adaptacion a la terapia mediante la regulacion en
la transcripcion o traduccion y posterior a estas (268).

Los eventos moleculares de GB adquiridos de resistencia a TMZ

Via EGFR/JNK: Las células de GB con resistencia adquirida a TMZ (U87-aR,
T98G-aR) activan EGFR y el eje JNK-ERK1/2-AP-1 para inducir Cx43, que esta
involucrada en la comunicacion intercelular de uniones comunicantes entre las
células de GB con resistencia adquirida a TMZ (269). Ademas, se encontrd
activacion (mayor fosforilacion de JNK y mayor activacion de su sefializacion
aguas abajo) de la via de sefalizacion de JNK (quinasa terminal c-Jun) en células
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GB TMZ-R adquirida (U343-aR) en comparaciéon con las células no resistentes
(270).

Via Hedgehog: PTCH1, el receptor de la via Sonic Hedgehog (SHH) y el ARNm
aumentaron significativamente en las células de GB con resistencia a la TMZ
(U87-aR, T98G-aR) (271). Estos resultados sugieren que TMZ podria inducir la
regulacion postranscripcional de Patched 1 (PTCH1) en células GB con resistencia
adquirida a la TMZ. El estudio identifico miR-9 como el objetivo de PTCH1 en
células GB TMZ-R adquirida con activacion concomitante de la sefializacion de
SHH. miR-9 aumentd en los tejidos de pacientes con GB y en células de GB de un
paciente con GB recurrente, pero no de un paciente sin tratamiento previo. Estos
datos sugieren que miR-9 se dirige a PTCH1 a través de un método independiente
de SHH en células GB para resistencia a TMZ (271).

Via de NF-kB: La regulacién al alza de la via oncogén NF-kB se asocia con la
resistencia adquirida a TMZ en las células de GB. Por ejemplo, el factor nuclear |
A (NFIA) contribuy6 a la resistencia TMZ adquirida en células GB (U87-aR y U251-
aR) (272). Ademas, la fosforilacibn de NF-kB p65 en la serina 536 indujo
resistencia a TMZ en células de GB U87-aR y U251-aR (272).

Un potente inhibidor de la via de sefializacion de NF-kB, la proteina 3 inducida por
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFAIP3) y el miembro de la familia 1kB
inhibidor de NF-kB, (NFKBIA), se sub-expresaron significativamente en células GB
PDX TMZ-R adquirida al agente alquilante O° (LX-aR, ME-aR ) (273). La
expresion de la transcripcion de TNFAIP3 se correlaciond inversamente con el
estado de activacion de NF-kB en las células GBM PDX adquiridas resistentes al
agente alquilante O° (273).

Via PI3K/Akt o Ras en la resistencia adquirida a TMZ: aumento de la expresion
de proteinas relacionadas con el citoesqueleto de actina, la adhesion focal y el
fagosoma; y la via de sefalizacion de PI3K-AKT se identificaron mediante analisis
protedmico en células U87-MG con resistencia adquirida a la TMZ (U87-aR). En
las células U87-aR, las proteinas de la via del ribosoma y del espliceosoma se
redujeron (274). Los tejidos tumorales GB recurrentes tenian activacion de las vias
PI3K y MAPK/ERK (también conocidas como Ras-Raf-MEK-ERK). Sin embargo, la
fosforilacion de AKT y CREB (proteina de unién al elemento de respuesta cAMP)
se redujo en las biopsias de tumores resistentes, mientras que la fosforilaciéon de
ERK permanecio sin cambios (275).

El aumento del piruvato deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1) en células de GB TMZ-
R adquirida y que sobre expresan EGFRuvIIl (U373vlll-aR) respaldan el papel de
PI3K/PDK1/Akt en células de GB con resistencia adquirida a TMZ (276). Una
proteina de uniéon a GTP relacionada con Ras RRAD (RAS asociado con diabetes,
RAD) se correlacioné con células LN229 con resistencia adquirida a TMZ (LN229-
aR) (234). Las células LN229-aR mostraron una formacién tumoral rapida y un
aumento de las moléculas reguladoras de las células GCS en comparacion con las
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células LN229 progenitoras. RRAD mejoréd la activacion de STAT3 inducida por
EGFR; la expresiéon de RRAD se correlaciond con las propiedades asociadas con
la malignidad. Los resultados implican que la expresiéon de RRAD es fundamental
para el mantenimiento de las células madre y la resistencia a TMZ en células GB
con resistencia adquirida a TMZ (277).

Citocina para la resistencia adquirida a TMZ: en ratones inyectados con células
de oligodendroglioma se observa resistencia a TMZ a través de la correlacion con
la regulacion positiva de CXCL (ligando de quimioquinas (motivo C-X-C))
quimiocinas (CXCL2, CXCL3 y CXCL8) (278). Los datos indican que TMZ modifica
la red de quimioquinas CXC también en GB (279).

Reparacion del ADN y enzimas de respuesta al dafno del ADN para la
resistencia adquirida a TMZ: el nivel de expresién de MGMT en células GB con
resistencia adquirida a TMZ es controvertido. MGMT se sobre expresa en las
células GB con resistencia adquirida a TMZ (U373-aR) en comparacién con las
células originales (233). El aumento de la actividad de alquilguanina -
alquiltransferasa (AGT) es el mecanismo resistente a TMZ en las células GB con
resistencia adquirida a TMZ (SF188-aR) (280). Ademas, se observa MGMT sobre-
expresada en lineas PDX con resistencia adquirida a TMZ (LX-aR, ME-aR) (273).
Por el contrario, la expresion de MGMT no esta involucrada en la resistencia
adquirida a TMZ en células GB (U251-aR) (281).

Olive et al. encontraron que la expresién de MGMT esta regulada a la baja en
células GB con resistencia adquirida a TMZ (U251-aR) (282). Otro estudio también
encontré que la expresion de MGMT no esta involucrada en la resistencia
adquirida a TMZ en células GB (U251-aR, U373-aR) (283).

Aunque las células GB con resistencia adquirida a TMZ anteriormente se
generaron mediante diferentes métodos, los resultados sugieren que el nivel de
expresion de MGMT no esta asociado con la respuesta de TMZ, al menos en las
células U251-aR, pero puede estar asociado con las células U373-aR. En células
GB SNB19-aR con resistencia adquirida a TMZ, la regulacién positiva del gen
NTL1 de BER y la regulacion negativa de la expresion del gen y la proteina MSH6
(MutS Homolog 6) se asocié con la tolerancia a TMZ (284). En otro estudio, la
resistencia adquirida a TMZ no se debe a una mayor reparacion de las lesiones de
O6-metilguanina, sino a una disminucién de la actividad de MMR como MSH2
(homdlogo 2 de MutS) y MSH6 en células GB TMZ-R adquiridas (U87-aR, LN229-
aR, A172-aR) (21).

Metabolismo para la resistencia adquirida a TMZ: la comparacion del
metabolismo entre las células GB con resistencia adquirida a TMZ y las células
sensibles (U373-aR frente a U373) identificd la regulacion positiva de la arginina,
la leucina, el mioinositol, la taurina y la valina en las células U373-aR que en las
células U373 (233). El estudio también encontré una disminucion de metabolitos
como alanina, colina, creatina y fosforilcolina en las células U373-aR en
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comparacion con las células U373. En una comparacion del metabolismo entre
muestras de GB primarias, las muestras de GB primarias TMZ-R mostraron
niveles elevados de adenina e isoleucina, pero niveles reducidos de adenosina,
glucosa y glutation en comparacién con las muestras de GB primarias TMZ-S.
Estos resultados sugieren que existe una discrepancia en la diferencia
metabolémica entre las muestras primarias de GB y las lineas celulares de GB
establecidas para la resistencia adquirida a TMZ.

miARN y IncARN para la resistencia adquirida a TMZ: la expresion de varios
miARN aumenté en células GB con resistencia adquirida a TMZ. Por ejemplo, se
encontr6 miARN regulado al alza como miR-10a, miR-195 y miR-455-3p en
células GB con resistencia adquirida a TMZ (U251-aR, U87-aR, M059-aR) (281).
miR-138 se reguld positivamente en células GB con resistencia adquirida a TMZ
(LN18-aR, LN308-aR) en comparacion con las células parentales (285). La
expresion de miR-138 también aumenté en muestras de tejido de GB recurrentes
después de cambiar del tratamiento con TMZ/RT al tratamiento con TMZ (286).

La expresion de miR-1238 fue mayor en las células GB con resistencia adquirida a
TMZ (U251-aR) y las células PDX con resistencia adquirida a TMZ (N3-aR) y los
exosomas celulares que en las células sensibles. Se encontré un nivel mas alto de
miR-1238 en tumores recurrentes en comparacion con tumores primarios (287).
Por el contrario, gran parte de la expresion de miARN disminuyé en los GB TMZ-R
adquiridos. miR-101 se reguld significativamente a la baja en células GB con
resistencia adquirida a TMZ (A172-aR, U251-aR) y muestras humanas (288).

La expresion de miR-126-3p disminuy6 en células y tejidos GB TMZ-R adquiridos
(U87-aR, U251-aR) (289). miR-146b-5p se reguld a la baja en células GB con
resistencia adquirida a TMZ (U87-aR, U251-aR) (290). La expresion de miR-519a
y el nivel de autofagia inicial fue menor en las células U87-MG con resistencia
adquirida a TMZ (U87-aR) y en una célula PDX (B131212-aR) en comparacion
con las células originales (291). miR-519a regula a la baja la expresion de STAT3
y Bcl-2 y aumenta la autofagia y la apoptosis; por lo tanto, la disminuciéon de miR-
519a puede inducir resistencia adquirida a TMZ a través de la activacion de
STAT3. El estudio de expresiéon de miARN anterior de los mismos GB TMZ-R
adquiridos (p. €j., U251-aR), generado por diferentes investigadores, indicé que se
pueden identificar diferentes miIARN a partir de células GB con resistencia
adquirida a TMZ (291).

Un gen de ARN largo no codificante (IncARN) MALAT1 (transcrito 1 de
adenocarcinoma de pulmoén asociado a metastasis) se regulé significativamente
en células GB con resistencia adquirida a TMZ (U251-aR) (292). MALAT1
promovid la quimio-resistencia al suprimir la via de sefalizacion de miR-101 al
unirse directamente a las células U251-aR. Este resultado esta respaldado por el
hallazgo de que miR-101 se regulo significativamente a la baja en células GB con
resistencia adquirida a TMZ (A172-aR, U251-aR) y muestras humanas (288).
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Estos datos indican la importancia de la via MALAT1/miR-101 en la resistencia
adquirida a TMZ en GB (293).

Recientemente, ADAMTS9-AS2 IncARN se identifico como significativo y sobre
expresado en células GB con resistencia adquirida a TMZ (T98G-aR, U118-aR)
(294). La expresion de ADAMTS9-AS2 se correlacion6 con la expresion de FUS a
través de la union directa a los dominios RRM y Znf RanBP2 de FUS vy, en
consecuencia, aumentd la expresion de la proteina FUS. ADAMTS9-AS2 también
ha disminuido la interaccion entre FUS y MDM2 mediante la ubiquitinacion FUS
K48 (294).

Factor de transcripcion para la resistencia adquirida a TMZ: los niveles de
expresion de MGMT y STAT3 se sobre expresaron en células GB TMZ-R
adquiridas (U87-aR). Los niveles de expresién de STAT3 y STAT3 fosforilado
(pSTAT3-Ser727) se expresaron altamente en células GB con resistencia
adquirida a TMZ (U251-aR, U373-aR); sin embargo, el STAT3 fosforilado
(pSTAT3-Tyr705) disminuyd en las células GB con resistencia adquirida a TMZ
(21).

Snail, un factor de transcripcion y una proteina con dedos de zinc, se regula
positivamente en los tumores GB recurrentes. Ademas de la represion de la
molécula de adhesién E-cadherina para regular la transicién epitelial a
mesenquimatosa (EMT) durante el desarrollo embrionario, Snail promueve la
resistencia de GB a la apoptosis inducida por TMZ. La expresion de Snail esta
modulada por la activaciéon de STAT3. Estos resultados sugieren que la activacion
de STAT3 es un contribuyente clave para la resistencia TMZ adquirida en GB. El
factor de transcripcion STATS5b (transductor de sefal y activador de la
transcripcion 5B) y ATRX (helicasa ATRX dependiente de ATP, helicasa Il ligada
al X o proteina nuclear ligada al X) aumentan en células GBM/PDX con resistencia
adquirida a TMZ (295).

ATRX (un regulador transcripcional) y STAT5b (un factor de transcripcion) tenian
niveles de expresion mas altos en las células GB/PDX con resistencia adquirida a
TMZ (LN229-aR, HG7-aR, HG9-aR) que en las células parentales. El aumento de
la resistencia a TMZ adquirida mediada por ATRX se produce a través del
fortalecimiento de la reparacion del dafno del ADN mediante la proteina PARP1
estabilizadora mas alta y la regulacion a la baja de la expresién de FADD (proteina
asociada a Fas con dominio de muerte) en GB/PDX adquirido resistente a TMZ.
Los resultados sugieren que existe un mecanismo novedoso del eje ATRX/PARP1
para la resistencia TMZ adquirida en GB (296).

Genes y proteinas relacionados con la resistencia adquirida a TMZ: En
células GB TMZ-R adquiridas (U87-aR, U251 -aR) y GB recurrentes (296). EZH2
(histona-lisina N metiltransferasa) es una histona metiltransferasa que constituye
el componente catalitico del complejo represivo polycomb-2 (PRC2); sin embargo,
EZH2 también puede metilar proteinas no histonas como el factor de transcripcion
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GATA4 (proteina de union a GATA 4) y el receptor nuclear RORA (receptor
huérfano relacionado con RAR A) (297).

El transportador de glucosa y la reductasa estan asociados con la resistencia
adquirida a TMZ. Las células GB con resistencia adquirida a TMZ (T98G-aR,
U373-aR) generadas por el tratamiento a largo plazo de células GB humanas con
hasta 1 mili mol de TMZ inducen una mayor expresion de los miembros de la
familia GLUT/SLC2A del transportador facilitador de glucosal/transportador de
solutos, principalmente GLUT- 3 (transportador de glucosa 3) y de la familia de
proteinas AKR1C (aldo-ceto reductasa 1C) (297).

Se identifican multiples proteinas como marcadores de la respuesta de TMZ en las
células GB con resistencia adquirida a TMZ. SCD1 (estearoil-coenzima A
desaturasa 1) es una enzima limitante de la velocidad clave para la sintesis de
acidos grasos monoinsaturados y se regulé significativamente en células GB con
resistencia adquirida a TMZ (U87-aR, T98G-aR) en comparacion con sus células
parentales, a través de activacion de la senalizacion de Akt/GSK3B/B-catenina en
células GB TMZ-R (297).

La glicosiltransferasa — O — Manosa — b - 1,2 -N — acetil — glucosa — minil -
transferasa (PomGnT1), que participa en la formacién de GIcNAc-B1,2-Man
glicano, se reguld significativamente en células GB con resistencia adquirida a
TMZ (U87-aR, U251-aR) en comparacion con las células TMZ-S. Se observé un
aumento de la expresion de P4HB (prolil 4-hidroxilasa, polipéptido beta) en células
GB con resistencia adquirida a TMZ (D54-aR, U87-aR) (297).

La proteina 14 (Fn14) inducible por el factor de crecimiento de fibroblastos se
expreso en gran medida en GB recurrente y en células PDX TMZ-R derivadas de
pacientes con GB in vivo. La proteina Fn14 se expresé en gran medida en
xenoinjertos derivados de pacientes GB con resistencia adquirida a TMZ. La
expresion de CD133 (también conocida como prominina-1, una glicoproteina, el
marcador de superficie celular utilizado con mayor frecuencia para detectar CSC)
fue significativamente mayor en el tejido GB recurrente que en sus respectivos
brotes recién diagnosticados (297).

Los potenciadores son elementos reguladores que pueden promover la expresion
génica. Un potenciador (potenciador K-M), ubicado entre los promotores del
marcador de precursor Ki67 (MKI67) y los genes MGMT, se activa en lineas PDX
adquiridos TMZ-R (GB12-aR) y muestras de brotes recurrentes. La activacion del
potenciador se correlaciond con una mayor expresion de MGMT, un mecanismo
bien conocido para la TMZ-R. El perfil gendmico utilizando xenolinas TMZ-R
adquiridos identific6 una actividad quinasa significativamente alterada en las
xenolinas TMZ-R (dos de los cinco tumores) [105]. El modelo de red sugirié que la
resistencia potencial a TMZ esta mediada por PKC, JAK1, PI3K, CDK2 y VEGFR
(Figura 14) (297).
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Figura 14. Esquema: células GB/PDX TMZ-R innatas y adquiridas. Las células GB
TMZ-R innata tienen diferentes vias de senalizacion para TMZ en comparacion
con las células GB TMZ-S. Ademas de la activaciéon de la via Wnt/B-
catenina/MGMT, las células GB/PDX innatas TMZ-R tienen activacion de la via
EGFR/MAPK/STAT, la via Akt/mTOR/HIF-1a y la via hedgehog/MGMT. Las
células GB/PDX con resistencia adquirida a TMZ tienen canales mas diversos,
como la via EGFR/JNK/ERK activada, la via hedgehog, la via NF-kB, la via

PI3K/Akt, la via Ras y la via MAPK/ERK.
Fuente: modificado de: Ramasamy Paulmurugan, et al. Glioblastoma Resistance to
Chemotherapy: Molecular Mechanisms and innovative reversal strategies. Vol 15, 2021, p:89.

2.4.2 Mecanismos de quimio-resistencia de las células madre (GSC)

Ademas de la BHE, que representa un escudo de primera linea contra las
moléculas terapéuticas, los HGG y su principal exponente el GB explotan una
plétora de armas extracelulares, celulares y moleculares para escapar de la
terapia, ya sea obstaculizando la absorcion del farmaco o anulando su efecto
toxico (298).

Las GSC no solo son el centro de la iniciacion del tumor, sino también el
combustible inmortal de la quimio-resistencia, debido a su equipo molecular innato
y adquirido. Por lo tanto, los mecanismos moleculares responsables de la quimio-
resistencia de GSC han atraido el interés por sus posibles aplicaciones
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terapéuticas. El escenario, sin embargo, parece muy complejo, ya que la quimio-
resistencia no solo es atribuible a las GSC, sino también a otros mecanismos
celulares, como la transformacion de células proneurales y endoteliales en células
madre mesenquimales (57).

Ademas, los mecanismos moleculares involucrados anticipan la expresion de los
transportadores de salida, la activacion de los mecanismos de reparacién del ADN
(como la MGMT, BER, MMR), el cambio metabdlico, la autofagia lo cual depende
de la expresion de varios genes. Por otro lado, los mecanismos extracelulares
juegan un papel fundamental, que involucra la BHE, el microambiente tumoral y la
resistencia inmunoldgica (21).

La recurrencia de GB esta indisolublemente ligada a las GSC, ya que son la
esencia resistente del tumor. Aunque las GSC representan solo una pequefia
subpoblacién del tumor, se cree que son las células a partir de las cuales se inicia
el tumor (299). Las GSC se derivan de las células madre neurales (NSC) que
residen en la zona subventricular, después de mutaciones genéticas impulsoras
(300). Comparten con ellas muchas moléculas comunes como la nestina, CD133,
CD15, SOX2 y otras propiedades que las diferencian, como: la capacidad de auto-
renovacion, un alto potencial proliferativo, la capacidad de generar una progenie
diferenciada, la asociacion con los vasos sanguineos, y la comunicacion con los
componentes del nicho, incluidos los astrocitos y la matriz extracelular. Al igual
que las NSC, las GSC poseen bombas de flujo molecular capaces de excluir
colorantes y farmacos de la célula, lo que las hace resistentes a las terapias
estandar (301).

Los tratamientos anticancerigenos estandar matan las células tumorales, lo que da
como resultado una reduccion temporal del tumor, pero las GSC, que estan
armadas con defensas moleculares contra la entrada y/o actividad de los
farmacos, sobreviven al tratamiento y forman en breve una nueva masa tumoral
mas agresiva (302). Ademas, la plasticidad de las GSC hace que las terapias
actuales sean aun mas ineficaces, ya que, en la poblacién de células resistentes
preservadas, permite la aparicién de las células mas adecuadas para soportar las
terapias posteriores. Por lo tanto, se han dedicado importantes esfuerzos de
investigacion para identificar objetivos moleculares especificos de GSC con el fin
de desarrollar terapias capaces de eliminar por completo los GB recurrentes (303).

Las GSC se pueden caracterizar en funcion de sus propiedades funcionales y
moleculares. Los ensayos funcionales incluyen la actividad del aldehido
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deshidrogenasa (ALDH) (304) y el eflujo del colorante Hoechst de ADN, este
ultimo no considerado uniformemente como un ensayo adecuado (305).

Se ha informado que marcadores de superficie y no superficiales, como CD133,
CD15/SSEA1, CD44, PDGFR, NOTCH, nestina, musashi-1, EZH2, STAT3 y
nanog, identifican y caracterizan las GSC in vitro e in vivo, aunque la validez de
algunos de ellos como marcadores de GSC es controvertida (306). La capacidad
de las GSC para generar GB puede probarse mediante xenotrasplante en ratones
receptores, que dan lugar a tumores histolégicamente idénticos al tumor de origen.
Ademas, el "ensayo de formacion de esferas" in vitro, el xenotrasplante de GSC
cultivadas in vitro o derivadas de pacientes, representa el estandar funcional para
determinar su capacidad de iniciacion tumoral, que es una medida de su
capacidad para promover las recaidas (306).

Los principales mecanismos de resistencia en las GSC son la reparacion
aberrante del ADN, alteraciones en la regulacién de los puntos de chequeo,
alteracion en la regulacién en la division de las células del GB a la recurrencia,
disfuncion en las bombas de eflujo, plasticidad fenotipica y trans-diferenciacion,
escape de la apoptosis, autofagia, metabolismo celular alterado, disfuncion de las
vias de sefial extracelular, secrecion de exosomas, sobre activacién de los
receptores de tirosinaquinasa (RTK), cambios en el microambiente tumoral,
alteraciones en el nicho perivascular y disfuncion de la BHE (20).

2.4.2.1 Reparacion aberrante del ADN

Los agentes alquilantes inducen aductos de metilacion de varias bases
nitrogenadas del ADN, generando ruptura de doble cadena (DSB), lo que
finalmente conduce a la apoptosis. Se utilizan dos tipos de agentes alquilantes
contra GB, las nitrosoureas cloroetilantes como el BCNU y triazenos como la TMZ
(123). La TMZ alquila la posicién N’ de la guanina y la posicién N* de la adenina o
inducen la cloroetilacion en la posicion O° de la guanina; este Ultimo provoca un
entrecruzamiento N1-desoxiguanosinil-N3-desoxicitidil (G-T), que no puede
corregirse adecuadamente, dando lugar a roturas de las cadenas de ADN durante
la mitosis. En las células que expresan p53 de tipo salvaje, el dafno del ADN
inducido por TMZ conduce a la apoptosis, mientras que mata las células por
necrosis en las células que carecen de p53 funcional. Por lo tanto, es efectiva
incluso en ausencia de un sistema de reparacion activo (307).
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Como se explico, la TMZ a pH fisiolégico, se convierte en su compuesto activo
MTIC, que induce la metilacion del ADN en la posicién el O°y el N de la guanina,
los N®y N' de la adenina y el O* de la timina, lo que resulta en la activacién de dos
mecanismos de reparacion diferentes: mientras que la metilacion en la posiciéon O°
de la guanina genera un emparejamiento incorrecto de bases con la timina en el
primer ciclo de replicacion (O°G-T) e induce ciclos futiles de MMR, la metilacién de
la posicién N’ de guanina o la posicién N°® de adenina activan BER (Fig. 16). Los
sistemas MMR y BER, a su vez, estan regulados por PARP-1, que detecta el
dafio, recluta proteinas reparadoras del ADN y MMR conduce a la muerte celular
por apoptosis, pero BER repara parte del dafio causado por la TMZ (21).

Este proceso genera DSB en el sitio apurinico/apirimidinico; el consiguiente
colapso de la horquilla de replicacion induce lesiones terciarias como DSB vy el
intercambio de cromatidas hermanas, que finalmente desencadenan la respuesta
al dano del ADN (DMR) y la apoptosis (307). Por esta razon, la terapia con TMZ
requiere que el sistema funcional de reparacion MMR del ADN para que sea eficaz
(Figura 15) (307).
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Figura 15. Citotoxicidad y mecanismos de resistencia. La TMZ da origen a la O%
MG que se aparea a la timina en vez de la citosina y el sistema MMR repara solo la
92



cadena que contiene la timina, dejando intacta la que tiene la guanina metilada, y
a medida que se van acumulando llevan a DSB, suspensién del ciclo celular en
fase G2M y apoptosis causando citotoxicidad. El otro mecanismo de accion de la
TMZ es metilando la guanina en la posicién 7 (N’-MeG) o la adenina en la posicién
3 (N*-MeA), que si son reparadas por los sistemas BER (iniciado por APNG) o
PARP1 llevaria a resistencia y sobrevida celular, pero si estos no funcionan

adecuadamente, llevaria a SSB y apoptosis.
Fuente: modificado de: Ramasamy Paulmurugan, et al. Glioblastoma Resistance to
Chemotherapy: Molecular Mechanisms and innovative reversal strategies. Vol 15, 2021, p: 373.

Los DSB, también generados por radiacion ionizante, farmacos genotéxicos y
especies reactivas de oxigeno (ROS), son las lesiones mas dramaticas para el
material genético de los mamiferos. Las células han desarrollado una enorme
maquinaria molecular para detectar el dafio y activar un efecto en cascada en los
puntos de control del ciclo celular, la detencion del ciclo celular y finalmente la
reparacion, realizada ya sea por recombinacién homéloga (HR) o por union de
extremos no homédlogos (NHEJ), mecanismos de reparacion que deben estar
inactivos, para que no se repare la célula tumoral y enfrente el proceso de
apoptosis (308).

En células no tumorales de ciclo activo, las DSB son reparadas por proteinas HR,
como Rad51, XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2, y proteinas del complejo de
control de danos Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN), que resintetizan una copia fiel de
ADN, una vez que se complementan sin danos y la cromatida hermana esta
disponible como plantilla. Por el contrario, las células en las fases GO y G1, en su
mayoria corrigen los DSB mediante proteinas NHEJ, incluida la proteina quinasa
dependiente de ADN (ADN-PK) (constituida por las subunidades Ku70/80 y ADN-
PKcs), la ADN ligasa IV (Lig4), XRCC4 y Artemis, que, al no necesitar una
plantilla, modifican la informacién genética original (309).

La principal caracteristica que hace que las GSC, a diferencia de las células
tumorales no madre, sean resistentes a la QT y la RT actuales dirigidas a la
replicacion del ADN, es su maquinaria de reparacion del ADN mas eficiente y la
expresion constitutiva de las proteinas de reparacion del ADN (303) (310)
maquinaria similar permite células de glioma CD133+, a diferencia de las otras,
sobrevivir tanto a las radiaciones ionizantes como a los agentes alquilantes (301).

Tanto la RT como la TMZ inducen un aumento en la subpoblacién CD133+ (311),
lo que sugiere que estos tratamientos promueven la seleccién de células madre
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cancerosas resistentes, responsables de la recurrencia (301). Dado su papel
dramatico en la resistencia a GB, los mecanismos de reparacion del ADN son
objeto de una intensa investigacion, con el fin de identificar terapias efectivas (57).

Entre las herramientas de reparacion del ADN, las GSC sobre expresan, en
comparacion con las células GB diferenciadas, la MGMT. Esta elimina los aductos
de alquilo de la posicion O° de la guanina, comprometiendo los efectos citotoxicos
de los agentes alquilantes. Mientras que el sistema BER es hiperactivo en GB
(306), las proteinas MMR se pierden con frecuencia en las GSC (312), lo que
permite que estas células se repliquen a pesar del dafio en el ADN inducido por
farmacos, por lo tanto, no solo la terapia es ineficaz, sino que también induce
mutaciones adicionales que dan como resultado una amplia variacién en la
capacidad de respuesta clinica (20).

El inhibidor de poli ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP-1) se encuentra regulado al
alza en las GSC (313) y junto con los otros sistemas de reparacion, permite
seleccionar una poblacién de células capaces de superar la carga del dafio del
ADN inducido por la QT y la RT. Diferentes factores de transcripcién controlan el
mantenimiento de GSC y activan las vias de reparacion del dafio en el ADN, lo
que contribuye a la resistencia terapéutica de GB, e incluyen OLIG2, c-Myc, BMI1,
SOX2, NANOG, OCT4 e ID1. Todos estos estan sobre-expresados en GB
recurrente como un resultado de la sobre activacion de vias de sefalizacién
extracelular, regulacion epigenética y accion de microARN (314).

De manera similar, se ha demostrado que la amplificacién y mutacién del EGFR
que conduce a la variante Il del EGFR independiente del ligando,
constitutivamente activo (EGFRVvIIl) aumenta la reparacion y la recurrencia de la
DSB en cultivos de células GB y en pacientes con GB (315). Ademas, la
regulacion al alza de la sefalizacion de PI3K/Akt y la pérdida de fosfatasa
supresora de tumores y homologo de tensina (PTEN) son responsables de la
resistencia a la terapia al aumentar la reparacién del ADN (310).

2.4.2.2 Desregulacion de los puntos de control del ciclo celular

Las GSC no tratadas estan equipadas con una mayor activaciéon basal de los
puntos de control (312), lo que conduce a ciclos celulares extremadamente
prolongados y permite que las GSC corrijan los dafios en el ADN inducidos por la
terapia, por lo que contribuye a la resistencia (310). Ademas, las GSC pueden
recuperarse aberrantemente del dano en el ADN inducido por la RT y la QT debido
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a una segunda maquinaria desregulada, que es la que esta predispuesta a
verificar la correccién del ADN, antes de permitir que continue el ciclo celular; la
llamada via del punto de control del dafio del ADN (310).

Después de los DSB, el complejo MRN activa las quinasas mutadas por ATM y las
relacionadas con Rad3 (ATR) que fosforilan las enzimas posteriores, lo que
desencadena la detencidon del ciclo celular (lo que permitiria que se reparara el
dafio por HR y NHEJ antes de la llegada de la horquilla de replicacion) y la
apoptosis (Fig. 17). Mientras que ATM responde a DSB, ATR es activado por
tramos de ADN monocatenario, que se forman como consecuencia de horquillas
de replicacién estancadas.

