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4 RESUMEN

Introduccion. El glioblastoma multiforme (GBM) es la neoplasia primaria maligna mas
frecuente del sistema nervioso central y se caracteriza por ser un tumor altamente heterogéneo
desde el punto de vista histopatologico y molecular. El uso de marcadores moleculares
especificos como IDH1/2, promotor de TERT (TERTp) y la amplificacion de EGFR permite
definir grupos de pacientes con distintos pronoésticos clinicos, y constituye un abordaje factible
de implementar en la practica clinica habitual. La respuesta al mal plegamiento de proteinas
(UPR) es un blanco terapéutico emergente en distintos tipos de cancer, sin embargo, se
desconoce la relacion entre la activacion de la UPR y los subtipos moleculares de GBM.
Hipétesis. Los pacientes con mutaciones del promotor de TERT, amplificacion de EGFR y sin
mutaciones de IDH1/2 presentardn una mayor activacion de la via IRE1a de la respuesta al mal
plegamiento de proteinas, y tendran un peor desenlace clinico. Objetivo General. Determinar
el perfil de activacion de la UPR en distintos grupos moleculares de GBM definidos por las
mutaciones de IDH1/2, del promotor de TERT y la amplificacion del gen EGFR. Métodos. Se
realizé un estudio observacional analitico, de cohorte, prospectivo en pacientes adultos con
diagnodstico confirmado de glioma de alto grado operados en el Instituto de Neurocirugia
Asenjo. Los marcadores moleculares de GBM se determinaron mediante secuenciacion masiva
paralela, y la activacion de UPR se determind a través de la medicion de niveles de proteinas y
RNA en tejido tumoral. Resultados. Se reclutaron 39 pacientes con gliomas de alto grado y 5
controles, entre 2018 y 2020, en los que se completd un seguimiento promedio de 15,4 meses.
21 pacientes (64%) presentaron mutaciones de TERTp, 7 pacientes (18%) presentaron
mutaciones de IDH y 12 pacientes (35%) tuvieron amplificaciéon de EGFR. La presencia de
mutaciones de TERTp y ausencia de mutaciones de IDH se asoci6 a una mayor expresion de los
genes BiP, CHOP y ATF3, los cuales participan en la via PERK de UPR, y a una mayor
expresion de marcadores de invasion tumoral. El desenlace clinico de los pacientes se asocid a
la presencia de mutaciones de TERTp e IDH de forma similar a los descrito en la literatura, pero
no se asocido a los niveles de activaciéon de UPR, en este estudio. Conclusion. Nuestros
resultados muestran por primera vez una asociacion entre mutaciones de TERTp e IDH y la
activacion de UPR (via PERK), lo que sugiere que una terapia dirigida a modular esta via de

sefalizacion, podria ser mas eficaz en este grupo de pacientes.
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5 ABSTRACT

Introduction. Glioblastoma is the most frequent primary brain malignancy. It is a highly
heterogeneous tumor, and recent classification systems suggest that molecular markers such as
IDH1/2 mutations, TERT promoter mutations, and EGFR amplification can categorize patients
in terms of clinical prognosis. On the other hand, the Unfolded Protein Response (UPR)
participates in oncogenesis and tumor progression, and it is an emerging therapeutic target in in
different cancer types including glioblastoma, however, the relationship between molecular
markers and UPR activation is poorly understood. Hypothesis. Patients harboring TERT
promoter mutations, EGFR amplifications and without IDH1/2 mutations will have higher
activation of the IREla branch of the UPR, and in turn, will have a worse clinical outcome.
General objective. To determine the UPR activation profile in GBM patients from different
molecular subgroups, as defined by IDH1/2 mutations, TERT promoter mutations, and EGFR
amplification. Methods. We conducted an observational, prospective cohort study on subjects
with confirmed diagnosis of high grade glioma that underwent tumor surgery at the Asenjo
Neurosurgery Institute. Genetic markers were determined using targeted - next generation
sequencing on an [llumina platform, and UPR activation was assessed at the mRNA and protein
levels using fresh-frozen tissue. Results. We included 39 patients with high grade gliomas and
5 controls from resective epilepsy surgery, between 2018 and 2020, with a mean follow-up of
15.4 months. We found TERT promoter mutations in 21 patients (64%), IDH1/2 mutations in 7
patients (18%) and EGFR amplification in 12 patients (35%). Patients harboring TERT
promoter mutations without IDH1/2 mutations showed higher gene expression levels of BiP,
CHOP, and ATEF3, all of which are involved in the PERK branch of the UPR, and also higher
gene expression levels of tumoral invasion markers. Clinical outcome was associated to TERT
promoter and IDH1/2 mutations, similarly to previously reported data, but not to UPR
activation, in this study. Conclusion. The results of this study are the first to show an association
between TERT promoter and IDH1/2 mutations with the activation of the PERK branch of the
UPR, suggesting that a therapeutic strategy aimed at modulating this signaling pathway might

be more successful in this molecular subgroup of patients.
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6 INTRODUCCION

6.1 Glioblastoma Multiforme (GBM) — Generalidades y Clasificacion

El GBM es la neoplasia primaria maligna més frecuente del sistema nervioso central (SNC), y
corresponde aproximadamente al 48,6% de este tipo de tumores (1). Actualmente es una
patologia incurable, con una sobrevida media menor a 15 meses pese al mejor tratamiento
disponible, que incluye la maxima reseccion segura posible, radioterapia y quimioterapia
concomitante y de mantencion por 6 meses (2). El desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

para estos pacientes es un importante foco de interés a nivel mundial.

En Chile se estima una incidencia anual para tumores de encéfalo y SNC de 3,5/100.000
personas (3), lo que seria significativamente menor a los datos publicados en EEUU, con
aproximadamente 28 casos/100.000 personas, posiblemente asociado a diferencias étnicas y a
un subregistro de los casos. A nivel nacional, 2 estudios han descrito grandes series de casos
con caracteristicas clinicas de pacientes con GBM, destacando que la sobrevida de una cohorte
con acceso al mejor tratamiento disponible seria similar a lo publicado en la literatura (4), y que
existiria un aumento progresivo en el nimero de casos a nivel nacional, alcanzando mas de 30

casos al afio en un centro de referencia nacional (5).

El GBM es un astrocitoma de grado 4 en la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), siendo la entidad mas agresiva dentro de este tipo de tumores, y se caracteriza por su
alta heterogeneidad histopatologica y molecular, con hipercelularidad, atipias nucleares, alta
actividad mitdtica, con necrosis y/o proliferacion microvascular. El uso de marcadores genéticos
en el diagnostico de GBM se incorpor6 a la clasificacion de la OMS progresivamente desde el

afio 2016 (6). Actualmente, la 5ta edicion de la clasificacion de tumores de SNC publicada en
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Julio de 2021 (7) separa a los astrocitomas de grado 4 en (i) GBM (IDH-wt) y (ii) astrocitomas
grado IV (IDH mutado), y considera por primera vez la presentacia de marcadores moleculares
para determinar la gradacion tumoral, por lo que tumores previamente considerados de grado 3
podrian ser de grado 4 en presencia de alteraciones genéticas especificas: en el caso de los
tumores IDH-wt, las mutaciones del promotor de la transcriptasa reversa de la telomerasa
(TERTp), la amplificacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) y la
ganancia de cromosoma 7/pérdida de cromosoma 10; y en el caso de los tumores con mutaciones

de IDH, la delecion de CDKN2A.

En consideracion de los recientes cambios en el sistema de clasificacion de tumores de SNC, la
capacidad de determinacion de las mutaciones previamente descritas en centros de alta
resolucion terapéutica sera de especial relevancia durante los proximos afos. En particular, la
gradacion tumoral dependiente de algunos de estos marcadores permite definir conductas
terapéuticas especificas en relacion al uso de tratamientos complementarios, como la

radioterapia y quimioterapia.

6.2 Mutaciones de IDH1/2

Las mutaciones de IDH ocurren en un 5 a 10% de los astrocitomas grado 4 y se asocian a una
menor edad de presentacion y a una mayor sobrevida global (8,9). Es asi como la sobrevida
global de pacientes con astrocitomas grado 4 con mutaciones de IDH puede ser incluso mayor

que la de pacientes con astrocitomas grado 3 IDH-wt (10).

Tanto las mutaciones de IDH1 como IDH2 ocurren de forma precoz en la gliomagénesis y se
asocian a una ganancia de funciéon que favorece la produccion del oncometabolito D-2-

hidroxiglutarato (D2HG), y definen un grupo tumoral menos agresivo (11-13).
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La mutacion mas frecuente de IDH es IDH1 R132H, que constituye aproximadamente el 90%
de las mutaciones de IDH (14,15). Otras mutaciones menos frecuentes son IDH1 R132C, IDH1
R132S e IDH2 RI172K, entre otras (8,15). Actualmente, las mutaciones de IDH son
determinadas ampliamente a nivel clinico mediante inmunohistoquimica, la que tiene una
especificidad cercana al 100% para R132H, pero no permite detectar otras mutaciones de IDH1

y ninguna de las mutaciones de IDH2 (16).

6.3  Mutaciones de TERTp

Las mutaciones de regiones codificantes de TERT son muy infrecuentes en cancer, sin embargo,
las mutaciones de TERTp se han descrito en el 70-80% de los GBM primarios (17,18), siendo

mucho menos frecuentes en astrocitomas con mutaciones de IDH.

La presencia de mutaciones de TERTp es un factor pronostico independiente de menor
sobrevida global en este grupo de pacientes (19,20). Las mutaciones de TERTp ocurren
preferentemente en las posiciones chr5, 1295113 C>T y chr5, 1295135 C>T, y se asocian a un
aumento de la expresion de TERT (21,22). Actualmente, su determinacién en la préctica clinica

esta limitada a centros con capacidad de realizar secuenciacion de DNA.

6.4  Amplificacion de EGFR

La amplificacion del gen EGFR se observa hasta en 40% de los GBM primarios (23), y
constituye una alteracion temprana en la génesis tumoral (24). La sobreexpresion de EGFR
resulta en una fosforilacion persistente y la activacion constitutiva del receptor en ausencia de
ligandos (25). In vivo, la amplificacion de EGFR genera un aumento de la actividad del receptor

y promueve el crecimiento y la invasion tumoral (26).
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Distintos estudios han concluido que la amplificacion de EGFR no posee un papel prondstico
independiente en GBM (8,27). Sin embargo, un estudio reciente mostrd que la amplificacion de
EGFR se asoci6 a una menor sobrevida global y periodo libre de progresion en un grupo de 96
pacientes sin mutaciones de TERTp (sobrevida global: 13,3 vs 26 meses, p=0,005), por lo que
distintos autores han propuesto que la evaluacion de EGFR podria complementar un sistema de

clasificacion basado en mutaciones de IDH y TERTp (22,28).

6.5 Medicina Personalizada

La identificacion de grupos moleculares en GBM es una oportunidad para el desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas basadas en la relacion de alteraciones genéticas puntuales con
la activacion de vias moleculares y la sensibilidad a terapias especificas. Este concepto se
conoce como farmacogendmica, y es una de las estrategias mds promisorias en tumores
altamente heterogéneos como el GBM. Dentro de los posibles blancos para nuevas terapias, una
de las vias de sefializacion que ha ganado atencioén durante los ultimos afios es la respuesta al
mal plegamiento de proteinas, con multiples estudios preclinicos sugerentes de un potente efecto

antitumoral (29)

6.6  Respuesta al Mal Plegamiento de Proteinas (UPR)

Los tumores de rapido crecimiento estan sometidos a condiciones adversas del microambiente
como la hipoxia, privacion de glucosa y nutrientes, entre otras, que favorecen el desarrollo de
mecanismos de adaptacion que le otorgan a las células tumorales las caracteristicas necesarias
para la progresion tumoral (30). El control de la homeostasis de proteinas (proteostasis) es un
mecanismo emergente involucrado en la adaptacion a condiciones adversas del microambiente
tumoral y en la progresion tumoral (31). Por otra parte, la alta demanda de sintesis proteica,
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aumento de secrecion o activacion de oncogenes, pueden alterar el funcionamiento del reticulo
endoplasmico (RE), llevando a la acumulacion de proteinas mal plegadas dentro del RE y

generando una condicion de estrés celular conocida como estrés de RE.

Bajo condiciones de estrés de RE, las células activan una via de sefalizacion integrada conocida
como respuesta al mal plegamiento de proteinas (Unfolded Protein Response, UPR), regulando
la via secretora en multiples niveles (32). La participaciéon de UPR en cancer fue propuesta
inicialmente en 2004, y actualmente es ampliamente aceptada (33,34). Ademas de participar
como un mecanismo adaptativo, se ha descrito la importancia de la UPR en la transformacion
maligna, el potencial metastasico, la regulacion de la dormancia celular, estabilidad gendmica,
angiogénesis y metabolismo celular (34,35). Las caracteristicas propias de las células tumorales,
como la aneuploidia, el aumento de la demanda metabdlica y las altas tasas de proliferacion
requieren de una maquinaria secretora particularmente robusta, y este aumento en la demanda

secretora seria responsable de una activacion basal de la UPR en cancer (36).

6.7 Vias de Senalizacion de UPR

En mamiferos, la UPR consiste en al menos 3 vias de sefializacion paralelas que son iniciadas
por la activacion de distintos sensores de estrés de RE: la enzima requirente de inositol-1a
(IRE1la), la proteina quinasa de RE similar a PRK (PERK) y el factor de transcripcion activador
6 (ATF6) (37). En ausencia de estrés de RE, la chaperona BiP/GRP78 se encuentra asociada al
dominio luminal de los 3 sensores IREla, PERK y ATF6, impidiendo su activaciéon. En
respuesta al estrés de RE, BiP/GRP78 une preferentemente proteinas mal plegadas, permitiendo

la activacion de los distintos sensores (38,39).
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IREla es una proteina transmembrana tipo I con actividad quinasa y endoribonucleasa
(ARNasa) (40). IREla cataliza la escision de un intron de 26 nucledtidos del mRNA del factor
de transcripcion XBP1 (X-box Binding Protein 1), modificando el marco de lectura,
traduciéndose en una forma maés estable y activa de este factor de transcripcion, llamada XBP1s.
XBP1s regula genes involucrados en el plegamiento de proteinas, en la degradacion de proteinas

asociada a RE (ERAD) y en la degradacion regulada de mRNA dependiente de IRE1 (41).

Por su parte, la activacion de PERK fosforila el factor de transduccién elF2A (eukaryotic
translation initiation factor 2A), inhibiendo el proceso de sintesis proteica de forma global,
reduciendo la sobrecarga de proteinas en el RE (42), y favoreciendo la traduccion selectiva del
factor de transcripcion ATF4 (43). ATF4 es fundamental en la respuesta proapoptotica,
mediante el aumento de la transcripcion de CHOP (43). La activacion de la via PERK esté
estrechamente relacionada a la expresion de ATF3, la que aumenta en relacion a la fosforilacion
de PERK, y que a su vez favorece la transcripcion de PERK y CHOP, ademas de participar en

la activacion de distintas vias de muerte celular (44,45).

6.8 UPR en GBM

El grupo de nuestro colaborador en Francia, el Dr. Eric Chevet, ha sido pionero en definir el rol
de la UPR en GBM, siendo los primeros en demostrar que la expresion de un dominante
negativo de IREla en células U87 inhibe la angiogénesis y disminuye el crecimiento tumoral
(46). Posteriormente, se determind de forma retrospectiva una correlacion negativa de los
niveles de XBP1s en tejido tumoral y la sobrevida global de los pacientes (47). Recientemente,
este grupo categorizo a los pacientes con GBM en alta y baja activacion de las vias de XBPlsy

RIDD, observando distintas curvas de sobrevida y distintos niveles de expresion de genes
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asociados a respuesta inflamatoria/inmune (IBA1l, CD14), angiogénesis (VWF, CD31) e
invasion tumoral (RHOA, Cyr61) para cada grupo. Estos resultados sugieren que la
determinacion del estatus de activacion de la UPR en pacientes con GBM puede tener un

importante valor pronostico en GBM (48).

Distintos estudios han mostrado una expresion elevada de BiP/GRP78 en pacientes con GBM
(49,50). Adicionalmente, se ha demostrado una mayor activacion de la via PERK en gliomas de
alto grado versus tejido cerebral normal (51). En el mismo estudio, se demostrd que el
silenciamiento de PERK in vivo disminuy0 la capacidad de formacion de tumores en un modelo
de xenoimplante tumoral subcutaneo. En un estudio reciente, se demostr6 que la activacion de
PERK es mayor en células madre tumorales en comparacion a células de GBM diferenciadas,
lo que podria asociarse particularmente a la aparicion de recidivas tumorales, y ademas se
observo que una mayor activacion de la via PERK, evaluada por inmunohistoquimica, se asocio

a una menor sobrevida global en una cohorte de 148 pacientes con GBM (52).

Otras proteinas chaperonas que participan en la respuesta al estrés de RE se han asociado a la
progresion tumoral y a peores desenlaces clinicos en pacientes con GBM, dentro de las que
destaca la familia de las proteinas disulfuro-isomerasas (PDI, ERp57) (53,54), las que ademas
han sido blanco terapéutico de moléculas pequefias con efecto radiosensibilizador en modelos

in vivo de GBM (55).

Un anélisis protedmico de distintas lineas celulares de GBM, evidencio la activacion de
diferentes vias de sefializacion molecular en respuesta a la inducciéon de estrés de RE y

activacion de la UPR, lo que sugiere una respuesta celular heterogénea, dependiente del tipo
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celular y posiblemente asociado a distintos marcadores moleculares presentes en cada linea

tumoral (56).

En la medida que se ha caracterizado mejor el papel de la activacion de UPR en céncer, y las
proteinas que participan en las distintas vias de sefalizacion, se ha reconocido progresivamente
el valor del beneficio clinico que podria tener la modulacion selectiva de UPR. Actualmente,
existen distintas alternativas terapéuticas en desarrollo, en su mayoria en etapas preclinicas, y
una adecuada seleccion de pacientes podria facilitar el avance de estas terapias hacia estudios

clinicos (29).

6.9 UPR y Marcadores Genéticos

Existe escasa informacion sobre la relacion entre marcadores genéticos de GBM y activacion
de vias de UPR. Se ha descrito que pacientes con un perfil de expresion génica proneural (con
una alta frecuencia de mutaciones de IDH) presentan menores niveles de activacion de UPR en
comparacion con los grupos proliferativo y mesenquimal (49), mientras que en otro estudio, el
subtipo mesenquimal (alta frecuencia de mutaciones de TERTp y amplificacion de EGFR) se
asocié a una mayor actividad IRE1 (48). Recientemente, se publicd el analisis de expresion
génica de genes blanco de UPR en la cohorte del TCGA, mostré una mayor activacion de UPR

en el grupo IDHwt y subtipo mesenquimal, lo que es concordante con estudios previos (57).

En suma, la determinacién de marcadores genéticos de GBM tiene un valor clinico fundamental,
en vista de los nuevos sistemas de clasificacion tumoral, por lo que su implementacion es de
gran relevancia en la practica clinica. Més auln, la caracterizacion de la activacion de UPR en
cada grupo molecular definido segliin la presencia de mutaciones de IDH1/2, TERTp y la

amplificacion de EGFR, permitird identificar los subgrupos de pacientes que se beneficiarian
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con mayor probabilidad de una intervencion dirigida a modular este mecanismo de respuesta
celular, y favorecerd el enfoque traslacional de futuras investigaciones en esta area. En
particular, la identificacion de un grupo de pacientes con mayor activacion de vias especificas
de la UPR podria favorecer el avance de las multiples estrategias preclinicas de modulacion que

existen actualmente, a fases clinicas, con mayor probabilidad de éxito.
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7 HIPOTESIS

Los pacientes con mutaciones del promotor de TERT, con amplificacion de EGFR y sin
mutaciones de IDH1/2 presentardn una mayor activacion de la via IRE1a de la respuesta al mal

plegamiento de proteinas, asociado a un peor desenlace clinico.

8 OBJETIVOS

8.1  Objetivo General:

Determinar el perfil de activaciéon de UPR en distintos grupos moleculares de GBM definidos

por las mutaciones de IDH1/2, del promotor de TERT y la amplificacion del gen EGFR.

8.2  Objetivos Especificos:

1) Definir grupos moleculares de GBM de acuerdo a la presencia de mutaciones de IDH1/2,
del promotor de TERT y de la amplificacion del gen de EGFR en tejido tumoral de pacientes
con GBM.

2) Caracterizar el perfil de activaciéon de UPR en tejido tumoral de GBM.

3) Asociar el perfil de activacion de UPR con el desenlace clinico de los pacientes y con los

distintos grupos moleculares de GBM
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9 METODOS

9.1 Reclutamiento y seleccion de pacientes

Se realizé un estudio observacional analitico, de cohorte, prospectivo, en el que se incluyeron
39 pacientes mayores de 18 afios con diagndstico presuntivo de glioma de alto grado mediante
Resonancia Magnética (RM) cerebral, posteriormente confirmado mediante diagnostico
histopatologico. Se incluyeron pacientes sometidos a cirugia de reseccion total o parcial en el
Instituto de Neurocirugia Asenjo, entre enero de 2018 y enero de 2020. Adicionalmente, se
incluyeron en el estudio 5 pacientes a los que se realizé una lobectomia temporal anterior para
el tratamiento de epilepsia, los que fueron utilizados en el andlisis como control de tejido no
tumoral. Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado previo a la cirugia (Anexo
N°1), el cual fue aprobado por los comités de ética cientifica del Servicio de Salud Metropolitano

Oriente (Anexo N°2) y de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Anexo N°3).

Se excluyeron pacientes que hubiesen recibido tratamientos complementarios para el
tratamiento del tumor (quimioterapia o radioterapia) previo a la cirugia; aquellos con muestra
insuficiente de tejido tumoral para el estudio molecular y pacientes con sindromes de neoplasias
hereditarias (neurofibromatosis tipo I, Li-Fraumeni, etc.). No se utilizaron otros criterios de

exclusion.

9.2  Seguimiento clinico e imagenologico

Durante evaluaciones clinicas preoperatorias y de seguimiento (30 dias postoperatorio y 12
semanas post-radioterapia), se recolecté informacion clinica (caracteristicas demograficas,

sintomas, examen neuroldgico, uso de medicamentos, Karnofsky Performance Status (KPS)
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preoperatorio y postoperatorio, entre otros) utilizando pautas de evaluacion estandarizadas (ver
Anexo N°4A y 4B).

La progresion tumoral se determind de forma clinica e imagenologica, utilizando los criterios
del grupo de trabajo “Response Assessment in Neuro-Oncology” (RANO) (58) (ver Anexo
N°5). El seguimiento imagenoldgico se realizé con una RM de cerebro postoperatoria inmediata
(<72h) en todos los pacientes en los que fue posible, ademas de RM de seguimiento tardio segun
indicacion por su médico tratante o indicadas en las evaluaciones de seguimiento del estudio.
En todas las RM se realizaron al menos las siguientes secuencias: T1W axial y sagital pre y post
inyeccion de gadolinio (Gd), T2-FLAIR axial, DWI axial. Las RM disponibles fueron
analizadas para volumenes tumorales de captacion de Gd y areas hiperintensas en FLAIR
mediante segmentacion manual en el plano axial para cada corte en el que se observo tumor,
utilizando el software gratuito Horos (v4.0.0). Estas mediciones fueron realizadas por un
neurocirujano e investigador principal de este estudio, ciego a las demas variables del estudio
al momento del andlisis. Se presentan imagenes representativas de la segmentacion manual

realizada, en la Figura 1.
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Figura 1. Imdgenes representativas de segmentacion manual de dreas de captacion de
contraste en Resonancia Magnética (RM). Se realizo una segmentacion manual de las RM de
pacientes con gliomas de alto grado, utilizando el programa Horos (v4.0.0). A y B muestran
secuencias T1-Gadolino de RM preoperatorias con patron de captacion de contraste en anillo
(pacientes GBM-03 y GBM-12, respectivamente). C muestra una captacion de contraste

residual en RM postoperatoria inmediata (paciente GBM-03).

9.3  Obtencion y manejo de muestras intraoperatorias

Se obtuvieron muestras de tejido fresco en el intraoperatorio (3-5g de tejido por paciente), que
se transportaron al Laboratorio de Control de Proteostasis y Biomedicina del Instituto de
Neurociencia Biomédica de la Universidad de Chile. Durante el transcurso del estudio, 22 de
las 44 muestras (total, incluyendo tejido tumoral y controles) se transportaron en hielo y fueron
congeladas a -80°C en menos de 2h. Las 22 muestras restantes fueron congeladas en criotubos
utilizando medio de congelacion OCT (por sus siglas en inglés: optimal cutting temperature) y
hielo seco en el pabellon, inmediatamente posterior a su recoleccion. Las muestras procesadas

de esta forma fueron utilizadas posteriormente para la determinacion de activacion de UPR a
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nivel de mRNA y proteinas. Para la extracciéon de DNA se utilizaron muestras de los mismos
pacientes, posterior a su fijacion en formalina e inclusion en parafina, y fueron obtenidas desde
el Servicio de Anatomia Patoldgica del Instituto de Neurocirugia Asenjo. El manejo de las
muestras durante las distintas etapas de trabajo se realizé utilizando datos codificados para
mantener la privacidad del paciente. Se utilizara un co6digo incluyendo el nimero correlativo del
paciente ingresado al estudio, mes y afo de obtencion de la muestra. Se presenta un esquema

del flujograma de trabajo en la Figura 2.

Tacos de parafina - —
Confirmacién diagnéstica
)

Sospecha de glioma de =

alto grado en RM

TERTp-mut Cirugfa
Secuenciacién EGFRamp TERTp-wt RM postoperatoria precoz (48-72h)
i EGFR-wt TERTp-wt IDH-mut .
Masiva Paralela Bk Seguimiento 1m postop
EGFR-wt TERTp-wt IDH-wt .
Seguimiento 12s post RT
Seguimiento cada 3 meses

Il Sobrevida Global Sobrevida Libre de Progresién

Respuesta al mal
qPCR-WB |=» plegamiento de
proteinas

i

Probabilidad de sobrovida

Probabilidad do sobravida

RNA

Proteinas

Figura 2. Representacion esquemadtica del protocolo de trabajo. Se incluyeron pacientes con
sospecha de un glioma de alto grado mediante RM; se utilizo tejido procesado desde tacos de
parafina para confirmar el diagndstico histopatoldgico y determinar los marcadores genéticos;
se utilizo tejido fresco congelado a -80°C en <2h para la determinacion de activacion de
respuesta al mal plegamiento de proteinas (UPR) (expresion génica y niveles proteicos); se
realizé un seqguimiento clinico e imagenoldgico de cada paciente para determinar desenlaces
clinicos. Finalmente, se analizo la relacion entre marcadores genéticos, activacion de UPR y
desenlaces clinicos entre si. RM = Resonancia Magnética. SG = Sobrevida global. SLP =

Sobrevida libre de progresion. WB = Western blot.
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9.4  Secuenciacion masiva paralela (NGS) y analisis bioinformatico

9.4.1 Diseiio de paneles de secuenciacion

Se utilizo la herramienta Ampliseq™ para Illumina para generar un panel personalizado de
amplicones con cobertura sobre las areas de interés del genoma. Se utilizaron las bases de datos
cbioportal, NCBI/Clinvar y COSMIC para determinar la relevancia y coordenadas gendmicas
de las mutaciones en los genes de interés reportadas para tumores gliales, y se disefiaron
amplicones que incluyeron dichas mutaciones (Tabla suplementaria 5). En términos de
frecuencia, se consideraron relevantes las mutaciones con mas de 10 reportes en la literatura.
Esta estrategia de secuenciacion (ES1) incluyd 339 amplicones de 134pb promedio (rango de
125 a 140pb), con cobertura sobre 15596pb. Del total de amplicones en ES1, 7 fueron disefiados
para cubrir IDHI (391pb), 5 para IDH2 (256pb) y 131 para EGFR (7872pb), los que seran
considerados en los analisis de esta tesis doctoral; el resto de los amplicones se utilizaron como
referencia para el célculo de nimero de copias de EGFR y seran considerados para futuros

analisis de esta cohorte de pacientes.

Debido a que la region promotora del gen TERT es una region con alto porcentaje de bases GC,
fue necesario disefar una estrategia de secuenciacion complementaria (ES2) basada en la
generacion de amplicones individuales, que fueron posteriormente secuenciados. Esta estrategia
de secuenciacion incluy6 25 amplicones de 230pb promedio (rango de 192 a 266pb), con
cobertura sobre 5750pb. Del total de amplicones en ES2, 1 amplicon fue disefiado para cubrir
la regién promotora de TERT (incluyendo ambas mutaciones descritas en tumores gliales), 1

para IDH1 y 1 para IDH2, los que seran considerados en los analisis de esta tesis doctoral, el
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resto de los amplicones disefiados cubrieron genes de interés que se utilizaran para futuros

estudios.

Para disminuir la ocurrencia de falsos negativos de secuenciacion, se planificé una profundidad
de cobertura mayor a 250 lecturas por posicion de interés, con el objetivo de detectar frecuencias
alélicas de hasta un 5%, con un umbral de nimero de lecturas alteradas >5, de acuerdo a las

recomendaciones de la literatura (59).

9.4.2 Extraccion de DNA

Se utilizaron muestras de tejido fijado en formalina e incluido en parafina obtenidas desde el
Servicio de Anatomia Patologica del Instituto de Neurocirugia Asenjo. Previa confirmacion por
una neuropatologa de un porcentaje tumoral >70% en cada una de las areas a extraer, se
realizaron 3-6 cortes de 10 micras por cada taco de parafina. Estas muestras fueron sometidas a
un proceso de desparafinacion y extraccion de DNA, utilizando el kit GeneJET FFPE DNA
Purification Kit (#K0881), segun instrucciones del fabricante. Brevemente, se realizd una
desparafinacion y digestion enzimatica secuencial de las muestras con un buffer de digestion,
proteinasa K y RNAsa A, seguido de una purificacion con columnas y elucion en 30uL de buffer

de elucion.

El DNA extraido de esta forma, fue cuantificado utilizando métodos de fluorescencia (Quant-
iT™ PicoGreen™ dsDNA y/o Qubit™ dsDNA HS), obteniéndose concentraciones promedio
de 40ng/uL. No se realizé un control de calidad cualitativo luego de la extraccion de DNA, de

acuerdo a las recomendaciones de Illumina para la preparacion de librerias.
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9.4.3 Preparacion de librerias

El proceso de preparacion de librerias y la secuenciacion masiva paralela se realiz6 en el Centro
de Genodmica y Bioinformatica de la Universidad Mayor. Para la preparacion de librerias de la
ES1, se utilizo el kit de Ampliseq™ for Illumina Custom DNA Panel y los adaptadores
Ampliseq CD for [llumina. Para la preparacion de librerias de la ES2, se utilizo el kit de Truseq
nano DNA de [llumina y los adaptadores Truseq DNA CD for [llumina. Adicionalmente, previo
a la preparacion de librerias con el kit Truseq, se generaron amplicones mediante PCR
convencional del promotor de TERT y las areas de interés de IDH1 e IDH2. Se evaluaron los
partidores descritos en la Tabla 1, y en la Figura 3 se presentan los geles de agarosa al 2% de
los pares de partidores en los que se logré una adecuada amplificacion. Los partidores utilizados
fueron IDH1 #1, IDH2 #1 y TERTp #3, y se utilizaron a una concentracion final de 200nM +
3% DMSO, utilizando 30 ciclos de amplificacion y temperaturas de annealing 2°C bajo la Tm

calculada.

IDH1 #1 IDH2 #1 TERTDp #2 TERTp #3

T
LT

== [ =] ] =] =] ] =-[=]

Figura 3. Amplificacion de IDH1, IDH?2 y promotor de TERT para generacion de librerias
Truseq nano DNA. A partir de cada muestra de GBM, se generaron amplicones en las areas de
interés de los genes IDH1, IDH2 y TERTp, utilizando los partidores IDH1 #1, IDH2 #1, TERTp

#2, y TERTp #3, descritos en la Tabla 1. Se realizé un PCR con desnaturalizacion de 5 minutos
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a 95°C, 30 ciclos de amplificacion y 10 minutos de elongacion. Se evaluaron las temperaturas
de anillamiento T1, T2 y T3, correspondientes a 2°C bajo la temperatura de fusion (Tm), la Tm,
y 2°C por sobre la Tm, respectivamente. Se presentan los resultados para una muestra de GBM

en un gel de agarosa al 3%, utilizando los partidores IDH1 set #1, IDH set #2, TERTp set #2 y

TERTp set#3.

ID Secuencia Largo | Tm Tamgnp Region cubierta
amplicon

IDH1 #1 Forward | GCC AAC ATG ACT TACTTGATCCC| 23 |559

222 Chr2:208248354-208248575
IDH1 #1 Reverse GGC GTC AAA TGT GCC ACT ATC 21 |56,6
IDH1 #2 Forward | CGG TCT TCA GAG AAG CCA TT 20 | 54,7

219 Chr2:208248248-208248466
IDH1 #2 Reverse TTC ATA CCT TGC TTA ATGGGT GT | 23 | 544
IDH2 #1 Forward | GTC AGT GGA TCC CCT CTC CA 20 | 583

245 Chr15:90088556-90088800
IDH2 #1 Reverse CTG GTT GAA AGA TGG CGG CT 20 | 58,2
IDH2 #2 Forward | CCG GTC TGC CAC AAAGTCT 19 57,6

203 Chr15:90088473-90088675
IDH2 #2 Reverse GGG AGC CCA TCA TCT GCA A 19 | 57,7
TERTDp #1 Forward | CAG CGC TGC CTG AAA CTC 18 56,9

235 Chr5:1295036-1295270
TERTDp #1 Reverse | AGT GGA TTC GCG GGC ACA GA 20 | 61,7
TERTDp #2 Forward | AGC GCT GCC TGA AAC TCG 18 | 58,5

242 Chr5:1295037-1295278
TERTDp #2 Reverse | GGG CTC CCA GTG GAT TCG 18 583
TERTDp #3 Forward | GGGCCAGGGCTTCCCA 16 59,2

195 Chr5:1295004-1295198
TERTDp #3 Reverse | GTCCTGCCCCTTCACCTTC 19 | 58,7

Tabla 1. Secuencias de partidores evaluadas en la amplificacion de regiones de interés de los

genes IDHI1, IDH2 y TERT)p.

Tanto para las librerias de Ampliseq™ como Truseq™ se evaluo la eficacia de la generacion de
librerias con distintas cantidades iniciales de DNA y se siguieron las recomendaciones de
Illumina para ajustar las distintas etapas del proceso de acuerdo con las caracteristicas
especificas de las muestras y del panel. Un esquema del protocolo utilizado a partir de 10ng de
DNA por paciente para Ampliseq y 100ng de DNA por paciente para Truseq, se presentan en
las Tablas Suplementarias 1y 2, respectivamente. Durante la estandarizacion de la generacion

de librerias, se realizaron electroforesis automatizadas de las primeras librerias para control de
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calidad y para estimacion del tamafio de las mismas, utilizando el kit DNA 1000 en el equipo
Agilent 2100 Bioanalyzer. Se presentan algunos electroferogramas obtenidos, a modo de
ejemplo, en la Figura 4. Todas las librerias fueron cuantificadas mediante qPCR utilizando el
kit de cuantificacién de librerias KAPA de Illumina, y se agruparon a una concentracién de

10nM previo a la secuenciacion.

GBM-01 [4uL] GBM-08 [4uL] GBM-11 [4uL]

Ful q/%% ‘& [FU] f

[Fu)
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Figura 4. Electroferogramas representativos de librerias Ampliseq. Se realizo un control de
calidad de las librerias de Ampliseq generadas con el protocolo descrito en la Tabla
Suplementaria 1, previo a la secuenciacion. Se presentan electroferogramas representativos de
3 librerias de GBM (GBM-01, GBM-08 y GBM-11) generadas mediante el kit de preparacion
de Ampliseq. Se utilizo el kit DNA1000 para deteccion de librerias, mediante la plataforma
Agilent 2100 Bioanalyzer; se cargaron 4uL por pocillo. Se observan picos de fluorescencia bien
delimitados, con tamarios de libreria de acuerdo a lo esperado, con aproximadamente 260pb.

FU = Unidades de fluorescencia.

9.4.4 Secuenciacion Masiva Paralela (NGS)

Para la secuenciacion de la ES1 se utilizo inicialmente un Micro Kit v2 (300 ciclos) en un
secuenciador MiSeq de Illumina, en el que se incluyeron 10 librerias para evaluar los
requerimientos de phi-x y la concentracion de carga en el secuenciador. Posteriormente, se

utilizé un Mid Output Kit v2.5 (150 ciclos) en un secuenciador NextSeq con 25% de phi-X para
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el total de las muestras. Para la secuenciacion de la ES2 se utiliz6 directamente un Micro Kit v2

(300 ciclos) con 25% de phi-X en un secuenciador MiSeq para todas las muestras.

9.4.5 Analisis bioinformatico

A partir de la secuenciacion, se generaron archivos .fastQ que fueron analizados con el software
fastQC para control de calidad (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/fastqc/).
Se removieron reads de baja calidad y contaminacion de adaptadores utilizando la herramienta
trim_galore (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/trim_galore). Se determin6
la calidad de secuenciacion utilizando la escala Q, que representa la probabilidad estimada de
informar una base incorrecta. Para una probabilidad de error P, P = 10°%'°, por lo que el

indicador Q20 se asocia aun P = 0,01, y el indicador Q30 se asocia a un P=0,001.

Los reads procesados se alinearon al genoma de referencia version GRCh38 utilizando la
herramienta Bowtie2 (60). En esta estrategia de secuenciacion no se realiza la eliminacion de
duplicados, ya que ambos protocolos de generacion de librerias utilizados consideran una etapa
de enriquecimiento inicial de amplicones. Los resultados alineados *.sam fueron convertidos a
archivos *.bam utilizando la aplicacion samtools para almacenamiento y posterior analisis. El
llamado de variantes se realizd con bcftools (61), filtrando por calidad de secuenciacion y
regiones de interés para cada panel estudiado, y fueron informados en un archihvo *.vcf
standard. Dado que en este estudio sélo evaluamos variantes previamente reportadas en la
literatura con un promedio de frecuencias alélicas mayor al 30%, definimos un minimo de 100
lecturas por posicion o un minimo de 15 lecturas de una variante para considerar los resultados
con una profundidad de secuenciacion adecuada. Ademads, se utiliz6 el visor Integrative

Genomics Viewer (IGV 2.10) para identificar y corregir posibles errores en el alineamiento. La
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calidad de secuenciacion se determiné utilizando la escala Q, que representa la probabilidad

estimada de un error.

La determinacion de cambios en niimero de copias de un gen mediante secuenciacion de
amplicones posee limitaciones intrinsecas a esta estrategia de secuenciacion, principalmente
asociadas a la heterogeneidad de cobertura en las distintas regiones de interés (62). El andlisis
de nimero de copias de EGFR se realiz6 mediante el paquete de R CNVPanelizer (63), que
emplea una normalizacion del nimero de lecturas del gen de interés en base al nlimero de
lecturas totales de cada muestra, utilizando posteriormente un algoritmo de remuestreo
(bootstrapping con reemplazo, n=10.000), lo que permite disminuir el efecto de la
heterogeneidad de cobertura en la interpretacion de los datos. Se determind la razén de cambio
de EGFRen relacion a 3 muestras control, utilizando informacion de cobertura sobre 136
amplicones del gen EGFR y 177 amplicones fuera de la region de interés (genes ATRX, NF1,
BRAF, PTEN y CDKN2A). La significancia estadistica de los resultados se evalué mediante la

prueba de Bonferroni.

El tipo y la frecuencia de las mutaciones, la cobertura de secuenciacion para cada gen de interés
y algunas caracteristicas clinicas, se presentan de forma grafica utilizando la herramienta web

para gendmica en cancer de cBioportal (64,65)

9.5  Extraccion de RNA y proteinas

La extraccion de RNA desde tejido se realizo utilizando el kit Ribospin™ GeneAll®, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, a partir de 100mg de tejido tumoral homogeneizado de cada
paciente. El RNA se cuantifico utilizando un espectrofotdmetro para microplacas EPOCH™ de

BioTek, y se analizaron relaciones de absorbancia 260/280 y 230/260, con referencias en
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320nm. La cuantificacion de proteinas se realizé utilizando el método de acido bicinconinico
(BCA), a partir de 100mg de tejido tumoral homogeneizado, sonicado y tratado con NP40 e

inhibidores de proteasas y fosfatasas, diluido en buffer TEN.