En particular, ATM fosforila la histona H2AX, produciendo -H2AX (un indicador
indirecto de DSB), que a su vez recluta las proteinas de reparacion de ADN, la
53BP1, MDC1, RAD51, BRCA1 y el complejo MRN, a los sitios de DSB (316) y
colapso de la horquilla de replicacién (317). ATM y ATR también fosforilan las
quinasas de punto de control 1 (Chk1) y 2 (Chk2), que detienen el ciclo celular en
las fases G1/S, S o G2/M (310). Mientras que la expresion de Chk1 se limita a las
fases S y G2 del ciclo celular y es activa incluso en ausencia de dafio en el ADN,
Chk2 se expresa constitutivamente durante el ciclo celular (318), pero se activa
solo después de la respuesta mediada por ATM a DSB. Aun asi, Chk1 es capaz
de responder a la horquilla de replicacién estancada y al ADN dafiado (319).

Estas dos quinasas dificultan la progresion del ciclo celular en presencia de dafo
en el ADN. En las GSC, su actividad aumenta constitutivamente, lo que hace que
las células sean insensibles a los farmacos que dafian el ADN (306). En
consecuencia, los inhibidores especificos de Chk1 y Chk2 pueden sensibilizar a
las GSC CD133" a la terapia (301). ATM también fosforila el supresor tumoral p53,
que induce la activacion de p21, seguida de una inhibicion del ciclo celular
dependiente de ciclina (320).

En células con niveles adecuados de p53, la TMZ induce la detencién de G2-M
mediada por p53 y p21, lo que lleva a la apoptosis y senescencia celular. En
ausencia de p53, la TMZ es capaz de inducir solo una detencion temporal de G2-
M, lo que hace que las células tumorales puedan reparar el dafio causado por la
TMZ y puedan sobrevivir a la terapia, al pasar de la detencién G2-M inducida por
la TMZ a dividirse y quedarse en G1 para ser reparada por HR o S/G2 para ser
reparada por NHEJ, resistiendo a los efectos de la TMZ (Figura 16) (307).
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Es importante el adecuado funcionamiento de p53 que fosforila p21y detiene
permanentemente el ciclo celular llevando a apoptosis, ya que la detencion
temporal lo que permite es la reparacion por NHEJ y HR, revirtiendo el efecto de la
TMZ.
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Figura 16. Esquema de puntos de control y reparacion del ADN. Los dafos en el
ADN causados por la TMZ son reparados por proteinas del complejo de control de
dafios Mre11/Rad50/Nbs1 (MRN), que resintetizan una copia fiel de ADN. Los
DSB activan ATM/ATR.

Fuente: modificado de Ramasamy Paulmurugan, et al. Glioblastoma Resistance to Chemotherapy:
Molecular Mechanisms and innovative reversal strategies. Vol 15, 2021, p: 374.

2.4.2.3 Escapar de la apoptosis
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El papel clave de la mayoria de los agentes quimioterapéuticos es inducir a las
células cancerosas a cometer suicidio a través de la una de las formas de muerte
celular programada mas estudiadas, la apoptosis. A nivel molecular, se han
delineado dos vias principales de sefializaciéon (extrinseca, mediada por
receptores de muerte, e intrinseca, mediada por mitocondrias) que estan
involucradas en la regulacién de la muerte celular apoptotica y eventualmente
conducen a la activacion de caspasas como un mecanismo efector comun (12).

Las caspasas son una familia de cisteina proteasas que estan presentes como
proenzimas inactivas en el citosol y se activan durante la apoptosis por su escisién
proteolitica en residuos de aspartato especificos y activan una amplia gama de
proteinas directamente involucradas en la muerte celular apoptética. La accién de
la caspasa es contrarrestada por las moléculas inhibidoras de la apoptosis (IAP),
que a su vez son inhibidas por las proteinas Smac/Diablo (321). El supresor de
tumores p53, que es activado por los agentes quimioterapéuticos, esta aguas
arriba de las vias apoptoéticas tanto en la via intrinseca como extrinseca, lo que
induce la apoptosis con un tratamiento agresivo (322).

Los GB recurrentes, han desarrollado diferentes mecanismos para escapar de la
apoptosis, lo que permite su resistencia tanto a la RT como a la QT. Para tener
una adecuada respuesta a la TMZ, deben funcionar adecuadamente las vias de
transduccion de sefiales hacia la muerte celular, y la reactivacion de programas de
muerte celular defectuosos se considera actualmente como un enfoque
prometedor para el tratamiento del cancer (323). Como ya se menciond, las
proteinas del punto de control del dafio del ADN pueden hacer que las células
cancerosas sean mas resistentes a la apoptosis inducida por la terapia a través de
una mayor eficiencia en la reparacion del ADN dafado. En particular, MGMT
elimina los aductos de alquilo mutagénicos, protegiendo asi el ADN del dafo
inducido por TMZ (12).

Por lo tanto, la pérdida de expresiéon de MGMT por la hipermetilacion de su
promotor aumenta la sensibilidad al tratamiento con TMZ, mientras que su
sobreexpresion, frecuentemente observada en GB recurrentes, debido a la
regulacion epigenética, puede ser responsable de la resistencia de GSC a la TMZ
(265). Recientemente se ha demostrado que el inhibidor de la subunidad épsilon
de la cinasa de NF-kB aumenta la resistencia de las células GB a TMZ mediante la
activacion de la via de sefializacion de AKT/NF-kB para regular la expresion de
MGMT (324).
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Sin embargo, incluso en pacientes con GB con metilacion de MGMT, los GB
recurrentes han activado vias alternativas para escapar de la apoptosis.
Efectuando perfilamiento de proteinas expresadas en GB de 36 pacientes
metilados con MGMT, se identificd la sobreexpresion del factor inhibidor de la
migracion de macréfagos en los que se observaron desenlaces de supervivencia
bajos (325).

Como mecanismo adicional, se ha informado que los GB recurrentes muestran
niveles elevados de la proteasa especifica de ubiquitina USP4, un regulador
negativo de p53, lo que contribuye a escapar de la apoptosis después del
tratamiento con TMZ. De hecho, cuando las células silenciadas de USP4 se
trataron con TMZ, la viabilidad celular disminuyé significativamente de manera
dependiente de p53 (326).

2.4.2.4 Vias de senalizaciéon extracelular

El microambiente tumoral del GB consta de diferentes poblaciones celulares,
incluidas células tumorales, células endoteliales, pericitos de vasos sanguineos,
células inmunitarias innatas (microglia, monocitos, macréfagos, neutréfilos vy
mastocitos), células T, neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y GSC, y los
diferentes componentes de la matriz extracelular (MEC). Los factores de
crecimiento y las citoquinas, asi como los contactos de células tumorales y las
interacciones tumor-estroma, activan diferentes vias moleculares en las células
tumorales que contribuyen a la quimio-resistencia en GB recurrente (327).

2.4.3 Redes de senalizacion intracelular involucradas en la resistencia

El desarrollo de NGS ha identificado la implicacion de mutaciones genéticas y
cambios epigenéticos y esta permitiendo encontrar los mecanismos moleculares
implicados en la naturaleza refractaria de los GB. Ademas, las técnicas de analisis
desarrolladas recientemente, como la secuenciacion de ARN de una sola célula,
han revelado funciones criticas de la amplia heterogeneidad intratumoral y la
plasticidad en la regulacién de la quimio-resistencia de los HGG (328). En
consecuencia, la comprension de las redes de sefializacion molecular que
subyacen a la quimio-resistencia de es de suma importancia para superar la
naturaleza refractaria de estos tumores.

2.4.3.1 Estrés de replicacion de ADN inducido por TMZ
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La respuesta al dafo del ADN o DMR, es la via mas fundamental en la maquinaria
molecular inducida por Qt de los GB. El tratamiento con TMZ puede desencadenar
la DMR y provocar la detencion del ciclo celular o la muerte de los GB. En las
células normales, la TMZ induce la metilacion de los residuos de adenina y
guanina en el ADN (N’-guanina, N*-adenina y O°-guanina), seguida de MMR vy
BER (79). La metilacion del O®-guanina mediada por la TMZ es la modificacion de
ADN mas importante en la muerte celular inducida por TMZ, ya que muestra la
mayor toxicidad, a pesar de la menor frecuencia de aparicion (85).

La modificacién del ADN de O°-guanina mediada por TMZ provoca un
emparejamiento anormal de esta guanina con timina en lugar de citosina; esto es
seguido posteriormente por la activacion del sistema MMR. Sin embargo, el
sistema MMR elimina repetidamente solo las hebras recién sintetizadas o sea las
que tienen timina, mientras que las cadenas con Oe-guanina modificadas no se
ven afectadas. El sistema mediado por MMR continda con su inutil ciclo de
reparacion del ADN y finalmente induce un estancamiento de la replicacién del
ADN, que posteriormente desencadena una SSB seguida de DSB del ADN. Este
estrés de replicacién del ADN inducido por TMZ junto con los DSB finalmente
activa el DMR en las células para inducir la detencion del ciclo celular o la muerte
celular de los GB (329).

Se sabe que la MGMT, una enzima reparadora del ADN codificada por el gen
MGMT, revierte esta metilacién del ADN inducida por TMZ del O°-guanina. En GB,
se observa metilacién del promotor de la MGMT en un 45% de los pacientes
evaluados por PCR (7). Los casos de GB con metilados muestran un buen
pronostico bajo tratamiento con TMZ en comparacion con los casos de promotor
no metilado de MGMT (7). Por lo tanto, la metilacion del promotor MGMT
posiblemente determina el prondstico en los GB tratados con TMZ. Sin embargo,
evidencia reciente ha demostrado que los casos de GB con metilacion del
promotor muestran un buen prondstico incluso sin tratamiento con TMZ (330).
Esto sugiere que el estado de metilaciéon del promotor de MGMT puede ser un
sello distintivo de un buen pronédstico de los casos de GB, incluso sin tratamiento
con TMZ.

La via de las proteinas de reparacién de errores de emparejamiento (MMR),
conformada por MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, entre otras, es un mecanismo
alternativo que subyace a la TMZ-R. La via MMR esta compuesta por varias
proteinas, como MLH1, PMS2, etc., y desempefia un papel importante en la
neutralizacion de la toxicidad de la O%™®. La via MMR desempefia un papel
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importante en el mantenimiento de la estabilidad gendmica al corregir los errores
generados, como los desajustes entre bases y los desajustes de
insercion/delecién durante la replicacion del ADN.

La via MMR previene las mutaciones permanentes en las células que se dividen y
reduce el numero de errores relacionados con la replicacion, lo que resulta en la
prevencion tanto de la mutagénesis a corto plazo como del tumor génesis a largo
plazo. Cuando la timina y la O*™® no coinciden, la timina de la hebra hija se
elimina de forma dependiente de MMR. Sin embargo, debido a que la O%™®
permanece en la hebra molde, se introduce una nueva timina en el sitio y los ciclos
repetidos de MMR conducen a roturas de la doble hebra (12).

Las proteinas MMR MutSa y MutL alfa son necesarias para la sefalizacion del
dafio por alquilacién y la induccion de la apoptosis, o que conduce a la activacion
de numerosos objetivos posteriores, como p53, Chk1, Chk2, SMC1 y CDC25A.
Por lo tanto, los defectos en la via de MMR dan como resultado tolerancia al
emparejamiento incorrecto de 0™ lo que contribuye a la resistencia a los
medicamentos. De hecho, se ha demostrado que una mayor capacidad de MMR
aumenta la sensibilidad a TMZ (331).

La regulacion a la baja de la funcion del homdlogo 6 de la proteina MutS (MSHG6)
también se considera critica en el mecanismo molecular subyacente a la TMZ-R.
Primero se forma un complejo heterodimero de proteina MutS con homdlogo 2
(MSH2) o sea MSH2-MSH6 en una base no coincidente que posteriormente
recluta el heterodimero MLH1-PMS2 para iniciar la escisiéon de la base no
coincidente e incorporar una nueva base (285).

En GB, la supresion de la expresion de MSH6 se observa en los casos
recidivantes después de la terapia primaria mediada por TMZ (332); ademas, una
mutacion de MSH6 contribuye a la resistencia contra TMZ. La regulacion a la baja
de la expresion de MSH2 en células GB da como resultado la adquisicion de
resistencia contra el tratamiento con TMZ in vitro, y la expresion mas baja de
MSH2 en casos clinicos de GB se correlaciona con una respuesta deficiente en la
terapia primaria mediada por TMZ (333) . Estos resultados reafirman que la
regulacion a la baja de los niveles de expresion de MSH6 o MSH2 y sus funciones
son fundamentales para la TMZ-R en GB.

Recientemente, la metilacion de N’ inducida por TMZ también ha recibido atencion
como un factor regulador de la respuesta terapéutica de TMZ en la terapia GB. En
los GB TMZ-R regulados a la baja por MMR, la inhibicion de la enzima reparadora
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del ADN PARP, vuelve a ocasionar las SSB que se habian corregido por la via
BER en la metilacion de N’ inducida por la TMZ, induciendo la muerte celular de
los GB (334). Ademas, la expresion de la enzima APNG reparadora por escision
de bases en N’ y N® inducidas por TMZ, también confiere resistencia a la TMZ en
GB y esta asociada con pobre sobrevida en los pacientes (335). Estas pruebas
sugieren que las modificaciones de la metilacion de N’, N* y O° inducidas por TMZ
juegan un papel importante en la determinacion de la respuesta de TMZ en la
terapia GB (Figura 17).
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Figura 17. Transduccién de sefales inducidos por TMZ en gliomas, se presenta
resistencia a la TMZ por un exceso de MGMT, o por déficit de p53 (que frena

MGMT) o alguno de los componentes de MMR.
Fuente: modificado de Ramasamy Paulmurugan, et al. Glioblastoma Resistance to Chemotherapy:
Molecular Mechanisms and innovative reversal strategies. Vol 15, 2021, p: 552.

2.4.3.2 Respuesta al dano del ADN o DMR inducida por TMZ

Vias ATM y ATR: los DSB vy el estrés de replicacion mediado por TMZ estimulan
la activacion de DMR. Las DSB activa un proceso que se orquesta a través de una

activacion secuencial de varias moléculas que desencadenan dos vias: la via
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mediada por la proteina tumoral p53 (ATM-CHK2-p53) del punto de control
quinasa 2 (CHK2) mutado en ataxia-telangiectasia (ATM) y la via mediada por
ataxia-telangiectasia relacionada con RAD3 (ATR)-punto de control quinasa 1
(CHK1) (via ATR-CHK2) (336).

Después de detectar el dafio del ADN desencadenado por TMZ (DSB) y el estrés
de replicacidn, se activan ambas cascadas y el factor de transcripcion p53 (un
regulador principal de DMR) se estabiliza y activa mediante la fosforilacion
mediada por ATM, ATR, CHK1 y CHK2. Se ha confirmado que las mutaciones
puntuales de p53 ocurren con frecuencia en los casos de GB, lo que desencadena
la resistencia contra el tratamiento con TMZ. Ademas, CHK2 fosforila la proteina
tirosina fosfatasa, ciclo de divisién celular 25C (CDC25C); esto induce la detencion
del ciclo celular por una degradacion mediada por fosforilacion de CDC25C (337).
En TCGA se demostro que la eliminacion heterocigota de CHK2 esta presente en
aproximadamente el 20 % de todos los casos de GB (338), lo que sugiere que
CHK2 es un regulador fundamental de la proliferacion de células GB durante el
tratamiento con TMZ.

Por otro lado, el estrés de replicacién del ADN inducido por TMZ desencadena la
activacion de la cascada ATR-CHK1. Es importante destacar que un informe
reciente demostré que TMZ activa fuertemente la cascada del inhibidor de la
quinasa 1 dependiente de la ciclina p21, que es un gen que codifica la proteina
CDKN1A) (ATR-CHK1-p21) en las células de GB y esto da como resultado la
detencion de las células en la fase G2/M. Esto indica ademas que TMZ induce una
detencién persistente del ciclo celular en los GB en lugar de causar su muerte
celular a través de la hiperactivacion de la cascada que da como resultado la
supresion del crecimiento de los GB, lo que confirma que es en esencia, un
citostatico (339) (Figura 19).

Regulacién de p53: dependiente aguas abajo de la cascada de DMR mediada
por ATM y ATR inducida por TMZ u otros agentes quimioterapéuticos, el factor de
transcripcion p53 orquesta varias respuestas bioldégicas, como autofagia,
detencidn del ciclo celular indefinida en G2/M, senescencia celular, reparacion del
ADN y muerte celular; estas respuestas dependen de sus niveles de expresion y
activacion.

En su estado no estimulado, la expresion de la proteina p53 se suprime
constantemente por la degradacién causada por una asociacion continua con la
ubiquitina ligasa E3 de ratéon doble minuto 2 (MDM2) en su dominio de
transactivacion NO-terminal](340). Una vez que la DMR se activa mediante un
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tratamiento farmacoldgico u otros estimulos, como estrés oxidativo, irradiacion y
fosforilacion mediada por ATM y ATR, p53 se estabiliza disociandose de MDM2 y
se activa formando tetrameros en su forma activa; posteriormente, se une a las
regiones promotoras de sus moléculas diana (341).

Un conjunto de datos de TCGA revelé que uno de los genes mutados con mayor
frecuencia en GB es TP53 (gen que codifica p53) (338) En particular, se observan
mutaciones puntuales heterocigoticas de TP53 en aproximadamente el 30 % de
todos los casos de GB en multiples sitios de sus dominios moleculares. Estos se
informan como mutantes de pérdida de funcién de TP53; sin embargo, el
antagonismo de p53 de tipo salvaje, producido por un alelo no mutado durante la
formacion de tetrameros o la ganancia de funcién mediante la formacién de una
estructura similar a una hoja beta que evade la protedlisis y forma agregacion
intracelular, también se ha informado como una funcién oncogénica adicional de
p53 mutante (342). Por lo tanto, las mutaciones de TP53 en GB pueden servir
como oncogenes mas poderosos en comparacién con la simple pérdida de funcién
debido a la mutacion de un solo alelo (Figura 18).
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Figura 18. DSB y estrés de replicacion en el ADN inducidas por TMZ. Los DSB y
el estrés de replicacion mediado por TMZ estimulan la activacion de DMR. Las
DSB activa un proceso que se orquesta a través de una activacion secuencial de
varias moléculas que desencadenan dos vias: la via mediada por la proteina
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tumoral p53 (ATM-CHK2-p53) y via ATR-CHK2. Hacen que se presente
resistencia a la TMZ el funcionamiento a la baja de p53, CHK2 y p21 ya que no se

lograria la detencién permanente del ciclo celular.
Fuente: modificado de Ramasamy Paulmurugan, et al. Glioblastoma Resistance to Chemotherapy:
Molecular Mechanisms and innovative reversal strategies. Vol 15, 2021, p: 554.

2.4.3.3 Regulacion de p53 dependiente de MDM2 inducida por TMZ

MDM2 es una ubiquitina ligasa E3 cuya expresion esta regulada positivamente por
la sefalizacién de la fosfoinositida-3 quinasa (PI13K)-proteina quinasa B (PKB-Akt).
Funciona corriente abajo de la cascada molecular de supervivencia celular
mediada por el RTK localizado en la membrana plasmatica; se sabe que esta
cascada se activa de manera aberrante en las células GB. Como se describid,
MDMZ2 se asocia y antagoniza a p53 mediante una degradacién de p53 mediada
por ubiquitinacién (340). Ademas, se descubrié una amplificacion de MDM2 en
casos de GB, especialmente en los casos que albergan p53 no mutado, donde
indujo TMZ-R al antagonizar la expresion de p53 (341).

Es importante destacar que la expresion de MDM2 estd regulada positivamente
por p53, que a su vez bloquea la expresion y las funciones de p53 (343). MDM2
también posee otras funciones que ayudan en la proliferacién y supervivencia
celular. Otro regulador de p53, MDM4, que es estructuralmente similar a MDM2 y
carece de actividad de ubiquitina ligasa, también se expresa mucho en GB, e
interactua con el dominio de unién al ADN de p53 e inhibe |la asociacion entre p53
y su promotor diana; esto da como resultado la supresién de las funciones de p53.
Por ultimo, MDM4 también forma un heterodimero con MDM2 que contribuye a la
expresion estable de MDM2 y la degradaciéon de MDM4 (Figura 20) (344).

2.4.3.4 Regulacion inducida por TMZ de p21 aguas abajo de p53

La expresion de p21, que induce la detencidon del ciclo celular y otras respuestas
biolégicas, esta regulada positivamente por la transcripcion dependiente de p53
(345). p21 interactua con cinasas dependientes de ciclina (CDK) para inhibir la
interaccion ciclina/CDK e inducir la detencidon del ciclo celular en G2 (efecto
farmacoldgico de la TMZ). De hecho, se informé que la falta de regulacién positiva
de p21 se asocioé con una respuesta deficiente al tratamiento con TMZ en casos
de GB (245).

104



Por otro lado, una expresion aumentada de p21, que induce la detencion del ciclo
celular constitutivo después del tratamiento con TMZ, podria inducir una supresion
efectiva del crecimiento de los GB ((339). Estas pruebas sugieren que la induccién
de la expresion de p21 dependiente de p53 después del tratamiento con TMZ
puede ser esencial en una adecuada respuesta terapéutica (Figura 20).

2.4.3.5 Regulacion mediada por TMZ de la expresion de MGMT aguas
abajo de p53

También se conoce el papel clave de p53 en la TMZ-R en células GB a nivel
epigenético. La expresion de MGMT esta regulada negativamente por p53 en
células GB (346). Esto implica que la inactivacién de p53 induce la expresion de
MGMT y su regulacion a la baja contribuye a la resistencia a la TMZ (Figura 20).

2.4.3.6 Regulacién de la senalizacion de muerte celular por TMZ aguas
abajo de p53

La activacion de p53 por DMR posiblemente induce a la supresion del tumor al
desencadenar la detencion del ciclo celular y/o la muerte celular (347). Por lo
tanto, se considera que la inactivacién de p53 por una mutacion de TP53 protege
a las células tumorales de una detencion del ciclo celular mediada por DMR
inducida por TMZ o la muerte celular (341).

La activacion de p53 provoca la muerte celular a través de una cascada intrinseca
dependiente de las mitocondrias y una via extrinseca mediada por el receptor de
muerte. Una regulacion al alza transcripcional dependiente de p53 de proteinas
pro-apoptoticas de la familia Bcl-2, como el antagonista/asesino homélogo de Bcl-
2, la proteina X asociada a Bcl-2, la proteina 1 inducida por forbol-12-miristato-13-
acetato (Noxa) y el modulador de apoptosis regulado al alza por p53 (PUMA)
conduce a la unidon de p53 a sus promotores génicos o provoca una activacion
dependiente de p53 de la quinasa c-Jun NO-terminal; en consecuencia, esto
desencadena la muerte celular programada intrinseca dependiente de las
mitocondrias (348).

Mientras tanto, la regulacion positiva transcripcional dependiente de p53 de los
receptores de "muerte" que se localizan la membrana plasmatica, como el
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receptor Fas, el receptor de muerte 5 (DRS) y el efector de apoptosis p53
relacionado con PMP-22, contribuye a una muerte celular programada extrinseca
rapida (348).

Las cascadas de muerte celular programada tanto intrinseca como extrinseca
inducen la apoptosis dependiente de caspasa y la muerte celular independiente de
caspasa, de manera eficaz. En consecuencia, estas multiples vias de sefalizacion
aguas abajo desencadenan una muerte celular programada dependiente de p53
inducida por TMZ. Ademas, el inhibidor celular de la proteina de apoptosis ligado
al X (XIAP), un regulador clave de la sefalizacion de muerte celular programada
tanto intrinseca como extrinseca, suprime la activacion de las caspasas 3, 7y 9 al
desencadenar su degradaciéon mediada por ubiquitinacion. En los GB, se informa
que una expresion regulada al alza de XIAP se asocia con casos que muestran un
mal prondstico (349).

Ademas, el ARNm de XIAP es estabilizado por MDM2 y su expresién es inducida
por el factor nuclear kappa B (NFxB) mediado por la via RTK-PI3K-Akt, y la
expresion de MDM2 es inducida por Akt (350). Por lo tanto, esta evidencia sugiere
que la sefalizacién de muerte celular intrinseca/extrinseca dependiente de p53
inducida por TMZ en células GB esta regulada principalmente a nivel post-
mitocondrial a través de un complejo Akt-MDM2-NF«B- y maquinaria mediada por
XIAP (Figura 19) (349).
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dependiente de las mitocondrias y una via extrinseca mediada por el receptor de
muerte. La funcion a la baja de p53 o al alza de MDM2, XIAP y MGMT lleva a

resistencia a la TMZ.
Fuente: modificado de Ramasamy Paulmurugan, et al. Glioblastoma Resistance to Chemotherapy:
Molecular Mechanisms and innovative reversal strategies. Vol 15, 2021, p:556.

2.4.4 RTK y su quimio-resistencia mediada por senalizacion relacionada

La sefalizacion mediada por RTK es una de las vias de sefializacién intracelular
fundamentales responsables del mantenimiento de la migracion, invasion,
proliferacion y supervivencia celular. De hecho, la activacion regulada al alza de la
sefalizacion de RTK esta implicada en la oncogénesis de varios tipos de cancer
(351). En general, los ligandos de RTK se asocian con el dominio extracelular NO-
terminal de sus RTK correspondientes para formar un dimero propio; a esto le
sigue la unién de moléculas adaptadoras citosdlicas para desencadenar una
activacion secuencial de la sefializacion RTK aguas abajo (351). Por otro lado, las
mutaciones de activacién de los RTK desencadenan la autodimerizacién o
heterodimerizacion con otros RTK sin asociacion con sus correspondientes
ligandos; esto da como resultado una activacion de RTK independiente del ligando
e hipersensibilidad a sus ligandos (352). Ademas, se sabe que dicha
hiperactivacion de la sefalizacion relacionada con RTK desencadena quimio-
resistencia (351).

Los GB no son una excepcion a esto y la primera mutacion oncogénica
identificada en ellos fue la amplificacion de EGFR. Posteriormente, también se
identifico la activacion mutacional de otros RTK y moléculas aguas abajo y se
estudiaron como nuevos objetivos moleculares en la terapia GB (351). Las
mutaciones puntuales y las fusiones oncogénicas de los RTK también se han
confirmado en los GB mediante avances recientes. Ademas, la sefializacién aguas
abajo de los RTK esta asociada con multiples vias de sefalizacidn disonantes y la
sefalizacion no es unidireccional debido a la retroalimentacion negativa (344).

2.4.4.1 Quimio-resistencia inducida por activacién oncogénica de los
RTK

La amplificacion de la mutacion por truncamiento NO-terminal (dominio
extracelular) de la variante Il del EGFR (EGFRUVIIl), se caracteriza por la falta de
parte de su dominio extracelular (353). Este mutante de EGFR desencadena el
escape de la degradacion inducida por la activaciéon a través de una asociacion

alterada con la E3-ubiquitina ligasa, el linfoma de linaje B de casitas, asi como a
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través de la activacion independiente del ligando (354). Adicionalmente, el TCGA
ha revelado multiples mutaciones puntuales en el dominio extracelular de EGFR
en casos de GB (255); sin embargo, los mecanismos subyacentes a la patogenia
de estas mutaciones puntuales de EGFR todavia no estan bien dilucidados.

Otro RTK frecuentemente mutado en los casos de GB es el receptor A del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRA). Aproximadamente entre el 10 %
y el 13% de los casos de GB albergan esta amplificacion y el 40 % de los
PDGFRA amplificados se notifican como PDGFRA™®, que es un mutante por
delecion de PDGFRA que carece de una parte de su dominio extracelular. Similar
a EGFRUVIII, el mutante PDGFRA™® desencadena una activacion independiente
del ligando y también posee una mayor capacidad de transformacion (355). Es
importante destacar que la hiperactivacion oncogénica del mutante de PDGFRA
facilita la secrecién extracelular del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), un ligando de PDGFRA; esto forma un bucle anormal de activacion de
PDGFRA y secrecion de PDGF que potencializa aun mas la capacidad
oncogénica de los mutantes de PDGFRA, incluida su supervivencia celular y
quimio-resistencia (355).

El receptor hepatocelular productor de eritropoyetina (receptores Eph) que con las
efrinas que son sus ligandos, se han asociado con un mal pronéstico en los casos
de GB y con fenotipos indiferenciados de las células madre de GB, estando
involucrados en la regulacion de la quimio-resistencia (356).

La familia de receptores de dominio de discoidina (DDR), los cuales a diferencia
de las otras familias de RTK, generalmente se activan al asociarse con moléculas
de la matriz extracelular (ECM), como el colageno, en los dominios extracelulares
NO-terminales para llevar a cabo la sefializacion de RTK. Entre los DDR, segun los
datos de TCGA, la expresion de DDR1 es elevada en los casos de GB; por lo
tanto, también puede participar en la modulacion de la oncogenicidad (357).

Otros RTK hiperactivos, asociados con GB, cuyas formas amplificadas ocurren
con frecuencias mas bajas son: el receptor del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGFR/c-MET), que se encuentra tanto en las células de GB como las
células endoteliales vasculares intratumorales donde forman un bucle autocrino
(358). Las familias de receptores del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR)
(359). ElI RTK Tyro-3, Axl y Mer (TAM) miembro de la familia RTK AXL (AXL),
ERBB3 y c-Kit (360).
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El factor de crecimiento humano 3 (ERBB3) cataliticamente inactivo solo puede
servir como socio activador del dominio quinasa en un heterodimero en asocio con
ERBB2 (Her2) (361). Esto pone el foco en su dominio de cola carboxilo terminal
subsecuentemente transactivado, que se une al dominio SH2 de las tres
subunidades reguladoras del fosfatidilinositol 3-quinasas (PI3K) (362).

El protooncogén KIT, transcribe el receptor homologo del sarcoma viral felino v-kit,
también denominado CD117 (c-Kit) y con su unién al ligando fisiolégico, se
produce la dimerizacion, lo que conduce a la transfosforilacion, lo que a su vez
reorienta el dominio yuxtamembrana, liberandolo de su conformacion
autoinhibitoria que adquiere en estado inactivo, facilitando su funcién catalitica
(363).