9.6 qRT-PCR

Se sintetizd cDNA a partir de 200ng de RNA para cada muestra, utilizando el kit de transciptasa
reversa GoScript™ de Promega. Se utilizaron diluciones 1:10 de cDNA para cada qRT-PCR, y
Evagreen para la deteccion de sefial de amplificacion en un equipo Agilent Mx3000, con el
software MxPro qPCR. Se utilizd6 un método de normalizacion doble delta CT con 2 genes
constitutivos (GAPDH y Actina), de acuerdo con lo propuesto en la literatura para el estudio de
expresion génica en cancer (66—68). Se utilizaron los siguientes partidores para determinacion

de marcadores de UPR y otras vias de sefializacion.
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ID Forward Reverse

hActina GCGAGAAGATGACCCAGATC CCAGTGGTACGGCCAGAGG
hATF3 TAGGCTGGAAGAGCCAAAGA TTCTCACAGCTGCAAACACC
hBiP AACTGGATCCCAACACCAAA AGGTGGTCCACGGTAGTGAG
hCD14 ACGCCAGAACCTTGTGAGC GCATGGATCTCCACCTCTACTG
hCD31 AACAGTGTTGACATGAAGAGCC TGTAAAACAGCACGTCATCCTT
hCD34 AATCAGCACAGTGTTCACCAC TGCCCTGAGTCAATTTCACTTC
hCHOP [ ATTGACCGAATGGTGAATCTGC AGCTGAGACCTTTCCTTTTGTCTA
hCyré61 GGTCAAAGTTACCGGGCAGT GGAGGCATCGAATCCCAGC
hGAPDH | AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA CATGGGTGGAATCATATTGG
hIBA1 ATGAGCCAAACCAGGGATTTAC GGGATCGTCTAGGAATTGCTTGT
hPER1 ACGGGCCGAATCGTCTACA TGGAACCATAGAAGACTCCCAC
hRHOA [ AGCCTGTGGAAAGACATGCTT TCAAACACTGTGGGCACATAC
hSPARC [ GGCCTGGATCTTCTTTCTCC CCACCACCTCTGTCTCATCA
hvWF CCGATGCAGCCTTTTCGGA TCCCCAAGATACACGGAGAGG
hXBPls [TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG GCTGGCAGGCTCTGGGAAAG

Tabla 2. Secuencias de partidores utilizadas para qRT-PCR de marcadores de UPR y otros

procesos de cancer.

9.7 Western blot

Se cargaron 45-60 pg de proteinas totales en geles al 10% SDS-PAGE que luego fueron
transferidos a membranas PVDF. Las membranas fueron bloqueada con leche o BSA al 5% en
PBS 0,1% - Tween20 por 60 minutos a temperatura ambiente e incubada con anticuerpos
primarios (anti BiP, eif2-alfa total, phospho-eif2-alfa, ERp57 y PDI) durante 16h a 4°C. Los
anticuerpos primarios fueron detectados con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa
mediante deteccion de ECL y la cuantificacion de senal se realizé mediante el programa Image

Lab (v6.0.1). La comparacion entre distintos experimentos se realizé mediante la determinacion
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de una razon de carga en relacion a muestras de tejido control en cada membrana, utilizando

actina como referencia.

Proteina Dilucion Marca (N° Catalogo)
Actina 1:1000 Santa Cruz (SC-8432)
BiP 1:2000 Abcam (ab21685)
elF2a Total 1:500 Santa Cruz (SC-11386)
ERp57 1:1000 Abcam (ab13506)

PDI 1:1000 Abcam (ab2792)
p-elF2a 1:1000 Cell Signaling (3398S)

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para Western blot de marcadores de UPR.

9.8  Variables de Estudio y Analisis Estadistico

El célculo de tamafio muestral se realizé utilizando la funcion de estimacion de tamafio muestral
para comparacion de medias de STATA (v15.0) considerando los datos de activacion de UPR
en los grupos moleculares descritos por Verhaak (23) disponibles publicamente en
https://cancergenome.nih.gov. Considerando la menor magnitud del efecto clinicamente
relevante en la sobrevida global de los pacientes (49) se planted un tamafio muestral capaz de
detectar una diferencia del 50% de expresion de GRP78/BiP entre los grupos de mayor y menor
activacion de UPR. De esta forma, para una potencia del 80% y un nivel de significancia del
5%, se determiné que el grupo de menor representacion deberia tener al menos 4 pacientes.
Dado que la frecuencia del grupo menos representado en la literatura es de aproximadamente
un 10% de la poblacion (definido por las mutaciones de IDH1/2), se establecié un tamafio

muestral de 40 pacientes.

El desenlace clinico de los pacientes se evalu6 mediante la sobrevida global y sobrevida libre

de progresion. La sobrevida libre de progresion se definié como el tiempo en meses desde el
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momento de la primera cirugia de reseccion tumoral hasta la deteccion de progresion clinica o
imagenoldgica. El tiempo de sobrevida global se definid6 como el tiempo en meses desde el
momento de la primera cirugia de reseccion tumoral hasta el fallecimiento del paciente por
cualquier causa. Ambas variables son variables cuantitativas continuas, y el cierre del estudio
se definié al 18 de agosto de 2021. Las diferencias entre curvas de sobrevida se evaluaron

utilizando la prueba de log-rank (Mantel-Cox).

Se determinaron medidas de tendencia central y dispersion de cada variable segin sus
caracteristicas. Las variables de activacion de UPR presentaron una distribucién no normal, por
lo que se realizaron transformaciones tipo z-score de cada variable, para facilitar su comparacion
entre si, utilizando la siguiente formula z = (x-p)/c (x = valor original, p = media, c = desviacion
standard). El andlisis inicial de las distintas variables considerd regresiones multivariable de
posibles variables de confusion en la activacion de UPR, analisis de componentes principales
(PCA, utilizando matrices de correlacion y valores propios >1) y andlisis de clusters jerarquicos
(utilizando pardmetros habituales de jerarquizacion en analisis de expresion génica: distancias
Euclidianas y método de Ward). Para el andlisis de cluster jerarquicos se utilizo la herramienta
web Next-Generation Clusterd Heat Map Builder del departamento de informatica del centro
MD Anderson (69). En el analisis de clusters jerarquicos, ademas se realiz6 una transformacion
logaritmica de las variables para facilitar la agrupacion entre distintos pacientes. Para analizar
el efecto de variables externas sobre la variabilidad de los marcadores de UPR, se realizaron
regresiones lineales uni y multivariable. Las diferencias entre niveles de activacion de UPR
entre los distintos grupos se determinaron mediante t-test ajustados por igualdad de varianza de
una cola (al comparar grupos genéticos) o 2 colas (comparacion por variables clinicas y por
grupos de activacion de UPR) en el caso de comparacion de 2 grupos, o por modelos de
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regresion heterocedasticos de dos colas en el caso de comparacion de multiples grupos. Se
evalud la relacion entre los marcadores genéticos y los distintos marcadores de activacion de
UPR con el desenlace clinico, mediante regresion de Cox. Se retuvieron para el modelo
multivariable aquellas variables con p<0,25 en el andlisis univariado, y posteriormente se
incluyeron factores pronosticos conocidos: Karnofsky performance status (KPS) postoperatorio,
edad al diagndstico, grado de reseccion tumoral y tratamientos complementarios), utilizando un
método paso a paso (stepwise). Se consider6 significativo un valor p < 0,05, pero los valores p

entre 0,05 y 0,1 también se analizaron y se comentan.

9.9 Consideraciones Eticas

Se obtuvo un consentimiento informado de todos los pacientes participantes antes de cualquier
intervencion contemplada en el estudio. Se utilizé un consentimiento informado especifico para
el grupo de pacientes control (ver Anexo N°1B). Se obtuvo la aprobacion del comité de ética
cientifica del Servicio de Salud Metropolitano Oriente con fecha 10 de octubre de 2017.
Posteriormente, se obtuvo la aprobacion de la direccion del Instituto de Neurocirugia Asenjo
con fecha 4 de diciembre de 2017. Finalmente, se obtuvo la aprobacion del comité de ética de

investigacion de la Facultad de Medicina con fecha 23 de enero de 2018 (proyecto N°182-2017).
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10 RESULTADOS

10.1 Pacientes

El reclutamiento de pacientes se inicié en enero de 2018 y se completd en enero de 2020 con 39
pacientes con gliomas de alto grado y 5 pacientes control. Se incluyeron en el estudio 34
pacientes con diagndstico de GBM (grado IV de la OMS) y 5 pacientes con diagndstico de
astrocitoma anaplasico (grado III de la OMS). En la Tabla 4 se presentan las variables clinicas
y demograficas mas relevantes de todos los pacientes con gliomas de alto grado. En la Tabla
Suplementaria 4, se presenta la informacion demografica, uso de medicamentos, y desenlaces

en mayor detalle.

Se obtuvieron RM postoperatorias inmediatas (<72h) en 25 casos, en los que se determind la

extension de reseccion tumoral para los volumenes de captacion de gadolinio (Tabla 4).

Durante la hospitalizacion se realizé una evaluacion clinica pre y postoperatoria de todos los
pacientes, y se completaron 37 seguimientos ambulatorios precoces (media de 5,7 semanas
postoperatorio), y 24 seguimientos tardios (media de 38,2 semanas postoperatorio). El menor
numero de controles tardios se debe a que la sobrevida en las fechas de controles programados
fue menor al 60%, sin embargo, para la determinacion de sobrevida libre de progresion, se
utilizaron datos disponibles en la ficha clinica, registros de atenciones de urgencia en el Servicio
de Salud Metropolitano Oriente, y registros del centro de iméagenes del Instituto de Neurocirugia
Asenjo. Se considerd 1 paciente con pérdida de seguimiento para calculos de sobrevida libre de

progresion. Las escalas clinicas de evaluacion pre y postoperatorias se presentan en la Tabla 4.
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Caracteristicas generales

Edad, media en afios (SD; n)

58,54 (12,7; 39)

Tiempo de sintomas, media en semanas (SD; n)

15,88 (16,79; 38)

Sexo (H:M) 17:22
HTA, n (%) 20 (51,3%)
DM, n (%) 8(20,5%)
Resistencia a insulina, n (%) 3(7,7%)
Tabaquismo, n (%) 15 (38.,5%)
Hipotiroidismo, n (%) 5(12,8%)
Antecendente de otro cancer, n (%) 4 (10,3%)
Anticonvulsivantes preoperatorios (>1 semana) 16 (41%)
Corticoides preoperatorios (=1 semana) 16 (41%)
Cirugia previa, n (%) 2 (5,1%)

Volumen tumoral preoperatorio T1Gd, media en mL (SD; n)

18,8 (18,5; 34)

RM postoperatoria inmediata, n (%)

25 (64,1%)

Grado III, n (%)

5 (12,8%)

Grado IV, n (%)

34 (87,2%)

Tratamientos

Promedio reseccion T1Gd, media en % (SD; n)

932%(11; 23)

RT realizada, n (%)

21 (53,8%)

QT realizada, n (%)

13 (33,3%)

Performance clinico

KPS preoperatorio, mediana (ICR; n)

80 (70-90; 39)

ECOG preoperatorio, mediana (ICR; n)

1(1-2; 39)

KPS postoperatorio, mediana (ICR; n)

80 (60-90; 39)

KPS 30 dias, mediana (ICR; n)

80 (60-90; 37)

Desenlace clinico

Tiempo de seguimiento, media en meses (SD; n)

154 (11,9; 39)

Fallecidos durante el seguimiento

31/39 (79,5%)

Sobrevida global, mediana en meses

13,5

Sobrevida libre de progresion, mediana en meses

5,7

Tabla 4. Variables clinicas y demogrdficas mas relevantes de los pacientes con gliomas de
alto grado. Se describen caracteristicas generales, tratamientos, performance clinico y desenlace

clinico de todos los pacientes.

10.2 Desenlace clinico

Se completd un seguimiento promedio de 15,4 meses, durante el cual se observé progresion de
la enfermedad en 33 pacientes (84,6%) y durante el cual fallecieron 31 pacientes (79,5%). Los

pacientes vivos al cierre de este estudio completaron un seguimiento promedio de 32,3 meses.
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Las curvas de sobrevida para la poblacion general del estudio y segiin diagndstico histologico,
se presentan en la Figura 5. Para los andlisis de sobrevida de pacientes con cirugias previas por

el mismo tumor (n=2), se consider6 la primera cirugia de reseccion tumoral como evento indice.
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Figura 5. Desenlace clinico de pacientes con gliomas de alto grado, determinado mediante
sobrevida global y sobrevida libre de progresion. Se realizo un seguimiento clinico de los
pacientes desde la cirugia hasta el término del estudio. Se analizo la sobrevida global (tiempo
desde la cirugia de reseccion tumoral hasta la muerte por cualquier causa) y sobrevida libre
de progresion (tiempo desde la cirugia de reseccion tumoral hasta la progresion clinico-
imagenologica de la enfermedad) mediante curvas de Kaplan-Meier. En los paneles A y B, se

presentan los desenlaces de todos los pacientes incluidos en el estudio (n=39 para SG, n=38
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para SLP). En los paneles C y D se presentan curvas de sobrevida independientes para los
pacientes con diagnostico de GBM (en rojo, n=34 pacientes para SG, n=33 pacientes para
SLP) y de astrocitoma anapldsico (en gris, n=35 pacientes). En circulos y cuadrados negros se
marcan los pacientes vivos (paneles A y C) y sin progresion (paneles B y D), al término del
estudio. AA=Astrocitoma anaplasico. GBM= Glioblastoma. SG=Sobrevida global.

SLP=Sobrevida libre de progresion.
10.3 Resultados — Objetivo 1
10.3.1 Métricas de secuenciacion

Se determind un indice Q mayor a Q30 para el 95,4% de las lecturas de la secuenciacion ES1
(panel personalizado Ampliseq™, equipo de secuenciacion NextSeq - Illumina), y para el
88,15% de las lecturas de la secuenciacion ES2 (panel de amplicones dirigidos a TERT e
IDH1/2, equipo de secuenciacion MiSeq - Illumina). Para el analisis de variantes, solo se
consideraron lecturas con un indice Q mayor a Q30. El porcentaje de lecturas sobre las areas de
interés (reads on-target) fue mayor al 90% en todos los pacientes con suficientes lecturas para

el analisis de los datos.

La cobertura media para cada gen de interés se determiné considerando el promedio de los sitios
de posibles mutaciones para cada gen (cobertura sobre las posiciones 113T y 135T en el caso
de TERTp, cobertura sobre IDH1 e IDH2 en el caso de IDH). En los casos donde se identifico
una variante de interés, se consider6 la cobertura especifica sobre la posicion que apoya dicha
variante. La cobertura media para TERTp fue 359 (min;103; max:1235), la cobertura media de

IDH fue 6960 (min:85; max:36573), y la cobertura media de EGFR fue 21788 (min:1635;
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max:150057). Las profundidad de las coberturas para los 3 genes de interés en cada paciente se

presenta en la Figura 6.
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Figura 6. Numero de lecturas sobre posiciones de interés en secuenciacion masiva paralela
de los genes TERTp, IDH1/2 y EGFR, para cada paciente. Se presenta la profundidad de
cobertura media sobre las posiciones de interés de los genes TERTp (panel A), IDH1/2 (panel
B) y EGFR (panel C), para cada uno de los pacientes. La cobertura media para TERTp fue 359
(min;103; max:1235), la cobertura media de IDH fue 6960 (min:85; méx:36573), y la cobertura
media de EGFR fue 21788 (min:1635; max:150057). Se marcan en rojo las muestras de tejido
tumoral en las que se identifico una variante, o amplificacion en el caso de EGFR. Como
referencia, en los paneles A y B, se sefiala con lineas verticales intermitentes la profundidad de

cobertura 100X y 250X.
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En el caso de la ES1, no se obtuvieron lecturas suficientes para el analisis de los datos en 6
pacientes. En el caso de la ES2, no se obtuvieron lecturas suficientes para el analisis en 1
paciente, y no se dispuso de material genético suficiente para la secuenciacion de 5 pacientes.
Soélo 1 paciente tuvo lecturas insuficientes en ambas estrategias de secuenciacion (GBM-06),
que corresponde al Gnico paciente sin informacion disponible para el analisis de mutaciones de

IDH1/2. Esta limitacion del estudio se discutird en detalle mas adelante.

10.3.2 Analisis de numero de copias de EGFR

Para cada paciente, se obtuvieron razones de amplificacion del gen EGFR en comparacion a 3
muestras control, que fueron secuenciadas en paralelo. El nimero promedio de lecturas sobre
las areas de interés del gen EGFR con el que se realiz6 el andlisis de nimero de copias fue 21788
para los tumores (min:1635; max:150057) y 8802 para el tejido control (min:4701; max:12901).
12 pacientes presentaron un aumento significativo del nimero de copias del gen EGFR, con una
razén de amplificacion promedio de 8 veces, y un rango de 1,4 a 29 veces. En la Figura 7 se
presenta un grafico representativo del analisis de numero de copias para 2 pacientes, y las
razones de amplificacion e intervalos de confianza para la amplificacion de EGFR de todos los

pacientes se presentan en la Tabla Suplementaria 6.

10.3.3 Frecuencia de mutaciones de TERTp e IDH1/2

21 de 33 pacientes con adecuada profundidad de secuenciaciéon presentaron mutaciones de
TERTp. El niimero promedio de lecturas que apoyaron las variantes de TERTp fue 118,8
(min:14; max:272). La frecuencia alélica promedio de mutaciones de TERTp fue de 34%, con
un rango de 7 a 48%. Se identificaron 17 pacientes con mutaciones de TERTp en la posicion
113T, y 4 pacientes con mutaciones de TERTp en la posicion 135T.
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Figura 7. Anadlisis de variacion de numero de copias de EGFR mediante secuenciacion
masiva paralela. Se analiz6 el cambio en numero de copias de los genes de los genes ATRX,
BRAF, CDKN2A, EGFR, NF1 y PTEN, utilizando el programa CNVpanelizer, y se presenta el
log2 de las razones de amplificacion en comparacion a muestras de tejido control sano. (A)
Ejemplo representativo del paciente GBM-01, el cual no presentd ninguna alteracién en el
nimero de copias de los genes analizados. (B) Ejemplo representativo del paciente GBM-30,
con amplificacion de EGFR y delecion de CDKN2A. A la derecha, se presenta el cddigo colores
asociado a cambios significativos, resultados no concluyentes y ausencia de cambios en nimero

de copias.

7 de 38 pacientes con adecuada profundidad de secuenciacion presentaron mutaciones de IDHI1,
de las cuales 6 casos correspondieron a mutaciones R132H y 1 caso a la mutacion R132S. No
se detectaron mutaciones en el gen IDH2 en esta cohorte de pacientes. El nimero promedio de

lecturas que apoyaron las variantes de IDH1 fue 6447, con un minimo de 38 y un maximo de
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17921 lecturas, presentando la mayor variabilidad de cobertura entre los marcadores analizados.
Esta mayor variabilidad esta dada principalmente porque IDH1/2 se evalu6 utilizando las 2
estrategias de secuenciacion y en 5 casos so6lo se obtuvieron suficientes lecturas en la ES2. Para
los 33 casos con resultados de IDH1/2 obtenidos mediante las 2 estrategias de secuenciacion, la
concordancia en la identificacion de variantes fue de un 100%. La frecuencia alélica promedio
de mutaciones de IDH1 fue de 45%, con un rango de 37 a 49%. Ninguno de los pacientes con
mutaciones de IDH1 presentdé mutaciones de TERTp ni amplificacion de EGFR. En la Figura

8 se presenta una representacion grafica de los resultados del objetivo 1.
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Figura 8. Representacion grdfica de los resultados de secuenciacion masiva paralela para los
genes de interés. En el encabezado, se presenta la edad, el diagnostico histopatologico y la
presencia de codelecion 1p/19q, organizados en columnas para cada paciente. En los paneles
A y B se presenta un esquema de la frecuencia de las distintas alteraciones genéticas, la

profundidad de cobertura media de secuenciacion y la frecuencia alélica de cada variante para
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TERTp e IDHI/2, respectivamente. En el panel C, se presenta la frecuencia y la razon de
amplificacion para el gen EGFR, determinado mediante la herramienta CNVpanelizer. Las
mutaciones especificas identificadas para TERTp e IDH, los rangos de profundidad de
cobertura, frecuencia alélica y razon de amplificacion de EGFR se indican en la codificacion

de colores a la derecha de cada panel, segun corresponde. FA = frecuencia alélica.

10.4 Resultados — Objetivo 2

10.4.1 Niveles de expresion génica en tejido tumoral

Se determinaron los niveles de activacion de UPR a nivel de expresion génica mediante qPCR
en 38 pacientes. Ademas, se evalud la expresion de genes involucrados en procesos de migracion
e invasion celular, inflamacién y angiogénesis, que previamente se han reportado asociados a la
activacion de UPR (48). Los niveles de los distintos transcritos se presentan como razéon de

cambio en comparacion a tejido cerebral control y como z-score en la Figura 9.
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Figura 9. Niveles de mRNA en tejido tumoral de gliomas de alto grado, presentados como
razon de cambio en comparacion a tejido cerebral control, y como z-score. Se amplificaron
distintos transcritos de marcadores de activacion de UPR y otros procesos de cancer mediante
PCR cuantitativo para 38 pacientes con gliomas de alto grado y 5 pacientes control. (4) Se
presenta la razon de cambio para cada transcrito en comparacion a tejido cerebral control, y
normalizado utilizando la combinacion de 2 controles de carga constitutivos (actinay GAPDH),
como referencia. (B) Se presentan los valores ajustados para cada transcrito mediante un z-
score (z = (x-u)/o, donde x = valor original, u = media, o = desviacion standard). Se agruparon
los distintos marcadores de acuerdo a los principales procesos en los que participan (UPR,

angiogénesis, inflamacion o invasion tumoral).
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Dado que existe una gran variabilidad en los niveles de expresion de cada marcador, y que
estudiaremos multiples variables, se realiz6 un analisis de componentes principales en el que se
incluyeron todos los marcadores de UPR y cancer disponibles, para priorizar el analisis de
aquellos que sean capaces de explicar la mayor variabilidad entre distintos pacientes, con una
menor complejidad de variables (Figura 10). Se identificaron 2 componentes principales (PC1
y PC2), capaces de explicar el 77% de la variabilidad de los pacientes, las que presentaron
correlacion significativa con 11 de las 13 variables analizadas. Estas variables se consideraron
para un analisis de clusters jerarquicos de doble dendrograma, mediante el cual se definieron 3
clusters de genes (1 al 3) y 3 clusters de pacientes (A al C), de acuerdo a los niveles de expresion
de los genes analizados (Figura 11). VEGF y XBP1s fueron menos relevantes en términos de
su capacidad de explicar la variabilidad entre pacientes, y no se incluyeron en el andlisis de

clusters jerarquicos, para optimizar el rendimiento del andlisis.
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Figura 10. Correlacion entre niveles de expresion de genes asociados a UPR — cancer y
componentes principales PC1y PC2. Se realiz6 un analisis de componentes principales como
aproximacion inicial a los resultados de expresion génica. Se presenta la correlacion de los
componentes principales (PC1 y PC2) con los niveles de expresion de cada uno de los genes
asociados a UPR y otros procesos de cancer. Se observa una alta correlacion entre PC1 y las
variables: RHOA, CD14, PERI1, Cyr61, CD31, CHOP, BiP y ATF3; y entre PC2 y las variables:
vWEF, IBA1 y SPARC. Las variables XBPls y VEGF se correlacionan escasamente a las
componentes principales, por lo que explicarian poca variabilidad entre pacientes. PC1 =

Componente principal 1. PC2 = Componente principal 2.
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Figura 11. Analisis de clusters jerarquicos con doble dendrograma — Mapa de colores de

expresion génica. Se realizo un analisis de clusters jerarquicos de doble dendrograma con las
variables seleccionadas en el andlisis de componentes principales (Figura 10), que se presenta
como un mapa de colores. Cada fila representa una variable de expresion genica de UPR —
cancer, agrupadas de forma jerarquica en 3 grupos (clusters I al 3). Cada columna representa
un paciente, agrupados de forma jerarquica en 3 grupos (clusters A al C). A la derecha, se
presenta codigo de colores para los valores normalizados utilizando el log2 del z-score, los
colores asignados a cada cluster y el numero de genes y pacientes asignados a cada cluster. Se
determino una categorizacion de genes (clusters 1 al 3) y pacientes (clusters A al C), que

utilizaremos en andlisis posteriores.

En base a las 2 estrategias de jerarquizacion utilizadas (andlisis de componentes principales y
clusters jerarquicos), presentaremos los resultados subsecuentes agrupando los distintos
marcadores en 3 clusters: 1) vWF, IBA1, SPARC, 2) CD31, CHOP, BiP, ATF3 y 3) RHOA,
CD14, PERI, Cyr61. Los resultados de VEGF y XBP1s se presentaran de forma separada. El

analisis de clusters jerarquicos permitié definir ademas 3 grupos de pacientes en base a los
53



niveles de expresion de los genes analizados, que se distribuyeron de la siguiente forma: clister

A con 5 pacientes, cluster B con 18 pacientes, y claster C con 15 pacientes.

Adicionalmente, para evaluar el posible efecto de variables independientes externas al tumor
sobre los marcadores de UPR — céncer, se realizaron regresiones lineales univariable para
determinar la capacidad de dichas variables de explicar la variabilidad de los marcadores entre
distintos pacientes. En este andlisis se incluyeron las siguientes variables: edad, sexo, uso de
corticoides preoperatorios durante >1 semana, uso de anticonvulsivantes preoperatorios durante
>1 semana, protocolo intraoperatorio de manejo de muestra y comorbilidades (hipertension
arterial (HTA), diabetes (DM) y tabaquismo). En la Tabla 5 se presentan los valores p para cada
regresion univariable. Aquellos marcadores con més de 1 variable independiente con un valor
p<0,25 se consideraron para un analisis multivariado, que se presenta en la Tabla 6. Se
obtuvieron modelos capaces de explicar parte de la variabilidad entre pacientes en el caso de
CHOP y XBPIs. En el caso de CHOP, el modelo de regresion multivariada presenta un
coeficiente de determinacion R? = 0,162, por lo que el 16,2% de la variabilidad del marcador se
puede explicar por el uso de corticoides preoperatorios y la concomitancia de HTA. En el caso
de XBPls, el coeficiente de determinacion R2=0,319 sugiere que el 31,9% de la variabilidad de
este marcador esta determinada por el protocolo de manejo de muestra y el tabaquismo. De esta
forma, para validar las comparaciones posteriores de estos marcadores en base a la presencia o
ausencia de marcadores genéticos, se evalu6 la posible asociacion de las mutaciones de IDH1/2,
TERTp y amplificacion de EGFR con las variables que explican parte de la variabilidad de
CHOP y XBP1s (HTA, uso de corticoides, tabaquismo y protocolo de manejo de muestras). En
la Tabla 7, se presentan los valores p de la prueba exacta de Fisher, en la que no se encontraron
asociaciones significativas. Dado que las variables genéticas fueron independientes de las
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variables externas que explican parte de la variabilidad de CHOP y XBPls, consideramos
validas las comparaciones de medias entre grupos definidos por marcadores genéticos que se
realizaran mas adelante. Sin embargo, las variables CHOP y XBP1s no se consideraran para la

construccion de modelos de sobrevida.

BiP | CHOP | CD31 | ATF3 | XBP1s | RHOA | CD14 | PER1 | Cyr61 | IBA1 | VEGF | vWF | SPARC

Edad 0,271 | 0,968 | 0,529 | 0,352 | 0,674 | 0,778 | 0,541 | 0,926 | 0,911 | 0,589 |0,192* | 0,996 | 0,84

Sexo 0,645 | 0,491 | 0,765 | 0,985 | 0,516 | 0,624 | 0,851 | 0,828 | 0,902 | 0,564 | 0,587 | 0,787 | 0,847
Corticoides 0,372 | 0,15* | 0,469 | 0,202 | 0,747 | 0,505 | 0,868 | 0,274 | 0,315 | 0,074 | 0,967 | 0,95 | 0,364
Anticonvulsivantes | 0,213 | 0,657 | 0,153 | 0,264 | 0,957 | 0,089 | 0,187 | 0,15 | 0,239 | 0,43 | 0,314 | 0,664 | 0,932
HTA 0,963 | 0,127* | 0,568 | 0,595 | 0,138* | 0,276 | 0,586 | 0,284 | 0,273 | 0,985 | 0,382 | 0,644 | 0,85

DM 0,38 | 0,466 |0,417|0,479 | 0,714 | 0,44 | 0,43 | 0,386 | 0,263 | 0,267 | 0,942 | 0,582 | 0,966
Tabaquismo 0,609 | 0,657 | 0,741 | 0,795 | 0,011* | 0,482 | 0,55 | 0,965 | 0,899 | 0,276 | 0,673 | 0,961 | 0,504
Manejo de muestra | 0,841 | 0,888 | 0,572 | 0,933 | 0,011* | 0,452 | 0,396 | 0,762 | 0,963 | 0,211 | 0,306 | 0,584 | 0,059

Tabla 5. Regresiones lineales univariable de niveles de expresion génica sobre variables
clinicas y comorbilidades de los pacientes. Se presenta la significancia estadistica (valores p)
de regresiones lineales univariable de los distintos marcadores de UPR — cancer a nivel de
mRNA, sobre variables externas que podrian explicar variabilidad entre pacientes. Se
identificaron 2 0 mas variables con un valor p <0,25 en el caso de XBP1s y CHOP, por lo que

se consideraron para un modelo de regresion multivariable.

Coeficiente | Valores p | Significancia del modelo R?
Corticoides -0,65 0,05
CHOP 0,045 0,162
HTA -0,664 0,043
Manejo de muestra -0,633 0,038
XBP1s | HTA -0,449 0,118 0,0041 0,319
Tabaquismo -0,66 0,032

Tabla 6. Modelos de regresion multivariable para CHOP y XBPls, sobre variables

seleccionadas en regresiones univariable. Se presentan los coeficientes y valor p de cada
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variable, y las significancias y coeficientes de determinacion (R?) para cada modelo. Ambos

modelos fueron significativos, con un valor p < 0,05, por lo que un 16,2% y un 31,9% de la

variabilidad entre pacientes se podria explicar por las variables externas incluidas en cada

modelo, respectivamente.

TERT | IDH | EGFR | TERT/IDH
Corticoides 0,469 | 0,203 | 0,163 0,187
HTA 0,481 | 0,405 | 1,000 0,531
Manejo de muestra 0,157 | 0,427 | 1,000 0,284
Tabaquismo 1,000 | 0,227 | 1,000 0,264

Tabla 7. Comparacion de frecuencias de uso de corticoides, HTA, protocolo de manejo de

muestras y tabaquismo entre pacientes con distintos marcadores genéticos. Significancia

estadistica (valores p) de la prueba exacta de Fisher para la asociacion de los marcadores

genéticos estudiados (y los grupos definidos por la combinacion de TERT e IDH) y las variables

externas que explican parte de la variabilidad entre pacientes, identificadas en los modelos de

regresion multivariable descritos previamente.

Por ultimo, y para categorizar especificamente pacientes con mayor o menor activacion de UPR,

realizamos un analisis de clusters jerarquicos considerando solo niveles de expresion génica de

marcadores directamente relacionados a UPR. De esta forma, definimos un grupo de alta

activacion de UPR con 9 pacientes, y un grupo de baja activacion de UPR con 29 pacientes,

como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Anadlisis de clusters jerdrquicos de un dendrograma — Mapa de colores de
expresion génica de marcadores de UPR. Se realizo un andlisis de clusters jerdarquicos de doble
dendrograma con los niveles de expresion génica asociados a UPR. Cada fila representa una
variable de UPR. Cada columna representa un paciente, agrupados de forma jerarquica en 2
grupos: alta y baja activacion de UPR. En las filas superiores se presenta el estado de
mutaciones de IDH1/2, TERTp, amplificacion de EGFR, codelecion 1p/19q y clasificacion de
activacion de UPR alta o baja para cada paciente: no se observaron diferencias significativas
en la frecuencia de estas alteraciones entre los grupos con distinta activacion de UPR (tabla de
contingencia se presenta en la Tabla 10). A la derecha, se presenta el codigo de colores para
las distintas alteraciones genéticas de las filas superiores, y el codigo de colores para los niveles
de expresion génica normalizados mediante log2 del z-score. Se observa que 9 pacientes fueron
categorizados con alta activacion de UPR, y 29 pacientes con baja activacion de UPR.

Utilizaremos esta clasificacion en andlisis posteriores.
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10.4.2 Determinacion de niveles de proteinas relacionadas a UPR en tejido tumoral

Se determinaron los niveles de chaperonas como medida de estrés de RE (BiP) y activacion de
genes blanco de la UPR (ERp57 y PDI). Ademas, se determin la fosforilacion de eif2a como
medida de activacion de la via PERK de UPR. Los resultados de la determinacion de niveles
proteicos se presentan en la Figura 13, mientras que la cuantificacion de razones de cambio
en comparacion a tejido cerebral normal y los resultados ajustados con un z- score, se
presentan en la Figura 14,. De forma similar a lo observado en los niveles de expresion génica,
los marcadores de UPR a nivel proteico presentaron una dispersion amplia y distribucion no
normal, por lo que para favorecer futuras comparaciones y andlisis estadistico, los resultados se

presentan como z-score.

Figura 13. Niveles de proteinas de UPR en pacientes con gliomas de alto grado y tejido control
(Western blot). Se determinaron los niveles proteicos de ERp57, PDI, p-eif2 a, eif2 a-total, BiP
v actina mediante Western blots en geles de acrilamida — membranas de PVDF. En cada pocillo
se cargaron 45-60ug de proteinas. Se evaluaron muestras de tejido tumoral, pacientes control

v células de la linea tumoral de glioblastoma humano U251 (control positivo), que se presentan
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en cada columna. Se muestran resultados de 4 experimentos; en la parte superior: 2
experimentos para determinar de forma sucesiva los niveles de ERp57 — eif2a total — actina
(membrana A) y en la parte inferior: 2 experimentos para determinar de forma sucesiva los
niveles de PDI — p-eif2a — BiP — actina (membrana B). La intensidad de serial se cuantifico
utilizando el programa Image Lab (v6.0.1). Todos los valores se normalizaron utilizando actina
como control de carga, y la comparacion entre distintos experimentos se realizo mediante la

determinacion de una razon de carga, en relacion a muestras control, para cada membrana.
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Figura 14. Niveles de proteinas de UPR en tejido tumoral de gliomas de alto grado,
presentados como razon de cambio en comparacion a tejido cerebral control, y como z-score.
Se determinaron los niveles de distintas proteinas asociadas a UPR, para 39 pacientes con
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gliomas de alto grado y 5 controles. (A) Se presenta la razon de cambio para niveles cada
proteina en comparacion a tejido cerebral control, y normalizando por actina. (B), se presentan
los valores ajustados para cada proteina mediante un z-score (z = (x-u)/o, donde x = valor

original, u = media, o = desviacion standard).

De forma similar al analisis de marcadores de expresion génica, se evalud el posible efecto de
variables independientes externas al tumor sobre los marcadores proteicos de UPR. Se
realizaron regresiones lineales univariable para determinar la capacidad de dichas variables de
explicar la variabilidad de los marcadores entre distintos pacientes, cuya significancia se
presenta en la Tabla 8. En el caso de BiP y ERp57, se realizaron modelos de regresion

multivariable, que no mostraron resultados significativos, y se presentan en la Tabla 9.

ERp57 | PDI | p-eif2a BiP
Edad 0,275 | 0,345 | 0,727 0,742
Sexo 0,311 0,868 | 0,531 | 0,173*
Corticoides 0,248* 0,3 0,427 0,56
Manejo de muestra 0,889 0,787 0,427 0,881
Anticonvulsivantes 0,543 0,436 | 0,189* 0,752
Hipertension arterial 0,156* | 0,815 0,669 0,085*
Diabetes 0,677 | 0,924 | 0,268 0,935
Tabaquismo 0,323 | 0,718 | 0,686 0,799

Tabla 8. Regresiones lineales univariable de niveles de proteinas de UPR sobre variables
clinicas y comorbilidades de los pacientes. Se presenta la significancia estadistica (valores p)
de regresiones lineales univariable de los distintos marcadores de UPR-cancer a nivel de
proteinas, sobre variables externas que podrian explicar variabilidad entre pacientes. Se
identificaron 2 o mas variables con un valor p <0,25 en el caso de ERp57 y BiP, por lo que se

consideraron para un modelo de regresion multivariable.
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Coeficiente | Valores p Significancia del modelo R?
Corticoides -0,098 0,382
ERp57 ] ] ] 0,2519 0,0938
Hipertension arterial 0,132 0,234
Sexo 0,095 0,217
BiP (proteinas) — - - 0,1073 0,1474
Hipertension arterial 0,124 0,107

Tabla 9. Modelos de regresion multivariable para ERp57 y BiP (proteinas). Se presentan los
coeficientes y valor p para cada variable, y las significancias y coeficientes de determinacion
(R?) para cada modelo. Ninguno de los modelos explica significativamente la variabilidad entre

pacientes.

Para evaluar la relacion de los distintos marcadores de UPR — cancer entre si, se realizaron
andlisis de correlacion, que se presentan como matriz de correlaciones en un mapa de colores
en la Figura 15. Se observa una alta correlacion entre los marcadores de expresion génica de
los clusters 2 y 3 entre si, y correlaciones negativas con los marcadores del cluster 1. A su vez,
entre los marcadores del cluster 1 se observan correlaciones significativas entre SPARC e IBA1
y VWEFE. A nivel de proteinas, se observa (i) una correlacion moderada entre las proteinas
chaperonas ERp57 y PDI entre si, y con los niveles de expresion de VEGF, y (ii) una baja-
moderada correlacion entre p-eif2a/eif2a-total y los niveles de expresion de vWF. La
asociacion entre distintas variables que comparten vias de sefalizacion especificas permite
describir procesos de forma consistente, y estos resultados son consecuentes con las estrategias

de jerarquizacion utilizadas previamente.
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Figura 15. Matriz de correlaciones entre variables de UPR y otros procesos de cancer, a nivel
de mRNA y proteinas. Se analizo la correlacion de las distintas variables de activacion de UPR
y otros procesos de cancer, utilizando una matriz de correlaciones. Las distintas variables se
dispusieron en filas y columnas, agrupadas por clusters (1 al 3) y por tipo de variable. Se
presentan los coeficientes r de Pearson para todas las correlaciones estadisticamente
significativas (p<0,05) utilizando un mapa de colores, mientras que los espacios en blanco
corresponden a una ausencia de correlacion. A la derecha de la matriz, se muestra la
codificacion de colores para los coeficientes r. Se observa una fuerte correlacion positiva entre
marcadores de expresion génica de los clusters 2 y 3 entre si, del cluster 1 entre si, y una
correlacion debil-moderada entre niveles de proteinas de UPR. Ademas, se observa una

correlacion negativa entre niveles expresion de algunos genes del cluster 1 y los del cluster 2 y
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3. Destaca la escasa correlacion entre marcadores de UPR a nivel de expresion génica y

proteinas.

10.4.3 Activacion de UPR y expresion de distintos marcadores de cancer

Finalmente, realizamos una comparacion de los distintos niveles de expresion génica de
marcadores de inflamacion (IBA1 y CD14), angiogénesis (vWF, VEGF, CD31) e invasion
tumoral (RHOA y Cyr61) en grupos determinados por el nivel de activacion de UPR. Los
resultados se presentan en la Figura 16, en la que se observan diferencias en marcadores
asociados a los 3 procesos estudiados, sin embargo, con resultados heterogéneos dentro de los

marcadores de inflamacion y angiogénesis, lo que se discutird mas adelante.

Inflamacién, angiogénesis e invasién tumoral en
grupos de alta y baja activacién de UPR

Inflamacién Angiogénesis Invasién tumoral

IBAI CDh14 vWF CD31 VEGF RHOA Cyrél

(31005 - 7) VNYW 3p S_DPAIN

UPR UPR UPR UPR UPR UFR UPR UPR UPR UPR UPR UPR UPR UPR
baje alte baje alto bajo alto baio alto bajo alte baje alto baje alto

Figura 16. Niveles de expresion génica de los distintos marcadores de inflamacion,
angiogénesis e invasion tumoral, en grupos de pacientes definidos segun nivel de activacion
de UPR. Se realizo una comparacion de medias de niveles de expresion génica de marcadores
de inflamacion (IBAl, CD14), angiogénesis (VWF, CD31 y VEGF), e invasion tumoral (RHOA
y Cyr61), entre grupos de pacientes definidos previamente con alta activaciond e UPR (n=9
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pacientes) o baja activacion de UPR (n=29 pacientes), mediante la prueba t de Student. Los

resultados se presentan como z-score, y en cada barra se grafica el error standard de la media.

*=p<0,05; **=p<0,01.

10.5 Resultados — Objetivo 3

10.5.1 Activacion de UPR y marcadores de cancer en distintos grupos moleculares de GBM

De acuerdo a la pregunta de investigacion propuesta en esta tesis doctoral, se analiz6 la relacion
entre la activacion de distintos marcadores de UPR y la presencia de alteraciones genéticas
relevantes en GBM. En la Figura 17, se presentan comparaciones de los niveles de expresion
génica para los distintos marcadores de UPR — céncer entre grupos definidos por la presencia o

ausencia de mutaciones de TERTp, IDH1/2 o la amplificaciéon de EGFR.
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Figura 17. Niveles de expresion génica de marcadores de UPR y otros procesos de cancer en
distintos grupos genéticos. Se realizo una comparacion de medias de niveles de expresion
génica de UPR y otros procesos de cancer, agrupados en clusters del 1 al 3 (definidos
previamente), entre pacientes con distintos marcadores genéticos, mediante la prueba t de
Student. Se presenta la comparacion de medias entre grupos de pacientes determinados por
mutaciones de TERTp (panel A), entre grupos de pacientes determinados por mutaciones de
IDH1/2 (panel B) y entre grupos de pacientes determinados por la amplificacion de EGFR
(panel C). Los niveles de expresion génica se presentan como z-score, y en cada barra se grafica
el error standard de la media. Para cada columna, se indica el grupo WT = wild-type, con
ausencia de la mutacion respectiva;, C>T = mutacion puntual C113T/C135T de TERTp, R132:
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mutacion puntual RI32H/R132S de IDH1; No amp = sin amplificacion de EGFR; Amp = Con

amplificacion de EGFR. *=p<0,05; **=p<0,01.

En esta figura se observan diferencias significativas en la mayoria de los marcadores de los
clusters 2 y 3 al comparar grupos de pacientes en base a la presencia de mutaciones de IDH1/2
o TERTp. La comparacion de los mismos grupos para los marcadores incluidos en el cluster 1,
ademas de VEGF y XBP1s, no mostraron diferencias significativas. Por otra parte, al clasificar
a los pacientes en base a la presencia o ausencia de amplificacion de EGFR, solo se encontraron
diferencias entre grupos para el marcador SPARC, cuya interpretacion aislada es compleja dado
que no hubo diferencias en otros marcadores analizados, que podrian compartir una via de

sefializacion.