Como ocurre con los receptores anteriores, algunos de estos sitios de fosforilacion
en la regidon yuxtamembrana de c-Kit, se unen con dominios SH2, formando sitios
de acoplamiento para la sefalizacion y activando vias como, PI3K-Akt-TSC1/2-
mTOR1/2; Ras-MAPK y JAK-STAT, que en ultima instancia activan factores de
transcripcion para dar origen a la proteina que determinara determinada
caracteristica celular (364). En condiciones fisioldgicas, el estimulo del factor de
crecimiento, en este caso neuregulina para ERBB3 (365) y el factor de células
madre para c-kit (366), fosforilan quinasas especificas que conforman PI3K
mediante la asociacidon secuencial con moléculas adaptadoras, para continuar la
cascada aguas abajo (367).

Aunque se han descubierto multiples RTK con activacion oncogénica aumentada
en GB, la mayoria de los ensayos clinicos dirigidos a estos RTK han fallado. Esto
probablemente se deba a que la sefalizacion aguas abajo de los RTK es comun y
no unidireccional debido a la retroalimentacién negativa (21).

2.4.4.2 Receptores ERBB3 y c-Kit

ERBB3: el descubrimiento de mutaciones somaticas activadoras en oncogenes ha
permitido importantes avances en el tratamiento de varios tipos de cancer. La
familia ERBB de tirosina quinasas receptoras transmembrana comprende cuatro
miembros, EGFR (ERBB1), ERBB2 (HER2), ERBB3 (HER3) y ERBB4 (HER4), y
esta implicada en la proliferacion, diferenciacion y migracion celular. ERBB3, fue
descubierto en 1989 como un homdélogo de EGFR y HER2, que ya eran
oncogenes conocidos. Aunque el papel critico de HER3 se ha demostrado
claramente la transformacion y proliferacion de muchos tipos de cancer hay pocos
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datos disponibles sobre los efectos funcionales de las mutaciones de ERBB3. A
diferencia de las mutaciones activadoras de EGFR, actualmente no existe ningun
ensayo clinico a gran escala que valide una estrategia de tratamiento especifica
para los tumores mutantes ERBB3 (368).

Al igual que los otros miembros de la familia, ERBB3 codifica un receptor de
tirosina quinasa transmembrana (RTK), constituido por un dominio extracelular, un
dominio transmembrana unico y un dominio intracelular que contiene el dominio
tirosina quinasa y un regulador C-terminal. EI dominio extracelular esta formado
por dos regiones de union a ligandos y dos regiones ricas en cisteina. En ausencia
de un ligando, el dominio extracelular permanece en una conformacién atada y
bloqueada, estabilizada por las interacciones entre las dos regiones ricas en
cisteina y evitando su dimerizacién. Aunque el dominio de tirosina quinasa de
HER3 comparte homologia con EGFR y el dominio quinasa de HER2, se ha
demostrado que tiene una actividad de proteina quinasa alterada. Por lo tanto, la
activacion de HERS3 requiere la formacion de heterodimeros con otros receptores
de la familia EGFR (principalmente HER2 y EGFR) (369).

Los ligandos de HER3 conocidos son las neuroregulinas NRG1 y NRG2, siendo
NRG1B la mas activa. La parte C-terminal del RTK de HERS3 (Iébulo C, "donante")
interactua con la parte N-terminal del otro RTK (I6bulo N, "aceptor"), lo que lleva a
la transfosforilacion de HER3. Las colas C-terminales fosforiladas de ambos
monomeros pueden entonces reclutar proteinas adaptadoras para activar vias de
sefalizacion. La sefal continua aguas abajo, a través de dos vias, la via de la
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y la via del fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) (208).

La senalizacién por parte de los dimeros de la familia EGFR requiere el
reclutamiento de proteinas adaptadoras por residuos de tirosina fosforilados en la
region del regulador C terminal de cada mondmero. Tanto HER2 como EGFR
pueden activar la via PI3K con los adaptadores GRB2 y GAB1 y la via RAS/MAPK
con los adaptadores GRB2 y SHC, pero HER3 (y HER4) también pueden unirse
directamente a la subunidad reguladora p85 de PI3K para activar su ruta. La
sefalizacion de los dimeros EFGR/HER3 y HER2/HER3 puede diferir, porque
EGFR puede activar PLCy1 y STAT5, que también estan implicados en la
proliferaciéon y la supervivencia. Sin embargo, se ha demostrado que el dimero
HER2/HERS3 tiene un potencial oncogénico superior en comparacion con otros
dimeros que contienen HER3 (370).
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Por lo tanto, HER3 esta implicado fisiolégicamente en la division y supervivencia
celular, y se ha demostrado que su expresion es importante para la proliferacion
celular en muchos modelos tumorales, asi como para el crecimiento y la
transformacion de tejidos normales. Ademas, varios estudios han demostrado su
papel en la resistencia a terapias dirigidas a otros miembros de la familia EGFR, o
inhibidores de PI3K (371).

c-Kit: los seres humanos tienen 58 tirosina quinasas receptoras conocidas,
clasificadas en 20 subfamilias. Uno de los miembros destacados de esta familia es
c-Kit, también conocido como receptor del factor de crecimiento de células madre.
Es uno de los receptores de tirosina quinasa de tipo Il y se sabe que desempefia
un papel fundamental en la aparicion y proliferacion del cancer. Es un receptor de
superficie celular bien conocido que se une a su ligando fisiolégico, el factor de
células madre (SCF), también conocido como ligando c-Kit, lo que lleva a varias
funciones fisiologicas.

En condiciones normales, la activacién de c-Kit ocurre a través de la union de
SCF, lo que conduce a la homodimerizacién del receptor, o que resulta en una
serie de eventos involucrando transfosforilacién, interacciones autoinhibitorias y
activacion de multiples efectoras aguas abajo. Aunque el resultado general de la
activacion de c-Kit depende de la naturaleza de la célula involucrada, se ha
informado que se activan varias biomoléculas efectoras, como MAP quinasas,
quinasas de la familia Src, subunidad p85 de PI3K y fosfolipasa C-gamma (372).

2.4.4.3 Senalizacion RTK-Ras-MAPK

La cascada RTK-Ras-MAPK es una de las vias moleculares esenciales implicadas
en el mantenimiento de funciones celulares como diferenciacién, migracion,
invasion, proliferacién y supervivencia. Esta cascada se desencadena inicialmente
por la asociacion de proteinas adaptadoras, como la proteina 2 unida al receptor
del factor de crecimiento (GRB2) o el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1); a
esto le sigue la activacion de una Ras-GTPase hijo de sevenless (SOS), que
posteriormente convierte las pequefas subfamilias GTPase Ras inactivas unidas a
GDP (H-Ras, K-Ras y N-Ras) en formas activas unidas a GTP (373).

Las subfamilias Ras activadas posteriormente inducen la dimerizacion vy
fosforilacion (activacion) de la serina/treonina quinasa conocida como
fibrosarcoma rapidamente acelerado (RAF; A-Raf, B-Raf y C-Raf) al interactuar
con su dominio regulador N-terminal. Tras la activacion, RAF fosforila la
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serina/treonina cinasas de especificidad dual corriente abajo, esto es, la proteina
cinasa activada por mitégeno 1/2 (MEK1/2); estos posteriormente fosforilan vy
activan la proteina quinasa activada por mitégenos 3/1 (ERK1/2) (374). En ultima
instancia, el ERK1/2 activado activa los factores de transcripcion por fosforilacion y
se traslada al nucleo desde el citosol para regular funciones celulares importantes
mediante la regulacién de la expresidon génica (Figura 22) (375).

2.4.4.4 La quimio-resistencia inducida por la activaciébn oncogénica
RTK-Ras-MAPK

La mutacion puntual del gen BRAF oncogénico (que codifica B-Raf), BRAF Y% o
la fusién KIAA1549-BRAF (los productos se activan constitutivamente sin
asociacion con Ras) se descubren a una tasa relativamente alta (20%) en GB
pediatricos y raramente en los adultos (1%-3%) (376). Se puede presentar
resistencia a los inhibidores BRAF posiblemente por una activacion mejorada de
ERK1/2 a través de la interrupcion de multiples bucles de retroalimentacién
negativa, como ERK1/2-EGFR, ERK1/2-BRAF, ERK1/2-MEK1 y ERK1/2-
fosfatasas de doble especificidad (377). Un cotratamiento con el inhibidor de
ERK1/2 es eficaz para superar esta resistencia (377).

Por otro lado, la neurofibromina 1 (NF1), una proteina activadora de GTPasa que
regula negativamente Ras estd altamente mutada y, por lo tanto, regulada
negativamente en los GB (aproximadamente 20%) (255). Por lo tanto, el NF1
mutado en GB activa la via Ras-MAPK indirectamente y esta activacion acelera la
oncogenicidad, supervivencia y quimio-resistencia de GB (Figura 20) (378).
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2.4.4.5 Vias de senalizacion PAM: RTK-PI3K-Akt-mTORC1 (RTK-PKC-
mTORC1) y RTK-PI3K-mTORC2

Las vias RTK-PI3K-Akt-mTOR y RTK-PKC-mTOR también juegan un papel
crucial en la regulacién de la biologia celular. Los RTK activados fosforilan PI3K
mediante una asociacion secuencial con moléculas adaptadoras o andamios
(cascada GRB2-SOS-Ras); la PI3K activada fosforila y convierte el
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) en fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3)
localizado en la superficie interna de la membrana plasmatica (379).

Luego, PIP3 recluta serina/treonina quinasa 3-fosfoinositido proteina quinasa-1
dependiente (PDK1) y serina/treonina quinasa Akt en la membrana plasmatica, lo
que resulta en una activacion de Akt mediada por fosforilacion por PDK1 (380). A
continuacién, la Akt activada fosforila e inactiva el complejo esclerosis tuberosa 1
(TSC1, hamartina)-esclerosis tuberosa 2 (TSC2, tuberina); esto finalmente activa
el objetivo de los mamiferos del complejo de rapamicina 1 (mTORC1) al inhibir la
supresion de mTORC1 mediada por el homélogo Ras de la proteina de unién a
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GTP enriquecida en el cerebro (RHEB) (381). Este complejo es ampliamente
reconocido como un regulador de Ila sintesis de proteinas y lipidos.
Posteriormente, estos eventos dan como resultado la regulacion de la
supervivencia celular y el metabolismo energético intracelular/estado redox (Figura
22).

Otra via fundamental regulada por la via RTK-PI3K es la cascada RTK-PI3K-
mMTORC2. La union de mTORC2 a los ribosomas de una manera dependiente de
PIP3 tras la activacion de los RTK y activa las quinasas de la subfamilia AGC (Akt,
quinasas inducidas por glucocorticoides y suero, y PKC), o que da como resultado
la supervivencia y migracion celular (382). Ademas, mTOC2 facilita el metabolismo
de la glucosa y los lipidos al regular los factores de transcripcion c-Myc vy la
proteina de union al elemento regulador de esteroles en los GB (367). Durante la
comunicacion cruzada con mTORC1, p70S6K (un objetivo corriente abajo de
mTORC1) fosforila al compafero insensible a la rapamicina del objetivo de la
rapamicina en los mamiferos, es decir, RICTOR, un componente de mTORC2, y
suprime su funcion (381).

Ademas, un informe reciente revel6 que los RTK pueden activar mTORC1 a través
de la via alternativa dependiente de PKC sin activar la sefalizacion de PI3K-Akt
(383). De hecho, p70S6K regula IRS-1 por fosforilacion y, por lo tanto, suprime la
sefalizacion de RTK inmediatamente después de la activacion de RTK (367). En
conjunto, estos hallazgos implican que las vias de sefalizacién intracelular
relacionadas con mTORC1 y mTORC2 mediadas por RTK estan reguladas por un
mecanismo muy complejo que incluye un circuito de retroalimentacion negativa o
de derivacion (Figura 22).

2.4.4.6 Fosfoinositol 3-quinasas

Un posible biomarcador son las mutaciones que truncan la accion del grupo de
enzimas denominadas quinasas de lipidos que conforman las fosfoinositol 3-
quinasas (PIK3), encargadas de fosforilar los fosfolipidos de inositol (PI) (384).

Los PI derivan de los fosfoglicéridos, que estan compuestos por una molécula de
glicerol y un grupo fosfato unido a un alcohol o un aminoalcohol, siendo los
principales constituyentes lipidicos de la membrana celular (385). Los PI se
concentran en la superficie citosdlica y tienen un papel importante en la
senalizacion celular (379). Los Pl pueden fosforilarse a través de quinasas
especificas y de forma selectiva en las posiciones 3, 4 y 5 y se generan siete
proteinas unicas, de las cuales tres son monofosfatos, tres bifosfatos y un
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trifosfato. Los monofosfatos son el fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), el
fosfatidilinositol 4-fosfato (Pl4P) y el fosfatidilinositol 5-fosfato (PI5P). Los
bifosfatos son el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [Pl (4,5) P2] o PIP2, el
fosfatidilinositol 3,5-bifosfato [Pl (3,5) P2] y el fosfatidilinositol 3,4-bifosfato [PI (3,4)
P2]. El trifosfato es el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato [P1(3,4,5) P3] o PIP3 (386).

A su vez, existe un grupo de enzimas denominadas PI3K (387), cuyas funciones
son fosforilar el grupo hidroxilo de la posicion 3' del anillo de inositol de los Pl en la
membrana plasmatica y generar segundos mensajeros como los ya mencionados
PIP2 y PIP3 (388). Se conocen actualmente tres diferentes clases de PI3K, que a
su vez se dividen en subclases, segun su afinidad por algunos sustratos, su
homologia y las funciones que cumplen.

La clase | es el grupo de enzimas mejor caracterizada debido a que estan
implicadas en la patogénesis del cancer y sus PI3K se dividen en subclase IAy IB
(389). Los genes que las producen son: subclase IA catalitica el PIK3CA (p110«),
PIK3CB (p1108) y PIK3CD (p1100) y regulatoria PIK3R1 (p85«a, p55c, p50«),
PIK3R2 (p85p8) y PIK3R3 (p55y). Subclase IB catalitica PIK3CG (p110y) y
regulatoria PIK3R5 (p101), p84, PIK3R6 (p87PIKAP). La clase Il catalitica incluye
PIK3C2A, PIK3C2B y PIK3C2G. Finalmente, solo hay una enzima conocida de
subclase lll, cuya transcripcion esta dada por el gen catalitico VPS34 y regulatorio
PIK3R4 (p150) (390). (Figura 21).
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Figura 21. Fosforilacion de PIP, a través de quinasas especificas.
La mutacién de las enzimas PI3K, como la PIK3C2B activa el paso de PIP 2 a

PIP3, activando la via aguas abajo y llevando a resistencia a la TMZ.
Fuente: elaboracion propia

En relacién con su localizacion y funcion, las enzimas PI3K de clase Il y a las que
como se anotd pertenecen PIK3C2A y PIK3C2B, estas se encuentran
ampliamente distribuidas, especialmente en las organelas y estan involucrados en
la sefalizacion celular y la respuesta al estimulo con insulina al regular los
receptores de transferrina e insulina. PIK3C2A produce PIP3 y juega un papel
esencial en la formacion de cilios, trafico de vesiculas y migracion celular
(391,392). La proteina transcrita por PIK3C2B regula la de PIK3C2A y tiene
funcién dual, ya que puede estimular o reprimir, dependiendo como se programe
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(393). EI PRE-PIK3C2B enddgeno muestra una marca bivalente que tiene
H3K27me3 para el estado reprimido y H3K4me3 para el activo (394).

Es posible que PIK3C2B pueda interactuar con PIP2 y formar PIP3 (389). Esta
involucrada en la migracion celular (395), en la activaciéon AKT de las neuronas
(396), en la represion de mTORCH1, en el reciclaje de IRS1 y en la pinocitosis
dependiente de clathrina (397). Este se localiza en la envoltura celular y nuclear
estando también vinculada al trafico vesicular pero ademas, llevando a la
proliferacion celular y en la membrana plasmatica controlando la actividad de los
canales de calcio en las células inmunes (398).

El otro componente de las PIK3 clase Il, la PIK3C2G se expresa en glandulas
exocrinas como el higado, el pancreas, mama, prostata e intestino delgado donde
juegan un papel importante en la regeneracién de los tejidos. En GB se ha descrito
la amplificacion de PIK3C2B (399), asociada a MDM4 por amplificacion 1932.1, y
que corresponde a un 7.7% de las amplificaciones detectadas (400). Diferentes
estudios relacionaron la mutacién de PIK3C2B con el desarrollo de otras
neoplasias (401), la migracion de células cancerosas, transicion epitelio-
mesénquimal (402), promover la invasion (403), metastasis (404), y resistencia a
cisplatino (405), docetaxel (406) y a erlotinib en los pacientes que tienen mutacién
del EGFR (407).

Esta enzima esta también posiblemente involucrada en la resistencia a la TMZ, a
través de la via RTK-PI3K-Akt-mTOR1/2, denominada PAM (408). En PAM, la
interaccion de sefiales extracelulares como factores de crecimiento, citoquinas y
hormonas entre otros con un RTK de los que hacen parte ERBB3 y c-kit, induce a
su dimerizacion y produccion de cambios conformacionales a partir de la
fosforilacidon de los residuos de tirosina en las regiones citoplasmaticas (185).
Estos cambios en el dominio citoplasmatico del RTK permiten el reclutamiento
secuencial de proteinas adaptadoras (IRS1-2, SHC, GRB2 y GAB2), las cuales
llevan a la activacién alostérica de las enzimas PI3K (384).

A nivel molecular, la fosforilacién de la subunidad p85 que depende de PIK3R1
(p85a, pb5a, p50a), PIK3R2 (p85F) y PIK3R3(p55y), permite un cambio
conformacional que expone el dominio con actividad catalitica de la proteina p110
que es transduccion de PIK3CA (p110«), PIK3CB (p1105) y PIK3CD (p1106); en
consecuencia, un grupo fosfato se agrega a PIP2 y lo transforma en PIP3 que
recluta 3-fosfoinositido dependiente proteina quinasa-1 (PDK1), la cual fosforila
Akt-mTOR y sucesivamente las proteinas citoplasmaticas que conforman esta via
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(409), hasta terminar a nivel nuclear en el complejo proteico NFkB que activa la
transcripcion de gen de resistencia a multiples drogas (MDR1) (185) (Figura 22).
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Figura 22. Via RTK-PI3K-AKT- NFkB-MDR1, que lleva a resistencia. La sobre
activacion de ciertos RTK como ERBB3 y c-kit o de ciertas enzimas PI3K como
PIK3C2B que fomentan el paso de PIP 2 a PIP3, activan la via AKT-factor de
transcripcion NFKB que a su vea activa el factor de resistencia a multiples drogas

1 (MDR1), dentro de ellas, la TMZ.
Fuente: modificado de Annovazzi L, Mellai M, Schiffer D. Chemotherapeutic drugs: DNA damage
and repair in glioblastoma. Cancers (Basel) 2017; 9: 57.

2.4.4.7 Quimio-resistencia RTK-Akt-mTORC1 y RTK-PI3K-mTORC2

En la via RTK-PI3K-Akt-mTOR, el 18% de los GB tienen mutaciéon somatica de los
genes para las enzimas de clase |A catalitica PIK3CA y regulatoria PIK3R1, que
codifican la subunidad p85a. y la subunidad p110a de PI3K respectivamente (389).
La mayoria de las mutaciones de PIK3CA y PIK3R1 se encuentran con frecuencia
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en el dominio requerido para la interaccion de la subunidad p85a. con la subunidad
p110a (410). La inhibicidn de la actividad de la subunidad p110a por parte de la
subunidad p85a se pierde y los mutantes de PI3K se vuelven constitutivamente
activos, lo que da como resultado una actividad sostenida de AKT con las
consabidas  consecuencias  desfosforilacion  secuencial de  proteinas
citoplasmaticas hasta llegar al nucleo a activar factor de transcripcion (411).

Ademas, el homodlogo de tensina fosfatasa (PTEN), una fosfatasa de doble
especificidad que desfosforila PIP3 y regula a la baja la funcién de PI3K, se
elimina con frecuencia en los gliomas junto con una pérdida de heterocigosidad en
el cromosoma 10, ocurrencia que es mutuamente excluyente con mutaciones
PIK3CA 'y PIK3R1(390).

PIK3CA: esta mutacion es la mas frecuente en cancer y varios estudios
demuestran su papel en la agresividad de los gliomas y la resistencia a la TMZ
(412). En lineas celulares de GB la abundancia diferencial de ARNm de AKT1,
PTEN, PIK3CA que controla el metabolismo, la salida de farmacos, el transporte
de nutrientes y el control epigenético MDM2 son potencialmente criticos para dar
forma a los efectos de metilacion del ADN de la TMZ y proporciona una nueva
perspectiva sobre el efecto combinado de estos factores que conducen a la
resistencia a la TMZ (412).

La proteina con motivo tripartito TRIM24 (que contiene el motivo tripartito 24)
desempena distintas funciones en el desarrollo y la progresién en gliomas. La
expresion de TRIM24 se correlaciona positivamente con la malignidad del glioma y
se asocia negativamente con el prondstico de los pacientes con GB recién
diagnosticado. TRIM24 se une al promotor PIK3CA a través de su dominio PHD-
Bromo para activar la transcripcion del gen PIK3CA, mejorando asi la sefalizacion
PI3K/AKkt.

El inhibidor pan-PI3K LY294002 y el ARN de interferencia pequefno dirigido a
PIK3CA anulan el efecto promotor del crecimiento de TRIM24. Ademas, TRIM24
regula la expresion de MGMT a través de la transduccion de sefializacion de
PI3K/Akt/NF«B, estando involucrado en la resistencia a la TMZ. Finalmente, los
pacientes con GB con baja expresion de TRIM24 se benefician de QT, mientras
que aquellos con alta expresion de TRIM24 no tienen tal beneficio (413). El
reordenamiento genético lleva a la transcripcion de fusion PTPRZ1-MET (ZM).

Los GB que albergan la mutacion ZM mostraron una expresion mas alta de los

genes necesarios para la sefalizacion de PIK3CA y una expresion mas baja de los
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genes que suprimian la funcion RB1 o TP53. La expresion exdgena de la fusion
ZM en la linea de GB U87MG mejoré la migracion e invasion celular.
Clinicamente, los pacientes afectados por GB que albergan fusion ZM
sobrevivieron pobremente en comparacion con aquellos afectados por GB que no
albergan ZM (P < 0,001) (414). El orotato de carboxyamidotriazol (CTO) es un
nuevo inhibidor oral de los canales de calcio no dependientes de voltaje con
efectos moduladores en multiples vias de sefializacion celular y efectos sinérgicos
con TMZ.

La secuenciacion de genes reveld una alta tasa de respuestas entre los tumores
con amplificacion de EGFR (P = 0,005), con mecanismos de resistencia adquirida
que posiblemente involucran mutaciones en los genes de reparacion de errores de
emparejamiento y/o componentes posteriores TSC2, NF1, NF2, PTEN y PIK3CA.
En este estudio se concluye que la OTC se puede combinar de forma segura con
TMZ o quimio-radiacion en GB y gliomas anaplasicos, mostrando una penetracion
cerebral favorable y sefales prometedoras de actividad en esta poblacion dificil de
tratar (415).

Como se ha analizado, la via de senalizacion de PI3K/AKT/PTEN esta
frecuentemente desregulada en GB y esta relacionada con la regulacién del ciclo
celular, la apoptosis y la autofagia. Se evalu6 el efecto del ARN pequefo de
interferencia (siARN) dirigido a los genes AKT3 y PIK3CA sobre la susceptibilidad
de las células T98G a la TMZ y BCNU. La transfecciéon de células T98G con
siARN AKT3 o PI3KCA y la exposicion a TMZ y BCNU dieron lugar a una
reduccion significativa de la viabilidad celular, la acumulacion de células en fase
subG1 y la reduccién de células en las fases S y G2/M, asi como la induccién de
apoptosis o0 necrosis, y regulacién de la autofagia. Se concluye que la eliminacién
de estos genes en combinacion con TMZ y BCNU puede ofrecer una estrategia
terapéutica novedosa para controlar de manera mas efectiva el crecimiento de las
células GB humanas, pero se necesitan mas estudios para confirmar un fenémeno
positivo para el tratamiento de GB (416).

PIK3R1: en un paciente con GB se ldentificaron nuevas mutaciones BRAF (47-
438del) y PIK3R1 (G376R) mediante secuenciacion de ARN. La expresion
proteica de BRAF y PIK3R1, asi como la falta de expresion de EGFR analizada
mediante IHQ, corrobord los datos de secuenciacion de ARN. La expresion de
marcadores adicionales (AKT, SRC, mTOR, NF-kB, Ki-67) enfatizé la agresividad
del tumor (390).
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Varios compuestos (incluidas las antraciclinas) se unieron con mayor afinidad que
los farmacos de control como PI-103 y LY-294.002 para PIK3R1) (417). El
silenciamiento del gen PPM1D mejora la proliferacion celular inducida por TMZ e
induce la apoptosis celular y la detencién del ciclo celular. Cuando se realiz6 el
silenciamiento del gen PPM1D combinado con TMZ en células de glioma, 367
genes se regularon al alza y 444 genes se regularon a la baja en comparacién con
el control negativo. La via de expresion diferencial mas significativa fue la via en el
cancer e IGFR1R, PIK3R1, MAPK8 y EP300 son genes centrales en la red. La
transferencia Western mostré que los niveles de expresion de las proteinas
MAPKS8 y PIK3R1 estaban regulados al alza y la expresion de la proteina RB1
estaba disminuida. Era consistente con lo detectado en el perfil de expresidon
génica. En conclusién, el silenciamiento del gen PPM1D combinado con TMZ
erradica las células de glioma a través de la apoptosis celular y la detencién del
ciclo celular.

La via PIK3R1/AKT juega un papel en las multiples funciones de las células de
glioma después del silenciamiento de PPM1D y la QT con TMZ (418). Al realizar
analisis bioinformaticos y de micromatrices de miARN, se observd que la
expresion de 248 miARN estaba alterada, incluidos cinco miARN
significativamente regulados al alza y 17 miARN significativamente regulados a la
baja, en células U87MG tratadas con TMZ (418).

Los niveles de expresion de miR-128 fueron mas bajos en diferentes células de
glioma y se asociaron fuertemente con una supervivencia deficiente. El tratamiento
con TMZ aumentd significativamente la expresién de miR-128. TMZ mejoré
significativamente la actividad del promotor de miR-128-1 y los niveles de miR-128
regulados transcripcionalmente a través de las vias de la quinasa N-terminal 2/c-
Jun de c-Jun (83).

La sobreexpresion y la caida de la expresion de miR-128 afectaron
significativamente la viabilidad celular mediada por TMZ y la expresion de
proteinas relacionadas con la apoptosis. Ademas, la sobreexpresion de miR-128
solo mejord la muerte apoptotica de las células de glioma a través de la activacion
de caspasa-3/9, la degradacion de la poli-(ADP ribosa) polimerasa, la generacién
de especies reactivas de oxigeno, la pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial y la formacién de autofagia no protectora (419) .

Finalmente, se identificd que los miembros clave en la sefializacion del objetivo de
la rapamicina en mamiferos (MTOR), incluidos mTOR, el compafero insensible a
la rapamicina de mTOR, el factor de crecimiento similar a la insulina 1 y PIK3R1,
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pero no PDK1, eran genes objetivo-directos de miR-128. TMZ inhibi6 la
sefalizacion de mTOR a través de la regulaciéon miR-128. Estos resultados indican
que la senalizacion de mTOR inhibida por miR-128 esta involucrada en la
citotoxicidad mediada por TMZ (420).

PIK3C2G: el analisis integrado de datos multidimensionales tiene el potencial de
desentrafiar el mecanismo de iniciacion y progresion del tumor. Se logré descifrar
la via que conecta las mutaciones y la informacién de expresion. En GB se
Identificaron 4 locus de rasgos cuantitativos de expresion cis (eQTL): TP53,
EGFR, NF1 y PIK3C2G; 262 trans eQTL y 26 trans miARN eQTL para mutacion
somatica; 2 cis-eQTL: NRAP y EGFR; 409 trans-eQTL y 27 trans-miARN eQTL
para la mutacion de pérdida de heterocigosidad (LOH) (421).

FAM72 es una proteina especifica de las células madre neurales compuesta por
cuatro genes paralogos (FAM72 A-D). Los paralogos de FAM72 se sobre-
expresan en las células cancerosas, lo que se correlaciona especificamente con
los genes del ciclo celular mitético ASPM, KIF14, KIF23, CENPE, CENPE, CEP55,
SGO1 y BUB1, lo que contribuye a la formacion del centrosoma y del huso
mitético. La correlacion de expresiéon de FAM72 identifica un nuevo conjunto de
genes especificos de GB (SCN9A, MXRA5, ADAM29, KDR, LRP1B y PIK3C2G)
en la via de novo de GB primario predestinado como objetivos viables para la
terapia (422).

PIK3C2B: es la mutacion menos estudiada, pero la que tuvo la mayor relaciéon
estadistica con la resistencia a la TMZ. Los GB portan con frecuencia mutaciones
en el gen supresor de tumores PTEN en 10923.3. Las propiedades supresoras de
tumores de PTEN estan estrechamente relacionadas con su efecto inhibitorio
sobre la activacion de la sefalizacion de proteina quinasa B (Akt) dependiente de
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). En el analisis de 17 genes relacionados con la
via de senalizacion PI3K/Akt para la alteracién genética y la expresion aberrante
en una serie de 103 GB se detectdé mutacion, delecion homocigota o pérdida de
expresion de PTEN en el 32% de los tumores. Por el contrario, no se encontré
ninguna aberracion en el gen like-1 del inositol polifosfato fosfatasa (INPPL1),
cuyo producto génico también puede contrarrestar la activacion de Akt
dependiente de PI3K (393).

El analisis de genes que codifican proteinas que pueden activar la via corriente
arriba de Pi3k revel6 fracciones variables de tumores con amplificacion de EGFR
(31%), amplificacion de PDGFRA (8%) y amplificacion de IRS2 (2%). El gen de la
proteina tirosina quinasa 2 (PTK2/FAK1) no se amplificd ni se sobre expreso a
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nivel de ARNm. La investigacion de tres genes que codifican subunidades
cataliticas de Pi3k (PIK3CA, PIK3CD y PIK3C2B) revelo la amplificacion de
PIK3C2B (1932) en 6 tumores (6%). Se detectd sobreexpresion de ARNm de
PIK3C2B en 4 de estos casos. PIK3CD (1p36.2) y PIK3CA (3g26.3) no se
amplificaron, pero el ARNm de PIK3CD se sobre expreso en 6 tumores (6%). Se
detectd amplificacion y sobreexpresion de AKT1 en un unico caso de gliosarcoma
(399).

Los genes IRS1, PIK3R1, PIK3R2, AKT2, AKT3, FRAP1 y RPS6KB1 no se
amplificaron ni sobre-expresaron en ninguno de los tumores. En conjunto, los
datos indican que diferentes genes relacionados con la via de sefializacidon
PI3K/Akt pueden ser andmalos en los GB (399). En un estudio se determinaron las
alteraciones del numero de copias en todo el genoma usando ilumina Bead Arrays
para analizar 22 GB y Digital Karyotyping en 8 lineas celulares de GB y una
muestra primaria. Las amplificaciones comunes que se observaron para las 31
muestras fueron GLI/CDK4 (22,6%), MDM2 (12,9%) y PIK3C2B/MDM4 (12,9%).
En los 22 tumores GB, EGFR se amplifico en el 22,7% de las biopsias quirurgicas.
La region delecionada en homocigosis mas comun contenia CDKN2A/CDKN2B
(p15 y p16) que se presenta en el 29% de los casos. Estos datos se compilaron y
compararon con estudios CGH de matriz publicados de 456 casos de GB (399).

La combinacion de los datos de ilumina con estudios publicados arrojé estas tasas
de amplificacion promedio: EGFR- 35,7%, GLI/CDK4- 13,4%, MDM2- 9,2%,
PIK3C2B/MDM4- 7,7% y PDGFRA- 7,7%. El locus CDKN2A/CDKN2B se elimind
en el 46,4% de los casos combinados (400).

2.4.4.8 Senalizacion RTK-JAK-STAT

Las proteinas de la familia de la tirosina quinasa Janus quinasa (JAK) citosodlica
(JAK1/2) y el transductor de senales del factor de transcripcién y las proteinas de
la

familia del activador de la transcripcion (STAT) (STAT1-5/6A/6B) median el eje de
sefalizacion que se activa aguas abajo de los RTK, especialmente aguas abajo de
los receptores de citoquinas (un tipo de RTK) (423) Los JAK se unen
constitutivamente al dominio citosélico de los RTK y, tras la activaciéon de RTK, se
fosforilan (activan) por sus residuos de tirosina y luego fosforilan dominios
citosodlicos especificos de los RTK (423). A continuacion, las JAK activadas
fosforilan las STAT en tirosina y las liberan al citosol.
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Los STAT liberados forman homodimeros o heterodimeros con otros STAT a
través de su dominio de homologia 2 SRC (dominio SH2). Luego, los STAT
dimerizados se fosforilan aun mas en su residuo de serina por ERK1/2 o PKC y en
los residuos de tirosina por la tirosina quinasa c-SRC citosdlica y se transportan al
nucleo (424). Los STAT finalmente se unen a la region promotora de los genes
diana e inician la transcripcion, lo que da como resultado la migracién celular, la
proliferacion, la supervivencia, la angiogénesis y la inmunosupresion (423).

La sefalizacion aguas abajo de STAT3 se ha identificado recientemente como un
regulador critico de la biologia tumoral; los reguladores maestros de la transicion
epitelial a mesenquimatosa [EMT; dedo de zinc E-box vinculante homeobox 1
(ZEB1), proteina de dedo de zinc SNAI1 (SNAIL), proteina 1 relacionada con
torsion (TWIST1)], proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2, otras proteinas
inhibidoras de la apoptosis (linfoma de células B extra grande) , proteina de
diferenciaciéon celular de leucemia mieloide inducida Mcl-1 [(Mcl-1), survivina] y
marcadores de células madre cancerosas [grupo de diferenciacion 133 (CD133),
factor 4 similar a Kruppel], que potencialmente induce quimio-resistencia, son
todos regulado transcripcionalmente por STAT3 (295). Por lo tanto, la cascada
mediada por RTK-JAK-STAT constituye una diafonia complicada con otros tipos
de sefalizacion mediada por RTK. Ademas, los JAK activados también son
capaces de activar la via mediada por Ras.

2.4.4.9 Quimio-resistencia inducida por activacion oncogénica de la
senalizacion RTK-JAK-STAT

La activacion mejorada mediada por alteracién genética de la via JAK-STAT es
rara en GB (425). Sin embargo, la activacién aumentada de la cascada JAK-STAT
por los RTK hiperactivados corriente arriba contribuye al aumento de la quimio-
resistencia en los GB (426). En GB con resistencia TMZ adquirida, también se ha
observado una activacion elevada de STAT3. Es importante destacar que la
inhibicion de la activacion de STAT3 resulté en la re-sensibilizacién de los GB a
las quimioterapias (427). Por lo tanto, la via RTK-JAK-STAT también contribuye a
la quimio-resistencia de los GB.
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3 HIPOTESIS

Ho: Los genes mutados asociados con cancer no tienen un valor pronostico en
pacientes con gliomas de alto grado a la segunda recaida.

Ha: Los genes mutados asociados con cancer si tienen un valor pronostico en
pacientes con gliomas de alto grado a la segunda recaida.
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4 OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar los genes mutados asociados con cancer y su utilidad como factor
prondstico de respuesta en pacientes con glioma de alto grado a la segunda
recaida.

4.2 Especificos

1.

Caracterizar socio demografica y clinicamente los pacientes incluidos en el
estudio.

Determinar la relacion entre la presencia de los genes mutados y su
asociacién con la segunda recaida.

Evaluar los genes identificados en el perfilamiento gendmico exhaustivo que
mejor expliquen la segunda recaida.

Identificar mediante analisis bioinformaticos el efecto de las mutaciones a
nivel estructural y funcional en las proteinas codificadas por los genes
mutados asociados con cancer en pacientes con gliomas de alto grado a la
segunda recaida.
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5 METODOLOGIA

5.1 Enfoque metodolégico de la investigacion

El proyecto esta enmarcado en un enfoque metodoldgico cuantitativo, con una
perspectiva epistemoloégica empirico—analitica. Este método se vale de la
verificacion empirica como mecanismo para contrastar la percepcion, teniendo
como fundamentos, aquellos procedimientos que permiten la autocorreccion y la
objetividad; asi mismo es un proceso sistematico, formal y objetivo, que se vale de
los datos numéricos para obtener toda la informacion, que sera utilizada para el
analisis e interpretacion de los hallazgos. Este desarrollo se da a través de un
proceso hipotético-deductivo, que se refiere al origen hipotético con base al
material empirico recolectado a través de procedimientos de observaciéon y
experimentacion, los cuales, permiten deducir planteamientos especificos
encaminados a responder las hipétesis plateadas en la investigacién (30).

Este estudio busco establecer la relacidén entre las mutaciones de los 324 genes
reportados en el perfilamiento gendmico exhaustivo y la segunda recaida luego de
haber utilizado TMZ como parte del PS (complemento a la CX inicial) y TMZ a
dosis metronémicas a la primera recaida, en pacientes con HGG y con un
Karnofsky mayor del 60%, con el fin de determinar su valor pronéstico.

Es importante mencionar que el control que se tiene sobre el disefio facilita la
interpretacion de las asociaciones como causales. Se efectué en la ciudad de
Medellin el seguimiento inici6 con el reclutamiento de los pacientes con
diagnostico de glioma de alto grado el 1 de enero de 2019 y culmind su captacion
el 31 de diciembre de 2020.

5.2 Tipo de estudio

Es un estudio observacional, de cohorte, donde al analizar la relacion causa —
efecto es posible verificar que la presencia de los genes en las personas con
diagnostico de glioma de alto grado antecede la aparicidon de la segunda recaia en
la cohorte, esto ocurre sin la intervencion del investigador. Teniendo en cuenta el
principio temporal de causalidad, se define como ambispectivo, donde la
ocurrencia del evento se registrara durante el seguimiento.

Se pretende dar respuesta al principio de plausibilidad biolégica a través de la
explicacion de la presencia de segunda recaida previa a la presencia de los genes
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en los pacientes con diagndstico de glioma de alto grado; esto controlado por
variables confusoras y de interaccion, la consistencia del estudio se sustenta en
que este fue realizado en personas con diferentes condiciones sociodemograficas,
diferentes estilos de vida, entre otras, lo que da coherencia a la ejecucién de la
investigacion. En esta investigacion no fue posible dar cumplimiento a los
principios causales de relacion dosis — respuesta, especificidad y evidencia
experimental, debido a que el disefio de cohorte no permite realizar
experimentacion en seres humanos. Los criterios de causalidad descritos
anteriormente permitan catalogar este estudio como analitico (428).

5.3 Poblacion

Poblacién de referencia:

Pacientes con cancer que acuden al Instituto de Cancerologia, Clinica Las
Américas-AUNA para manejo con cirugia y/o radioterapia y/o quimioterapia y/o
soporte oncolégico

Poblacién a estudio:
Pacientes con glioma de alto grado ahora denominados gliomas difusos de tipo
adulto que incluye el oligodendroglioma grado 3, el astrocitoma grado 3y 4 y el
glioblastoma multiforme, que pertenecen al instituto de Cancerologia de la Clinica
Las Américas-AUNA.

5.4 Criterios de elegibilidad

Inclusioén:
e Pacientes con una edad mayor o igual a 18 afios y menor o igual a 70.
e Pacientes con glioma de alto grado definido por neuropatdlogo.
e Que recibieron protocolo Stupp luego de la cirugia inicial.
e A quienes a la primera recaida se les suministro dosis metrondmicas de
temozolomida.
e Firma del consentimiento informado.

Exclusién:
e Presencia con otras neoplasias malignas diferentes a los tumores primarios
del SNC.

5.5 Diseno muestral
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Tipos de muestreo:

Se realizdé un estudio por invitacion abierta; donde fueron incluidos los pacientes
que cumplian con los criterios de inclusiéon y no cumplian con los de exclusion y
que aceptaron participar en la investigacion. Se definié un tiempo de reclutamiento
de los participantes de doce (12) meses a partir de la fecha de inicio de
recoleccion.

Calculo del tamaino de la muestra:
El estudio es por invitacion abierta

5.6 Descripcion de las variables

Se tuvo en cuenta como variable dependiente, la sobrevida libre de progresion
(SLP) a la segunda recaida definido como el tiempo transcurrido desde la cirugia
inicial a la segunda recaida y como variables independientes el(los) genes y/o la
combinacidn de ellos, variables sociodemograficas y clinicas.

5.6.1 Tabla de variables
Informacidn clinica: de la historia clinica se extrajeron los siguientes datos: edad,

sexo, diagnostico clinico, diagndstico imagenoldgico, resultados de patologia,
pruebas de biologia molecular, tratamiento y desenlaces (Tabla 4).

Tabla 4. Variables sociodemograficas y clinicas

. Unidad .
Variable Definicion Naturaleza ':‘::zlig: de Cateagl]::;ass °
medida

Edad Edad en afios cumplidos Cuantitativa Razén AfRos

del paciente al momento

del procedimiento

quirurgico
Sexo Condiciéon biologica del Cualitativa  Nominal N/A 1.Masculino

paciente Dicotomica 2. Femenino
Antecede  Si al momento del Dx de Cualitativa Nominal N/A 1. Si
nte LGG HGG, ya se tenia el de Dicotémica NO

LGG
Fecha del Momento en que el Cuantitativa Razoén Dias
Dx. inicial médico le da el

diagnostico de tumor

cerebral _
Volumen  Volumen inicial en RM al Cuantitativa Razoén cms®
tumoral Dx
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Dx
Fecha CX

Tipo de
reseccion

Patologia
HE OMS

(1)

Fecha
inicio
concomit
ancia
Numero
de ciclos
adyuvanc
ia
Tiempo
entre el
diagndsti
co y la
recaida
Tiempo
entre el
diagndsti
co y la
muerte

Tiempo transcurrido
entre la cirugia y el dia
de ingreso al estudio
Descripcion del tipo de
reseccion hecha a la
lesion tumoral

Patologia inicial por HE
(grado)

Tiempo de la Cx al inicio
dela TMZyRT

Numero de ciclos que
recibe el paciente de
Adyuvancia

Fecha en que se
observa en la
resonancia la recaida

Fecha de muerte
declarada por certificado
de defuncion

Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Razén
Nominal
Politémica
Nominal

Politémica

Razén

Razén

Razén

Razén

Dias

N/A

N/A

Dias

Dias

Dias

1. “Debulking”
2. Parcial

3. Biopsia

1. 1

2.1

3.

4. IV

Recoleccion de muestras para analisis de biologia molecular: se utilizaran
muestras de tejido cerebral canceroso incrustado en bloques de parafina o
muestras de biopsias liquidas para realizar la extraccién de ADN, la secuenciacién
de nueva generacion y el perfil genético de los pacientes (Tabla 5).

Tabla 5. Variables experimentales

Variable Definicion Naturaleza vae! = Unld_ad = Categorias o valores
medida medida

Hallazgos Mutaciones Cualitativa ~ Nominal 1. SNIP

genoémicos identificadas en politémica 2.  Amplificacién
la 3. Delecion
secuenciacion 4. Otra

Estado Cualitativa Nominal % 1. Estable

microsatelital dicotomica 2. Inestable

Carga Cuantitativa Razoén Numero de

mutacional mutaciones

tumoral
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5.7 Técnicas de recolecciéon de la informacién

5.7.1 Fuentes de informacioén

Esta investigacion utiliz6 fuentes primarias y secundarias como medio para
obtener la informacion de los pacientes con gliomas de alto grado atendidas en el
Instituto de Cancerologia de la Clinica las Américas-AUNA.

Fuente primaria:
e La encuesta construida y aplicada por el investigador.
e Los resultados producto de todas las pruebas experimentales, esto es:
o FoundationONE® CDx
o FoundationLIQUID® CDx.

La secuenciacion genomica se realizd con los paneles FoundationOne®CDx
(F1CDx) y FoundationONE® Liquid CDx (F1LCDx), que son una metodologia de
diagnostico in vitro basada en la secuenciacion de ultima generacion para la
deteccion de mutaciones como sustituciones, inserciones, y alteraciones del
numero de copias (CNA) en 324 genes. Ademas, se detectan reordenamientos de
genes Yy huellas dactilares gendmicas, incluida la inestabilidad de microsatélites
(MSI), la carga mutacional del tumor (TMB) y la pérdida de heterocigosidad (LOH).

Fuente secundaria:
e Historias clinicas.

5.7.2 Instrumentos de recoleccién de la informacién

Para la recoleccion de la informacion se utilizé un instrumento en Excel construido
por el investigador teniendo en cuenta las variables sociodemograficas, clinicas y
de perfilamiento genético.

5.7.3 Proceso de obtencién de Ia informacién

Lo pacientes fueron captados en la consulta de Neuro — Oncologia, a partir del
listado de consultantes, se revisd quienes cumplian con los criterios de
elegibilidad, y posteriormente fueron contactados via telefénica por el investigador
principal, quien le informé acerca del proyecto de investigacién y le explicd el
obijetivo, los riesgos y los beneficios.
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Una vez el paciente aceptaba participar se le programaba una visita al consultorio
donde se le hacia entrega del consentimiento informado para su lectura y posterior
firma como sefial de aceptacidén para el ingreso en la investigacién. Como parte
del proceso de recoleccion de la informacion, se extrajo la informacion de las
historias clinicas y se solicité al departamento de patologia de la clinica las
Américas los bloques de parafina o las muestras de sangre del paciente (biopsia
liquida) para la realizacion de las pruebas propuestas en la investigacion
(perfilamiento genético exhaustivo).

Posteriormente, se hizo una identificacion de las muestras, encontrando que, 26
pacientes contaban con muestras en bloques de parafina almacenadas en el
departamento de patologia y en cinco pacientes no se tenia este material y se
procedié a tomar biopsia liquida (en sangre). La calidad de las muestras de los
bloques de parafina se puede asegurar por los protocolos que tiene establecido el
departamento de patologia para el almacenamiento y conservacién de las mismas.

Estas muestras fueron entregadas segun el protocolo de manejo de muestras
biolégicas al laboratorio Gemcell con sede en Bogotad quienes las remitieron a
FoundationONE en Bethesta (USA), donde se efectudé todo el proceso de
secuenciacion de nueva generaciéon, y posteriormente en un lapso de 2 a 3
semanas, los resultados fueron enviados al correo electronico del investigador
leonortizgomez@gmail.com, en un formato preconcebido y que incluyé no solo el
informe de los 324 genes si no también los intrones de los 36 genes implicados en
los reordenamientos.

5.8 Prueba piloto

Se realizd una prueba piloto con 11 pacientes con otro tipo de neoplasias
diferentes a gliomas de alto grado (glioma de bajo grado, cancer de pulmén, colon
y tumores de hipdfisis) con el fin de evaluar:

e El proceso de captacion del paciente.

e La forma y contenido los instrumentos necesarios para la recoleccion de

informacioén.

e La pertinencia de las variables definidas en el estudio
El tiempo transcurrido entre el envio de la muestra y la recepcion de los
resultados.
En esta prueba piloto se pudo demostrar que los instrumentos utilizados y los
tiempos presupuestados estaban ajustados y no fue necesario realizar ningun
cambio sustancial en el mismo.
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5.9 Control de errores y sesgos

e Sesgos de seleccion

Para la seleccion de los participantes se cumplié rigurosamente con los criterios
de inclusion y exclusion definidos para este estudio.

e Sesgos de informacion

En este proceso se controlaron los sesgos de informacién que se pudieran
presentar por parte del participante, investigador y del instrumento (429,430). Para
ello se realiz6 prueba piloto para validar los instrumentos a utilizar para la
recoleccion de informacién.

Instrumento: Para controlar este sesgo el investigador construyo el instrumento
basado en las variables definidas para el estudio.

Encuestador: Para controlar el sesgo, el instrumento fue aplicado por el
investigador.

Como medida de control, el investigador realiz6 una revisién aleatoria de las
encuestas durante la fase de recoleccion y posteriormente hizo una valoracion al
100% de todas las encuestas aplicadas, en ambos casos tanto en la revisién
aleatoria como en la total se verifico el correcto diligenciamiento. Ademas, se
garantizo la confidencialidad de la informacién aportada por los participantes.

Encuestado: Se le explico a cada participante la importancia de la veracidad de la
informacion, para ello se hizo énfasis en los posibles beneficios que se podian
obtener de esta investigacion.

e Factores de confusion

Se presentan al estimar la asociacion existente entre la variable dependiente en
relacion a las demas variables, se debe a que estadisticamente pueden presentar
una asociacion, por tal razon las variables que se deben de ingresar a comparar
con la variable de interés deben de estar soportadas en la literatura, este sesgo es
muy comun dado que los hallazgos toman los efectos de interés de la exposicion
mas no otros que pueden ser factores de riesgo (431). Se controlé en el analisis
multivariado, confirmando que ninguna variable incluida en modelo tenia un

comportamiento como confusora.
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5.10 Técnicas de procesamiento y analisis de datos.

El andlisis de los datos se hizo por los objetivos especificos, asi:

5.10.1 Caracterizar Socio demografica y clinicamente los pacientes.

Se realizdé un analisis univariado, en el cual para las variables cuantitativas se
calcularon medidas de resumen como medias y medianas, con sus respectivas
medidas de dispersién ya sea la desviacion estandar y el rango inter-cuartil de
acuerdo con la distribucion de la variable (Prueba de normalidad Shapiro Wilk).
Para las variables cualitativas se calcularon frecuencias absolutas y relativas. La
presentacion de los resultados se hizo a través de tablas, graficos de barras
simples, grafico de sectores o torta, cajas y bigotes, barras de error, lineas o
tendencia.

5.10.2 Determinar la relacidon entre la presencia de los genes y segunda
recaida.

Para el analisis se tuvo en cuenta en los analisis bivariados las pruebas de
log rank test, modelos de regresién de Cox simple, con analisis de Kaplan
Meyer y curvas de supervivencia. Los resultados fueron presentados en
forma de texto, tablas, graficos de curva de supervivencia.

5.10.3 Evaluar los genes identificados que mejor expliquen la segunda
recaida.

Para el modelo multivariado se realiz6 un modelo multiple de regresion de
Cox. Se tuvo en cuenta el comportamiento del analisis bivariado, es decir,
ingresaron al modelo aquellas variables que cumplian con algunos de las
siguientes caracteristicas: Significancia estadistica con p<0.05, criterio de
Hosmer-Lemeshow con una p<0.25 y por criterio del investigador. El ingreso
de las variables fue hacia adelante (una a una) y se hizo analisis de
interaccion para cada uno de los modelos hasta incluido el modelo final.
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Los resultados fueron presentados en forma de texto, tablas, graficos de
curva de supervivencia.

5.10.4 Analizar los genes relacionados con la segunda recaida a partir de
bioinformatica

Se modelo la estructura tridimensional de las 4 proteinas mutadas
relacionadas con la segunda recaida de los pacientes, para determinar el
cambio estructural en la proteina e identificar el dominio mutado, con el fin de
inferir como se afectaba la estructura y funcién de la proteina.
Adicionalmente, se realizé un andlisis de interaccion de proteinas para
identificar la ruta metabdlica afectada y postular un posible mecanismo de
resistencia de los genes con respecto al tratamiento.

Las propiedades quimicas de las proteinas se identificaron utilizando el
servidor web de la herramienta ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/). La identificacion de las propiedades
quimicas de los aminoacidos se realizé6 mediante el servidor web GPMAW
(https://www.alphalyse.com/customer-support/gpmaw-lite-bioinformatics-
tool/start-gpmaw-lite/) y el servidor web de secuencias de proteinas de color
(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_color.html).

El efecto de las mutaciones en las proteinas fue determinado por PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) y SIFT (http:/sift.bii.a-star.edu.sg/)
servidores web. El péptido sefal de las proteinas se identificd utilizando el
servidor web SignalP-6 (https://www.ebi.ac.uk/interpro). Se utilizé el servidor
web InterProScan para identificar los dominios, los procesos bioldgicos, la
funcibn molecular y el componente celular de las cuatro proteinas
(https://www.ebi.ac.uk/interpro)).

Posteriormente, utilizando el servidor web String Interaction Network
(STRING) y la base de datos Genecards, se identificaron las interacciones y
rutas metabdlicas en las que participan las proteinas (https://string-db.org/ y
https://www.genecards.org). La estructura tridimensional de las proteinas se
modeld usando el servidor web Swiss-Model
((https://swissmodel.expasy.org), y el cambio estructural causado por las
mutaciones se determind usando el Swiss-pdb-viewer programa de
bioinformatica ((http://spdbv.unil.ch), para establecer como se afectaba la

135



estructura y funcién de la proteina. Finalmente, todas las enfermedades que
se han asociado con mutaciones en los cuatro genes se identificaron
utilizando la base de datos OMIM (https://www.omim.org).

Los resultados fueron presentados en forma de texto e imagenes
tridimensionales
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6 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo se clasifica con riesgo minimo, de acuerdo con la Resolucion
No. 8430 de 1993, sobre la investigacién en seres humanos, ya que se tomaron,
en caso de no contar con los bloques de parafina, muestras de sangre de los
participantes, sin realizar otras intervenciones adicionales. Especificamente, la
cantidad de sangre no puso en riesgo a los individuos, ya que la cantidad fueron
de 2 tubos pequenos, para un total de aproximadamente 20 mililitros, en el brazo.
Es un procedimiento sencillo que no afectara la salud o bienestar de los
participantes; sin embargo, se tuvo en cuenta los riesgos como equimosis en el
sitio de puncién, incomodidades menores como dolor durante la puncion,
hematomas de pequefio tamano y/o infeccion secundaria, riesgo que fue
controlado utilizando agujas y material de uso, nuevo y estéril para cada paciente,
asi como desinfectantes previos a la puncion.

Se aplicé un consentimiento informado para la participacion en este estudio
(Anexo 16.1), el cual fue sometid y aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion en Humanos de la Universidad CES, Acta 122 del 10 de mayo del
2018, con modificacion del 24 de noviembre del 2020 (Anexo 2. Aval Etico). Se
garantizé la confidencialidad de las muestras y su uso sera exclusivamente para
las pruebas mencionadas y no para otras técnicas o proyectos no relacionados.

Atendiendo a las buenas practicas de informacion para los participantes del
estudio, se realizé una reunidn con cada persona para explicarle el proyecto previo
a la firma del consentimiento, que permitié responder las dudas sobre el tema del
proyecto y las implicaciones de sus resultados.

En cuanto a los principios éticos de investigacion, el derecho de autonomia se
garantiz6 que todos los participantes del estudio ingresaran de forma libre y
voluntaria. Ademas, se mantuvo y respetd el anonimato de cada paciente
reportando los resultados codificados y no individualizados. Por otro lado, no se
dieron compensaciones economicas a los pacientes ni a la institucion prestadora
de servicios por la autorizacion al uso de los datos.

En lo referente al principio de beneficencia, las divulgaciones de los resultados del
proyecto han aportado al conocimiento en el area de farmacoterapia, lo que podra
beneficiar, a corto y mediano plazo, a aquellas personas con gliomas de HGG, ya
que se ha identificado un posible un biomarcador que permita seleccionar con mas
certeza los pacientes que se beneficiaran del uso de temozolomida. Sobre el
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principio de justicia, todos los pacientes que cumplian los criterios de inclusion y
exclusién se tuvieron en cuenta para hacer parte del estudio.

Finalmente, sobre el principio de no maleficencia, no se causé dafo a los
participantes ya que la toma de muestra de sangre en caso de necesitarse es un
proceso seguro que usualmente no tiene eventos adversos y en la recoleccion de
la informacién no se preguntaron temas sensibles de la personalidad o la conducta
qgue pudiesen incomodar a los individuos.

Derechos de autor:

Los derechos morales son un conjunto de derechos que tiene el autor que le
confiere potestad de reclamar la paternidad sobre su creacion y la mencion de su
nombre cuando la obra se use o describa. Estos derechos son irrenunciables,
imprescriptibles, intransferibles, inembargables e inalienables (432). Para este
proyecto la propiedad intelectual estara enmarcada dentro de la categoria de
derechos de autor dado que los productos que se esperan obtener son obras
literarias.

Segun el reglamento de propiedad Intelectual de la Universidad CES, este
proyecto de investigaciéon - Tesis, es clasificado como compartido o mixto ya que
participan ademas de la Universidad CES otras instituciones como el Instituto de
Cancerologia de la Clinica Las Américas-AUNA (433).

La titularidad de los derechos morales recaera sobre el estudiante de Doctorado
Ledn Dario Ortiz Gomez. Se respetaran los derechos de propiedad intelectual de
terceros cuando se haga uso de herramientas cémo la citacion, el parafraseo y el
resumen, las cuales permiten incluir ideas de otros escritores en la produccion
propia (434). Las obras literarias que se planean generar en este proyecto de
Investigacion incluyen como minimo dos articulos cientificos, los cuales seran
sometidos a revistas indexadas para su publicacion, participacion en eventos
académicos nacionales o internacionales. EI Comité Institucional de Etica en
investigacion en Humanos, proyecto 763, extendié el aval ético del proyecto inicial
aprobado en sesion 122 del 08 de mayo de 2018.
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7 RESULTADOS

Se realizé un analisis univariado, en el que se calcularon medidas de resumen,
incluidas medidas de tendencia central, para las variables cuantitativas, junto con
sus respectivas medidas de dispersion, segun la distribucion de la variable (prueba
de Shapiro-Wilk). Para las variables cualitativas se calcularon frecuencias
absolutas y relativas. Los resultados se presentaron a través de graficos y tablas.
Para realizar el analisis bivariado se utilizd la prueba de Log-rank, modelos de
regresion simple de Cox, analisis de Kaplan-Meier y curvas de supervivencia. Los
resultados se presentaron en tablas y un grafico de curva de supervivencia. Para
realizar el modelo multivariante, se realizé6 un modelo de regresion multiple de
Cox.

Para el ingreso de las variables al modelo final se considerd el comportamiento del
analisis bivariado; es decir, se introdujeron en el modelo aquellas variables que
cumplian con los siguientes criterios: 130 significancia estadistica con p < 0,05,
criterio de Hosmer Lemechow con p < 0,25, y segun los criterios del investigador
(plausibilidad biolégica). Las variables se introdujeron progresivamente y se realizd
analisis de interaccion para cada modelo hasta llegar al modelo final,
considerando el principio de parsimonia. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando los programas estadisticos STATA 134 (version 14) y SPSS (version
28).

7.1 Caracterizacion socio demografica y clinica de los pacientes.

La poblacién de estudio estuvo conformada por pacientes oncolégicos que acuden
al Instituto del Cancer (Clinica Las Américas-AUNA) para manejo con cirugia,
radioterapia, quimioterapia y apoyo oncologico. El estudio se realizd por invitacion
abierta, reclutando 31 pacientes que cumplian con los siguientes criterios de
inclusion: pacientes mayores de 18 anos, diagnosticados de tumor cerebral
maligno primario, que se sometieron a cirugia de reseccion tumoral o biopsia, y
que debian tener un diagndstico histolégico de HGG.

7.1.1 Caracteristicas sociodemograficas.

Para el analisis se incluyeron 31 personas con diagndstico de glioma de alto
grado, encontrando que la edad promedio al diagndstico del glioma de alto grado
era de 47 afnos DS 14,52. En cuanto al género, 11 pacientes eran hombres
(35,49%) y 20 mujeres (64,51%). En relaciéon con el estado civil, 67,7 % eran
casados, el 22,6% unién libre y el resto solteros. Al indagar sobre su ocupacion,
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40% estaban dedicados al hogar como amas de casa, 20% al comercio, 20% eran
ingenieros y el resto estaban dedicados al area de la salud.

Como puede observarse en la tabla 6, pertenecian al estrato socioecondémico tres
el 41,9% y al dos el 19.4%. Residian en el area urbana el 87%. En relacion con la
afiliacion, el 54,8% de los pacientes estaban afiliados a Sura EPS, 16,1% a la
Nueva EPS y 12,9% a Coomeva, entidades con las que tiene contrato el Instituto
de Cancerologia de la Clinica Las Américas-AUNA (Tabla 6).