En base a estos resultados, se decidio realizar un analisis de grupos definidos por la combinacion
de mutaciones de TERTp e IDH1/2, sin incluir la amplificacion de EGFR. En el primer grupo
se incluyeron 20 pacientes con mutaciones de TERTp y sin mutaciones de IDHI1/2, en el
segundo grupo se incluyeron 5 pacientes sin mutaciones de TERTp ni IDH1/2, y en el tercer
grupo se incluyeron 7 pacientes con mutaciones de IDH1/2 y sin mutaciones de TERTp. Los
resultados de la comparacion de los distintos clisters de marcadores en base a estos 3 grupos,

se presentan en las Figuras 18 a 20
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Cluster 1 - Grupos genéticos definidos por TERTp e IDH1/2
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Figura 18. Niveles de expresion génica de los marcadores de UPR — cdancer del cluster 1, en
grupos de pacientes definidos por la presencia de mutaciones de TERTp e IDH1/2. Se realizo
una comparacion de medias de los niveles de expresion de IBAI, vWF y SPARC entre 3 grupos
de pacientes definidos por la combinacion de mutaciones de TERTp e IDH1/2, mediante una
regresion heterocedastica. Los niveles de expresion génica se presentan como z-score, y en

cada barra se grafica el error standard de la media.
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Cluster 2 - Grupos genéticos definidos por TERTp e
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Figura 19. Niveles de expresion génica de los marcadores de UPR — cdancer del cluster 2, en
grupos de pacientes definidos por la presencia de mutaciones de TERTp e IDH1/2. Se realizo
una comparacion de medias de los niveles de expresion de BiP, CHOP, CD31 y ATF3 entre 3
grupos de pacientes definidos por la combinacion de mutaciones de TERTp e IDH1/2, mediante
una regresion heterocedastica. Los niveles de expresion génica se presentan como z-score, y

en cada barra se grafica el error standard de la media. *=p<0,05; 7= 0,05<p<0,1.
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Cluster 3 - Grupos genéticos definidos por TERTp e
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Figura 20. Niveles de expresion génica de los marcadores de UPR — cdancer del cluster 3, en
grupos de pacientes definidos por la presencia de mutaciones de TERTp e IDH1/2. Se realizo
una comparacion de medias de los niveles de expresion de RHOA, CD14, PERI y Cyr61 entre
3 grupos de pacientes definidos por la combinacion de mutaciones de TERTp e IDHI/2,
mediante una regresion heterocedastica. Los niveles de expresion génica se presentan como z-

score, y en cada barra se grafica el error standard de la media. *=p<0,05; 1= 0,05<p<0,1.

Al analizar los datos de esta forma, se observan diferencias entre grupos genéticos que no fueron
evidentes al realizar los analisis anteriores, como en el caso de CHOP y Cyr61, en que el grupo
de pacientes con mutaciones de IDH presentd menores niveles de expresion génica. Por otra
parte, resultados como el de PER1 presentan una significancia estadistica limite, posiblemente
relacionada al menor nimero de pacientes en el grupo de pacientes TERTp wt — IDHwt (n=5),

lo que se discutira mas adelante.
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De forma similar, se analizo la relacion entre los niveles de proteinas relacionadas a UPR y la

presencia de los distintos marcadores genéticos de GBM, que se presentan en la Figura 21.
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Figura 21. Niveles proteicos de marcadores de UPR en distintos grupos genéticos. Se realizo
una comparacion de medias de los niveles proteicos de ERp57, PDI, p-eif2a y BiP entre
pacientes con distintos marcadores genéticos, mediante la prueba t de Student. Se presenta la
comparacion de medias entre grupos de pacientes determinados por mutaciones de TERTp
(panel A), entre grupos de pacientes determinados por mutaciones de IDH1/2 (panel B) y entre

grupos de pacientes determinados por la amplificacion de EGFR (panel C). Los niveles
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proteicos se presentan como z-score, y en cada barra se grafica el error standard de la media.
Para cada columna, se indica el grupo WT = wild-type, con ausencia de la mutacion respectiva;
C>T = mutacion puntual C113T/CI135T de TERTp, R132: mutacion puntual R132H/R132S de
IDHI; No amp = sin amplificacion de EGFR; Amp = Con amplificacion de EGFR. *=p<0,05;

*x=p<(),01.

Al comparar los niveles de proteinas de UPR en base a la presencia de alteraciones genéticas,
observamos menores niveles de fosforilacion de eif2a en presencia de mutaciones de IDH y de
amplificacion de EGFR. En base a estos resultados y los presentados previamente a nivel de
mRNA, se decidio6 realizar un andlisis de grupos definidos por la combinaciéon de mutaciones

de TERTp e IDH1/2 (Figura 22), y por la combinacion mutaciones de IDH1/2 y amplificacion

de EGFR (Figura 23).
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Niveles de proteinas - Grupos genéticos definidos por
mutaciones de TERTp e IDH1/2
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Figura 22. Niveles proteicos de los distintos marcadores de UPR en grupos de pacientes
definidos por la presencia de mutaciones de TERTp e IDH1/2. Se realizo una comparacion de
medias de los niveles proteicos de ERp57, PDI, p-eif2a y BiP entre 3 grupos de pacientes
definidos por la combinacion de mutaciones de TERTp e IDHI1/2, mediante una regresion
heterocedastica. Los niveles proteicos se presentan como z-score, y en cada barra, se grafica

el error standard de la media. *=p<0,05; 1= 0,05<p<0,1.
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Niveles de proteinas - Grupos genéticos definidos por
amplificacién de EGFR e IDH1/2
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Figura 23.. Niveles proteicos de los distintos marcadores de UPR en grupos de pacientes
definidos por la presencia de amplificacion de EGFR y mutaciones de IDH1/2. Se realizo una
comparacion de medias de los niveles proteicos de ERp57, PDI, p-eif2a y BiP entre 3 grupos
de pacientes definidos por la combinacion de la presencia de mutaciones de IDHI/2 y la
amplificacion de EGFR, mediante una regresion heteroceddstica. Los niveles proteicos se
presentan como z-score, y en cada barra, se grafica el error standard de la media. *=p<0,05;

7= 0,05<p<0,1.

En este caso, se observa que las diferencias en los niveles de fosforilacion de eif2a entre grupos

se mantienen —y siguen una tendencia— al clasificar a los pacientes en base a mutaciones de

IDH y amplificacion de EGFR.
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Posteriormente, se analizo la distribucion de pacientes con altos niveles de UPR y bajos niveles
de UPR en los distintos grupos genéticos, definido por mutaciones de TERTp e IDH1/2, que se
presenta en la Tabla 10. Se observa una ausencia de pacientes con altos niveles de UPR en el
grupo de pacientes con IDH mutado y TERTp-wt, sin embargo, al comparar las frecuencias
encontradas con las frecuencias predichas, el valor p para la prueba exacta de Fisher = 0,207,

por lo que no se considerdé como una diferencia significativa.

TERTp mutado TERTp-wt TERTp-wt Total
IDH-wt IDH-wt IDH mutado
UPR bajo 15 3 7 25
UPR alto 6 2 0 8
Total 21 5 7 33

Tabla 10. Distribucion de pacientes con altos niveles de UPR y bajos niveles de UPR en los
distintos grupos genéticos. Se presenta una tabla de contingencia para la comparacion de
frecuencias de pacientes con altos y bajos niveles de activacion UPR en los distintos grupos
genéticos definido por mutaciones de TERTp e IDH1/2. Se analizé la asociacion de
variables mediante la prueba exacta de Fisher, sin encontrar diferencias significativas entre los

grupos (p=0,207).

10.5.2 Analisis de sobrevida — Comparacion entre grupos, y analisis de variables

pronosticas.

A continuacion, comparamos las curvas de sobrevida global y sobrevida libre de progresion,
entre grupos de pacientes definidos por la presencia de mutaciones de TERTp, IDH1/2 o
amplificacion de EGFR. Las diferencias en tiempos de desenlaces clinicos entre grupos se han

reportado ampliamente en la literatura, y en términos generales, la poblacion de este estudio
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presentd un comportamiento similar a lo descrito para pacientes con gliomas de alto grado en el

resto del mundo. Las curvas de sobrevida se presentan en la Figura 24.

Los pacientes con mutaciones TERTp tuvieron una menor sobrevida global que los pacientes
sin mutaciones de TERTp (6,4 vs 26,25 meses; p=0,016; n=33), al igual que una menor
sobrevida libre de progresion (3,9 vs 13,55 meses; p=0,002; n=33) (Figura 24 A y B). Al
comparar la sobrevida en base a la presencia de mutaciones de IDH, se obtuvieron diferencias
con significancia limite, con una mayor sobrevida global (32,8 vs 8,4 meses; p= 0,098, n=38) y
una mayor sobrevida libre de progresion para pacientes con mutaciones de IDH (13,9 vs 4,4
meses; p=0,086;n=37) (Figura 24 C y D). De forma similar a lo descrito en la literatura, no se
observaron diferencias en tiempos de sobrevida global ni sobrevida libre de progresion en

relacion a la amplificacion de EGFR (Figura 24 E y F).

Al comparar las curvas de sobrevida en base a un sistema de clasificacion basado en la
combinacion de mutaciones de TERTp e IDH, es posible identificar diferencias graduales en los
3 grupos, con una mayor sobrevida global para el grupo IDH mutado TERTp-wt (32,8 meses;
n= 7), una sobrevida intermedia para el grupo IDH-wt y TERTp-wt (16,6 meses; n=5) y una
menor sobrevida para el grupo de pacientes con IDHwt y TERTp mutado (6,4 meses; n=21)
(p=0,045). Este hallazgo fue similar al comparar sobrevidas libres de progresion, con una mayor
sobrevida libre de progresion para el grupo IDH mutado TERTp-wt (13,9 meses; n= 7), una
sobrevida intermedia para el grupo IDH-wt y TERTp-wt (13,2 meses; n=5) y una menor

sobrevida para el grupo de pacientes con IDHwt y TERTp mutado (3,9 meses; n=21) (p=0,009).
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Figura 24. Desenlace clinico de pacientes con distintos marcadores genéticos, determinado

mediante sobrevida global y sobrevida libre de progresion. Se compararon los desenlaces

clinicos de pacientes con distintos marcadores genéticos, mediante la prueba de Log-rank para

comparacion de curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global y sobrevida libre de progresion.

Los pacientes con mutaciones TERTp tuvieron una menor sobrevida global que los pacientes

sin mutaciones de TERTp (6,4 meses (n=21) vs 26,25 meses (n=12); p=0,016) (panel A), y una
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menor sobrevida libre de progresion (3,9 meses (n=21) vs 13,55 meses (n=12); p=0,002) (panel
B). Los pacientes con mutaciones de IDH, tuvieron una mayor sobrevida global (32,8 meses
(n=7) vs 8,4 meses (n=31); p= 0,098) (panel C) y una mayor sobrevida libre de progresion
(13,9 meses (n=7) vs 4,4 meses (n=30),; p=0,086) (panel D). No se observaron diferencias en
tiempos de sobrevida global (p=0,277) (panel E) ni sobrevida libre de progresion (p=0,493)
(panel F) en relacion a la amplificacion de EGFR. La clasificacion de pacientes utilizando
mutaciones de TERTp e iDH mostro que los pacientes con IDHwt - TERTp mutado tuvieron la
menor sobrevida global (6,4 meses; n=21) (panel G) y sobrevida libre de progresion (3,9
meses;, n=21) (p=0,009) (panel H). El grupo IDHwt - TERTp-wt tuvo una sobrevida global
intermedia (16,6 meses; n=3) (panel G) y una sobrevida libre de progresion intermedia (13,2
meses, n=3) (panel H). El grupo IDH mutado - TERTp-wt tuvo la mayor sobrevida global (32,8
meses; n=7; p=0,045) (panel G) y la mayor sobrevida libre de progresion (13,9 meses; n=7;
p=0,009) (panel H). En cada panel se presentan los valores p de la prueba de Log-rank de la
comparacion de curvas de sobrevida y la codificacion de colores de cada curva. En cada
grafico, los circulos negros marcan los pacientes vivos o sin progresion al cierre del estudio,

para las curvas de sobrevida global y de sobrevida libre de progresion, respectivamente. *=

p<0,05; **=p<0,01; 1= 0,05<p<0,1

Adicionalmente, y como aproximacion inicial al anélisis de la relacion entre activacion de UPR
y desenlaces clinicos, comparamos las curvas de sobrevida en base a la clasificacion de
pacientes cuyo tejido tumoral present6 altos niveles de UPR versus bajos niveles de UPR, seglin
lo descrito previamente en la Figura 12. Se presenta la comparacion de curvas de sobrevida
global y sobrevida libre de progresion, en la que no se observan diferencias entre grupos, en la
Figura 25.
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Figura 25. Desenlace clinico de pacientes con distintos niveles de activacion de UPR,
determinado mediante sobrevida global y sobrevida libre de progresion. Se analizaron los
desenlaces clinicos de pacientes con distintos niveles de activacion de UPR (definidos
previamente), mediante la prueba de Log-rank para comparacion de curvas de Kaplan-Meier
de sobrevida global y sobrevida libre de progresion. No hubo diferencias significativas entre
los grupos, para sobrevida global (UPR alto n=9, UPR bajo n=29 ; p=0,97) (panel A) ni
sobrevida libre de progresion (UPR alto n=9, UPR bajo n=28; p=0,501) (panel B). En cada
grafico, los circulos negros marcan los pacientes vivos o sin progresion al cierre del estudio,
para las curvas de sobrevida global y de sobrevida libre de progresion, respectivamente. En
cada panel, se presentan los valores p de la prueba de Log-rank para la comparacion de curvas

de sobrevida y la codificacion de colores de cada curva.

Por otra parte, se analizaron las curvas de sobrevida global y libre de progresion de los distintos
grupos de pacientes definidos mediante andlisis de clusters jerarquicos en base a la expresion
génica de todos los transcritos relevantes, segtin lo descrito en la Figura 11. La comparacion de
estas curvas no mostrd diferencias significativas en los desenlaces clinicos entre los distintos

grupos de pacientes (Figura 26).
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Figura 26. Desenlace clinico de pacientes clasificados en distintos grupos, segun
categorizacion jerdrquica basada en expresion génica de UPR y otros procesos de cdancer,
determinado mediante sobrevida global y sobrevida libre de progresion. Se compararon los
desenlaces clinicos de pacientes categorizados en clusters A al C (definidos previamente
utilizando categorizacion jerarquica de la Figura 11), mediante la prueba de Log-rank para
comparacion de curvas de Kaplan-Meier de sobrevida global y sobrevida libre de progresion.
No hubo diferencias significativas entre los grupos, para sobrevida global (Cluster A n=35,
Cluster B n=18, Cluster C n=15; p=0,49) (panel A) ni sobrevida libre de progresion (Cluster
A n=35, Cluster Bn=18, Cluster Cn=14, p=0,31) (panel B). En cada grdfico, los circulos negros
marcan los pacientes vivos o sin progresion al cierre del estudio, para las curvas de sobrevida
global y de sobrevida libre de progresion, respectivamente. En cada panel, se presentan los
valores p de la prueba de Log-rank para la comparacion de curvas de sobrevida y la

codificacion de colores de cada curva.

Para describir mas detalladamente la relacion entre los marcadores de UPR — cancer y la
sobrevida de pacientes con gliomas de alto grado, realizamos un andlisis de regresion de Cox
univariable para todos los marcadores (Tabla 11). Posteriormente, se consideraron las variables
con un valor p<0,25 en el analisis univariable para realizar una regresion multivariable, que se

presenta en la Tabla 12.
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HR Std. err z P>|z| [95% CI]
BiP 0,847 0,167 -0,840 0,399 0,576 1,246
CD31 0,841 0,168 -0,870 0,387 0,568 1,245
ATF3 0,791 0,161 -1,150 0,250* 0,531 1,180
RHOA 0,699 0,153 -1,630 0,103 0,454 1,074
CDh14 0,943 0,174 -0,320 0,750 0,657 1,353
PER1 0,729 0,181 -1,270 0,203* 0,449 1,186
Cyrol 0,789 0,175 -1,070 0,284 0,511 1,218
IBA1 1,389 0,259 1,760 0,078* 0,964 2,002
VEGF 1,131 0,214 0,650 0,515 0,780 1,640
vWF 0,934 0,159 -0,400 0,689 0,669 1,304
SPARC 1,269 0,252 1,200 0,231* 0,860 1,874
ERp57 0,489 0,394 -0,890 0,549 0,622 1,287
PDI 0,943 0,638 -0,090 0,677 0,774 1,483
p-eif2a 0,984 0,009 -1,880 0,260 0,374 1,021
BiP (proteinas) 1,021 0,977 0,020 0,983 0,156 6,666
Cluster UPR alto 0,984 0,424 -0,04 0,971 0,422 2,292

Tabla 11. Modelos de regresion univarada para posibles variables prondsticas de sobrevida
global en pacientes con gliomas de alto grado. Se presentan los coeficientes de riesgo
instantaneo, error standard, intervalos de confianza y valores p de las regresiones de Cox
univariable para cada uno de los marcadores de UPR — cancer a nivel de expresion génica y
proteinas. Se retuvieron para el analisis multivariable todos los factores con un valor p<0,25 (*)

(ATF3, PERI, IBA1, SPARC).
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A partir del modelo completo
p =0,4583 >=0,1000 se removié ATF3
p =0,3396 >=0,1000 se removio PER1

0
HR Error , p>iz] [95% CI]
standard
IBA1 1,486 0,284 1,93 0,043 0,993 2,134
RHOA 0,652 0,160 -1,74 | 0,087 0,403 1,056

Tabla 12. Modelo de regresion multivariable para posibles variables prondsticas de sobrevida
global en pacientes con gliomas de alto grado. Se presentan los coeficientes de riesgo
instantaneo, error standard, intervalos de confianza y valores p para cada variable en un modelo
de regresion multivariable de Cox. Se retuvieron para el analisis final todos los factores con un

valor p<0,1 (IBA1 y RHOA)

Los niveles de expresion génica de IBA1 y RHOA se consideraron para el analisis final de
sobrevida, ya que presentaron valores p<0,1 en el andlisis multivariado de marcadores de UPR

— cancer.