Tabla 6. Caracterizacion demografica de los pacientes. Tabla de variables que
permiten la caracterizacion sociodemografica en numeros absolutos, porcentajes, e
intervalos de confianza del 95%.

Diferencia de proporciones

Variables N % IC 95%)
Inferior Superior

Genero
Masculino 11 35,5% 18,6% 52,3%
Femenino 20 64,5% 47 7% 81,4%
Estado civil
Casada/o 21 67,7% 51,3% 84,2%
Unién libre 7 22,6% 7,9% 37,3%
Soltero/a 3 9,7% -0,7% 20,1%
Nivel economico de la vivienda
2 6 19,4% 5,4% 33,3%
3 13 41,9% 24.6% 59,3%
4 4 12,9% 1,1% 24, 7%
5 5 16,1% 3,2% 29,1%
6 3 9,7% -0,7% 20,1%
Entidad
SURA EPS 17 54,8% 37,3% 72,4%
COOMEVA 4 12,9% 1,1% 24, 7%
COLSANITAS 1 3,2% -3,0% 9,4%
NUEVA EPS 5 16,1% 3,2% 29,1%
MEDPLUS 2 6,5% -2,2% 15,1%
U NACIONAL 1 3,2% -3,0% 9,4%
ALIANZA 1 3,2% -3,0% 9,4%

7.1.2 Caracteristicas clinicas

Tenian antecedentes familiares oncoldgicos el 16,1% de los pacientes (2 cancer
de prostata, 2 de mama y 1 neurofibromatosis) (Figura 23).
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m Con Antecedentes ® Sin Antecedentes

Figura 23. Antecedente de cancer de los de los pacientes con HGG.
En la figura se observa cémo el 16% (5 pacientes) tenian antecedentes
oncoldgicos).

Para el momento del diagndstico, tenian un estado de desempefio del Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) de 0 el 32% de los pacientes, de 1 el 32% y
2 el resto. El indice funcional de Karnofsky al diagnéstico fue de 90 en 35% de los
pacientes, de 80 en el 30% y de 70 o0 menos en el resto.

Sin discriminar por cual hemisferio cerebral lesionado y teniendo en cuenta de que
a veces las lesiones no se confinan a un solo I6bulo, el 32% de los pacientes
tenian la lesion en el I16bulo frontal, 16% en el parietal, 22% en el temporal, 26%
en el occipital. Solo una paciente tenia una lesién ganglio basal.

En todos los pacientes se efectué resonancia magnética cerebral contrastada
preoperatoria. La suma aproximada de los diametros mayores en centimetros
(cms) del tumor fue: 2 cms de didmetro en el 32% de los pacientes; 3 cms en el
25% de los pacientes, 4 cms en el 20% de los pacientes, 5 cms en el 20% de los
pacientes. Solo una paciente tenia una lesién mayor de 7 cms.

Se efectud reseccidon macroscopicamente “completa” (ya definida como de mas
del 90%) en el 45% de los pacientes y reseccién parcial o biopsia en el resto.

El reporte de patologia, basado en hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica fue
que el 68% de los pacientes tenian glioblastoma (GB, 21 pacientes), el 16%
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astrocitoma anaplasico (AA, 5 pacientes) y el 16% tumores de origen
oligodendrogial (5 pacientes), este ultimo grupo conformado por 4 pacientes con
oligoastrocitoma anaplasico (OAA) y un paciente con oligodendroglioma
anaplasico (OA) (Figura 24).

[VALOR] paciente ;
[PORCENTAJE]

[VALOR] pacientes;
[PORCENTAJE]

BGB =AA = 0AA =OA

Figura 24. Tipo de tumor de los de los pacientes con HGG. En la figura se muestra
la clasificacion de los 31 pacientes analizados segun el tipo de tumor, segun OMS-
4ed, 2016: glioblastoma (GB), astrocitoma anaplasico (AA), oligoastrocitoma
anaplasico (OAA) y oligodendroglioma anaplasico (OA). El tumor mas frecuente fue
el glioblastoma con un 68%.

Se efectué inmunohistoquimica para IDH1 en el 61% de los pacientes (en 19 de
31 los pacientes). Se hizo la prueba en 10 de los 21 pacientes con glioblastoma
(47%) estando no mutados (silvestres) en 9 y mutada en 1, en cual cambio el
diagnostico a AA. Se hizo la prueba en 4 de los 5 pacientes con astrocitoma
anaplasico, encontrandose que la tenian mutada 4. Se hizo la prueba en 4 de los 5
pacientes con tumores de la estirpe oligodendroglial, encontrandose mutada en
todos los pacientes (Tabla 5).

En la muestra de patologia a la primera CX, se reportd la codelecion 1p/19q por
FISH solo se efecto en cuatro pacientes. En un paciente con AA que a los dias del
diagndstico inicial permitio detectar la codelecion y para ese momento cambia el
diagnostico a tumor de origen oligodendrogial. Se buscdé y confirmé la codelecion
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en tres pacientes con tumores oligodendrogliales (60%), 2 con OAA y uno con OA
(Tabla 7).

En el 54,8% (17 pacientes) se hizo la busqueda de la metilacién del promotor para

la MGMT. En 10 de 21 de los pacientes con glioblastoma, teniendo metilado el
promotor 3 y no metilado 7 de ellos. De los pacientes con astrocitoma anaplasico
solo se buscé la metilacidon en 3 de los 5 pacientes, encontrandose metilada en 2
de ellos. En los pacientes con tumores de la estirpe oligodendroglial se busco en 4
de ellos (80%) los cuales estaban todos metilados (Tabla 7).

Tabla 7. Consolidado con diagnéstico inicial, basado en H-E, IHQ y FISH. Tabla
de los 31 pacientes con el diagndstico inicial, basado en la OMS-42 edicién del

2016, codelecién 1p/19q, IDH y MGMT

Diagnéstico inicial, segiun OMS-4ed, 2016

Metilacion del

Paciente Diagnostico Co1d B CEE plutacioy promotor
Numero p/19q [0l MGMT
(FISH) (IHQ) (PCR)

1 Glioblastoma No se busca Silvestre No metilado
2 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
3 Glioblastoma No se busca Silvestre No metilado
4 Glioblastoma No se busca Silvestre No metilado
5 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
6 Glioblastoma No se busca Silvestre No se busca
7 Glioblastoma No se busca Silvestre No metilado
8 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
9 Glioblastoma No se busca No se busca No metilado
10 Glioblastoma No se busca Silvestre No se busca
11 Glioblastoma No se busca No se busca No metilado
12 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
13 Glioblastoma No se busca Silvestre Metilado

14 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
15 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
16 Glioblastoma No se busca Silvestre Metilado

17 Glioblastoma No se busca mutado Metilado
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Diagnéstico inicial, segun OMS-4ed, 2016

Metilacion del

. . . Codelecion Mutacion
Paciente Diagnostico promotor
. 1p/19q IDH
Numero (FISH) (IHQ) MGMT
(PCR)
18 Glioblastoma No se busca Silvestre No metilado
19 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
20 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
21 Glioblastoma No se busca No se busca No se busca
22 Astrocitoma anaplasico No se busca mutado Metilado
23 Astrocitoma anaplasico No se busca mutado No se busca
24 Astrocitoma anaplasico No se busca mutado Metilado
25 Astrocitoma anaplasico No se busca No se busca No metilado
26 Astrocitoma anaplasico 1p/19q+ mutado No se busca
27 Oligoastrocitoma anaplasico 1p/19q+ mutado Metilado
28 Oligoastrocitoma anaplasico No se busca mutado No se busca
29 Oligoastrocitoma anaplasico 1p/19q+ mutado Metilado
30 Oligoastrocitoma anaplasico No se busca No se busca Metilado
31 Oligodendroglioma anaplasico  1p/19q mutado Metilado

Entre 4 a 6 semanas luego de la CX, todos los pacientes recibieron el tratamiento
concomitante de RT y TMZ, si bien el 50% (15) de los pacientes recibieron los 6
ciclos de adyuvancia, el 13% pacientes recibieron menos ciclos (1 paciente tres
ciclos, 2 pacientes dos ciclos y tres pacientes tres ciclos). Acorde a lo que se hace
en algunos otros centros oncologicos, y con el criterio clinico e imagenologico, el
resto recibieron mas de 6 ciclos, alcanzando casi todos ellos el afio de tratamiento
9 pacientes (Figura 25).
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Figura 25. Ciclos TMZ adyuvante de los participantes con HGG. La figura muestra
los ciclos de tratamiento con TMZ adyuvante administrados a los 31 pacientes con
glioma de alto grado.

Los 31 pacientes se siguieron clinica e imagenologicamente hasta la primera
recaida, esto es, luego de haber terminado el PS. En promedio la primera recaida se
presentd a los 14 meses, luego de la CX. A la recaida, a todos los pacientes se les
suministro TMZ, esquema metrondémico, esto es, dosis de 75 mg/mt2 dia. Este
medicamento se suspendio en los pacientes en los que se lograba remisién clinica e
imagenoldgica o continuo hasta nueva progresién, o sea hasta la segunda recaida.

Como se puede observar en la figura 26, no todos los pacientes recibieron igual
numero de ciclos de temozolomida metronémica a la primera recaida, ya que el
numero de ciclos vario entre 2 y 21 ciclos, recibiendo la mayoria 6 ciclos el 32%
(10 pacientes).
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de ciclos de tratamiento con temozolomida metron
pacientes luego de recaer a la PS hasta antes de presentar la segunda recaida.
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Es de anotar que luego de la primera recaida, el 100% de los pacientes recibieron

con la TMZm, el antiangiogénico bevacizumab. Los ciclos oscilaron entre 3 y 26

Figura 26. Ciclos TMZ metrondmica de los participantes. La figura muestra el
(Figura 27).
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CICLOS DE BEVACIZUMAB

Figura 27. Ciclos de bevacizumab de los participantes. La figura muestra el niumero
de ciclos de tratamiento con bevacizumab que recibieron los pacientes luego de

recaer a la PS hasta antes de presentar la segunda recaida.



Dentro de las observaciones clinicas se encontré que el 20% de los pacientes se
beneficiaron de moléculas blanco-dirigidas, sugeridas por el perfilamiento (Figura
28).

RECIBIO TRATAMIENTO
NO SIRVIO LA PRUEBA
= EPS NO AUTORIZA
) = NO DISPONIBLE EN COLOMBIA
6; 20% = NO OPORTUNO

9; 29%

Figura 28. Observaciones clinicas realizadas en el proceso. La figura muestra tipos
de tratamiento que recibieron los pacientes, basados en los resultados de F1-CDx,
luego de la segunda recaida.

7.1.3 Descripcion de los resultados de las pruebas genémicas.

En el perfilamiento de los datos obtenidos de los 31 pacientes con HGG, se
efectuaron perfilamiento en bloque de parafina en 26 pacientes y biopsia liquida en
5 pacientes. Se encontraron encontrando que habia 185 genes mutados y 322
mutaciones diferentes (130 drivers y 192 de significado incierto), lo que permitio
reevaluar el diagnostico histolégico en 4 pacientes, el 17 y el 19 de
cambian de GB a AMUT-PH/G3-4. o] 26 que cambia de AA a QMUT-IDH.1p/19/G3
el 30 de OAA que cambia a AMYT-PHC3-4 (Tap|a 8).

Tabla 8. Pacientes a quienes se les efectua F1-CDx. La tabla muestra los pacientes
su diagnodstico OMS 42-ed, tipo y muestra utilizada para F1-Dx, mutaciones ya
reportadas previamente, mutaciones de significado incierto y cambio en el
diagnostico basado en OMS 52-ed.

OMS-4ed, 2016 OMS-5ed, 2021
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Mutaciones ya

Mutaciones

Reclasificacion

Paciente Diagnéstico TP 12 reportadas en de del glioma
. S muestra 3 S . P
Ndamero inicial (F-1CDX) cancer como significado  difuso infiltrante
drivers incierto del adulto
BCORL1 D90G -
subclonal
CDH1 Y1goc - MAPSKI3
subclonal SPEN
1 Glioblastoma S;?g#r?a de ear? GBWOH
sHuCl;),;/onaR/468H - RADSTD
RICTOR
TERT promotor -
124C>T
EGFR P596L,
amplificacion,
EGFRuvlIl
PIK3CA G118D ALK
MYD88
CDKN2A/B TEK
> Bloque de Perdida ALOX12B
Glioblastoma  1.° NOTCH1 GB"TPH
P NOTCH1 CD79A
P2415 _Q2416ins POLE
PP MPL
RET
TERT promotor -
124C>T
TP53 Y220H
EP300
L NOTCH3
3 Glioblastoma . oPoi2 NO ERBB3 GBWTOH
q MSH2
MSH3
KIT amplificacion
- equivoca
PDGFRA NG659K,
amplificacion
KDR Toct
4 Glioblastoma  Diodue de. ampliicacion - 3 GBWTOH
P 9 PPP2RIA
CDKN2A/B SNCAIP
perdida
TERT promotor -
124C>T
. Bloque de EGFR EGFRvIll, ARAF WT-IDH
5 Glioblastoma parafina amplificacion RPTOR GB
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OMS-4ed, 2016 OMS-5ed, 2021

. Mutaciones ya Mutaciones  Reclasificacion
Tipo de

Paciente Diagnéstico reportadas en de del glioma
. S muestra 3 S . P
Ndamero inicial (F-1CDX) cancer como significado  difuso infiltrante
drivers incierto del adulto
ESR1
PTEN perdida LTK
MUTYH
CDKN2A/B,
CDKNZ2A perdida,
CDKN2B perdida
MTAP perdida de
exones 2-8
TERT promotor -
124C>T
EGFR G598V -
subclonal, P596L
- subclonal,
A289V,
amplificacion,
EGFRuvill EGER
RPTOR
PTEN R173C
6 Glioblastoma  Dodie  de il GBWTOH
P CDKN2A/B FGFR1
erdida
P FLT1
MTAP perdida
TERT promotor -
124C>T
EGFR
amplificacion
KIT amplificacion
PDGFRA
amplificacion
CCN2
CDK4 PPARG
. Bloque de amplificacion MAF WT-IDH
7 Glioblastoma parafina TET? GB
KEAP1 A27fs*10  NOTCH3
PIK3C2G
MDM?2
amplificacion
PIK3R1

L449 E451del

TERT promotor -
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OMS-4ed, 2016

OMS-5ed, 2021

Tipo de Mutaciones ya Mutaciones  Reclasificacion
Paciente Diagnéstico muestra reportadas en de del glioma
Ndamero inicial cancer como significado  difuso infiltrante
(F-1CDX) dri oo
rivers incierto del adulto
124C>T
CDK4
amplificacion
FGFR3 FGFR3- ERBB3
8 Bloque de TACCS3 fusién RPTOR WD
Glioblastoma ; JAK?2 GB"
parafina MDM2 KMT2A(MLL)
amplificacion MDM?2
TERT promotor -
146C>T
ATM T2911fs*14  POLE
9 . Biopsia RPTOR WT-IDH
Glioblastoma ;1 i DNMT3A SPEN GB
K382fs*25 TSC1
FANCL S351fs*2  GNAS
. Biopsia VHL WT-IDH
10 Glioblastoma liquida NRAS G12D KIT GB
MED12
MSH6 1258T MLH1
NF1 N1563fs*11,
sitio de corte y
empalme  3709-
1G>A
CDK6
amplificacion ALK
NF2
11 . Bloque de HGF.. iy GRMS3 WT-IDH
Glioblastoma : amplificacion PIK3RI GB
parafina IRF4
CBL (C384Y TSC1
subclonal MML2
PTPN11 E69K
TERT promotor -
146C>T
PDGFRA D842V  BRIP1
MAF
CCND2 SMAD2
12 Bloque de amplificacion BTK N
Glioblastoma parafina equivoca NOTCH2 GB" "™
SPEN
FGF23 CDHH
amplificacion RAD52
equivoca TYRO3
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OMS-4ed, 2016

OMS-5ed, 2021

Tioo de Mutaciones ya Mutaciones  Reclasificacion
Paciente Diagnéstico mt?estra reportadas en de del glioma
Ndamero inicial (F-1CDX) cancer como significado  difuso infiltrante
drivers incierto del adulto
KEAP1
FGF6 RET
amplificacion -
equivoca
KDMS5A
amplificacion
NTRK1 D537E
TP53 R248W
NF1 sitio de corte
y empalme 1642-
2A>G
CDKN2A/B
CDKNZ2A perdida,
CDKN2B perdida
CDKN2C G38*
MTAP Perdida BTB2
13 Bloque de RADS4L WT-IDH
Glioblastoma arafing MUTYH G382D CBL GB" "
P cic
PTPN11 A72D FANCA
SETD2 Q7*
TERT promotor -
146C>T
TP53 sitio de
corte y empalme
622 _672+36del87
BRAF V600E ERBB3
ZNF703
CDKN2A/B
14 . Bloque de . NOTCH1 WT-IDH
Glioblastoma parafina Perdida PDCDILG(P GB
TERT promotor - gé%
124C>T
MDM4 ABL
amplificacion PIK3C2B re-
arreglo
15 Glioblastoma  D.odi® 9¢ pik3cop AXINT GBWTOH
P amplificacion PTEN
EED
TERT promotor - MSH?2
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OMS-4ed, 2016

OMS-5ed, 2021

Tioo de Mutaciones ya Mutaciones Reclasificacion
Paciente Diagnéstico mt?estra reportadas en de del glioma
Numero inicial (F-1CDX) cancer como significado  difuso infiltrante
drivers incierto del adulto
146C>T
NF1 L1253fs*9 ABL1
N KEL
ATRX T1582fs*19 SPEN
16 Glioblastoma  Bloque  de  MLHT F261fs*7 %5%53’3 ———
parafina EP300
RB1 R763fs*31 NOTCH3
INPP4B
TP53 R248W PMS2
ATRX
IDH1 R132H MED12
17 . Bloque de CD22 MUT-IDH/G3-4
Glioblastoma - ofina  TP53 Y236C ZNF703 A
EP300
KDR
EGFR
amplificacion
ARID1A R1637Q AR
RB1 sitio de corte MLH1
18 Bloque de Y empaime 1499- R WD
Glioblastoma parafina 2A>C, E166 EP300 GB
TERT promotor - RET
124C>T ESRT
TP53
TP53 (C238W -
subclonal, A161S,
T125M, R248Qt
DH1 R132H
ATRX E453fs*15
19 . Blogue de GATA4 MUT-IDH/G3-4
Glioblastoma - ofina  KEL R428C TYRO3 A
TP53 V157F
STAT3 S614R -
subclonal
RB1 perdida BCOR
20 Bloque de U2AFT WT-IDH
Glioblastoma parafina STAG2 A532V - FLT1 GB
subclonal HSD3D,
NOTCHZ2

TERT promotor -
124C>T
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OMS-4ed, 2016

OMS-5ed, 2021

Tioo de Mutaciones ya Mutaciones Reclasificacion
Paciente Diagnéstico mt?estra reportadas en de del glioma
Numero inicial cancer como significado  difuso infiltrante
(F-1CDX) . S
drivers incierto del adulto
TP53 C124*
AXL
KDR
. SET2
BCOR 11511fs*23 BRD4
21 . Bloque de KEL WT-IDH
Glioblastoma parafin MUTYH Y165C SOX9 GB
BTK
U2AF1 S34Y MRET1A
DNMT3A
PTCH1
CDKNZ2A/B
perdida
ATR
IDH2 R172K DIS3
. NTRK
MTAP perdida BRCA1
. » FANCC
Astrocitoma NOTCHT1 sitio de
22 anaplasico Bloq]ge e corte y empalme gggf; AMUT-IDH/G3-4
paraind — 1255+1G>A, sitio
de corte y GNAS
empalme PRDM1
BRIP1
+ > -
220 Norow
SMARCAA4
TERT promotor -
124C>T
XIN1
Astrocitoma TP53 sitio de TSC1
23 analasico Biopsia corte y empalme BRCA2 AMUT-DHIG3-4
P liquida 375+1G>A MAP2K2
(MEK2)
MAP3K1
NF1  L484fs*14,
K1714*
CARD11 E756K - ALK
subclonal MLL2
24 Astrocitoma Blogue de ASXL1
anaplasico - gf.na SETD2  S381* NOTCHS3 AMUTIDHG3-4
paral R70%, W1562* BTK
PIK3C2B
STAG2 R1012* - EPHB4
subclonal
TP53 G279E
25 Astrocitoma Blogue de EP300 EP300- NTRK1 AMUTIDHGS-4
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OMS-4ed, 2016

OMS-5ed, 2021

Tipo de Mutaciones ya Mutaciones  Reclasificacion
Paciente Diagnéstico muestra reportadas en de del glioma
Ndamero inicial (F-1CDX) cancer como significado  difuso infiltrante
drivers incierto del adulto
anaplasico parafina BCOR fusion TET2
RAD54L
SETD2 Q7* TSC1
SPEN
TBX3
IDH1 R132H CXCRA4
Astrocit SS)X/% i6n TEK QMUT-IDH,1p/199/G3
26 a:arolcgs(i)crzga Blogue de : Lﬁvogzrfo FGF19,
P parafina oI W289* TGFBR2
IRS2
TERT promotor - SPEN
146C>T
Oligoastrocit CARD11
oma NTRK2
27 anaplasico  Blogue de 5\?1517\27136227 FGF6 QMUTIDH.1p/199/G3
parafina TP53 V274G SMARCA4
GABRAG6
MSH?2
ATR
. . PPP2R1A
28 Oorlr!lgaoaStrOCIt Bi : ggLHi\ OMUT-IDH,1p/19q/G3
anaplasico |iéﬂ?§;a ABL1 P918L NET
TSC1
NOTCHH2
ZNF703
ALK
DIS3
MLL2
Oligoastrocit IDH1 R132H oo
oma ARID1A FLCN
29 anaplasico Bloque de A2175fs*50 POLE QMUT-IDH.Tp/190/G3
parafina CIC R1515C BRD4
TERT promotor -
146C>T FLT3
ROS1
CREBBP
LTK
SPEN
ATRX
Oligoastrocit KLHL6
oma DIS3
30 anaplasico  Bloque de ?ggfggﬁ MLL2 AMUTIDHGS4
parafina TP53 R175H FANCL
MSH3
KDR
POLD1.
31 Oligodendrog Bloque de IDH1 R132H BCOR QMR IPIISYES
lioma parafina MAP3K1
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OMS-4ed, 2016 OMS-5ed, 2021

- Mutaciones ya Mutaciones  Reclasificacion
Tipo de

Paciente Diagnéstico reportadas en de del glioma
. =L muestra . .o . Y e
Ndamero inicial cancer como significado  difuso infiltrante
(F-1CDX) . S
drivers incierto del adulto
anaplasico ARID1A sitio de TSC1
corte y empalme CIC
2733-1G>A - POLE
subclonal, FGFR1
Q1415* - NFR43
subclonal KIT
ROS1.

CIC E1454fs*2,
sitio de corte y
empalme  2699-
1G>C

FUBP1 E411fs*11

NOTCH1 sitio de
corte y empalme
2588-4_2588-

1GCAG>ACAA -
subclonal, R448Q

subclonal

TERT promotor -
124C>T
TP53 H179Q -
subclonal

El corte a la segunda recaida fue a los 22 meses (por plausibilidad), momento
para el cual estaban vivos 8 de los 31 pacientes. La SLP a la primera recaida es el
tiempo transcurrido de la cirugia inicial a la recaida luego del uso del PS. La SLP a
la segunda recaida va de la cirugia inicial a la recaida luego del uso de
temozolomida metrondmica. La sobrevida global va desde la cirugia inicial a la
muerte. (Tabla 9).

Tabla 9. Reclasificacion patolégica de los pacientes segun OMS-5ed, 2021. Se
puede observar el cambio del diagndstico inicial (OMS-4ed, 2016), a la nueva
clasificacion segun OMS-5ed, 2021 y los desenlaces o sea la SLP a la primera y
segunda recaida y la OS.
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Pacie Diagnostico Reclasificacion SLPala SLPala Sobrevi

nte inicial del glioma primera segunda da
Ndame difuso infiltrante recaida recaida global

ro del adulto (meses) (meses) (meses)
1 Glioblastoma GB" ™" 13.6 17.6 19.4
2 Glioblastoma GB"''"" 18.3 34.3 38
3 Glioblastoma GB"'"" 10.1 13.1 17.1
4 Glioblastoma GB"'"" 7.9 13.6 18
5 Glioblastoma GB"'"" 23.4 37.2 42
6 Glioblastoma GB"'"" 7.9 19.7 27.1
7 Glioblastoma GB"'"" 14.8 47.2 54
8 Glioblastoma GB"'"" 9.8 15.1 18.8
9 Glioblastoma GB"'"" 11 19.1 24
10 Glioblastoma GB"'"" 3 4.5 6.4
1 Glioblastoma GB"'"" 10.3 14.2 Vvivo
12 Glioblastoma GB"'"" 8 13.1 20
13 Glioblastoma GB"'"" 14.1 21.2 Vvivo
14 Glioblastoma GB"'"" 14.3 23.6 28.7
15 Glioblastoma GB"'"" 2.2 2.5 9.7
16 Glioblastoma GB""r 16.1 79.3 84.5
17 Glioblastoma AMVIHIDRES4 23.1 26.6 34
18 Glioblastoma GB""r 6.6 10.1 15.4
19 Glioblastoma AMVIHIPRES4 18.4 28.8 vivo
20 Glioblastoma GB"'"" 21.1 32.4 36.6
21 Glioblastoma GB""r 12.5 26.2 31
22 Astrocitoma anaplasico AMVTDRIES 61.4 73 87.7
23 Astrocitoma anaplasico AMVTDRIES 6.8 1.7 vivo
24 Astrocitoma anaplasico AMVTDRIES 8.6 13 14,5
25 Astrocitoma anaplasico AMUTLRICSE 10.1 13.3 19
26 Astrocitoma anaplasico QMDA 1P9aEs 52.6 64.4 vivo
27 Oligoastrocitoma anaplésico QMR 1P9aEs 238.4 253.9 Vivo
28 Oligoastrocitoma anaplasico QMR 1P9aEs 15.2 20.4 Vivo
29 Oligoastrocitoma anaplasico QMY IHIbR1P9AEs 145.7 152.7 vivo
30 Oligoastrocitoma anaplasico AMUTDRICEE 10.1 13.3 45
31 Oligodendroglioma anaplésico QMDA 1PIT9Y/ES 13.6 24.9 32.1

Se resaltan en rojo los pacientes en los que cambio el diagnostico patoldgico.
Sobrevida libre de progresién (SLP) y la sobrevida global (OS).

Se relaciona el consolidado final que incluye edad, sexo, diagndstico inicial,
mutacion de IDH por IHQ, FISH para codelecion 1p/19q, estado de metilacion de
promotor para MGMT. Tipo de muestra enviada para el perfilamiento gendémico,
mutaciones conocidas como drivers en cancer, mutaciones de significado
desconocido y desenlaces o sea SLP a la primera y segunda recaida y sobrevida
global (Tabla 10).
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Tabla 10. Consolidado final de diagndstico inicial y final con desenlaces. Se resaltan los pacientes que cambian: de

: ed MUT-IDH/G3-4 : : LAl ed : MUT-
glioblastoma (OMS-4*") a A (pacientes 17 y 19), con astrocitoma anaplasico (OMS-4™) que cambian a O
IDH,1p/199/G3 . . . s ed . MUT-IDH, grado3-4 .