Para evaluar adecuadamente la capacidad pronostica de IBA1 y RHOA, se realiz6 un nuevo
andlisis multivariable en el que ademas se incluyeron todas las variables conocidas como
factores prondsticos que presentaron valores p<0,25 en el analisis univariado de nuestra serie
de pacientes. Se evaluaron los siguientes factores: edad, sexo, HTA, DM, tabaquismo, KPS
postoperatorio, grado de reseccion tumoral (parcial vs subtotal vs total), grado histologico,
radioterapia, quimioterapia, mutaciones de TERTp, IDHI1/2, amplificacion de EGFR y
codelecion 1p/19q. Los coeficientes, intervalos de confianza y valores de significancia del
andlisis univariado para cada factor pronostico se presentan en la Tabla 13. Los resultados del

andlisis multivariado final se presentan en la Tabla 14.
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HR Std, err z P>z [95% CI]
Edad 1,026 0,016 1,660 0,097* 0,995 1,058
Sexo 1,591 0,583 1,270 0,205* 0,775 3,262
HTA 1,507 0,549 1,130 0,261 0,738 3,078
DM 0,957 0,438 -0,100 0,923 0,390 2,348
Tabaquismo 1,001 0,367 0,000 0,997 0,488 2,054
KPS postoperatorio
40 5,554 5,316 1,790 0,073* 0,851 36,256
50 0,452 0,563 -0,640 0,524 0,039 5,190
60 0,953 0,896 -0,050 0,959 0,151 6,011
70 0,365 0,352 -1,050 0,296 0,055 2,413
80 0,896 0,708 -0,140 0,889 0,190 4,216
90 0,309 0,254 -1,430 0,154* 0,061 1,551
100 0,262 0,266 -1,320 0,188* 0,036 1,922
Reseccion
Subtotal 0,411 0,237 -1,54 0,124* 0,132 1,27
Total 0,123 0,079 -3,26 0,007* 0,144 0,740
Grado 4 2,401 1,466 1,430 0,152* 0,725 7,948
RT 0,547 0,199 -1,660 0,097* 0,268 1,116
QT 0,467 0,187 -1,900 0,057* 0,213 1,023
IDH 1/2 mutado 0,425 0,230 -1,580 0,114* 0,147 1,227
TERTp mutado 2,697 1,167 2,290 0,022* 1,155 6,296
EGFR amplificado 1,528 0,601 1,080 0,281 0,707 3,301
Co-deleciéon 1p/19q 0,612 0,331 -0,910 0,364 0,212 1,765

Tabla 13. Modelos de regresion univarada para factores clinicos, histopatolégicos y genéticos
con valor prondstico conocido de sobrevida global en pacientes con gliomas de alto grado. Se
presentan los coeficientes de riesgo instantaneo, error standard, intervalos de confianza y valores
p de las regresiones de Cox univariable para cada uno de los factores prondsticos conocidos de
sobrevida global en gliomas de alto grado. Se retuvieron para el analisis multivariable todos los
factores con un valor p<0,25 (*) = Edad, sexo, KPS40, KPS >90, reseccion total o subtotal,
histologia grado 4, uso de RT, uso de QT, presencia de mutaciones de IDH1/2, y presencia de
mutaciones de TERTp. HTA = Hipertension arterial; DM = Diabetes Mellitus; KPS = Karnofsky

performance status; RT = Radioterapia; QT= Quimioterapia
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A partir del modelo completo

p =0,8999 >=0,1000 se removid Sexo

p=0,8537>=0,1000 se removio QT

p=0,8378 >=0,1000 se removi6é IDH

p=0,2336 >=0,1000 se removié RT

p =0,3308 >=0,1000 se removi6 Reseccion sub-total

p =0,5881>=0,1000 se removid KPS alto riesgo (KPS = 40)
p=0,2932>=0,1000 se removio Edad

p =0,2804 >=0,1000 se removi6 Grado IV

p=0,1600 >=0,1000 se removi6 RHOA

HR Std. err z P>|z| [95% CI]
Reseccion Total 0,267 0,123 -2,86 | 0,004 0,108 0,659
IBA1 1,448 0,322 1,66 | 0,100 0,936 2,24
KPS favorable (90-100) 0,357 0,160 -2,30 | 0,030 0,148 0,86
TERTp mutado 2,686 1,222 2,17 | 0,029 1,101 6,556

Tabla 14. Modelo final de regresion multivariable para posibles factores prondsticos de
sobrevida global en pacientes con gliomas de alto grado. Se presentan los coeficientes de riesgo
instantaneo, error standard, intervalos de confianza y valores p para cada variable en un modelo
de regresion multivariable de Cox, en el que se consideraron factores prondsticos conocidos con
efecto en esta cohorte de pacientes, y posibles nuevos factores prondsticos. Se conservaron para
el modelo final las variables con valor p<0,1. En este modelo, la reseccion total (por sobre la
reseccion subtotal o parcial) y el KPS >90 presentaron un coeficiente de riesgo instantaneo <1,
por lo que tendrian un valor prondstico favorable en pacientes conglioblastoma. La presencia
de mutaciones de TERTp y mayores niveles de expresion de IBA1 presentaron un coeficiente

de riesgo instantaneo >1, por lo que se asociarian a una menor sobrevida global.

El modelo de regresion multivariado final identifico 4 variables capaces de explicar la sobrevida
global de los pacientes en nuestra serie de gliomas de alto grado. 2 variables conocidas tuvieron

un cociente de riesgo instantdneo <1, por lo que se consideran predictores de mayor sobrevida
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(KPS 90-100 (HR=0,357; p= 0,03) y reseccion tumoral total (HR=0,267; p= 0,004). Se
identifico una de las variables conocidas de menor sobrevida global, la presencia de mutaciones
de TERTp con un HR=2,686 y un p= 0,029. Finalmente, dentro de los marcadores de UPR —
cancer, IBA1 presentd6 un HR=1,448 y una significancia estadistica limitrofe con un valor

p=0,100, que se analizara en la discusion.

10.5.3 Activacion de UPR y marcadores de cancer — relacion con otras variables clinicas

Ademas de los desenlaces clinicos evaluados previamente, se analiz6 la relacion de cada uno de
los distintos marcadores de UPR y otros procesos de cancer con 3 variables clinico-
imagenologicas que se consideraron relevantes: (i) la presencia de epilepsia secundaria, (ii) los
pacientes de larga sobrevida (>30 meses) y (iii) los voliimenes tumorales preoperatorios.

Al comparar el grupo de pacientes con epilepsia y sin epilepsia, no se encontraron diferencias
significativas para ninguno de los marcadores de UPR — cancer. Al comparar a los pacientes
con sobrevida >30 meses versus el resto de los pacientes, no se encontraron diferencias
significativas para ninguno de los marcadores de UPR — céncer. Al analizar la correlacion de
las distintas variables de UPR — céancer con los volimenes tumorales preoperatorios, se
identifico una correlacion significativa entre los niveles proteicos de BiP y el volumen tumoral
preoperatorio de captacion de gadolinio en RM, con un coeficiente r=0,503 para la correlacion
de Pearson (p=0,003). La representacion grafica de dicha correlacion se presenta en la Figura

27.

84



Niveles proteicos de BiP vs Volumen
tumoral preoperatorio (T1-Gd)

Niveles proteicos de BiP (Z - Score)

Figura 27. Correlacion de niveles proteicos de BiP y volumen tumoral preoperatorio (T1-Gd)
en pacientes con gliomas de alto grado. Se evaluo la correlacion de niveles proteicos de BiP
en tejido tumoral (determinados mediante Western blot) y el volumen tumoral preoperatorio en
secuencias T1-Gd de Resonancia Magnética (determinado mediante segmentacion manual).
Los resultados se presentan en un grafico de puntos, con una linea de interpolacion y lineas de
intervalo de confianza 95%. Ademas, se presenta el coeficiente r y valor p de la correlacion de

Pearson (n=32 pacientes).
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11 DISCUSION

11.1 Principales hallazgos del estudio

Los resultados de este estudio muestran una asociacion entre la presencia de marcadores
genéticos en GBM vy la activacion de la via PERK de UPR. Especificamente, la presencia de
mutaciones de TERTp y ausencia de mutaciones de IDH se asoci6 a una mayor expresion de los
genes BiP, CHOP y ATF3 (Figura 19), los cuales participan en la via PERK de UPR, mientras
que no hubo diferencias en los niveles de XBP1s, que participa en la via de IRE1a. También se
observo una asociacion entre la amplificacion de EGFR y menores niveles de SPARC y mayores
niveles de fosforilacion de eif2a., sin embargo, la asociacion entre estos marcadores es dificil de
interpretar en ausencia de diferencias en otros marcadores de UPR. Ademas, la presencia de
mutaciones de TERTp y ausencia de mutaciones de IDH se asociaron con mayores niveles de
expresion de genes asociados a invasion tumoral (RHOA y Cyr61), inflamacion (CD14) y

angiogénesis (CD31) (Figuras 19 y 20).

Por otra parte, una mayor activacion de UPR se correlaciond fuertemente a la expresion de
marcadores especificos de invasion tumoral (RHOA y Cyr61), y de algunos marcadores de
angiogénesis (CD31) e inflamacion (CD14) (Figura 15), lo que es consistente con estudios
previos (46,70). Sin embargo, se observaron menores niveles de otros marcadores asociados a
angiogénesis (VWF y VEGF) e inflamacion (IBA1) (Figura 16), por lo que consideramos que
los resultados de este estudio son insuficientes para caracterizar la relacion entre UPR y

angiogénesis e inflamacion.

A nivel proteico, se observo una correlacion entre niveles de BiP — un sensor general de estrés

de RE — con volimenes tumorales preoperatorios, lo que podria estar asociado a un mayor
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crecimiento tumoral. No obstante, el volumen tumoral preoperatorio es una variable dependiente
de multiples factores dificiles de cuantificar, como el tiempo de evolucion de la enfermedad, la
elocuencia de la region cerebral afectada e incluso el acceso a atencion de salud, por lo que no
es posible determinar si la relacion entre BiP y el volumen tumoral es realmente una asociacion

independiente.

La relacion entre marcadores de UPR a nivel de expresion génica y de proteinas se presenta en
una matriz de correlaciones en la Figura 15. Contrario a lo esperado inicialmente, no se observo
una correlacion significativa entre activacion de la UPR a nivel de expresion génica y de
proteinas, no obstante, esta falta de correlacion se podria deber a diferencias en la ubicacion
exacta del tejido procesado para el andlisis de proteinas y mRNA, por lo que en futuros andlisis
consideraremos el uso de inmunohistoquimica de proteinas de UPR para complementar los
resultados obtenidos hasta la fecha. Por otra parte, los marcadores de UPR a nivel de expresion
génica estan fuertemente correlacionados entre si, al mismo tiempo que los marcadores de UPR
a nivel de proteinas presentan una correlacion moderada. Consideramos que estas correlaciones
dan validez a la interpretacion de nuestros resultados, ya que se presentan alteraciones a nivel

de vias de sefializacion y no de marcadores aislados.

Distintos estudios moleculares en GBM han descrito una activacion diferencial de vias de
senalizaciéon tumoral en poblaciones de distinto origen étnico (71,72), por lo que la
caracterizacion molecular de pacientes chilenos con GBM es relevante para establecer las bases
de posibles comparaciones con la poblacion internacional. En la poblacion incluida en este
estudio, se observaron mutaciones de TERTp en un 64% del total de pacientes, y en un 70% de
los pacientes con tumores de grado 4. La frecuencia de mutaciones de IDH1 fue de un 18% del

total de pacientes, y un 12% al considerar solo los pacientes con tumores de grado 4. Por ultimo,
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la frecuencia de amplificacion de EGFR fue 35% del total de pacientes, y un 40% al considerar
solo los pacientes con tumores grado de 4. Estos resultados son similares a lo descrito en la
literatura, para este tipo de tumores (8,17,22,73-75). Adicionalmente, se evalu6 el impacto de
estos marcadores en las curvas de sobrevida, obteniéndose resultados comparables a otros
estudios (Figura 24) (19,20,28,76), en los que TERTp e IDHI se asociaron a curvas de
sobrevida distintas. Cabe mencionar que en este estudio, la significancia estadistica para la
prueba de log-rank tuvo un valor p 0,05<p<0,1 para las mutaciones de IDH]1, probablemente

asociado al bajo numero de pacientes con mutaciones de IDH1 (n=7).

Los cambios introducidos en la 5ta edicion de la clasificacion de tumores del SNC de la OMS
no modificaron el grado tumoral de ninguno de los pacientes incluidos en este estudio, ya que
aquellos pacientes con tumores previamente considerados como astrocitomas anaplasicos no
presentaron amplificacion de EGFR ni mutaciones de TERTp, sin embargo, en 2 de ellos no se
obtuvo la informacion genética suficiente para establecer con certeza el grado tumoral, por lo
que se considerarian como astrocitomas IDHwt grado 3, NOS. Cabe destacar, que a diferencia
del sistema de clasificacion anterior, actualmente los tumores astrocitarios grado 4 con
mutaciones de IDH no se consideran dentro del diagnostico de GBM, si no como una entidad

independiente (7).

De forma complementaria, se abordd el analisis detallado del papel prondstico de los
marcadores de UPR — cancer a nivel de expresion génica y proteinas, en el que no se demostro
un papel prondstico evidente para ninguno de los marcadores de UPR, y se observd una
capacidad pronostica de significancia estadistica limitrofe para el marcador de inflamacion
tumoral IBA1 (p=0,100). La interpretacion de la significancia estadistica es un tema

ampliamente discutido en la literatura (77-79). Brevemente, es importante destacar que la
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hipotesis nula en la regresion de Cox considera que no existe una asociacion entre el factor
predictor y el desenlace, sin embargo, es contraintuitivo postular la hipdtesis alternativa de que
mayores niveles de IBA1 — un marcador de inflamacién tumoral — se asocien a una mayor
sobrevida. De esta forma, si la hipodtesis alternativa que se evaliia en esta prueba estadistica
fuera que a mayores niveles de IBA1 hay una menor sobrevida, el valor p en este caso seria

equivalente a 0,05.

Otros estudios han evaluado la activacion de UPR y sobrevida, y al menos 4 publicaciones han
concluido que la activacion de UPR tiene un valor pronéstico en GBM (47,48,52,57). Si bien el
presente estudio tiene un tamafio muestral inferior a los demas articulos mencionados, este es el
unico estudio que ha evaluado el valor pronostico de UPR en el contexto de un andlisis
multivariable incluyendo variables clinicas relevantes. Si bien, en el andlisis realizado por
Huang et al. (57) se consider6 parcialmente la estrategia descrita en este estudio, el modelo
multivariable no consideré la condicion clinica de los pacientes ni los tratamientos recibidos
(grado de reseccion tumoral, quimioterapia ni radioterapia), que resultaron ser factores
pronosticos relevantes en nuestra serie de pacientes. No es posible descartar que la activacion
de UPR posea un valor prondstico independiente en base a nuestros resultados, sin embargo, es
necesario dar prioridad al analisis de variables clinicas en futuros estudios, ya que su omision

podria dar lugar a conclusiones incorrectas.

Al examinar los resultados del modelo de regresion multivariable final que utilizamos para el
andlisis de sobrevida, presentado en la Tabla 14, es necesario considerar que en un contexto
clinico real — fuera de un ensayo clinico — en el que se incluyen pacientes cuya condicion clinica

puede limitar los tratamientos complementarios, es posible que el valor prondstico de variables
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independientes como la radioterapia y quimioterapia no sea significativo al analizarlo en el

mismo modelo que la condicién clinica del paciente, en este caso, el KPS postoperatorio.

11.2 Relevancia de los resultados

El aspecto mas relevante de los resultados presentados tiene relacion con la posibilidad de
implementar nuevas estrategias terapéuticas en pacientes con GBM. Nuestros resultados
sugieren que existe un grupo de pacientes caracterizado por la presencia de marcadores
genéticos especificos, que presenta una mayor activacion de la via PERK de UPR, en los que
una intervencion capaz de modular esta via de sefializacion podria ser mas eficaz. Por otra parte,
este estudio confirma lo descrito por otros autores con respecto a la relacion entre la activacion
de UPR vy la expresion de distintos genes involucrados en procesos de progresion tumoral

(principalmente de invasion tumoral).

Desde un punto de vista clinico, desde Junio de 2021 la determinacién de los marcadores
genéticos analizados en este estudio tiene una aplicacion diagndstica en el contexto de la Sta
edicion de la clasificacion OMS para tumores de SNC. El desarrollo de este estudio demuestra
que la determinacion de estos marcadores genéticos es factible implementar en el corto plazo, y
que la poblacion de pacientes chilenos presenta una frecuencia de mutaciones similar a los
descrito en la literatura internacional. Mas alin, la relevancia clinica de la implementacion de
este sistema de clasificacion es especialmente importante desde la creacion del nuevo sistema
de clasificacion, ya que el uso de estos marcadores permite por primera vez modificar la
gradacion tumoral. De esta forma, la identificacion de mutaciones de TERTp o EGFR en
gliomas difusos de grados 2 y 3 sin mutaciones de IDH1/2, permite definir pacientes que

requieren un tratamiento complementario de quimioterapia y radioterapia en altas dosis, similar
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al de pacientes con GBM. Por otra parte, considerando que el acceso a tratamientos
complementarios de alto costo en el sistema publico de salud chileno es limitado, es prioritario
poder categorizar a los pacientes de forma correcta, para seleccionar de forma oportuna a

quienes mas se beneficiaran de las distintas terapias.

Con respecto al uso de la secuenciacion de IDH como complemento a la inmudeteccion de la
proteina R132H que se emplea actualmente en la practica clinica, es importante destacar que la
media de edad de los 7 pacientes con mutaciones de IDH1 fue de 48 afios. S6lo 2 pacientes con
mutaciones de IDH fueron mayores a 55 afios (68 y 76 afios), edad que habitualmente se utiliza
para recomendar la secuenciacion de IDH en caso de IHQ negativa (16). La distribucion etaria
de los pacientes con mutaciones de IDH en este estudio sugiere que el uso clinico de
secuenciacion de DNA podria ser més relevante de lo que se considera actualmente en pacientes
bajo los 55 afios en nuestros pacientes. No obstante, desde un punto de vista técnico, la
implementacion de la IHQ de IDH presenté una sensibilidad y especificidad similar a lo descrito
en la literatura (80). No se detectaron falsos positivos de mutaciones de IDH mediante IHQ, y
solo 1 de los 7 pacientes presentd un falso negativo por IHQ, asociado a la secuenciacion de la
mutacion R132S, lo que es esperable dado que la inmunodeteccion esta dirigida exclusivamente

a la proteina R132H.

11.3 Proyecciones del estudio

La posibilidad de identificar pacientes con mayor activacion de la via PERK de UPR, mediante
el uso de marcadores genéticos que ademads tienen utilidad clinica, no se limita solo a la
comprension de los mecanismos de la enfermedad, si no que constituye una oportunidad

terapéutica relevante. Durante la ultima década, se han estudiado distintas alternativas de
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modulaciéon de la via PERK de UPR, que detallaremos a continuacion. Existen al menos 3
mecanismos de modulacion de la via PERK de UPR que se encuentran actualmente en etapas
preclinicas de estudio: (i) la inhibicidn directa de la actividad kinasa de PERK, (ii) la inhibicion

de la fosfatasa elF2a y (iii) la inhibiciéon de ATF4.

Inhibicion directa de la actividad kinasa de PERK. Los compuestos mas estudiados con
efecto inhibitorio de la actividad kinasa de pERK son GSK 2606414 y GSK2656157 (81,82).
Se trata de inhibidores competitivos de ATP con alta selectividad por PERK, y con propiedades
farmacocinéticas favorables para su uso in vivo en patologias de SNC. Sin embargo, ain se
requieren estudios adicionales para evaluar la tolerancia de estos compuestos en modelos
animales, mientras que otros compuestos similares, con mayor especificidad y mejor tolerancia
tienen limitaciones farmacocinéticas para la distribucion a nivel de SNC, como es el caso de los
analogos AMG52 y AMG44 (83). Estos compuestos han sido evaluados en distintos modelos
animales de cancer (81,84), logrando disminuciéon del crecimiento tumoral y menor

angiogénesis, sin embargo, no se han evaluado en modelos de GBM hasta la fecha.

Inhibicion de la fosfatasa elF2a. Se han identificado 3 compuestos capaces de reducir la
respuesta celular al estrés de RE mediante la inhibicion de la actividad fosfatasas de la proteina
elF2a. Estos compuestos son el salubrinal (85), guanabenz (86) y Sephin-1 (87), cuyos
mecanismos de accion no han sido especificamente descritos, pero poseen un efecto similar a la

disminucion de la fosforilacion de elF2a.

Inhibicion de ATF4. Un estudio fenotipico de biisqueda de inhibidores selectivos de ATF4
llevo al descubrimiento del inhibidor de respuesta de estrés integrada (ISRIB, por su sigla en

inglés), el cual disminuye el efecto inhibitorio sobre la traduccion, mediado por ATF4, que
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caracteriza a la activacion de la UPR (88). El mecanismo en el caso de ISRIB se relaciona con
la activacion de elF2B, regulando la estructura terciaria de elf2 y disminuyendo la traduccion
de ATF4. La alta potencia y la capacidad de atravesar la barrera hemato-encefalica, han llevado
a que multiples estudios evaluen el uso de ISRIB en otros tipos de cancer (89,90) y patologias
neurodegenerativas en las que la activacion de UPR también tendria un rol deletéreo (88,91).
Un compuesto descrito recientemente, llamado 2BAct, posee caracteristicas farmacodinamicas
similares a ISRIB, con una farmacocinética que ademds permite su administracion oral,
facilitando su uso sistémico (92). La busqueda de compuestos con efectos similares a ISRIB
llevo recientemente a describir el efecto inhibitorio sobre ATF4 de la trazodona, un inhibidor
de la recaptacion de serotonina aprobado por la FDA, y del dibenzoilmetano, ambos con un
perfil de toxicidad muy favorable y buena biodisponibilidad a nivel de SNC, por lo que su efecto
modulador de la UPR podria ser evaluado de forma mas sencilla en una etapa clinica en el corto

plazo (93,94).

A pesar de las multiples alternativas de modulacion de UPR existentes, la farmacocinética y la
tolerancia sistémica son limitaciones frecuentes para el avance traslacional de estos compuestos.
Una alternativa a estas limitaciones, que ha sido utilizada por el grupo de nuestro colaborador
en Francia (Dr. Eric Chevet) para la modulacion de la via IRE1 de UPR, es el desarrollo de
terapias de uso local a nivel cerebral, administradas al momento de la cirugia. Esta estrategia de
modulacion fue evaluada recientemente en un modelo murino de implante ortotdpico singénico
de GBM, en animales inmunocompetentes, en el que se realizd una reseccion tumoral guiada
por fluorescencia, seguido por la administracion del inhibidor de IRE MKC8866 en forma de
gel de fibrina-colageno en el lecho operatorio y posteriormente por un protocolo de quimio y
radioterapia concomitante mas quimioterapia de mantencion (similar al protocolo Stupp de
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manejo de pacientes con GBM). Los resultados de dicho estudio, mostraron que el uso de
MKC8866 tuvo un efecto adyuvante a la quimio y radioterapia, con mayores tiempos de

sobrevida de los animales (95)

Con respecto a la implementacion de las técnicas utilizadas en este estudio con fines
diagnodsticos en pacientes con gliomas de alto grado, es importante destacar que existen
diferencias relevantes entre los estandares de investigacion y estandares clinicos. Durante los
ultimos afios, las plataformas de secuenciacion masiva paralela han presentado avances
significativos en la cantidad de informacion genética disponible, disminuyendo tiempos de
analisis y costos de operacion. Sin embargo, no existen guias especificas para el uso de estas
herramientas en céncer, ya que la validez de los resultados depende de multiples variables
especificas para cada tipo de alteracion genética, e incluso especificas para cada patologia. Uno
de los principales desafios en la secuenciacion masiva paralela es determinar la sensibilidad de
la técnica para variantes de baja frecuencia alélica en tejidos de baja celularidad tumoral. En el
desarrollo de este estudio, se optimizaron las condiciones para disminuir el riesgo de falsos
negativos (extraccion de DNA desde tejidos de alta celularidad tumoral, disefio de paneles de
secuenciacion con alta profundidad de cobertura, y limites bajos de numero de lecturas para
variantes conocidas, entre otros), sin embargo, la implementacion clinica ademas requiere el uso
de controles positivos de las mutaciones de interés, que se pueden utilizar en bajas
concentraciones y/o en diluciones seriadas para establecer la sensibilidad y especificidad de la

estrategia de secuenciacion en un contexto local (59).
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11.4 Limitaciones del estudio

A continuacion, se enumeran las que consideramos las principales limitaciones de este estudio:
(i) tamafio muestral: el nimero de pacientes incluidos en el estudio fue calculado para encontrar
diferencias de activacion de UPR entre distintos grupos genéticos, sin embargo, puede ser
insuficiente para la determinacion del valor prondstico de distintos marcadores genéticos y/o
relacionados a UPR — cancer. De la misma forma, pese a que el célculo inicial se realizo
considerando la frecuencia del grupo genético con menor representacion, la combinacion de
TERp-wt e IDHwt fue menos frecuente que lo descrito en la literatura, por lo que no fue posible
subdividir a este grupo en base a la amplificacion de EGFR, para replicar el sistema de
clasificacion presentado por Labusiere et al (96). (ii) nimero de marcadores limitado, en
comparacion a otros estudios: pese a que se analizaron multiples marcadores para caracterizar
las distintas vias de sefializacidn, no es posible realizar conclusiones categdricas con respecto a
mecanismos alternativos de sefializacion, que podrian tener efectos similares sobre genes
blanco. De forma similar, las diferencias encontradas a nivel de activacion de UPR entre grupos
genéticos podria explicarse de mejor forma por otros marcadores genéticos y/o epigenéticos que
no fueron estudiados en esta tesis doctoral. (iii) pérdida de pacientes por muestra tumoral
insuficiente: por diversos motivos, relacionados al procesamiento de las muestras y/o factores
inherentes a las técnicas de biologia molecular utilizadas en este estudio, no se obtuvo la
informacion genética de IDH en 1 paciente, de TERTp en 6 pacientes y de amplificacion de
EGEFR en 5 pacientes. Consideramos que en el futuro, es posible implementar modificaciones
al protocolo que permitan asegurar un mayor porcentaje de pacientes con la informacion
genética necesaria. (iv) Cambios de protocolo de manejo de muestra durante el estudio: durante
el estudio, se realizé una modificacion en el manejo intraoperatorio de las muestras, en post de
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obtener resultados de mejor calidad. Sin embargo, al analizar el impacto de este cambio en la
variabilidad de los resultados finales, fue necesario excluir 2 marcadores de UPR del analisis de

sobrevida.

11.5 Conclusiones

Nuestros resultados muestran por primera vez una asociacion entre mutaciones de TERTp e
IDH y la activacion de la via PERK de UPR. De esta forma, es posible concluir que la activacion
de UPR es distinta en distintos grupos genéticos de GBM, por lo que los estudios disefiados para
evaluar futuras intervenciones terapéuticas de modulacion de UPR deberian considerar este
factor durante su planificacion. Ademads, se describe por primera vez la frecuencia de algunas
de las mutaciones mas relevantes en GBM en una poblacion chilena, y se confirma la asociacion
entre la presencia de estas mutaciones y el desenlace clinico de los pacientes, medido en tiempos
de sobrevida global y libre de progresion. No se observo una asociacion entre activacion de UPR
y desenlaces clinicos en este estudio, sin embargo, no es posible descartar esta asociacion, ya

que el disefo del estudio podria ser insuficiente para demostrar una asociacion de baja magnitud.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla Suplementaria 1. Protocolo de generacion de librerias Ampliseq.

PROTOCOLO AMPLISEQ

AMPLIFICACION DE TARGETS

Llevar 10ng de DNA a 6,75pL con buffer LTE
Agregar 4,5uL de HIFI mix

Mezclar 2,5uL con cada pool de primers
Termociclador: 21 ciclos de amplificacion standard

DIGESTION PARCIAL

Mezclar productos de PCR y agregar 2uL. de FUPA a cada pocillo
Termociclador a 50°C por 10 minutos; 55°C por 10 minutos; 62°C por 10 minutos

Agregar 4uL de switch solution + 2uL de adaptadores + 2uL de ligasa

LIGAR ADAPTADORE
G ORES Termociclador a 22°C por 30 minutos; 68°C por 5 minutos; 72°C por 5 minutos
LIMPIEZA 1 Agregar beads magnéticas de DNA 1X
Limpieza Standard
ENRIQUECER FRAGMENTOS |Agregar 2,5 uL de primers de amplificacion + 22,5 uL de mix de amplificacion
DE DNA Termociclador a 95°C durante 3 minutos; luego 9X (98°C 15" - 64°C 60")

LIMPIAR DNA AMPLIFICADO

Agregar beads magnéticas de DNA 0,7X - lavado standard con captura de sobrenadante
Agregar beads magnéticas de DNA 0,8X - lavado standard con captura de precipitado
Resuspender en volumen final de 17ul
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Tabla Suplementaria 2. Protocolo de generacion de librerias Truseq

PROTOCOLO TRUSEQ

DENATURACION DE DNA

Llevar 25-100ng de DNA a un volumen de 24 pL con buffer de resuspension (RSB)
Transferir a placa de PCR. Precalentar Termociclador a 95°C y denaturar por 5 minutos.

REPARACION DE EXTREMOS

Agregar 16 uL de ERP2
Termociclador a 30°C durante 30 minutos.

REMOVER FRAGMENTOS
PEQUENOS DE DNA

Beads magnéticas de DNA en proporcion 1,5:1
Limpieza Standard

ADENILACION DE EXTREMOS 3’

Agregue 7,5 L de ATL y mezcle bien.
Termociclador: 37°C por 30 minutos; 70°C durante 5 minutos.

Agregar: RSB 1,5 uL, ligasa 1,5uL, adaptador DNA 1,5ul

LIGAR ADAPTADORES Termociclador a 30°C durante 10 minutos
Agregar 3 pL de solucion stop
LIMPIAR FRAGMENTOS Dloblc? limpieza con beads magnéticas de DNA 1X
LIGADOS Limpieza Standard
Resuspension en 10uL de buffer de resuspension
Agregar 2 pL de primers de amplificacion + 8 uL PCR mix
ENRIQUECER FRAGMENTOS
Q DE DNA Termociclador a 95 ° C durante 3 minutos; luego 15X (98°C 20" - 60°C 15" - 72°C 30");

72°C por 5 minutos.

LIMPIAR DNA AMPLIFICADO

Beads magnéticas de DNA en proporcion 0,8:1
Resuspender en 16ul finales
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Tabla Suplementaria N°3. Coordenadas de amplicones disefiados para librerias Ampliseq,

sobre genes de interés IDHI, IDH2 y EGFR.

Amplicon ID Nombre del Amplicén Cromosoma | Inicio Final
AMPL656451 | IDHI_AMPL1480345645 chr2 208248213 208248285
AMPL656452 | IDH1_AMPL1480345645 chr2 208248274 208248341
AMPL656453 | IDHI_AMPL1480345645 chr2 208248326 208248406
AMPL368995 | IDH1 AMPL1480345645 chr2 208248397 208248485
AMPL368171 | IDH1 _AMPL1480345645 chr2 208248484 208248563
AMPL368172 | IDH1_AMPL1480345645 chr2 208248552 208248631
AMPL368173 | IDH1_AMPL1480345645 chr2 208248603 208248677
AMPL658497 | EGFR_AMPL3659127744 chr7 55019238 55019338
AMPL30339 EGFR_AMPL3659127744 chr7 55019255 55019353
AMPL30340 EGFR_AMPL3659127744 chr7 55019380 55019473
AMPLS865449 | EGFR_AMPL3659127744 chr7 55019383 55019487
AMPL656522 | EGFR_AMPL387846213 chr7 55142185 55142259
AMPL656523 | EGFR_AMPL387846213 chr7 55142237 55142317
AMPL30327 EGFR_AMPL387846213 chr7 55142308 55142391
AMPL30328 EGFR_AMPL387846213 chr7 55142383 55142466
AMPL656532 | EGFR_AMPL387846213 chr7 55142455 55142523
AMPLS865444 | EGFR_AMPL387801342 chr7 55143248 55143344
AMPL656508 | EGFR_AMPL387801342 chr7 55143337 55143413
AMPL656509 | EGFR_AMPL387801342 chr7 55143402 55143476
AMPL656510 | EGFR_AMPL387801342 chr7 55143465 55143555
AMPL30329 EGFR_AMPL387954713 chr7 55146535 55146627
AMPL31746 EGFR_AMPL387954713 chr7 55146616 55146712
AMPL658500 | EGFR_AMPL387954713 chr7 55146701 55146784
AMPL656496 | EGFR_AMPL387954713 chr7 55146773 55146844
AMPL656542 | EGFR_AMPL3476528923 chr7 55151182 55151267
AMPL656543 | EGFR_AMPL3476528923 chr7 55151256 55151344
AMPL30293 EGFR_AMPL3476528923 chr7 55151323 55151402
AMPLS865441 | EGFR_AMPL3659095702 chr7 55152458 55152551
AMPLS865442 | EGFR_AMPL3659095702 chr7 55152551 55152647
AMPL31744 EGFR_AMPL 1484574703, chr7 55152632 55152718
AMPL658503 | EGFR_AMPL3659095702, chr7 55152673 55152751
AMPL30302 EGFR_AMPL3659119671 chr7 55153932 55154020
AMPL30303 EGFR_AMPL3659119671 chr7 55154009 55154106
AMPL30304 EGFR_AMPL3659119671 chr7 55154078 55154171
AMPL30305 EGFR_AMPL3659119671 chr7 55154127 55154221
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AMPL656497 EGFR_AMPL387913561 chr7 55155624 55155717
AMPL656498 EGFR_AMPL387913561 chr7 55155708 55155796
AMPL30296 EGFR_AMPL387913561 chr7 55155738 55155828
AMPL30297 EGFR_AMPL387913561 chr7 55155817 55155915
AMPL30298 EGFR_AMPL387913561 chr7 55155904 55156000
AMPL656539 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156406 55156494
AMPL540285 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156483 55156558
AMPL656540 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156527 55156602
AMPL865437 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156591 55156664
AMPL865438 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156624 55156711
AMPL865439 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156697 55156782
AMPL865440 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156774 55156859
AMPL656518 EGFR_AMPL387830212 chr7 55156848 55156927
AMPL30261 EGFR_AMPL388001907 chr7 55157590 55157662
AMPL30262 EGFR_AMPL388001907 chr7 55157651 55157742
AMPL30263 EGFR_AMPL388001907 chr7 55157731 55157803
AMPL30277 EGFR_AMPL3659139277 chr7 55160054 55160143
AMPL30278 EGFR_AMPL3659139277 chr7 55160132 55160207
AMPL30279 EGFR_AMPL3659139277 chr7 55160194 55160272
AMPL30280 EGFR_AMPL3659139277 chr7 55160240 55160327
AMPL30281 EGFR_AMPL3659139277 chr7 55160317 55160400
AMPL31736 EGFR_AMPL387933223 chr7 55161412 55161509
AMPL31737 EGFR_AMPL387933223 chr7 55161498 55161599
AMPL31738 EGFR_AMPL387933223 chr7 55161588 55161665
AMPL656476 EGFR_AMPL387933223 chr7 55161628 55161713
AMPL30275 EGFR_AMPL3477875782 chr7 55163679 55163765
AMPLA47950 EGFR_AMPL3477875782 chr7 55163751 55163834
AMPL656483 EGFR_AMPL3477875782 chr7 55163774 55163868
AMPL30334 EGFR_AMPL387807058 chr7 55165208 55165283
AMPL30335 EGFR_AMPL387807058 chr7 55165272 55165350
AMPL30336 EGFR_AMPL387807058 chr7 55165316 55165400
AMPL656502 EGFR_AMPL387807058 chr7 55165387 55165463
AMPL656503 EGFR_AMPL387807058 chr7 55165453 55165537
AMPL656484 EGFR_AMPL387833352 chr7 55168356 55168424
AMPL656485 EGFR_AMPL387833352 chr7 55168410 55168475
AMPL656486 EGFR_AMPL387833352 chr7 55168441 55168519
AMPL30246 EGFR_AMPL387833352 chr7 55168508 55168569
AMPL656515 EGFR_AMPL388799126 chr7 55170142 55170226
AMPL656516 EGFR_AMPL388799126 chr7 55170206 55170294
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AMPL30265 EGFR_AMPL388799126 chr7 55170283 55170369
AMPL30266 EGFR_AMPL388799126 chr7 55170358 55170446
AMPL30267 EGFR_AMPL388799126 chr7 55170444 55170540
AMPL406048 EGFR_AMPL388799126 chr7 55170529 55170626
AMPL406049 EGFR_AMPL388799126 chr7 55170626 55170720
AMPL406054 EGFR_AMPL905621524 chr7 55171037 55171108
AMPL656491 EGFR_AMPL905621524 chr7 55171046 55171118
AMPL30247 EGFR_AMPL905621524 chr7 55171142 55171222
AMPL656489 EGFR_AMPL905621524 chr7 55171211 55171304
AMPL30299 EGFR_AMPL3659173907 chr7 55172894 55172986
AMPL31745 EGFR_AMPL3659173907 chr7 55172983 55173083
AMPL30301 EGFR_AMPL3659173907 chr7 55173097 55173194
AMPL30269 EGFR_AMPL387987361 chr7 55173869 55173961
AMPL30270 EGFR_AMPL387987361 chr7 55173950 55174031
AMPL30271 EGFR_AMPL387987361 chr7 55174018 55174106
AMPL656519 EGFR_AMPL387987361 chr7 55174060 55174143
AMPL656536 EGFR_AMPL388017756 chr7 55174592 55174673
AMPL656537 EGFR_AMPL388017756 chr7 55174659 55174735
AMPL656538 EGFR_AMPL388017756 chr7 55174724 55174800
AMPL865433 EGFR_AMPL388017756 chr7 55174789 55174871
AMPL656488 EGFR_AMPL388017756 chr7 55174866 55174946
AMPL31739 EGFR_AMPL387834346 chr7 55181203 55181293
AMPL31740 EGFR_AMPL387834346 chr7 55181281 55181371
AMPL31741 EGFR_AMPL387834346 chr7 55181365 55181451
AMPL658498 EGFR_AMPL387834346 chr7 55181440 55181522
AMPL656471 EGFR_AMPL388603670 chr7 55191589 55191679
AMPL30322 EGFR_AMPL388603670 chr7 55191675 55191769
AMPL30323 EGFR_AMPL388603670 chr7 55191715 55191799
AMPL30324 EGFR_AMPL388603670 chr7 55191788 55191869
AMPL30325 EGFR_AMPL388603670 chr7 55191858 55191935
AMPL30289 EGFR_AMPL387826935 chr7 55192713 55192792
AMPL30290 EGFR_AMPL387826935 chr7 55192778 55192854
AMPL30291 EGFR_AMPL387826935 chr7 55192833 55192915
AMPL656533 EGFR_AMPL1134754150 chr7 55198570 55198649
AMPL30318 EGFR_AMPL1134754150 chr7 55198638 55198724
AMPL30319 EGFR_AMPL1134754150 chr7 55198702 55198779
AMPL30320 EGFR_AMPL2663022930 chr7 55198768 55198856
AMPL30321 EGFR_AMPL2663022930 chr7 55198845 55198936
AMPL656480 EGFR_AMPL388736214 chr7 55200178 55200267
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AMPLA47948 EGFR_AMPL388736214 chr7 55200256 55200347
AMPL865432 EGFR_AMPL388736214 chr7 55200337 55200432
AMPL30274 EGFR_AMPL388736214 chr7 55200425 55200513
AMPL656493 EGFR_AMPL387970730 chr7 55201089 55201156
AMPL656494 EGFR_AMPL387970730 chr7 55201145 55201225
AMPL656495 EGFR_AMPL387970730 chr7 55201187 55201271
AMPLA47943 EGFR_AMPL387970730 chr7 55201260 55201349
AMPLA47944 EGFR_AMPL387970730 chr7 55201294 55201375
AMPL656487 EGFR_AMPL387970730 chr7 55201364 55201434
AMPL656528 EGFR_AMPL387805180 chr7 55201654 55201732
AMPL656529 EGFR_AMPL387805180 chr7 55201713 55201786
AMPL30256 EGFR_AMPL387805180 chr7 55201774 55201845
AMPL656513 EGFR_AMPL387805180 chr7 55201808 55201879
AMPL656514 EGFR_AMPL387805180 chr7 55201879 55201949
AMPL30252 EGFR_AMPL2515432765 chr7 55202452 55202545
AMPL30253 EGFR_AMPL2515432765 chr7 55202535 55202633
AMPL30254 EGFR_AMPL2515432765 chr7 55202559 55202657
AMPL656506 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205158 55205240
AMPL656507 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205229 55205312
AMPL30307 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205312 55205394
AMPL30308 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205331 55205420
AMPL30309 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205412 55205493
AMPL30310 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205437 55205526
AMPL30311 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205515 55205590
AMPL30312 EGFR_AMPL388589929 chr7 55205575 55205653
AMPL656423 IDH2_AMPL1482307748 chrl5 90088424 90088511
AMPL373004 IDH2_AMPL1482307748 chrl5 90088509 90088609
AMPL370993 IDH2_AMPL1482307748 chrl5 90088524 90088622
AMPL370994 IDH2_AMPL1482307748 chrl5 90088619 90088702
AMPL370997 IDH2_AMPL1482307748 chrl5 90088668 90088742
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Tabla Suplementaria N°4. Comorbilidades y uso de medicamentos detallados, de pacientes con gliomas de alto grado incluidos en el

estudio.
Comorbilidades Medicamentos
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Comorbilidades

Medicamentos
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Tabla Suplementaria 5. Presentacion clinica y desenlaces clinicos de pacientes con gliomas de alto grado incluidos en el estudio.

Presentacion Clinica Desenlace
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2018-15 366 0 0 1 0 1 90 1 19,7 1 13,9 1 50 70
2018-16 17,1 1 0 1 0 1 90 1 33,8 1 25,6 1 70 80
2018-18 4,7 1 0 0 1 1 90 1 35,0 0 300 1 90 90
2018-19 14,1 1 0 1 1 1 70 2 34,9 0 9,7 1 70 70
2018-20 73 0 0 O 1 1 50 2 10,4 1 43 1 80 90
2018-21 37,6 1 0 1 1 1 70 2 5,1 1 2,0 1 70 60
2019-25 11,9 1 0 1 1 1 40 3 5,7 1 3,9 1 40 50
2019-26 5,0 1 0 0 1 1 60 2 29,8 0 298 0 60 60
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Tabla Suplementaria 6. Razones de amplificacion de EGFR en comparacion a pacientes
controles sanos, calculadas en base a andlisis de secuenciacion de amplicones, mediante el
programa CNVpanelizer.