PII™S (paciente 26) y con oligoastrocitoma anaplasico (OMS-4°%) que cambia a A 9 (paciente 30).
Diagnéstico inicial F1-CDx Desenlaces
Paciente U._mmsm%.:no Codelecion  Mutacion g . . _,\_Emo._o:om = Reclasificacion m_..v S Sobrevida
histolégico del Tipo de Mutaciones significado - primera segunda
Edad L 1p/19q IDH . s patolégica . . global
inicial promotor muestra conocidas en cancer incierto recaida recaida
Sexo (meses)
MGMT (meses) (meses)
BCORL1 D90G -
subclonal
CDH1  vigoc - MAPSKI3
SPEN
1 N Bl d subclonal MED12
38 afios Glioblastoma 0 S€  Silvestre No metilado oque  de GBW™PH 13.6 17.6 19.4
) busca parafina TSC1
Femenino HGF R468H " RAD51D
subclonal J
RICTOR
TERT  promotor -
124C>T
EGFR P596L,
amplificacion,
EGFRuvlll
ALK
PIK3CA G118D MYD88
TEK
2 N N N Bl d CDKN2A/B Perdida ALOX12B
67 afios Glioblastoma gwwom se cmwom se cmwom se %mmmm © NOTCH1 GBTPH 18.3 34.3 38
Masculino p NOTCH1 CD79A
P2415_Q2416insPP POLE
MPL
TERT promotor - RET
124C>T
TP53 Y220H
EP300
3 No se Biopsia NOTCH3
59 afios Glioblastoma Silvestre No metilado /2P NO ERBB3 GB"™PH 10.1 13.1 17.1
) busca liquida
Masculino MSH2
MSH3
KIT amplificacion -
equivoca
PDGFRA  N659K, AR
4 No se Bloque de amplificacion Tsc1
62 afios Glioblastoma b Silvestre No metilado au P DIS3 GB"™PH 7.9 13.6 18
A usca parafina
Femenino KDR amplificacion - PPP2RIA
SNCAIP

equivoca

CDKN2A/B perdida
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Diagnéstico inicial F1-CDx Desenlaces

. Diagnostico L. L. Metilacion Mutaciones de e o SLP a la SLP a Ila .
Paciente .+ o Codelecion  Mutacion " . P Reclasificacion X Sobrevida
histolégico del Tipo de Mutaciones significado — primera segunda
Edad - 1p/19q IDH . P patologica . ; global
inicial promotor muestra conocidas en cancer incierto recaida recaida
Sexo (meses)
MGMT (meses) (meses)
TERT  promotor -
124C>T
EGFR EGFRuvllI,
amplificacion
PTEN perdida
CDKN2A/B, CDKN2A  ARAF
5 No se No se No se Bloque de P erdida, CDKN2B  RPTOR
46 afios Glioblastoma a perdida ESR1 GB"™"™ 23.4 37.2 42
. busca busca busca parafina
Femenino LTK
MTAP perdida de MUTYH
exones 2-8
TERT  promoter -
124C>T
EGFR G598V -
subclonal, P596L -
subclonal, A289V,
amplificacion,
EGFRuvillt EGFR
RPTOR
6 PTEN R173C
55 afios Glioblastoma N e ° Silvestre N S w%mmmm de CRep? GBVTPH 7.9 19.7 27.1
Masculino CDKN2A/B perdida FGFR1
MTAP perdida FLT1
TERT  promotor -
124C>T
EGFR amplificacion
KIT amplificacién
PDGFRA
e CCN2
amplificacion PPARG
Mw afios Glioblastoma No € Silvestre No metilado Bloque ~de CDK4 amplificacion MAF GBWTPH 14.8 47.2 54
X ! busca v ! parafina P TET2 : :
Femenino NOTCH3
KEAP1 A27fs*10 PIK3C2G
MDM2 amplificacion
PIK3R1

L449_E451del
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Diagnéstico inicial F1-CDx Desenlaces
Paciente _u._mmsmﬁ.:no Codelecion  Mutacion Bl . . z_:ﬁmm_o:mm e Reclasificacion mr.v a e @ I Sobrevida
histolégico del Tipo de Mutaciones significado — primera segunda
Edad - 1p/19q IDH . P patologica . ; global
inicial promotor muestra conocidas en cancer incierto recaida recaida
Sexo (meses)
MGMT (meses) (meses)
TERT  promotor -
124C>T
CDK4 amplificacion
FGFR3 FGFR3- ERBB3
8 No se No se No se Bloque de TACCS fusion RPTOR
22 afios Glioblastoma " JAK2 GB"TPH 9.8 15.1 18.8
Femenino busca busca busca parafina MDM2 amplificacion ~ KMT2A(MLL)
MDM2
TERT promotor -
146C>T
POLE
9 . . ATM T2911fs*14
44 afos Glioblastoma w_hwom se w_mwom $€ " No metilado m_mﬂ% mwmmm GB"TPH 11 19.1 24
Femenino a DNMT3A K382fs'25  Jcof
FANCL S351fs*2 GNAS
10 No se No se Biopsia VHL
o~ . . WT-IDH
41 afios Glioblastoma busca Silvestre busca liquida NRAS G12D KIT GB 3 45 6.4
Femenino MED12
MSH6 1258T MLH1
NF1 N1563fs*11, sitio
de corte y empalme
3709-1G>A
CDK6 amplificacion ALK
HGF amplificacién NF2
i No se No se Bloque de GRM3
69 afios Glioblastoma No metilado u PIK3RI GB"TPH 10.3 14.2 vivo
; busca busca parafina CBL C384Y -
Masculino subclonal IRF4
TSC1
PTPN11 E69K MML2
TERT  promoter -
146C>T
PDGFRA D842V BRIP1
MAF
CCND2 amplificacion =~ SMAD2
- equivoca BTK
12 No se No se No se Bloque de NOTCH?
22 afios Glioblastoma b b b Qﬁ. FGF23 amplificacion -~ SPEN GBWTPH 8 13.1 20
Masculino usca usca usca paraiina equivoca CDHH
RAD52
FGF6 amplificacion - TYRO3
equivoca KEAP1
RET
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Diagnéstico inicial F1-CDx Desenlaces
Paciente _u._mmsmﬁ.:no Codelecion  Mutacion Sl " . z_:ﬁmm_o:mm D Reclasificacion mr.v A oslr @l Sobrevida
histolégico del Tipo de Mutaciones significado — primera segunda
Edad - 1p/19q IDH . P patologica . ; global
inicial promotor muestra conocidas en cancer incierto recaida recaida
Sexo (meses)
MGMT (meses) (meses)
KDMS5A amplificacion
NTRK1 D537E
TP53 R248W
NF1 sitio de corte y
empalme 1642-2A>G
CDKN2A/B CDKN2A
perdida, CDKN2B
perdida
CDKN2C G38*
MTAP perdida BTB2
13 RADS54L
68 afios Glioblastoma No € Silvestre Metilado Bloque de MUTYH G362D cBL GBYToH 14.1 21.2 vivo
. busca parafina
Masculino PTPN11 A72D ciC
FANCA
SETD2 Q7*
TERT  promotor -
146C>T
TP53 sitio de corte y
empalme
622_672+36del87
BRAF V600E ERBB3
14 ZNF703
= ) No se No se No se Bloque de CDKN2A/B perdida NOTCH1 WT-IDH
n\_mmmmm_m_:o Glioblastoma busca busca busca parafina PDCD1LG(PD- GB 143 236 287
TERT promotor - L2)
124C>T SGK1
MDM4 amplificacion ABL
PIK3C2B
15 No se  No se  No se Blogue de PIK3C2B rearrangement
65 afios Glioblastoma busca busca busca et amplificacion AXINT GBTPH 22 25 9.7
Masculino u u u parafl PTEN
TERT promotor - EED
146C>T MSH?2
NF1L1253fs*9 ABL1
KEL
16 No se Blogue de ATRX T1582fs*19 SPEN
44 afios Glioblastoma b Silvestre Metilado Qm CREBBP GB"TPH 16.1 79.3 84.5
Masculino usca parafina MLH1 F261fs*7 MEF2B
EP300
RB1 R763fs*31 NOTCH3
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Diagnéstico inicial F1-CDx Desenlaces
Paciente _u._mmsmﬁ.:no Codelecion  Mutacion Bl . . z_:ﬁmm_o:mm e Reclasificacion mr.v a g slkr g b Sobrevida
histolégico del Tipo de Mutaciones significado — primera segunda
Edad - 1p/19q IDH . P patologica . ; global
inicial promotor muestra conocidas en cancer incierto recaida recaida
Sexo (meses)
MGMT (meses) (meses)
INPP4B
TP53 R248W PMS2
ATRX
17 IDH1 R132H MED12
= . No se . Bloque de CD22 MUT-IDH/G34
wm afios Glioblastoma busca mutado Metilado parafina TP53 Y236C ZNF703 A 23.1 26.6 34
emenino
EP300
KDR
-EGFR amplificacién
-ARID1A R1637Q AR
-RB1 sitio de corte y =~ MLH1
18 empalme 1499-2A>C, EGFR
= ) No se ! . Bloque de E7166* PRKCI WT-IDH
mm afios Glioblastoma busca Silvestre No metilado parafina -TERT promotor - EP300 GB 6.6 10.1 15.4
emenino 124C>T RET
-TP53 c238w - ESR1
subclonal, A161S, TP53
T125M, R248Qt
DH1 R132H
19 ATRX E453fs*15
o . No se No se No se Blogque de GATA4 MUT-IDH/G34 -
49 anos Glioblastoma busca busca busca parafina KEL R428C TYRO3 A 184 288 Vivo
Masculino
TP53 V157F
-STAT3 S614R -
subclonal
-RB1 loss BCOR
20 N N N Bl d -STAG2 A532v - U2AF1
67 afios Glioblastoma bosca - busca - busca 0 oanaee @€ subclonal FLT1 GB"TPH 21.1 32.4 36.6
Masculino p -TERT promotor - HSD3D,
124C>T NOTCH2
-TP53 C124*
AXL
KDR
N SET2
)1 BCOR 11511fs*23 BRD4
65 afios Glioblastoma No se  No se No se Bloque “de \;ryvyvie5c KEL GBVTOH 125 26.2 31
) busca busca busca parafina SOX9
Femenino BTK
U2AF1 S34Y MRET1A
DNMT3A
PTCH1
22 Astrocitoma CDKN2A/B perdida ATR
45 afios Anaplasico w_omom ¢ mutado Metilado mmmmmm de DIS3 AMUT-DHG34 61.4 73 87.7
Femenino Y parail IDH2 R172K NTRK
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Diagnéstico inicial F1-CDx Desenlaces
Paciente W._mmq_:.vm.:no Codelecion  Mutacion _<_m=_m“.._o= Ti M . z_:ﬁmw_o:mm e Reclasificacion mr.v a g slkr g b Sobrevida
Edad ! _.m_.o _om_no 1p19q IDH de . ipo . de Emo_M:mm .m_m.:_Lomno patolégica u:.:.m_.m mam_._.unm global
Sexo inicia _o__.,mm_m._w_. muestra conocidas en cancer incierto recaida recaida (meass)
(meses) (meses)
BRCA1
MTAP perdida FANCC
PIK3R1
NOTCH1 sitio de BRCA2
corte 'y empalme GNAS
1255+1G>A, sitio de  PRDM1
corte 'y empalme BRIP1
2207+2T>C - NOTCH,
subclonal SMARCA4
TERT  promotor -
124C>T
XIN1
. » TSC1
23 Astrocitoma TP53 sitio de corte y
- L No se No se BRCA2 MUT-IDH/G34 )
mwhmw_m:o Anaplasico busca mutado busca empalme 375+1G>A MAP2K2 A 6.8 1.7 vivo
(MEK2)
MAP3K1
NF1 L484fs*14,
K1714*
CARD11 E756K - ALK
subclonal MLL2
24 Astrocitoma No se Bloque de ASXLT MUT-IDH/G34
46 arios Anaplasico busca mutado Metilado parafina SETD2 S381* R70%, NOTCH3 A 8.6 13 14,5
Femenino w1562* BTK
PIK3C2B
STAG2 R1012* - EPHB4
subclonal
TP53 G279E
Astrocitoma
Anaplasico Wuwoo EP300-BCOR Qmﬂﬂw !
25 usion
25 afios w_m%m e w_mwom S No metilado wwmmmm de wm%w# AMUTIDHG34 10.1 13.3 19
Femenino SETD2 Q7* SPEN
TBX3
IDH1 R132H CXCR4
. SOX2 amplificacion - TEK MUT-IDH, 1p/19q/G3
mm arios »”Mmmmmw 1p/19g+ mutado No se Bloque de equivoca FGF19, © 526 64.4 vivo
Femenino busca parafina CIC W269* TGFBR2 : :
TERT promotor - IRS2
146C>T SPEN
Oligoastrocitoma CARD11
27 Anaplasico Bloque de IDH1 R132H NTRK2 Oz_c._.._ox;u:mn\o,‘w
35 afios 1p/19g+ mutado Metilado ) NF1Y2162* FGF6 238.4 253.9 vivo
Femenino parafina TP53 V274G SMARCA4
GABRA6
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Diagnéstico inicial F1-CDx Desenlaces
Paciente W._mmq_:.vm.:no Codelecion  Mutacion _<_m=_m“.._o= Ti M . z_:ﬁmw_o:mm e Reclasificacion mr.v a g slkr g b Sobrevida
Edad ! _.m_.o _om_no 1p19q IDH de . ipo . de Emo_M:mm .m_m.:_Lomno patolégica u:.:.m_.m mam_._.unm global
Sexo inicia _o__.,mm_m._w_. muestra conocidas en cancer incierto recaida recaida (meass)
(meses) (meses)
MSH2
ATR
PPP2R1A
28 O__mom‘m”.ﬂoo:oﬁ:m BCL2 MUTIDH 1p/160/G3
41 afos Anaplasico No se | Lutado No se ABL1 P918L SDHA (0] 152 20.4 vivo
Masculino busca busca NF1
TSC1
NOTCHH2
ZNF703
ALK
DIS3
MLL2
TSC2
Oligoastrocitoma IDH1 R132H AXL
29 Anaplasico Bloque de ARID1A A2175fs*50 FLCN OMUT-DH.1p/199/G3
59 afios 1p/19g+ mutado Metilado fi CIC R1515C POLE 145.7 152.7 vivo
Femenino paratina TERT promotor - BRD4
146C>T FLT3
ROS1
CREBBP
LTK
SPEN
ATRX
Oligoastrocitoma Mm.\% 6
30 Anaplasico No se Blogue de IDH1 R132H MLL2
60 afios b Silvestre Metilado s CDH1 R335* EANCL AVUT-DHGS4 10.1 13.3 45
Masculino usca parafina TP53 R175H
MSH3
KDR
POLD1.
IDH1 R132H
ARID1A sitio de corte
y empalme 2733-
1G>A - subclonal,
Q1415* - subclonal
CIC E1454fs*2, sitio BCOR
de corte y empalme  MAP3K1
2699-1G>C TSC1
31 Oligodendroglioma Blogue de FUBP1 E411fs*11 cic Oz_c._.._ox;u:mn\Ou
61 afos Anaplasico 1p/19q mutado Metilado fina NOTCH1 sitio de POLE 13.6 249 32.1
Femenino parafl corte 'y empalme FGFR1
2588-4_2588- NFR43
1GCAG>ACAA - KIT
subclonal, R448Q - ROS1.
subclonal

TERT  promotor -
124C>T
TP53
subclonal

H179Q -
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Los genes que mas se encontraron y que estan relacionados con HGG
(previamente reportados en HGG), en orden de frecuencia, fueron IDH1 en un
61,3%, TERT en un 54,8%, EGFR en un 45,2%, TP53 en un 41,9%, CDKNZ2AB en
un 19,4%, CIC en un 16,1%, ATRX en un 12,9%, NOTCH3 en un 12.9%, seguidos
de NOTCH1, NOTCH2, FUBP1y ATR (Tabla11).

Tabla 11. Genes que se encontraron en |los pacientes ya antes reportados. Tabla en
la que se relacionan genes encontraron en los 31 pacientes, ya antes reportados en
gliomas.

G No Si
enes = % = %
ATR 30 96,8% 1 3,2%
ATRX 27 87,1% 4 12,9%
CDKN2AB 25 80,6% 6 19,4%
CiCc 26 83,9% 5 16,1%
EGFR 17 54,8% 14 452%
FUBP1 30 96,8% 1 3,2%
IDH1 12 38,7% 19 61,3%
NOTCH1 28 90,3% 3 9,7%
NOTCH2 28 90,3% 3 9,7%
NOTCH3 27 87,1% 4 12,9%
TERT 14 45,2% 17 54,8%
TP53 18 58,1% 13 41,9%

Hubo genes que estan relacionados con HGG (previamente reportados en HGG), y
no se encontraron en los pacientes (Tabla 12).

Tabla 12. Genes reportados que no se encontraron. Se relacionan genes
previamente reportados en gliomas, pero que no se encontraron en la cohorte
analizada.

Genes Genes Genes Genes Genes Genes
AKT1 C110RF30EMSY EPHA3 FGFR4 MAP2K1MEK1 QKI
AKT2 CASP8 EPHB1 GSK3B MET RAC1
APC CD274PDL1 FAM123B ID3 PARP2 RAD21
AURKB CSF1R FANCC IKZF1 PAX5 RBM10
BAP1 DDR1 FANCG JAK3 PBRM1 REL
BRCA1 DOT1L FBXW7 KRAS PTPRO SDHB

SMAD4 STK11 SYK WHSC1MMSET
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Los genes mutados que se encontraron en los pacientes, pero incluyendo solo los
que estan relacionados con HGG (147 genes). En orden de frecuencia, estarian
IDH en el 61% de los 31 pacientes, TERT en el 54,8%, EGFR en el 45,2%,
PDGFRA en el 45%, TP53 en el 41,9%, SPEN en el 25,8%, entre otros. De los
genes necesarios a evaluar para subclasificar el tipo de glioma de alto grado, segun
la OMS 2021, también estarian ATRX en el 12.9%, TP53 en el 41,9%, CDKN2AB en
el 19,4%, CIC en el 16,1%, FUBP1 con el 3,2% y NOTCH 1 en el 9,7% de los
pacientes (Tabla13).

Tabla 13. Genes mutados detectados, de los ya reportados. En la tabla se
relacionan los genes ya identificados como conductores o drivers, de los 324 genes
analizados en F1-CDx, por tipo de tumor.

No si o St
Genes Genes

n % n % i % n e
IDH1 12 38.7% 19  61,3% AXL 28 90,3% 3 97%
TERT 14  452% 17  54,8% BCOR 28 90,3% 3 97%
EGER 17 548% 14 452% BRD4 28 903% 3 97%
PDGFRA 17 548% 14 452% BTK 28 903% 3 97%
—_— 18 584% 13 41.9% CDH1 28 903% 3 97%
SPEN 23 742% 8 258% CREBBP 28 903% 3 9,7%
ey 23 742% 8 258% ERBB3 28 903% 3 9,7%
CDKN2A 25 80.6% 6 19.4% KEL 28 90,3% 3 9,7%
B LTK 28 90,3% 3 97%
NF1 25 80,6% 6 19,4% MED12 28 90,3% 3 97%
ALK 26 83,9% 5 16,1% MLH1 28 90,3% 3 97%
CiC 26 83,9% 5 16,1% MSH2 28 90,3% 3 97%
EP300 26 83,9% 5 16,1% MTAP 28 90,3% 3 97%
MLL2 26 83,9% 5 16,1% MUTYH 28 90,3% 3 97%
POLE 26 83,9% 5 16,1% NOTCH1 28 90,3% 3 97%
ARID1A 27 87.1% 4 12,9% NOTCH2 28 90,3% 3 97%
ATRX 27 87,1% 4 12,9% PTEN 28 90,3% 3 97%
DIS3 27 87,1% 4 12,9% RB1 28 90,3% 3 97%
KDR 27 87,1% 4 12,9% RET 28  90,3% 3 97%
KIT 27 87,1% 4 12,9% ROS1 28  90,3% 3 97%
NOTCH3 27 87,1% 4 12,9% TEK 28  90,3% 3 97%
RPTOR 27 871% 4 12,9% ZNF703 28 90,3% 3 97%
SETD2 27 87,1% 4 12,9% AR 29 93,5% 2 65%
ABL1 28 90,3% 3 9,7%
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No Si No Si

Genes . % . % Genes . % . %
AXIN1 29 93,5% 2 6,5% BTG2 30 96,8% 1 32%
CARD11 29 93,5% 2  6,5% CD22 30 96,8% 1 32%
CBL 29 93,5% 2 6,5% CD79A 30 96,8% 1 32%
CCND2 29 93,5% 2  6,5% CDK6 30 96,8% 1 32%
CDK4 29 93,5% 2 6,5% CDKN2C 30 96,8% 1 32%
DNMT3A 29 93,5% 2  6,5% CXCR4 30 96,8% 1 32%
ESR1 29 93,5% 2 6,5% EED 30 96,8% 1 32%
FANCL 29 93,5% 2  6,5% EPHB4 30 96,8% 1 32%
FGF6 29 93,5% 2 6,5% ERBB2 30 96,8% 1 32%
FGFR1 29 93,5% 2  6,5% FANCA 30 96,8% 1 32%
FLCN 29 93,5% 2 6,5% FGF19 30 96,8% 1 32%
FLT1 29 93,5% 2  6,5% FGF23 30 96,8% 1 32%
FLT3 29 93,5% 2 6,5% FGFR3 30 96,8% 1 32%
HGF 29 93,5% 2  6,5% FUBP1 30 96,8% 1 32%
KEAP1 29 93,5% 2 6,5% GABRAG 30 96,8% 1 32%
MAF 29 93,5% 2  6,5% GATA4 30 96,8% 1 32%
MAP3K1 29 93,5% 2  6,5% GNAS 30 96,8% 1 32%
MDM2 29 93,5% 2  6,5% GRM3 30 96,8% 1 32%
MSH3 29 93,5% 2  6,5% HSD3B1 30 96,8% 1 32%
NTRK1 29 93,5% 2  6,5% INPP4B 30 96,8% 1 3.2%
PIK3C2B 29 93,5% 2  6,5% IRF4 30 96,8% 1 32%
PIK3R1 29 93,5% 2  6,5% IRS2 30 96,8% 1 3.2%
PPP2R1A 29 93,5% 2  6,5% JAK2 30 96,8% 1 32%
PTPN11 29 93,5% 2  6,5% KDM3A 30 96,8% 1 3.2%
RADS4L 29 93,5% 2  6,5% KLHL6 30 96,8% 1 32%
STAG2 29 935% 2 65% MTAM 30 968% 1 32%
TET2 29 93,5% 2  6,5% MAP2K2

TSC2 29 93,5% 2 65% MEK?2 30 96,8% 1 32%
TYRO3 29 93,5% 2 6,5% MAP3K13 30 96,8% 1 3.2%
U2AF1 29 93,5% 2  6,5% MDM4 30 96,8% 1 32%
ALOX12B 30 96,8% 1 32% MEF2B 30 96,8% 1 32%
ARAF 30 96,8% 1 32% MPL 30 96,8% 1 3.2%
ASXL1 30 96,8% 1 32% MRE11A 30 96,8% 1 32%
ATM 30 96,8% 1 32% MSH6 30 96,8% 1 3.2%
ATR 30 96,8% 1 32% MYD88 30 96,8% 1 32%
BCL2 30 96,8% 1 32% NF2 30 96,8% 1 32%
BCORL1 30 96,8% 1 32% NRAS 30 96,8% 1 32%
BRAF 30 96,8% 1 32% NTRK2 30 96,8% 1 32%
BRCA2 30 96,8% 1 32% PDCD1L

BRIP1 30 968% L 3 G2PDL2 30 96,8% 1 32%
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No Si No Si

Genes Genes

n % n % n % n %
PIK3C2G 30 96,8% 1 32% SGK1 30 96.8% 1 32%
PIK3CA 30 96,8% 1 32% SMAD2 30 96,8% 1 32%
PMS2 30 96,8% 1 3,2% ‘?MARCA 30 96.8% " 32%
POLD1 30 96,8% 1 32% SNCAIP . 1 e
PPARG 30 96,8% 1 32% o 30 96’80" 3106
PRKCI 30 96.8% 1 32% OxG 30 96,80% 1 3,20A)
PTCH1 30 968% 1 32% aTAT 20 908% 1 92%
RAD51D 30 96.8% 1 32% X3 30 96,804) 1 3,20/0
A2 30 96,8% 1 3.2% TGFBR2 " 96’80A) 1 32?
RICTOR 30 96.8% 1 32% L 30 96,804) 1 3,20/0
RNF43 30 96,8% 1 32% 30 96,8% 1 32%
SDHA 30 96,8% 1 32%

En los 174 genes alterados, se detectaron 322 mutaciones en todos los HGG (130
mutaciones ya identificadas como drivers o conductoras en Cancer y 192 de
significado incierto). De estas 258 eran de glioblastoma, 56 de astrocitoma
anaplasico, y en el grupo de los tumores de origen oligodendroglial 56,
discriminadas asi: 40 en los oligoastrocitomas anaplasicos y 16 en el
oligodendroglioma anaplasico. En la tabla 11 se relacionan los genes mutados
discriminados por tipo de tumor, incluyendo solo los genes que estan relacionados
con glioma de alto grado (n=185).

En los genes mutados en HGG, e importantes para reclasificarlos segiin OMS-5%;
Para en GB para GB"™"™: TERT 62% y EGFR 62%. En AA para AMVT-PH/G34.
ATRX 40%, TP56 40%, CDKN2AB 0%. En tumores de estirpe oligodendrogial
para QWTPHIPINIGS. o0 2509, FUBP1 0% y NOTC1 0% y en OA: CIC 100%,
FUBP1 100% y NOTCH1 100% (Tabla 14).
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Tabla 14. Genes ya reportados y detectados por tipo de tumor.

GB AA OAA OA
Genes No Si No Si No Si No Si
n % n % n % n % n % n % n % n %

ALK 17 81 4 19 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
ARID1A 19 90 2 10 5 100 O 0 3 75 1 25 0 0 1 100
BCOR 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 0 0 1 100
CCND2 21 100 0 0 3 60 2 40 4 100 O 0 1 100 O 0
CDKN2AB 15 71 6 29 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
cic 19 90 2 10 4 80 1 20 3 75 1 25 0 0 1 100
EGFR 8 38 13 62 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
EP300 17 81 4 19 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
FGFR1 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 0 0 1 100
FUBP1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 0 0 1 100
IDH1 6 29 15 71 3 60 2 40 3 75 1 25 0 0o 1 100
KDR 17 81 4 19 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
KEAP1 21 100 0 0 3 60 2 40 4 100 O 0 1 100 O 0
KIT 20 95 1 5 3 60 2 40 4 100 O 0 0 0 1 100
MAF 21 100 0 0 3 60 2 40 4 100 O 0 1 100 O 0
MAP3K1 21 100 0 0 5 100 O 0 3 75 1 25 0 0 1 100
MLL2 17 81 4 19 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
NF1 16 76 5 24 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
NOTCH1 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 0 0 1 100
PDGFRA 9 43 12 57 3 60 2 40 4 100 O 0 1 100 O 0
POLE 18 86 3 14 5 100 O 0 3 75 1 25 0 0 1 100
RNF43 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 0 0 1 100
ROS1 20 95 1 5 5 100 O 0 3 75 1 25 0 0 1 100
RPTOR 17 81 4 19 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
SPEN 17 81 4 19 3 60 2 40 2 50 2 50 1 100 O 0
TERT 8 38 13 62 3 60 2 40 3 75 1 25 0 0 1 100
TP53 12 57 9 43 3 60 2 40 3 75 1 25 0 0 1 100
TSC1 17 81 4 19 5 100 O 0 1 25 3 75 0 0 1 100
TYRO3 21 100 0 0 3 60 2 40 4 100 0 0 1 100 0 0
ABL1 19 90 2 10 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
AKT1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
AKT2 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
ALOX12B 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
APC 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
AR 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
ARAF 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
ASXL1 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
ATM 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
ATR 21 100 0 0 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
ATRX 18 86 3 14 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
AURKB 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
AXIN1 20 95 1 5 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
AXL 19 90 2 10 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
BAP1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
BCL2 21 100 0 0 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
BCORLA1 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
BRAF 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
BRCA1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
BRCA2 21 100 0 0 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
BRD4 19 90 2 10 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
BRIP1 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
BTG2 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
BTK 19 90 2 10 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
C110RF30EMSY 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CARD11 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CASP8 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CBL 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CD22 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0

168



GB AA OAA OA
Genes No Si No Si No Si No Si
n % n % n % n % n % n % n % n %

CD274PDLA1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CD79A 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CDH1 19 90 2 10 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
CDK4 20 95 1 5 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
CDK6 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CDKN2C 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CREBBP 19 90 2 10 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
CSF1R 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
CXCR4 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
DDR1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
DIS3 18 86 3 14 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
DNMT3A 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
DOT1IL 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
EED 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
EPHA3 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
EPHB1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
EPHB4 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
ERBB2 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
ERBB3 18 86 3 14 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
ESR1 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FAM123B 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FANCA 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FANCC 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FANCG 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FANCL 20 95 1 5 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
FBXW7 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FGF19 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
FGF23 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
FGF6 20 95 1 5 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
FGFR3 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FGFR4 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FLCN 20 95 1 5 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
FLT1 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
FLT3 20 95 1 5 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
GABRAG 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
GATA4 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
GNAS 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
GRM3 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
GSK3B 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
HGF 19 90 2 10 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
HSD3B1 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
ID3 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
IKZF1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
INPP4B 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
IRF4 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
IRS2 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
JAK2 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
JAK3 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
KDM5A 21 100 0 0 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
KEL 19 90 2 10 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
KLHLG6 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
KMT2AMLL 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
KRAS 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
LTK 19 90 2 10 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
MAP2K1MEK1 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
MAP2K2MEK2 21 100 0 0 5 100 O 0 3 75 1 25 1 100 O 0
MAP3K13 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
MDM2 20 95 1 5 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
MDM4 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
MED12 19 90 2 10 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
MEF2B 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
MET 21 100 0 0 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
MLH1 19 90 2 10 4 80 1 20 4 100 O 0 1 100 O 0
MPL 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 O 0
MRE11A 20 95 1 5 5 100 O 0 4 100 O 0 1 100 0 0
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Genes

MSH2
MSH3
MSH6
MTAP
MUTYH
MYD88
NF2
NOTCH2
NOTCH3
NRAS
NTRK1
NTRK2
PARP2
PAX5
PBRM1
PDCD1LG2PDL2
PIK3C2B
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7.2 Relacion entre la presencia de los genes y la segunda recaida.

En este apartado del informe se presenta el analisis comparativo entre la variable
dependiente “segunda recaida” (a los 22 meses) y la presencia de genes medidos
por medio del perfilamiento. Para el momento de la segunda recaida a los 22
meses se presentaron 17 eventos, en los que se detectd la mutacién en 74 genes.
(Tabla 15).

Los genes encontrados con mayor significancia fueron PIK3C2/ con un HR de 13,81
(1C95% 2,258-84,45, p=0,004), NOTCH3 con un HR de 6,026 (IC95% 1,742-20,84,
p=0,005), KIT con un HR de 3,985 (IC95% 1,204-13,18, p=0,024), ERBB3 con un
HR de 3,871 (IC95% 1,066-14,04, p=0,04) y MLH1 con un HR de 3,528 (IC95%
0,950-13,09, p=0.06) (Tabla 15).

Tabla 15. Genes relacionados con la segunda recaida. Se relacionan los genes
relacionados con la segunda recaida, luego de PS y dosis metrondmicas de
temozolomida.

Presencia del Gen

Gen Si No Valor p HR IC 95%
PIK3C2B 2(11,7) 15(88,2) 0,004 13,81 (2,258 - 84,45)
NOTCH3 4(23,5) 13(76,4) 0,005 6,026 (1,742 - 20,84)
KIT 4(23,5) 13(76,4) 0,024 3,985 (1,204 - 13,18)
ERBB3 3(17,6) 14(82,3) 0,04 3,871 (1,066 - 14,04)
MLH1 3(17,6) 14(82,3) 0,06 3,528 (0,950 - 13,09)
MDM2 2(11,7) 15(88,2) 0,096 3,744 (0,789 - 17,75)
CDK4 2(11,7) 15(88,2) 0,096 3,744 (0,789 - 17,75)
TERT 12(70,5) 5(29,4) 0,099 2,428 (0,846 - 6,963)
NOTCH1 3(17,6) 14(82,3) 0,103 2,926 (0,804 - 10,65)
STAG2 2(11,7) 15(88,2) 0,137 3,107 (0,698 - 13,82)
RB1 3(17,6) 14(82,3) 0,222 2,286 (0,611 - 7,821)
DIS3 1(5,88) 16(94,1) 0,255 0,308 (0,040 - 2,333)
KDR 1(5,88) 16(94,1) 0,255 0,308 (0,040 - 2,333)
EGFR 10(58,8) 7(41,1) 0,26 1,755 (0,659 - 4,672)
PDGFRA 10(58,8) 7(41,1) 0,26 1,755 (0,659 - 4,672)
SPEN 3(17,6) 14(82,3) 0,272 0,496 (0,141 - 1,734)
ATRX 1(5,88) 16(94,1) 0,273 0,323 (0,042 - 2,439)
CBL 2(11,7) 15(88,2) 0,284 2,251 (0,509 - 9,941)
RPTOR 1(5,88) 16(94,1) 0,308 0,349 (0,046 - 2,641)
AR 2(11,7) 15(88,2) 0,315 2,167 (0,478 - 9,808)
RAD54L 2(11,7) 15(88,2) 0,33 2,085 (0,475 - 9,148)
EP300 4(23,5) 13(76,4) 0,332 1,745 (0,567 - 5,373)
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Presencia del Gen

Gen Si No Valor p HR IC 95%
MSH2 2(11,7) 15(88,2) 0,345 2,046 (0,463 - 9,034)
PIK3R1 2(11,7) 15(88,2) 0,373 1,962 (0,444 - 8,664)
SETD2 3(17,6) 14(82,3) 0,383 1,743 (0,499 - 6,078)
NOTCH2 1(5,88) 16(94,1) 0,401 0,420 (0,055 - 3,179)
TEK 2(11,7) 15(88,2) 0,412 1,857 (0,423 - 8,154)
ZNF703 1(5,88) 16(94,1) 0,419 0,434 (0,057 - 3,281)
TET2 2(11,7) 15(88,2) 0,422 1,833 (0,418 - 8,040)
TSCA1 4(23,5) 13(76,4) 0,468 0,659 (0,214 - 2,027)
CREBBP 1(5,88) 16(94,1) 0,47 0,474 (0,062 - 3,582)
KEL 1(5,88) 16(94,1) 0,47 0,474 (0,062 - 3,582)
MLL2 2(11,7) 15(88,2) 0,494 0,597 (0,136 - 2,620)
ROS1 1(5,88) 16(94,1) 0,519 0,514 (0,068 - 3,884)
CIC 3(17,6) 14(82,3) 0,521 1,506 (0,431 - 5,261)
NF1 4(23,5) 13(76,4) 0,526 1,437 (0,468 - 4,415)
MTAP 1(5,88) 16(94,1) 0,536 0,527 (0,069 - 3,985)
MUTYH 1(5,88) 16(94,1) 0,536 0,527 (0,069 - 3,985)
POLE 2(11,7) 15(88,2) 0,546 0,634 (0,144 - 2,779)
PTEN 1(5,88) 16(94,1) 0,567 0,554 (0,733 - 4,185)
ABL1 2(11,7) 15(88,2) 0,58 1,519 (0,345 - 6,678)
MED12 1(5,88) 16(94,1) 0,583 0,567 (0,075 - 4,288)
BTK 1(5,88) 16(94,1) 0,615 0,594 (0,786 - 4,497)
CDKN2A/B 4(23,5) 13(76,4) 0,643 1,304 (0,423 - 4,022)
NTRK1 1(5,88) 16(94,1) 0,646 0,622 (0,082 - 4,710)
HGF 1(5,88) 16(94,1) 0,68 0,653 (0,086 - 4,943)
FLT1 1(5,88) 16(94,1) 0,714 0,685 (0,090 - 5,182)
U2AF1 1(5,88) 16(94,1) 0,714 0,685 (0,090 - 5,182)
RET 2(11,7) 15(88,2) 0,73 1,297 (0,294 - 5,710)
PPP2R1A 1(5,88) 16(94,1) 0,782 0,751 (0,099 - 5,677)
BCOR 2(11,7) 15(88,2) 0,815 1,192 (0,272 - 5,227)
ESR1 1(5,88) 16(94,1) 0,815 0,785 (0,103 - 5,936)
ALK 3(17,6) 14(82,3) 0,818 1,157 (0,332 - 4,032)
ARID1A 2(11,7) 15(88,2) 0,822 0,844 (0,192 - 3,697)
CARD11 1(5,88) 16(94,1) 0,858 1,203 (0,159 - 9,102)
CCND2 1(5,88) 16(94,1) 0,882 0,857 (0,113 - 6,479)
KEAP1 1(5,88) 16(94,1) 0,882 0,857 (0,113 - 6,479)
MAF 1(5,88) 16(94,1) 0,882 0,857 (0,113 - 6,479)
IDH1 11(64,7) 6(35,2) 0,89 1,072 (0,395 - 2,911)
MSH3 1(5,88) 16(94,1) 0,89 1,153 (0,152 - 8,722)
FANCL 1(5,88) 16(94,1) 0,923 1,105 (0,146 - 8,359)
TP53 7(41,1) 10(58,8) 0,946 0,967 (0,367 - 2,544)
FGFR1 1(5,88) 16(94,1) 0,948 0,934 (0,123 - 7,062)
MAP3K1 1(5,88) 16(94,1) 0,948 0,934 (0,123 - 7,062)
AXINT 1(5,88) 16(94,1) 0,955 1,059 (0,140 - 8,012)
AXL 0(0) 17(100) IND IND
BRD4 0(0) 17(100) IND IND
CDH1 0(0) 17(100) IND IND
LTK 0(0) 17(100) IND IND
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Presencia del Gen

Gen Si No Valor p HR IC 95%
DNMT3A 0(0) 17(100) IND IND
FGF6 0(0) 17(100) IND IND
FLCN 0(0) 17(100) IND IND
FLT3 0(0) 17(100) IND IND
TSC2 0(0) 17(100) IND IND
TYRO3 0(0) 17(100) IND IND

7.3 Genes identificados en el perfilamiento que mejor explican Ila
segunda recaida.

Para la construccién del modelo mas parsimonioso, o sea el que mejor explicara la
segunda recaida, luego del uso de temozolomida en el PS y metrondmica a la
primera recaida, se fueron retirando uno a uno los genes que tenian la menor
significancia (Anexo 2). Se obtuvo el modelo final, que incluye 4 genes PIK3C2B,
ERBB3, KIT y MLH1 relacionados con la segunda recaida, luego del uso de
temozolomida como parte del protocolo Stupp y a dosis metronémicas (Tabla 16).

Tabla 16. Modelo final: genes relacionados con la segunda recaida. Analisis
multivariado para identificar los genes mutados asociados a la segunda recaida, tras
el uso de temozolomida segun PS y TMZm, en pacientes con HGG.

Gen Valor p HRc IC 95% Valorp HRaIC 95%
PIK3C2B 0,004 13,81 (2,258 - 84,45) 0,000 82,37 (8,36 - 811,67)
KIT 0,024 3,985 (1,204 - 13,18) 0,002 10,24 (2,42 - 43,34)
ERBB3 0,04 3,871 (1,066 - 14,04) 0,001 13,20 (2,77 - 62,77)
MLH1 0,06 3,528 (0,950 - 13,09) 0,006 8,50 (1,83 - 39,45)

Segun los andlisis estadisticos se encontré que los genes que mas se relacionaron
con la resistencia al tratamiento con temozolomida en los pacientes con HGG
fueron; PIK3C2p HR: 82.37, 1C95% 8.36-811.67, p=0,000); ERBB3 (HR: 13.2,
IC95% 2.77-62.77, p=0,001), KIT (HR 10.24, 1C95% 2.41-43.34, p 0.002) y MLH1
(HR: 8.50, 1C95% 1.83-39.45, p=0,006).

Las mutaciones que se encontraron para PIK3C24 fueron una conductora
(amplificacién) y dos mutaciones de significado desconocido (un rearreglo y R458Q).
Para ERBB3 se encontraron dos mutaciones de significado desconocido (L11771 y

R164K). Para KIT se encontraron dos mutaciones conductoras (una amplificacion
173



equivoca y una amplificaciéon y dos mutaciones de significado desconocido (L15P y
VO50M) y para MLH1 una mutacion conductora (F261fs*31 y una de significado

desconocido (L607) (Tabla 17).

Tabla 17. Mutaciones especificas de los genes que conforman el modelo.

Mutacion Mutacion de significadc
sl ek ie # B conductora desconocido
82.37 15 Amplificacion Rearreglo
PIK3C26  (9s%ic8.36-811.67) 2000 o4 R458Q
13.20 3 L11771
ERBB3 (95%IC 2.77-62.77) -0 14 R164K
4 Amplificacién equivoca
10.24 7 Amplificacion
KIT (95%IC 2.41-43.34) 0002 10 L15P
31 VI50M
8.50 16 F261fs*31
MLH1 (95%IC 1.83-39.45) 0006 18 L607

Se relacionan las mutaciones relacionadas con la segunda recaida.

Como parte de este analisis se realizd una curva de supervivencia mediante el
método de Kaplan-Meier en pacientes que presentaban mutaciones en los cuatro
genes (PIK3C2B, ERBB3, KIT y MLH1). Este andlisis se realizé para estimar el
tiempo que tardan los pacientes en alcanzar una segunda recaida después del
tratamiento con temozolomida metrondmica en comparacion con pacientes sin
mutaciones en estos genes. Al analizar los resultados de las curvas de
supervivencia de los pacientes que presentaban mutaciones, se observd que
presentaban la segunda recaida en un tiempo menor en comparacion con los
pacientes que no presentaban mutaciones en estos cuatro 2genes, como se

puede observar en Figura 29.
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Figura 29: Curvas de supervivencia segun el método de Kaplan-Meier. Este
analisis se realizd para estimar el tiempo que tardan los pacientes con y sin
mutaciones en los genes PIK3C2B, KIT, ERBB3 y MLH1 en presentar una
segunda recaida después del tratamiento con temozolomida metronémica. El
grafico muestra pacientes sin mutaciones con lineas azules, mientras que las
lineas rojas representan pacientes con mutaciones, observandose que los
pacientes con mutaciones presentan una segunda recaida antes. El simbolo O
representa pacientes sin mutaciones y el simbolo 1 representa pacientes con
mutaciones. El eje Y representa la tasa de supervivencia y el eje X muestra el
tiempo en meses.

7.4 Analisis de los genes relacionados con la segunda recaida a partir
de la bioinformatica
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Con base en los genes mutados PIK3C2B, ERBB3, KIT y MLH1 que se
encontraron relacionados con la segunda recaida después del uso de
temozolomida segun el protocolo Stupp y la administracion de una dosis
metrondmica, se realizé el analisis bioinformatico in-silico. Como primer analisis,
se detectaron los dominios funcionales en las cuatro proteinas codificadas por
genes mutados y si las diferentes mutaciones encontradas les afectaban.
Encontrando que para la proteina PIK3C2B, el dominio (PI3K_Ras-bd_dom)
estaba afectado; para la proteina ERBB3, el dominio (Rcp_L) se vio afectado; para
la proteina KIT, no se encontraron mutaciones que afectaran a los dominios
funcionales; y para la proteina MLH1, dos dominios estaban afectados
(DNA_mismatch_repair N y DNA_mismatch_S5 2-like). Ademas, el proceso
bioldgico, la funcidn molecular y los componentes celulares de las proteinas
codificadas por los cuatro genes mutados se describen en la Tabla 18.

Tabla 18. Caracteristicas de proteinas relacionadas con la segunda recaida. La
siguiente tabla muestra los dominios, procesos biolégicos, funcidn molecular y
componentes celulares de las cuatro proteinas relacionadas con la segunda
recaida después de usar temozolomida segun el protocolo Stupp y una dosis
metrondmica en pacientes con gliomas de alto grado.

Gene Dominios Procesos bioldgicos Funcion molecular S:Ir:lg:)nente
- _Mutacion R45.8.Q - Sefalizacion mediada por
afecta dominio D . e
(PI3K_Ras-bd_dom) fosfatidilinositol o - Un|_or1 de fos_fatldlllnosnol _
PIK3C2B PO - Proceso biosintético de - actividad quinasa Ninguno
- Amplificacién A
; fosfatidilinositol fosfatasa
- Reordenamiento
- La mutacion . e - Actividad de la proteina
- Via de sefalizacion de la !
R164K afecta al . e . quinasa
dominio (Rcp_L) proteina  tirosina quinasa del Actividad de la proteina
ERBB3 = receptor de membrana. L : Membrana
- L1771 la mutacion  ~ Fosforilacion de proteinas tirosina quinasa
no afecta ningun P - Unién de ATP
dominio funcional
S . - Union de ATP
- Fosforilacion de proteinas
. IR - Receptor transmembrana
- Via de sefalizacion de la o .
. Lo . - Actividad de la proteina
e proteina tirosina quinasa del . 7 .
- Amplificacion tirosina quinasa
e s receptor transmembrana L . .
KIT - Amplificacion . e ) - Actividad de la proteina Ninguno
- Via de sefalizacion del kit !
erronea . o quinasa
- Via de sefalizacion del . . .
receptor Fc - Umo_n_de citoquinas
- Actividad de la proteina
tirosina quinasa
} (F261fs*7) la ' U.n|on de ADN no
mutacion afecta al coincidente
L L . - Unién de ATP Complejo de
dominio Reparacion de desajustes de - L
. - Actividad del sensor de reparacion de
MLH1 (DNA_mismatch_rep ADN ~ .
- dafos en el ADN  desajustes
el 2 dependiente de ATP
DNA_mismatch_S5_ penc T
2-like) - Actividad de hidrdlisis de

ATP

Construccién propia
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Paralelamente, se identificaron las interacciones y rutas metabdlicas de las
proteinas. La proteina PIK3C2B interactua con cinco proteinas (RICTOR, EGFR,
GRB2, ANKRD32 y SBF2) y participa en cinco vias metabdlicas (respuesta al
dafio del ADN (solo el dependiente de ATM); adhesion focal: via de sefializacidon
PI3K-Akt-mTOR; vias de sefalizacion del glioblastoma; metabolismo de
fosfoinositidos y regulacion del citoesqueleto de actina). La proteina ERBB3
interactua con cinco proteinas (ERBB2, EGFR, NNRG1, GRB2 y SHC1) y participa
en cinco vias metabdlicas: red relacionada con la apoptosis debido a la alteracion
de Notch3 en el cancer de ovario; resistencia al inhibidor de la tirosina quinasa del
EGFR; la via de sefalizacion de ErbB; vias de sefalizacion de glioblastoma y
desarrollo del corazén).

La proteina KIT interactua con cinco proteinas (PIK3R1, PLCG1, KITLG, GRB2 y
CRK) y participa en cinco rutas metabdlicas: la ruta del cancer de mama; la
diferenciacién de progenitores cardiacos; la adhesiéon focal: PI3K-Akt-ruta de
sefalizacion de mTOR; la via de sefalizacion de gastrina y vias de regulacion de
sefalizacion de hipopétamo. La proteina MLH1 interactia con cinco proteinas
(MSH2, PMS2, PMS1, BLM y EXO1) y participa en cinco vias metabdlicas:
inestabilidad cromosdémica y de microsatélites en el cancer colorrectal; dafio por
infrarrojos en el ADN y respuesta celular a través de ATR; falla en el sistema de
reparacion de desajustes; vias de reparacion del ADN, red completa e infertilidad
ovarica (Tabla 17).

Tabla 19. Interacciones y rutas metabdlicas de las proteinas. Identificacion de las
interacciones proteina-proteina y las vias metabdlicas de las proteinas codificadas
por los 1 cuatro genes mutados relacionados con la segunda recaida tras el uso
de temozolomida segun el protocolo Stupp y la 2 administracion de dosis
metrondmicas en pacientes con gliomas de alto grado.

Gen Interacciones proteina-proteina Rutas metabdlicas

- Respuesta al dafio del ADN (solo dependiente de ATM)
- Adhesion focal: via de sefializacion PI3K-Akt-mTOR
RICTOR, EGFR, GRB2, ANKRD32, - Vias de sefalizacion del glioblastoma
SBF2 - Metabolismo de los fosfoinositidos
- Regulacion del citoesqueleto de actina

PIK3C2B
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Gen Interacciones proteina-proteina

Rutas metabdlicas

ANKRD32

ERBB2, EGFR, NNRG1, GRB2, SHC1

ERBB3

- Red relacionada con la apoptosis debido a Notch3 alterado

en el cancer de ovario

- Resistencia al inhibidor de la tirosina quinasa del EGFR

- Via de sefalizacion de ERBB
- Vias de sefalizacion del glioblastoma
- Desarrollo del corazén

KIT

- Via del cancer de mama

- Diferenciacién de progenitores cardiacos

- Adhesion focal: via de sefializacion PI3K-Akt-mTOR
- Via de sefializacion de la gastrina

- Vias de regulacion de la sefializacion del hipotalamo

MLH1 ‘>\'

%MU//’; N

Ol
e
v Q\\\\__

>
—

- Inestabilidad cromosémica y de microsatélites en el cancer

colorrectal

- Dafio IR del ADN vy respuesta celular a través de ATR

- Reparacion de desajustes de ADN
- Vias de reparaciéon de ADN, red completa
- Infertilidad ovarica

Fuente: construccién propia
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Posteriormente, se modelé la estructura tridimensional de cada una de las cuatro
proteinas y se determind el efecto estructural provocado por cada una de las
mutaciones.

La proteina PIK3C2B estd compuesta por 1,634 aminoacidos; tiene un peso
molecular de 184739.79 Da; un punto isoeléctrico tedrico de 6,87; 194 residuos
con carga negativa (Asp + Glu); 189 residuos con carga positiva (Arg + Lys); una
composicion atémica de 8246 carbono, 12875 hidrogeno, 2281 nitrogeno, 2414
oxigeno y 67 atomos de azufre; una vida media estimada de 30 horas
(reticulocitos de mamiferos, in vitro). Su indice de inestabilidad se calcula en 46,22
y se clasifica como inestable.

La mutacién R458Q se detectd en la proteina. El aminoacido de tipo salvaje es
una arginina (R) que se clasifica como basica, que se reemplaza por una
glutamina (Q) que es hidréfila. De acuerdo con los resultados de PolyPhen-2
(prediccion de efectos funcionales de nsSNP humanos), se prevé que esta
mutacion sea probablemente dafina con una puntuacion de 0,979 (sensibilidad:
0,76; especificidad: 0,96). Segun los resultados de SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant), se predice que la sustitucion en la posicién 458 de R a Q sera tolerada
con una puntuacion de 0,45. No se detectd ningun péptido sefial usando el
programa de bioinformatica SignalP (version 6.0). El efecto de la mutacion sobre la
estructura de la proteina conduce al acortamiento del radical, reduciendo las
fuerzas de Van der Waals, lo que posiblemente afecta la atraccion entre atomos,
moléculas y superficies. A nivel estructural, la mutacion se ubica entre los
aminoacidos (457-464) que forman una lamina beta, generando una elongacion de
la [amina beta en la proteina mutada. Todas estas alteraciones pueden dar lugar a
inestabilidad y pérdida de funcionalidad de la proteina (Tabla 20).

La proteina ERBB3 esta compuesta por 1342 aminoacidos; tiene un peso
molecular de 148098.19 Da; un punto isoeléctrico tedrico de 6.11; 154 residuos
cargados negativamente (Asp + Glu); 132 residuos cargados positivamente (Arg +
Lys); una composicién atémica de 6447 atomos de carbono, 10126 de hidrégeno,
1852 de nitrégeno, 1969 de oxigeno y 94 de azufre; una vida media estimada de
30 horas (reticulocitos de mamiferos, in vitro). Su indice de inestabilidad se calcula
en 49,61 y clasifica se clasifica como inestable.

Se detecto la mutacion R164K en la proteina. El aminoacido de tipo salvaje es una
arginina (R) que se clasifica como basica, que se reemplaza por una lisina (K) que
es hidréfila. Segun los resultados de PolyPhen-2, se prevé que esta mutacion sea
probablemente benigna con una puntuacion de 0,017 (sensibilidad: 0,95;

especificidad: 0,80). Segun los resultados de la sustitucion de SIFT en la posiciéon
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164 de R a K, se predice que se tolerara con una puntuacion de 0,64. No se
detectd ningun péptido senal usando el programa de bioinformatica SignalP
(version 6.0). A nivel estructural se observa un cambio de aminoacido que lleva a
una alteracién en la orientacion del grupo radical que altera la distribucion espacial
de las fuerzas de Van der Waals, lo que posiblemente afecta las atracciones entre
atomos, moléculas y superficies (Tabla 20).

La proteina KIT esta compuesta por 977 aminoacidos; tiene un peso molecular de
109992,70 Da; un punto isoeléctrico tedrico de 6,54; 111 residuos cargados
negativamente (Asp + Glu); 106 residuos cargados positivamente (Arg + Lys); una
composiciéon atémica de 4925 atomos de carbono, 7657 de hidrégeno, de
hidrogeno, 1301n, 1460 de oxigeno y 48 de azufre; y una vida media estimada de
30 horas (reticulocitos de mamiferos, in vitro). Su indice de inestabilidad se calcula
en 39,43 y se clasifica en como estable.

No se detectd ningun péptido sefal usando el programa de bioinformatica SignalP
(version 6.0). Esta proteina no presentaba una alteracidén estructural pero si un
aumento del numero de copias del gen KIT en el genoma del paciente. Este
fendmeno genético es comun en las células cancerosas, que produce varias
copias de uno o mas genes en respuesta a sefiales de otras células o del entorno.

La proteina MLH1 esta compuesta por 756 aminoacidos; tiene un peso molecular
de 84600 Da; un punto isoeléctrico tedrico de 5,51; 104 residuos con carga
negativa (Asp + Glu), 83 residuos con carga positiva (Arg + Lys); una composicion
atomica de 3740 atomos de carbono, 5947 de hidrégeno, 1017 de nitrogeno, 1165
de oxigeno y 25 de azufre, y una vida media estimada de 30 horas (reticulocitos
de mamiferos, in vitro). Su indice de inestabilidad se calcula en 51,29 y se clasifica
como inestable.

Se detectd la mutacién F261fs*31 en la proteina. No se detectd el péptido senal
usando el programa de bioinformatica SignalP (version 6.0). La delecion de una
citocina en la posicion 783 del gen MLH1 (783delC) conduce a un cambio
estructural en la proteina MLH1 (p.Phe261fs*7). Este cambio de secuencia crea
una sefal de parada traduccional prematura de 7 aminoacidos después de la
fenilalanina (Frameshift). Se espera que resulte en un producto de proteina
ausente o alterado (esto podria conducir a la producciéon de una proteina truncada
de 268 aminoacidos) (Tabla 20).
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Tabla 20. Analisis estructural de los efectos de las mutaciones. Analisis estructural
del efecto de las mutaciones en las cuatro proteinas codificadas por genes
mutados relacionados con la recaida tras el uso de temozolomida segun protocolo
Stupp y dosis metrondémica en pacientes con gliomas de alto grado. La primera
columna muestra el nombre de la proteina y la mutacién encontrada. La segunda
columna muestra el modelado estructural de la proteina de tipo salvaje. La tercera
columna muestra el efecto de las mutaciones en la estructura de la proteina.

Gen

Proteina normal

PIK3C2B

R458Q
mutacion

PIK3C2B

ERBB3

R164K
mutacion

ERBB3-1

Proteina mutada

El efecto de la mutacion sobre la estructura de la proteina
conduce al acortamiento del radical, reduciendo las
fuerzas de Van der Waals. A nivel estructural, la
mutacion se localiza entre los aminoacidos (457-464) que
componen una hoja beta, generando un alargamiento de
la hoja beta en la proteina mutada.

A nivel estructural se observa un cambio de aminodacido
que conduce a una alteracion en la orientacion del grupo
radical que altera la distribucion espacial de las fuerzas
de Van der Waals.
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Gen

Proteina normal

Proteina mutada

ERBB3-2

Proteina con patrén de dos partes.

MLH1

F261fs*31
mutacion

MLH1-1

Proteina con patrén de dos partes.

El color amarillo muestra la regiéon comun entre la proteina
de tipo salvaje y la mutada, el color verde muestra la region
que se perderia en la proteina mutada por la aparicién de un

codén de parada prematuro.

Construccién propia
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Finalmente, las enfermedades asociadas con cada uno de los cuatro genes
mutados se identifican utilizando la base de datos OMIM (Catalogo en linea de
genes humanos y trastornos genéticos). Las mutaciones en el gen que codifica la
proteina PIK3C2B se han asociado con las siguientes enfermedades: glioma de
alto grado, Maffucci y hepatitis C. Las mutaciones en el gen que codifica la
proteina ERBB3 se han asociado con las siguientes enfermedades: glioma de alto
grado, cancer de mama, mielinizacién frontal, sistema nervioso entérico y diabetes
tipo 1. Las mutaciones en el gen que codifica la proteina KIT se han asociado con
las siguientes enfermedades: glioma de alto grado, piebaldismo, enfermedades
gastrointestinales tumor del estroma (GIST), mastocitosis, autoanticuerpo de la
membrana celular del higado (LMA), melanoma y tumores de células germinales.

Las mutaciones en el gen que codifica la proteina MLH1 se han asociado con las
siguientes enfermedades: glioma de alto grado, cancer colorrectal hereditario sin
poliposis (Lynch) y sindrome de Turcot tipo | (Tabla 21).

Tabla 21. Enfermedades asociadas a cada uno de los genes mutados.
Enfermedades relacionadas con los cuatro genes mutados relacionados con
segunda recaida tras el uso de temozolomida segun el protocolo de Stupp y la
dosis metronémica en pacientes con gliomas de alto grado. La primera columna
muestra los nombres de los genes. La segunda columna muestra las
enfermedades relacionadas con mutaciones en los genes PIK3C2B, ERBB3, KIT y
MLH1.

Gen Enfermedades asociadas

-Glioma de alto grado
PIK3C2B -Maffucci
-Hepatitis C

-Glioma de alto grado
-Cancer de mama

ERBB3 -Mielinizacién frontal
-Sistema nervioso entérico
-Diabetes tipo 1

-Glioma de alto grado
-Piebaldismo
KIT -GIST
-Mastocitosis
-LMA
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Gen Enfermedades asociadas

-Melanoma
-Tumores de células germinales

-Glioma de alto grado
MLH1 -Cancer colorectal no polipdsico hereditario
-Turcot tipo |

Fuente: construccion propia
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8 DiIsCUSION

Segun el Registro Central de Tumores Cerebrales de los Estados Unidos
(CBTRUS), los gliomas representan el 25% de los tumores primarios del sistema
nervioso central en adultos (14). La incidencia de los gliomas es de 5,95
casos/100.000 habitantes al afo e incluyen tumores astrociticos (astrocitomas) y
oligodendrogliales (oligodendrogliomas) y pueden ser circunscritos o infiltrantes y
estos ultimos pueden ser de bajo o alto grado (14).

Estos ultimos incluyen el oligodendroglioma anaplasico con una incidencia de
0,11/100.000 habitantes (ahora denominado oligodendroglioma mutado para IDH,
con codelecion 1p/19qg, grado 3, con la sigla Q™'Pr coderer9e G3) g gstrocitoma
anaplasico con una incidencia de 0,41/100.000 habitantes (ahora astrocitoma
mutado para IDH, con la sigla (A™P" sin codel 191190, G34) 'y @] glioblastoma con una
incidencia de 3,23/100.000 habitantes (ahora silvestre para IDH, con la sigla GB*"
®), El termino oligoastrocitoma ha sido retirado de la actual clasificacion de la
OMS-5%, 2021 (14). En el rango de edad entre 15 y 39 afios predominan los
oligoendrogliomas y los astrocitomas. Para los mayores de 40 afos, los mas
frecuentes son los glioblastomas (14). Estos tumores son mas prevalentes en
hombres que en mujeres (32).

La cohorte analizada de 31 pacientes tenia una edad promedio de 47 anos (DE:
14,5) y un 64,5% eran pacientes de sexo femenino, lo cual difiere un poco en
relaciéon a lo reportado ya que se esperaria una edad mas avanzada ya que
predominan los glioblastomas y en la cohorte analizada predomin6é en el sexo
masculino (14), divergencia con la literatura explicada, quiza debido al tamafno de
la muestra. Se reportaron antecedentes familiares oncolégicos en el 16,1% de los
pacientes. En un paciente que tenia neurofibromatosis tipo 1 el glioblastoma fue
mas agresivo de lo usual, con una SLP a la primera recaida de 3 meses, una SLP
a la segunda recaida de 4,5 meses y una OS de 6,4 meses, lo cual concuerda con
lo reportado en la literatura, en relacion a la agresividad de los gliomas en los
pacientes con este sindrome genético (435). En 2 pacientes con cancer de mama
se descarté Li-Fraumeni (436).

Luego del diagndstico imagenoldgico y de mejorar su KPS con corticosteroides en
quienes lo ameritaban, se ofrecié cirugia a los pacientes, lograndose reseccion
macroscopicamente completa en el 45% de ellos, lo que les confirio un factor
prondstico favorable (437). Con el diagnéstico inicial, se ofrecid en promedio a las

4 semanas el protocolo Stupp con temozolomida concomitante a la radioterapia y
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temozolomida adyuvante a todos los pacientes, recibiendo el 48% de ellos los 6
ciclos de TMZ adyuvante recomendados. En 11 pacientes se suministraron mas
de 6 ciclos, ya que persistia la enfermedad macroscépica en el control
imagenoldgico (uno 8 ciclos, uno 11 ciclos y nueve 12 ciclos), practica comun ante
la persistencia de la enfermedad, al no tener la TMZ toxicidad acumulativa (438).

Nicholas F Brown y cols. efectuaron un analisis retrospectivo en 490 pacientes con
glioblastoma silvestre para IDH en los cuales se habia efectuado reseccion
macroscopica completa en el 60% de los pacientes y solo biopsia en el 40% de
ellos y posteriormente el 56% recibieron protocolo Stupp, 25% radio/quimioterapia
no estandar y 19% quedaron sin tratamiento postoperatorio. En el analisis
multivariado, la mayor supervivencia se asocio con la cirugia cito-reductora frente
a la biopsia (14,9 frente a 8 meses) (HR 0,54, 95%IC 0,41-0,70). Se asocio
también a una mayor supervivencia el tratamiento posterior después del
diagndstico histolégico (HR 0,12, 95%IC 0,08-0,16): con protocolo Stupp (16,9
meses) frente a regimenes no estandar (9,2 meses) y frente a ninguno (2,0
meses) (439).

Tradicionalmente, los pacientes con tumores gliales se clasificaban mediante H-E
en la que se analiza atipia, actividad mitdtica nuclear, aumento en la proliferaciéon
glial y vascular, necrosis y pseudo-empalizadas (194), complementando con FISH
en busqueda de la codelecion 1p/19q ante la sospecha de un tumor de la estirpe
oligodendroglial (440) y con inmunohistoquimica (IHC) para corroborar que las
células tumorales derivan de la glia al encontrar expresién de la proteina olig-2
(441) y busqueda de la proteina alterada como resultado de la mutacién en el gen
que codifica para la isocitrato deshidrogenasa lactica-1 (IDH) (192), segun los
criterios de la OMS de 2016 (188). Con base en estos analisis, obtuvimos los
siguientes resultados en los 31 pacientes con gliomas de alto grado, 21
glioblastomas, cinco astrocitomas anaplasicos y cinco tumores de la estirpe
oligodendroglial (4 oligoastrocitomas anaplasicos y un oligodendroglioma
anaplasico) (Figura 24). Actualmente, el diagndstico de gliomas de alto grado no
solo se realiza con H-E, FISH e IHC sino que también incluye la busqueda de
mutaciones genéticas (442), cambios epigenéticos (443) vy alteraciones
cromosomicas (444).

Como se sefiald anteriormente, los estudios de biologia molecular son la piedra
angular de la nueva clasificacion de tumores del sistema nervioso central de la
OMS de 2021 (4) y permiten la clasificacidon de los gliomas de alto grado como el
glioblastoma silvestre para la IDH (GB*"'P") en el que las mutaciones en el

promotor de TERT, en el gen EGFR, la trisomia del cromosoma 7 y la monosomia
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del cromosoma del cromosoma 10 son frecuentes; el astrocitoma mutado para
IDH, sin codelecién 1p/19q, grado 3 y 4 (A™utDH. sin codel 1p/19q, G3-4) "oy g que se
pueden encontrar mutaciones en los genes ATRX, TP53 y CDKNZ2A/B; y el
oligodendroglioma con codelecién 1p/19q y con mutacién de la IDH, grado 3 (O™"
IDH, codel-1p/19a. G3y "o e] que son comunes las mutaciones del promotor de TERT, y
de los genes CIC, FUBP-1y NOTCH1 (4).

Por lo tanto, se reevalué el diagnostico histolégico en el grupo de 31 pacientes en
quienes se efectud el perfilamiento gendmico analizando 324 genes relacionados
con cancer y en quienes encontramos que habia 185 genes mutados y 322
mutaciones diferentes (130 drivers y 192 de significado incierto), lo que nos
permiti6 en los 21 pacientes previamente clasificados como glioblastoma,
reclasificarlos y 19 quedaron como GB*""°" y dos cambiaron a A™+/PH. sin codel 1p/15,
G34 De los 5 pacientes previamente diagnosticados como astrocitoma anaplasico,
4 quedaron como Amut-IDH,sin codel 1p/19q, G3-4 y uno quedc') como Omut-IDH,codeI-1p/19q, G3y
de los 5 pacientes con tumores de la estirpe oligodendroglial, 4 quedaron como
Omut-IDH,codeI-1p/19q, GSy UNo paso a ser un Amut-IDH, sin codel 1p/19q, GS-4’ lo que destaca la
importancia de los métodos moleculares para una correcta clasificacion de los
gliomas de grado (Anexo 3).

Realizar un diagndstico preciso en estos pacientes nos ayudaria a brindar un
tratamiento adecuado, que consiste en la cito reduccion quirdurgica lo mas amplia
posible (445), seguida del Protocolo Stupp (446), excepto el Q™Mu+/PH. codel-1p/19q, G3
en quienes la tendencia es dar temozolomida postoperatoria Unicamente,
postergando la radioterapia (447).

Ademas, si se realiza un diagnostico lo mas exacto posible, podriamos explicar
con mayor certeza la expectativa de vida del paciente a él y a su familia. En
nuestro grupo de pacientes, en el punto de corte del estudio (22 meses), aquellos
con glioblastoma tenian una mediana de supervivencia de 29 meses, sin incluir 3
pacientes con sobrevida prolongada (vivos al corte del estudio). Solo 3/5 pacientes
con astrocitomas anaplasicos habian fallecido (uno a los 14,5 meses, otro a los 19
meses y el otro a los 87,7 meses), de los 4 pacientes con oligodendroglioma
anaplasico solo habia fallecido uno de los 4 pacientes a los 45 meses.

La supervivencia, basada en la nueva clasificacion de la OMS de 2021, aun no se
ha calculado para el GBSiIV—lDH el Amut—|DH,sincodeI1p/19q, G3—4y el Omut-IDH,codel-1p/19q, G3 La
percepcion de que los pacientes atendidos en el Instituto del Cancerologia (Clinica
Las Américas-AUNA) respondian mejor al tratamiento puede explicarse en parte
por el diagnostico erroneo realizado. De los pacientes con glioblastoma y que
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reciben protocolo Stupp, estan vivos a los 2 afos el 14,8% y a los 10 afos el 2,6%
[20]. De los 2 pacientes diagnosticados como glioblastoma segun la clasificacién
de la OMS del 2016 y reclasificados en como AMHPH sin codel 197196, 634 ng tyyo una
sobrevida de 34 meses y el otro estaba vivo al corte del estudio. De los pacientes
con astrocitoma anaplasico, segun lo reportado, se espera que estén vivos a los 2
afnos el 43,3% y a los 10 afios el 19% [20] y el paciente diagnosticado como
astrocitoma anaplasico, segun la clasificacion del 2016 y que se reclasifico como
QMutDH. codelpl1%a, G3 - agtgba vivo al corte del estudio. De los pacientes con
oligodendroglioma anaplasico, se espera que estén vivos a los dos afios el 68,6%
y a los 10 afos 39,3%, pero el paciente inicialmente rotulado como
oligoastrocitoma anaplasico, que se reclasifico luego del perfilamiento genémico a
AMUHIDH. sincodel 191190, 634 40 una sobrevida luego de la cirugia inicial de 45 meses.

Como se anotd, el termino oligoastrocitoma, que tenian inicialmente 4 de los
pacientes con tumores de la estirpe oligodendrogial (el quinto tenia diagndstico de
oligodendroglioma anaplasico y fallecié a los 32,1 meses), ya no quedo incluido en
la nueva clasificacién del 2021. Uno de esos 4 pacientes con oligoastrocitoma
anaplasico se reclasifico a AMUHIPH sincodel 197196, 634y, fa]|aci6 a los 45 meses, pero los
tres restantes estaban vivos al corte del estudio y no es posible decir, a pesar del
perfilamiento pertenecia a la estirpe oligodendrogial o astrocitaria. Es por ello, que
se puede inferior que la nueva clasificacion OMS del 2021 seguramente sufrira
nuevas modificaciones futuras, a medida que se establezca el verdadero valor de
las mutaciones identificadas y se descubran nuevas mutaciones con su respectivo

papel.

Los resultados anteriores resaltan la importancia de hacer un buen diagndstico del
tipo de glioma de alto grado para brindar, en asocio a la importancia de la edad, el
estado cognitivo al iniciar la concomitancia, el porcentaje de reseccion quirurgica,
el estado de metilacion del promotor de la MGMT vy otras alteraciones genémicas
pronosticas, informacion precisa al paciente y a sus familiares sobre el posible
desenlace, es decir, la supervivencia general (OS) y el tiempo de supervivencia
libre de progresion (PFS), entre otros, para que tengan una nocion del tipo de
enfermedad que se esta enfrentando y se preparen psicolégica, social vy
economicamente, para afrontar esta dificil situacion.

El mecanismo de accion de la temozolomida es metilar la posicion O6 de las
guaninas, lo que da como resultado un desajuste entre las guaninas y las citosinas
(emparejamiento de la guanina metilada en la posicién O° con la timina), lo que
conduce a la activacion del sistema MMR (448). Este solo repara la cadena que
contiene timina, acumulando las cadenas con guaninas metiladas (449). Por lo
tanto, se producen enlaces covalentes intra e inter, formando horquillas que
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impiden la replicacién celular y conducen a la apoptosis (123). Sin embargo, las
células cancerosas tienen un mecanismo para revertir el efecto de la
temozolomida a través de la transcripcion y posterior traduccion de la proteina
MGMT, la cual, a través de un grupo sulfhidrilo, elimina el grupo metilo de la O6
metil-guanina, restaurando la guanina a su forma original (450).

La importancia de este biomarcador se refleja al analizar como se observo un
aumento de la supervivencia (HR: 0,51, 95%, IC: 98 0,31-0,84) en pacientes cuyo
tumor tenia metilado el promotor del gen MGMT, y que recibieron radioterapia y
temozolomida, en comparacion con aquellos que recibieron solo radioterapia;
mientras que los pacientes que no tenian metilacion del promotor y que recibieron
radioterapia y temozolomida no se observdé un aumento significativo en la
supervivencia (HR: 0,69, 95%, IC: 0,47-1,02), en comparacion con los que solo
recibieron radioterapia (7).

En la practica, la busqueda de metilacion del gen MGMT solo tiene valor
prondstico y no predice una respuesta al tratamiento (7), por lo que todos los
pacientes con gliomas de alto grado reciben temozolomida (451). Tedricamente,
se debe esperar que los pacientes con metilacion del promotor MGMT respondan
al 100 % al tratamiento, pero solo se ha observado una disminucion del 51 % en el
riesgo de muerte. Ademas, se esperaria que los pacientes sin metilacién del
promotor de MGMT no respondieran al tratamiento, pero se ha observado una
disminucion del 31 % en el riesgo de muerte (7). Esto destaca la necesidad de
encontrar alteraciones en nuevos genes para mejorar el pronostico y la respuesta
al tratamiento de los pacientes con gliomas de alto grado.

La metilaciéon del promotor se identifico en 17 de los 31 pacientes: 10
glioblastomas, tres astrocitomas anaplasicos y cuatro oligoendrogliomas
anaplasicos (Tabla 10). Los datos de metilacién obtenidos en este estudio son
consistentes con lo que se ha informado en la literatura segun tipos diferentes de
gliomas de alto grado ya que la metilacion del promotor MGMT se encuentra en el
50% de los glioblastomas, en 75 % de astrocitomas anaplasicos, y en casi todos
oligodendrogliomas anaplasicos (452). La supervivencia general (OS) en
pacientes con gliomas de alto grado con metilaciéon del promotor de glioblastoma
en nuestro estudio fue de 59,2 meses, en comparacion con 24,6 meses para
aquellos sin metilacién del promotor.

La supervivencia general no se puede calcular en pacientes con astrocitomas
anaplasicos y oligoastrocitomas anaplasicos porque, a los 22 meses (el final de la
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investigacion), 5/10 pacientes aun estaban vivos; por lo tanto, se analizé la
supervivencia libre de progresion (PFS). En la presente investigacion,
encontramos que la PFS en la primera y segunda recaida fue mayor en pacientes
con gliomas que tenian el promotor metilado del gen que codifica la proteina
MGMT en comparacion con aquellos que no lo tenian (Tabla 10). Estos resultados
son consistentes con los informados en la literatura (452). Sin embargo, se
requieren nuevos biomarcadores que, en asociacion con la metilacion del
promotor MGMT, permitan predecir la respuesta de los pacientes con glioma de
alto grado al uso de temozolomida.

Por ello, en el presente estudio se realizd el perfilamiento genémico analizando en
31 pacientes con glioma de alto grado 324 genes relacionados con cancer y en
quienes encontramos que habia 185 genes mutados con 322 mutaciones
diferentes (130 drivers y 192 de significado incierto), relacionados con la segunda
recaida luego del uso de temozolomida concomitante con la radioterapia y
adyuvante como parte del protocolo Stupp y temozolomida metrondmica a la
primera recaida, para detectar los genes que estan relacionados con el prondstico
y e inferir una posible resistencia de los pacientes a la temozolomida.

Como primer analisis estadistico se realizd6 un analisis bivariado (modelos de
regresion de Cox, analisis de Kaplan Meyer y curvas de supervivencia), a través
del cual se evalud la relacion de cada gen mutado con la segunda recaida tras el
uso de temozolomida. como parte del protocolo Stupp y dosis metronémica,
encontrando 71 genes relacionados con la segunda recaida; sin embargo, segun
los criterios establecidos de p< 0,25, solo los genes PIK3C2B (p=0.004), NOTCH3
(p=0,005), KIT (p=0,024), ERBB3 (p=0,04), MLH1 (p=0,06), MDM2 (p=0,096),
CDK4 (p=0,096), TERT (p=0,099), NOTCH1 (p=0,103, STAG2 (p=0,137) y RB1
(p=0,222) estaban relacionados con la segunda recaida a punto de corte de 22
meses.

Como segundo analisis estadistico, se realiz6 un analisis multivariante y se
utilizaron modelos de regresion de Cox para determinar los genes mutados que
estaban relacionados con la segunda recaida. Los genes con valores
estadisticamente significativos fueron PIK3C2B con un HR crudo de 13,81
(95%IC: 2,25-84,45, p = 0,004), KIT con un HR de 3,98 (95%IC: 1,20-13,18, p =
0,024), ERBB3 con un HR de 3,87 (95%IC: 1,06-14,04, p = 0,04), y MLH1 con un
HR de 3,52 (95%IC: 0,95-13,09, p = 0,06) (Tabla 16). Ademas, se evalud la
supervivencia libre de progresion (PFS) en la primera y segunda recaida entre
pacientes con y sin mutaciones en los genes PIK3C2B, ERBB3, KIT y MLH1 146.
En la primera recaida, los pacientes que tenian las mutaciones en los genes
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presentaban una SLP mas baja (8,85 meses) que los que carecian de las
mutaciones (27,55 meses).

Ademas, se comparo la SLP para la segunda recaida y los pacientes con
mutaciones en estos cuatro genes tuvieron una SLP mas baja (19,3 meses) que
aquellos sin mutaciones (38,17 meses). Ademas, se observa que los pacientes
que tienen mutaciones en el gen PIK3C2B tienen la menor supervivencia libre de
progresion. Por tanto, presentar mutaciones en cualquiera de estos cuatro genes
aumenta la probabilidad de recaida en los pacientes (Figura 29).

En el estudio encontramos que los genes PIK3C2B, ERBB3, KIT y MLH1 tenian
tipos diferentes de mutaciones (Tabla 17), que podrian afectar la estructura y los
dominios funcionales de las proteinas. Ademas, estas alteraciones podrian estar
afectando diferentes interacciones y vias metabdlicas, lo que podria ayudarnos a
hipotetizar los mecanismos que utilizan las células cancerosas para proliferar y
adquirir resistencia al tratamiento con temozolomida.

Después de evaluar el gen PIK3C2B, se encontré en un mismo paciente dos tipos
de mutaciones, una amplificacion conductora y un rearreglo de significado
desconocido. En otro paciente se encontré la mutacién R458Q de significado
desconocido. La proteina PIK3C2B participa en el proceso biosintético y de
sefalizacion de la fosfatidilinositol fosfatasa denominada PIK3C2B
(fosfatidilinositol-4-fosfato 3-quinasa C2), que forma parte de una familia de
enzimas capaces de fosforilar el grupo hidroxilo en la posicién 3' del anillo de
moléculas de inositol, llamados colectivamente fosfatidilinositol, que convierten el
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), y
luego fosforilan AKT, entre otros (453).

En cuanto al gen ERBB3, se encontraron dos mutaciones: R164K, que afecta al
dominio (Rcp_L) y L11771, que no afecta a ningun dominio funcional, pero si a la
estructura de la proteina. Este gen codifica un miembro de la familia de receptores
de tirosina quinasas del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
Esta proteina unida a la membrana tiene un dominio de union a neuregulina pero
no un dominio de quinasa activo. Por lo tanto, puede unirse a este ligando, pero no
transmitir la senal a la célula a través de la fosforilacion de proteinas. Sin
embargo, forma heterodimeros con otros miembros de la familia del receptor de
EGF que si tienen actividad quinasa. La heterodimerizacion conduce a la
activacion de vias que conducen a la proliferacién o diferenciacion celular. La
amplificacion de este gen y/o la sobreexpresion de su proteina se han informado

en numerosos canceres, incluidos los tumores de prostata, vejiga y mama (368).
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Al analizar al gen KIT, se encontraron una amplificacién y una amplificacion
equivoca como mutaciones conductoras (Driver). Este gen codifica un receptor de
tirosina quinasa e inicialmente se identific6 como un homdélogo del oncogén v-kit
179 viral del sarcoma felino y, a menudo, se lo conoce como protooncogén c-Kit.
La forma candnica de esta proteina transmembrana glicosilada tiene una regién
extracelular N-terminal con cinco dominios similares a inmunoglobulina, una region
transmembrana y una regién intracelular con dominio tirosina quinasa en el
extremo C-terminal. Tras la activacion por su ligando de citoquina, el factor de
células madre (SCF), esta proteina fosforila multiples proteinas intracelulares que
juegan un papel en la proliferacion, diferenciacion, migracién y apoptosis de
muchos tipos de células y, por lo tanto, juegan un papel importante en la
hematopoyesis, mantenimiento de células madre, gametogénesis, melanogénesis
y en el desarrollo, migracion y funcion de los mastocitos. Esta proteina puede ser
una proteina soluble o unida a la membrana (372).

En relacién con el gen MLH1, se encontré la mutacién conductora F261fs*7 y la
mutacion de significado desconocido L607. La proteina codificada por este gen
puede heterodimerizarse con la endonucleasa de reparaciéon de errores de
emparejamiento PMS2 para formar MutL alfa 190, parte del sistema de reparacién
de errores de emparejamiento del ADN. Cuando MutL alfa, se une a MutS 191
beta y algunas proteinas accesorias, la subunidad PMS2 de MutL alfa introduce
una unica rotura de cadenas cerca de los desajustes de ADN, lo que proporciona
un punto de entrada para la degradacién de exonucleasas. Esta proteina también
esta implicada en la sefalizacion de dafios en el ADN y puede heterodimerizarse
con la proteina de reparacion de errores de emparejamiento de ADN MLH3 para
formar MutL gamma, que esta implicada en la meiosis (454,455).

De acuerdo con las funciones biologicas anteriores, se postulan fuera de la
MGMT, dos posibles mecanismos de resistencia a temozolomida, en los que
podrian estar implicados estos cuatro genes. Con respecto al primer mecanismo
de resistencia, el receptor 3 del factor de crecimiento humano cataliticamente
inactivo (ERBB3) solo puede servir como socio activador del dominio quinasa en
un heterodimero en asociacién con ERBB2 (Her2) (208,368,370,456). Su dominio
de cola terminal carboxilo-201 transactivado posteriormente se une al dominio
SH2 de las tres subunidades reguladoras PI3K (457). El protooncogén KIT
transcribe el receptor homoélogo del sarcoma viral felino 203 v-kit, también llamado
CD117 (c-Kit), que al unirse al ligando fisiolégico produce una dimerizacion que
conduce a la transfosforilacion.
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Esto, a su vez, reorienta la membrana intracelular del dominio, liberandola de la
conformacién autoinhibitoria que adquiere en estado inactivo, y facilitando su
funcion catalitica (363). Al igual que el receptor anterior, algunos de estos sitios de
fosforilacion en el dominio de la membrana interna de c-Kit se unen con los
dominios SH2, formando sitios de acoplamiento para la sefalizacion y activacion
de la via (PI3K, Akt, TSC1/2, mTOR1/ 2 y factor de transcripcion) (458). En
condiciones fisiolégicas, la estimulacion del factor de crecimiento, en este caso,
neuregulina para ERBB3 y factor de células madre para c-kit, fosforila quinasas
especificas de la enzima que componen PI3K a través de la asociacion secuencial
con moléculas adaptadoras (cascada GRB2-SOS-RAS); la PI3K activada fosforila
y convierte la PIP2 en PIP3, ubicada en la superficie media de la membrana
plasmatica. La AKT activada fosforila e inactiva el complejo TSC1/2. Esto activa
mTORC1 al inhibir la supresién de mTORC1 mediada por el homdlogo Ras de la
proteina de unién a GTP enriquecida en el cerebro (RHEB) para estimular la
proliferacién y supervivencia celular (408). En la via RTK-PI3BK-mTOR2, este
ultimo se une a los ribosomas y activa las quinasas de la subfamilia AGC
(quinasas Akt inducidas por glucocorticoides/suero y PKCa), lo que estimula la
migracion celular (459).

En relacién con las enzimas quinasas, que forman parte de la familia PI3K, y a
partir de las cuales se sintetizan fosfolipidos de inositol (Pl) fosforilados,
concentrados en la superficie citosdlica de las membranas, especialmente en el
reticulo endoplasmico, fuera de tener una funcidn estructural, tienen también
funciones importantes en la senalizacién celular (393,460). El dieciocho por ciento
de los glioblastomas tienen una mutacion somatica de los genes PIK3CA vy
PIK3R1, que codifican la subunidad p85 y la subunidad p110 de PI3K,
respectivamente (389). La mayoria de las mutaciones de PIK3CA y PIK3R1 se
encuentran con frecuencia en el dominio requerido para la interacciéon de la
subunidad p85 con la subunidad p110 (388). Se pierde la inhibicion de la actividad
de la subunidad p110 de por parte de la subunidad p85, y los mutantes de PI3K se
vuelven constitutivamente activos, lo que da como resultado una actividad de AKT
sostenida (399).

PIK3C2B es una enzima catalitica de la familia PI3K, cuyas funciones son
fosforilar el grupo hidroxilo en la posicion 3' del anillo de inositol en la membrana
plasmatica y generar importantes segundos mensajeros como PIP2 y PIP3 (411).
Se ha descrito la amplificacion de PIK3C2B [45], asociada a MDM4 por la
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amplificacion 1932.1, y correspondiente al 7,7% de las amplificaciones detectadas
en glioblastomas (399,461). PIK3C2B tiene una doble funcién, ya que puede
estimular o reprimir, segun se programe (393). Esta implicado en la activacion de
AKT en neuronas (397), en la represion de mTORC1 (402), en la transicion
epitelio-mesenquimatosa (402), en la migracion de células cancerosas (460), en
pro invasion motora (403), y en la resistencia al cisplatino (462), docetaxel (406) y
erlotinib en pacientes que tienen la mutacion EGFR (407). En relacién con el papel
de esta mutacion en la posible resistencia a la temozolomida, posiblemente seria
estimulando el factor de transcripciéon NFKB vy, a su vez, MDR1 (185).

Con respecto al segundo mecanismo de resistencia, se han informado
alteraciones en genes que forman parte del sistema de reparacion de errores de
emparejamiento de ADN en glioblastomas recurrentes después del uso de
temozolomida (463). El analisis del Cancer Genome Atlas (TCGA) reveld un
fenotipo hipermutador, con mutaciones en al menos uno de los genes MMR
(MLH1, MSH2, MSH6 o PMS2), lo que sugiere un escape de la metilacion de
MGMT o la seleccién de MMR clones mutados para MMR (448).

Felsberg et al. informaron cambios en la metilacion del promotor y la expresion de
los genes MGMT, MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 después de la recaida en 80
pacientes con glioblastomas, encontrando que solo cuatro pacientes (6,25 %)
tenian una pérdida o disminucién de la metilacion del promotor MGMT en la
recurrencia, y aunque ninguno de los 4 genes que forman parte de MMR tenia
hipermetilacion del promotor, si tenian mutaciones, lo que fue confirmado por IHC
(464,465). Las roturas de doble cadena de ADN por temozolomida activan la
reparacion homologa y los sistemas de empalme de extremos no homdlogos que,
a través de las vias de la ataxia telangiectasia (ATM)-punto de control quinasa 2
(CHK2), conducen a la reparacion del dano de p53 causado por temozolomida o
desencadenar la apoptosis (464).

Otros mecanismos de resistencia a la temozolomida consisten en el correcto
funcionamiento o sobreactivacion de algunos de los componentes del BER, como
la APGN, que repararia la metilacion en N7 de guanina y N3 de adenina (309). Se
puede desarrollar resistencia a la temozolomida debido a la sobreactivacion de
MDM2, que aumenta el inhibidor de la proteina de apoptosis ligado a X (XIAP).
Este regulador clave de la sefalizacion de muerte celular programada tanto
intrinseca como extrinseca funciona suprimiendo la activacién de las caspasas 3,
7 y 9, desencadenando su degradacion mediada por la ubiquitinacién o por el
funcionamiento inadecuado de p53; por lo tanto, es incapaz de activar la familia
Bcl2 y la activacion del receptor DR5 (466).
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9 LIMITACIONES

Desde lo financiero, se encontré que debido a los altos costos de la prueba
genética del laboratorio Roche Foundation Medicine, no se pudo realizar mas
pruebas (3.500 USD por prueba aprox), teniendo presente que el laboratorio en
mencion realizo una donacion de 10 pruebas y EPS Sura autorizo las otras 21,
sumado a esto los tramites administrativos presentaban retrasos desde que se
solicitaba la prueba hasta que se obtenia el reporte final independiente de la
prueba realizada.

El tiempo de seguimiento de los pacientes hasta el evento (segunda recaida),

varian entre cada uno de los participantes, lo cual exigia un tiempo mayor si se
quisiera tomar datos prospectivos.
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10 CONCLUSIONES

La presente investigacion tuvo como objetivo relacionar mutaciones en los genes
PIK3C2B, ERBB3, KIT y MLH1 con mecanismos de resistencia a temozolomida en
pacientes con gliomas de alto grado. Con este estudio permitié descubrir nuevos
mecanismos de resistencia a la temozolomida encaminados a proporcionar un
tratamiento adecuado a los pacientes que prolongue su vida. Este trabajo aporta
evidencia a la comunidad cientifica sobre la adquisicion progresiva de mutaciones
en diferentes genes de pacientes con gliomas de alto grado que se relacionan con
mecanismos de resistencia a farmacos y progresion acelerada de la enfermedad.
Adicionalmente, en el futuro se podran proponer nuevas dianas terapéuticas para
la generacion de farmacos que puedan controlar o curar este tipo de cancer
cerebral.

El tratamiento para pacientes con gliomas de alto grado incluye radioterapia y
temozolomida. Sin embargo, algunos pacientes no responden a la temozolomida
porque tienen un mecanismo de reversion de la metilacion a través de la enzima
MGMT. Este biomarcador se ha tratado de utilizar como factor prondstico en
pacientes que reciben tratamiento con temozolomida. Sin embargo, no todos los
pacientes responden de la misma manera, o que sugiere la existencia de otros
genes implicados en la resistencia a la temozolomida.

Se reclutd un grupo de 31 pacientes con gliomas de alto grado y se caracterizo
clinica, patron de imagen y patolégicamente. Se realizé la secuenciacion de 324
genes relacionados con diferentes tipos de cancer para detectar 370 diferentes
tipos de mutaciones, lo que permitié reevaluar el diagnostico histoldgico en
4 pacientes: 2 cambian de GB a AMUT-'PHG34. 1 que cambia de AA a OMYT-
IDH.1p7194/G3 'y o] 1 de OAA que cambia a AMUT-PH/C3-4  posteriormente, se
realizé un analisis estadistico para determinar los genes mutados que mas se
relacionaban con la resistencia al tratamiento.

Los genes relacionados con la segunda recaida de pacientes con glioma de alto
grado tras el uso de temozolomida segun protocolo Stupp y dosis metronémica
fueron PIK3C2B, KIT, ERBB3 y MLH1. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos, sugerimos que las mutaciones en algunos de estos cuatro genes,
sumado al hallazgo de la no metilacion del gen promotor que codifica para la
proteina MGMT podrian estar relacionadas con una mala evolucion clinica de los
pacientes con gliomas de alto grado y una posible resistencia al tratamiento con
temozolomida.
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En relacion con las mutaciones de PIK3C2p, ERBB3 y KIT encontradas en los
pacientes con HGG y relacionadas con la disfuncion de la via PAM. La activacion
de ERBB3 o c-kit, activan PIK3-AKT-mTOR y a su vez, el factor de transcripcion
NF«B, lo cual estimula la transcripcion del gen de resistencia “multidrogas” MDR1
(Figura 22). La activacién de esta via contribuye a su vez a la resistencia a la TMZ
al estimular los mecanismos de reparacién de roturas de doble cadena (DSB), tipo
recombinacion homologa (HR) y de union de extremos no homdlogos (NEHJ) en
las células tumorales.

Con respecto a la mutacion de MLH1 en los 31 pacientes analizados, hay que
recordar que a pH fisiolégico, la TMZ se convierte en su compuesto activo
metildiazonium, que induce la metilacién del ADN en la posicién O° de la guanina
o en la posicion N’ de la guanina y N° de la adenina, lo que da como resultado la
activacion de dos mecanismos de reparacion diferentes: mientras que la
metilacion en la posicion O° de la guanina genera un emparejamiento incorrecto de
bases con la timina en el primer ciclo de replicacién (O°G-T) e induce ciclos ftiles
de reparacion de desajustes (MMR) lo que permite se acumulen cadenas con °°G
llevando a apoptosis; la metilacién de la posicion N’ de la guanina o la posicion N3
de la adenina activan la escision de la base mecanismo de reparacion (BER) que
repara el dafno causado por la TMZ.

El sistema BER es iniciado por la alquilpurina-ADN-N-glicosilasa (APNG) y esta
regulado por la poli ADP-ribosa polimerasa (PARP-1), que detecta el dafio, recluta
proteinas reparadoras del ADN y conduce a la muerte celular por apoptosis en las
células que expresan p53 de tipo salvaje, mientras que mata las células por
necrosis en las células que carecen de p53 funcional, es por ello por lo que la TMZ
es eficaz incluso en ausencia de un sistema de reparacién activo.

Los cuatro genes que se relacionaron con la segunda recaida con el uso de la
temozolamida, hacen parte de las cascadas descritas en el desarrollo de
diferentes neoplasias, pero solo MLH1 se habia relacionado directamente con la
resistencia a la temozolamida.
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12 RECOMENDACIONES

Es necesario establecer un mecanismo de reporte de los casos nuevos, con el
animo de tener datos actualizados de la poblacion afectada en Colombia.

Se debe complementar el informe de patologia basado en H-E e IHQ con una
plataforma que incluya IDH, ATRX, TP53, CDKNZ2A/B, promotor de TERT, CIC,
FUBP1, NOTCH1, EGFR y a su vez buscar la codelecion 1p/19q, trisomia 7 y
monosomia 10, lo cual permitira clasificar los HGG adecuadamente, basado en los
criterios de la OMS-5°.

Con fines prondsticos se debe complementar la busqueda de la metilacién del

promotor de MGMT con PIK3C2p5ylo ERBB3 y/o KIT, ylo MLH1. Se requieren mas
estudios tratando de validar el papel predictivo de estos ultimos genes.
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