EGFR EGFR
limite limite

Muestra | Gen EGFR ratio | inferior [ superior | EGFR status
GBM-01 | EGFR 1,41 0,82 2,22 | Normal
GBM-02 | EGFR 0,88 0,53 1,50 | Normal
GBM-03 | EGFR 9,76 5,66 16,84 | Amplification
GBM-04 | EGFR 3,94 2,51 6,18 | Amplification
GBM-05 | EGFR 115 0,68 1,99 | Normal
GBM-06 |EGFR |- - - -

GBM-08 | EGFR 0,75 0,46 1,19 | Normal
GBM-09 | EGFR 29,71 27,91 32,88 | Amplification
GBM-11 | EGFR 1,03 0,51 1,75 | Normal
GBM-12 | EGFR 11,01 6,39 17,52 | Amplification
GBM-14 | EGFR 5,87 6,01 6,76 | Amplification
GBM-15 | EGFR 0,82 0,53 1,27 | Normal
GBM-16 | EGFR 1,00 1,00 1,05 | Normal
GBM-18 | EGFR 2,54 0,83 6,24 | Normal
GBM-19 | EGFR 1,01 0,64 1,45 | Normal
GBM-20 | EGFR 0,84 0,51 1,37 | Normal
GBM-21 | EGFR 2,78 0,36 7,92 | Normal
GBM-25 | EGFR 5,60 1,31 22,96 | Amplification
GBM-26 |EGFR |- - - -

GBM-28 | EGFR 1,39 0,83 2,02 | Normal
GBM-29 | EGFR 1,07 0,61 1,65 | Normal
GBM-30 | EGFR 2,84 1,78 4,13 | Amplification
GBM-31 | EGFR 1,40 0,92 2,00 [ Normal
GBM-32 | EGFR 1,00 0,67 1,44 | Normal
GBM-33 | EGFR 0,86 0,56 1,21 | Normal
GBM-34 | EGFR 1,07 0,68 1,57 | Normal
GBM-35 | EGFR 0,63 0,41 0,90 | Normal
GBM-36 |EGFR |- - - -

GBM-37 | EGFR 13,36 9,53 18,80 | Amplification
GBM-39 | EGFR 19,97 13,43 28,73 | Amplification
GBM-40 | EGFR 1,10 0,79 1,54 | Normal
GBM-41 | EGFR 8,00 5,49 11,99 | Amplification
GBM-42 |EGFR |- - - -

GBM-43 |EGFR |- - - -

GBM-44 | EGFR 1,38 1,02 1,92 | Amplification
GBM-45 | EGFR 0,99 0,74 1,32 | Normal
GBM-46 | EGFR 0,97 1,02 1,34 | Normal
GBM-47 | EGFR 4,37 1,88 8,26 | Amplification
GBM-48 | EGFR 0,82 0,69 0,81 | Normal
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ANEXO N°1: CONSENTIMIENTOS INFORMADOS

CONSENTIMIENTO INFORMADOQO - PACIENTE
“Papel de la respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos grupos moleculares de Glioblastoma
Multiforme”

Nombre del Investigador Principal: Dr. Rodrigo Fernandez G. /Dr. David Rojas Z.

Institucion: Instituto de Neurocirugia y Departamento de Ciencias Neurologicas Oriente, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Teléfono: 22 575 4600.

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar en un proyecto de investigacion para caracterizar el papel del mal
plegamiento de proteinas en el glioblastoma multiforme (GBM), seglin los distintos grupos moleculares de este tumor. El
estudio se realizara en el Servicio de Neurocirugia Adultos del Instituto de neurocirugia Asenjo y se planea reclutar 60 pacientes
con GBM y 5 pacientes controles.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos establecer el papel de la respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos
grupos moleculares definidos por las mutaciones de IDH1/2, del promotor de TERT y la amplificacion del gen EGFR en
pacientes con glioblastoma multiforme, y correlacionar estas alteraciones con el pronostico de los pacientes.

Procedimientos: Si Ud. Presenta un tumor cerebral en el estudio por Resonancia Magnética, con sospecha de un glioma de
alto grado, y acepta participar en este estudio:

- Seutilizara parte de la muestra obtenida para este estudio, ademas del estudio de la biopsia que se realiza en el servicio
de anatomia patoldgica.

- Si el resultado de su biopsia es un glioblastoma multiforme, Ud. ingresara a un protocolo de seguimiento clinico e
imagenologico, el que incluird controles bimensuales (o mas frecuente en caso necesario) con el Dr. Rodrigo
Fernandez, y un estudio imagenoldgico postoperatorio inmediato (primeras 48 horas) con Resonancia Magnética
cerebral, y posteriormente cada 3-4 meses o mas frecuente en caso necesario.

- Si el resultado de su biopsia es un glioblastoma multiforme, se utilizara parte de la biopsia procesada en el Servicio
de Anatomia Patologica para el estudio de marcadores genéticos de GBM y de respuesta a mal plegamiento de
proteinas. Ademas, se realizaran cultivos celulares del tejido obtenido para evaluar la respuesta al mal plegamiento de
proteinas.

Parte de la muestra obtenida en su cirugia sera almacenada en el Laboratorio de Investigacion Biomédicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile para futuros estudios de marcadores moleculares relacionados con gliomas de alto grado.

Ninguno de estos procedimientos interferira con el estudio ni el tratamiento habitual que recibiria si no acepta participar en el
proyecto.

Costos: Las evaluaciones clinicas del protocolo de seguimiento de este estudio seran gratuitas para usted. El copago de las
resonancias magnéticas del protocolo de seguimiento de este estudio serdn gratuitas para usted. Como participante en este
estudio Ud. o su sistema previsional deberan financiar las hospitalizaciones, exdmenes y tratamientos habituales para el estudio
y tratamiento de su enfermedad.

Beneficios: Este estudio permitird determinar marcadores moleculares importantes para establecer el pronodstico de su
enfermedad. Los resultados de los estudios genéticos no seran inmediatos, y seran comunicados a Ud. solo en caso necesario.
El desarrollo de este estudio significard un beneficio para el progreso del conocimiento y para el eventual desarrollo de nuevas
terapias para este tipo de tumores.

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacion no tendra que dar explicaciones y ello no modificara la calidad
de la atencion médica brindada a Ud. por parte del Instituto de Neurocirugia Asenjo.
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Compensacién: Ud. no recibira ninguna compensaciéon econdémica por su participacion en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio sera conservada en forma de estricta
confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier
publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera completamente anénima.

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos
conocimientos o complicaciones que puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y se puede retirar en cualquier momento
comunicandolo al investigador o a su médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento
habituales de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador podran determinar su retiro del estudio si
consideran que esa decision va en su beneficio.

Complicaciones: Las posibles complicaciones derivadas de los estudios con RM cerebral seran minimizadas mediante la
realizacion de examenes sin medio de contraste en caso de que Ud. presente una alteracion de la funcion renal, existiendo una
tasa muy baja de complicaciones asociadas a este procedimiento. La obtencion de la muestra intraoperatoria de tumor para los
fines de este estudio no generara un mayor riesgo operatorio en comparacion con el procedimiento habitual de reseccion tumoral
o biopsia.

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier otra informacion sobre su participacion en este estudio puede llamar a:

Investigadores:
- Dr. Rodrigo Fernandez G (Fono: +56998459957)

Conclusién:
Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo

mi consentimiento para participar en el proyecto “Papel de la respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos grupos
moleculares de Glioblastoma Multiforme”

Nombre del Paciente Firma Fecha
Nombre de informante Firma Fecha
Investigador Responsable Firma Fecha

Director del Hospital Firma Fecha

*Si se trata de un paciente incompetente, registrar nombre del paciente y de su apoderado.
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Instituto de
Neurocirugia
Dr. Alfonso

CONSENTIMIENTO INFORMADO — PACIENTE CONTROL e

Servicio de Salud
Metropolitano.

“Papel de la respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos grupos moleculares de Glioblastoma
Multiforme” v

Nombre del Investigador Principal: Dr. Rodrigo Fernadndez G. /Dr. David Rojas Z.

Institucion: Instituto de Neurocirugia y Departamento de Ciencias Neurologicas Oriente, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile.

Teléfono: 22 575 4600.

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar en un proyecto de investigacion para caracterizar el papel del mal
plegamiento de proteinas en el glioblastoma multiforme (GBM), seglin los distintos grupos moleculares de este tumor. El
estudio se realizara en el Servicio de Neurocirugia Adultos del Instituto de neurocirugia Asenjo y se planea reclutar 60 pacientes
con GBM y 5 pacientes controles. Para realizar este estudio es necesario contar con muestras de tejido normal para comparar
los niveles de activacion de la respuesta al mal plegamiento de proteinas.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos establecer el papel de la respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos
grupos moleculares definidos por las mutaciones de IDH1/2, del promotor de TERT y la amplificacion del gen EGFR en
pacientes con glioblastoma multiforme, y correlacionar estas alteraciones con el pronostico de los pacientes.

Procedimientos: Si Ud. es sometido a una lobectomia temporal con amigadlo-hipocampectomia y acepta participar en este
estudio:

- Seutilizara parte de la muestra obtenida para este estudio, ademas del estudio de la biopsia que se realiza en el servicio
de anatomia patoldgica.

- Se utilizara parte de la biopsia procesada en el Servicio de Anatomia Patologica para el estudio de marcadores
genéticos de GBM y de respuesta a mal plegamiento de proteinas. Ademas, se realizaran cultivos celulares del tejido
obtenido para evaluar la respuesta al mal plegamiento de proteinas.

Parte de la muestra obtenida en su cirugia sera almacenada en el Laboratorio de Investigacion Biomédicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile para futuros estudios de marcadores moleculares relacionados con tumores cerebrales.

Ninguno de estos procedimientos interferira con el estudio ni el tratamiento habitual que recibiria si no acepta participar en el
proyecto.

Costos: Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberan financiar las hospitalizaciones, examenes y
tratamientos habituales para el estudio y tratamiento de su enfermedad. No existiran costos adicionales.

Beneficios: Este estudio permitira determinar marcadores moleculares importantes para establecer el pronostico de pacientes
con gliomas de alto grado. Los resultados de los estudios moleculares realizados en el tejido obtenido en su cirugia seran
comunicados a Ud. solo en caso necesario. El desarrollo de este estudio significara un beneficio para el progreso del
conocimiento y para el eventual desarrollo de nuevas terapias para este tipo de tumores.

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacion no tendra que dar explicaciones y ello no modificara la calidad
de la atencion médica brindada a Ud. por parte del Instituto de Neurocirugia Asenjo.

Compensacién: Ud. no recibira ninguna compensaciéon econdémica por su participacion en el estudio.
Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio sera conservada en forma de estricta

confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier
publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera completamente anénima.

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos
conocimientos o complicaciones que puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.
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Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y se puede retirar en cualquier momento
comunicandolo al investigador o a su médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y tratamiento
habituales de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador podran determinar su retiro del estudio si
consideran que esa decision va en su beneficio.

Complicaciones: La obtencion de la muestra intraoperatoria para los fines de este estudio no generard un mayor riesgo
operatorio en comparacion con el procedimiento habitual de cirugia resectiva. No se obtendra tejido adicional al que se

obtendria en caso de que Ud. decida no participar en este estudio

Derechos del participante: Si Ud. requiere cualquier otra informacion sobre su participacion en este estudio puede llamar a:

Investigadores:
- Dr. Rodrigo Fernandez G (Fono: +56998459957)

Conclusién:
Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo

mi consentimiento para participar en el proyecto “Papel de la respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos grupos
moleculares de Glioblastoma Multiforme”

Nombre del Paciente Firma Fecha
Nombre de informante Firma Fecha
Investigador Responsable Firma Fecha
Director del Hospital Firma Fecha

*Si se trata de un paciente incompetente, registrar nombre del paciente y de su apoderado.
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ANEXO N°2: ACTA DE APROBACION COMITE DE ETICA CIENTIFICA DEL SERVISIO DE
SALUD METROPOLITANO ORIENTE.

Servicio de Salud Metropolitano Oriente
Comité de Etica Cientifico

Con fecha 10 de Octubre de 2017, ¢l CEC del S.SM. Oriente  analizé v aprobd ¢l Proyecto de Tesis del
Programa de Doctorado en Ciencias Médicas con especialidad en Neurocirugia Escuela de Postgrado
Facultad de Medicina Universidad de Chile, titulado:

“Papel prondstico de la respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos grupos moleculares de
glioblastomas multiforme®

y que conducira como Investigador Principal ¢l Dr. Rodrigo Fernandez en ¢l Instituto de Neurocirugia
Dr. Asenjo™, ubicado en Jos¢é Manuel Infante 553, Santiago, Providencia, Region Metropolitana.

Se analizd y aprobd los siguientes documentos del Proyecto:

- Proyecto de Tesis Programa de Doctorado en Ciencias Médicas “Papel prondstico de la
respuesta al mal plegamiento de proteinas en distintos grupos moleculares de glioblastomas
multiforme™.

Tomo conocimiento de:

- Autorizacion de la Dra. Maria Teresa Labra, Subdirector Médico del  Instituto de Neurocirugia Dr.
Asenjo, de fecha 07 de Septiembre de 2017.

= Solicitud de revision de fecha 03 de Octubre de 2017.

- Directores de la Tesis:
Dr. Claudio Hetz Director de tesis Profesor Titular. Laboratorio de Estrés Celular y
Biomedicina, Instituto de Neurociencia Biomédica, Facultad de Medicina ~ Universidad de
Chile.
Dr. David Rojas Co-director de tesis Profesor Asistente de Neurocirugia. Departamento de
Ciencias Neurologicas Oriente, Facultad de Medicina — Universidad de Chile.
Dr. Jos¢ Manuel Matamala, Profesor Asistente de Neurologia. Departamento de Ciencias
Neurologicas Oriente, Facultad de Medicina — Universidad de Chile

Envio a usted la ndbmina de los miembros permanentes del CEC del S.S.M. Oriente al 10 de Octubre de 2017:
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Dra, Sara Chemnilo S,

Broncopulmonar ( Presidente)

Inst. Nacional del Torax

Dra, M. Esther Meroni L, Geriatra (Secretaria) Inst. Nac, de Geriatria

Dr. Ricardo Vacarezza Asesor en Biodtica No institucional

EU Elena Nafez M. Coordinadora No institucional

Dr, Carlos Rey C. Cardidlogo Hospital del Salvador

Dr. Romulo Melo Monsalve | Neurocirujano Inst. Nae. de Neurocirugia
Dr. Manuel Sedano Lorca Gineco-Obstetra Hospital Dr. Luis Tisné
Dr. Lientur Taha M. Neurocirujano Inst. Nac. de Neurocirugia
Dr. Jorge Plasser Troncoso Cirujano- Oncdlogo Hospital del Salvador

Sra. Angélica Sotomayor Abogado No institucional

Sr. Hugo Gutiérrez Guerra Miembro de la Comunidad No institucional
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ANEXO N°3: ACTA DE APROBACION COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES
HUMANOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE

He
<08/ "

e gzlvmtgcm t¥:: ﬁull’u: - FACULTAD DE MEDK.‘IN; 2 3 ENE 2015\

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO
FECHA: 23 de Enero de 2018.

PROYECTO: "PAPEL PRONOSTICO DE LA RESPUESTA AL MAL PLEGAMIENTO DE
PROTEINAS EN DISTINTOS GRUPOS MOLECULARES DE
GLIOBLASTOMA MULTIFORME".

INVESTIGADOR RESPONSABLE: DR. RODRIGO FERNANDEZ GAJARDO

INSTITUCION: DEPARTAMENTO CIENCIAS NEUROLOGICAS ORIENTE, FACULTAD
DE MEDICINA, UNIVERSIDAD DE CHILE. PROYECTO DE TESIS PARA OPTAR AL
GRADO DE DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS Y ESPECIALIDAD
NEUROCIRUGIA, TUTOR DR. CLAUDIO HETZ

Con fecha 23 de Enero de 2018, el proyecto ha sido analizado a la luz de los postulados de I
Dedlaracion de Helsinki, de la Guia Intemacional de Etica para la Investigacion Biomédica que
involucra sujetos humanos CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Practica Clinica de ICH
1996.

Sobre la base de la informacién proporcionada en el texto del proyecto el Comité de Etica de
Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,
estima que el estudio propuesto estd bien justificado y que no significa para los sujetos
involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que minimos.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética para la
realizacion del estudio propuesto, dentro de las espedificaciones del protocolo.

Este comité también analizd y aprobd el correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su version modificada de fecha 17 de Enero de 2018. Ademas se toma
conocimiento de carta de Director del Establecimiento o custodio de la base de datos o carta
de compromiso del Investigador responsable de fecha 13 de Diciembre de 2017.

Se extiende este documento por el periodo de un afio a contar desde la fecha de aprobacién
prorrogable segln informe de avance y seguimiento bioético.

LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO
o DEPARTAMENTO CIENCIAS NEUROLOGICAS ORIENTE, INSTITUTO DE
NEUROCIRUGIA ASENJO.

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.cl
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&

UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES

INTEGRANTES DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION

EN SERES HUMANOS

NOMBRE CARGO RELACION CON LA INSTITUCION
Dr. Manuel Oyarzin G. Presidente Si
Dr. Hugo Amigo C. Miembro St
Dra. Lucia Cifuentes O. Miembro Si
Dra. Gricel Orellana V. Miembro Si
Sra. Gina Raineri B. Miembro Si
Dra. Maria Angela Delucchi B. Miembro Si
Dr. Miguel O'Ryan G. Miembro Si
Sra. Claudia Marshall F. Miembro _Si
Dra. Julieta Gonzalez B. Miembro Si
Prof.? Maria Luz Bascufian R. Miembro

Santiago, 23 de Enero de 2018.

cc: - Proyecto N° 182-2017
-Archivo Acta n® 129

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchile.c/
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ANEXO N°4A: INGRESO A ESTUDIO

INGRESO A ESTUDIO

Nombre completo:

Edad: Fecha de Ingreso:
Numero de ficha:

RUT:

Direccion:

Teléfonos de contacto:

Fecha de cirugia:

Comorbilidades:
DM2 () HTA () Dislipidemia ( )
Otras (especificar):

Tabaquismo ( ) Indice Paquetes-Afio:

Medicamentos :

Fecha Inicio Sintomatologia:

Fecha Primera Neuroimagen (TC o RM):

Fecha Primera Resonancia Magnética Cerebral:

Cirugias Previas:

Historia de Ingreso:

Instituto de
Neurocirugia
Dr. Alfonso
Asenjo

Servicio de Salud
Metropalitano Oriente

Ministerio de
Salud

Signos vitales: PA ; FC ; T°

; SatO2

Examen neurologico:

KPS ingreso:
KPS postoperatorio:
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Puntuacion Situacién Clinica - Funcional

100 Normal, asintomatico. Sin evidencias de Enfermedad

90 Capaz de realizar actividades normales. Minimos sintomas o signos de enfermedad
80 Capaz de realizar actividades normales con esfuerzo. Sintomas moderados de enfermedad
70 Capaz de cuidar de si mismo. Incapaz de realizar actividades normales o trabajo

60 Requiere asistencia ocasional. Es capaz de cubrir la mayoria de sus necesidades

50 Requiere asistencia considerable, y cuidado profesional frecuente

40 Discapacitado, mas de 50% tiempo en cama

30 Severamente discapacitado, practicamente 100% tiempo en cama

20 Requiere admision hospitalaria para manejo de soporte activo

10 Moribundo

0 Fallecido

Initial questions

Follow-up
questions

Symptom characterization KPS Comments

%

Is the patient able to
carry on with his/her
normal work or activity?

YES A

Does the patient
have symptoms?

(pain, loss or gain of
weight, reduced energy
etc.)

No symptoms.

100 Normal, no complaints, no
evidence of disease.

Mild symptoms.

90 Able to carry on normal
activity, minor signs or
symptoms of disease.

Moderate symptoms.

80 Normal activity with effort,
some signs or symptoms of
disease.

NO

B
‘NO
v

Does the patient
need assistance?
(grooming, food intake,
dressing, other daily
activities)

No assistance.

70 Cares for self, unable to
carry on normal activity or
to do active work.

Occasional assistance.

60 Requires occasional assis-
tance, but is able to care for
most of his needs.

Considerable assistance.

50 Requires considerable assis-

tance and frequent medical
care.

Is the patient
bedridden for more
than half a day?

YES

C

What is the
patient’s degree of
disability in terms of
bed confinement?

Bedridden in more than
50% of the time.

40 Disabled, requires special
care and assistance.

Almost completely
bedridden.

30 Severely disabled, hospitali-
zation is indicated although
death not imminent.

Completely bedridden and
dependent upon extensive
nursing care by professio-
nals and/or family.

20 Hospitalization necessary,
very sick, active supportive
treatment necessary.

Completely bedridden
and comatose or barely
arousable.

10 Moribund, fatal processes
progressing rapidly.

Dead.

0 Dead.

Figure 1 Proposed algorithm system for the evaluation of the Karnofsky performance status. The initial questions are answered with yes
or no answers to discriminate between three statuses: A, B and C (see Table 1). The following questions further distinguish 11 derivative KPS

values (100-0%). The items in round brackets () in the follow-up questions lend further suggestive clarification (Schag et al,, 1984). The symptom
characterization is based on the works of Karnofsky and Burchenal, 1949, and Abernethy et al, 2005 (Table 1).
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ANEXO N°4B: CONTROL CLINICO

CONTROL CLINICO PROTOCOLO GBM-UPR

Nombre completo:
RUT:

Numero de ficha:
Hospital de Origen:

Fecha de Control:

Fecha de Quimioterapia: Farmaco QT: Dosis:
Fecha de Radioterapia: Tipo de RT: Dosis:
Oncologo tratante:
Radioterapeuta Tratante:

ANAMNESIS:
Cefalea: Si - No. (EVA: )
Crisis convulsivas: Si - No. (Tipo de crisis y frecuencia: )
Nauseas y vomitos: Si - No.
Otra sintomatologia:

KPS:

Anticonvulsivantes: Si - No. Farmaco y dosis Actual:

Modificaciones:

Corticoterapia: Si - No. Farmaco y dosis Actual:

Modificaciones:

Trombosis Venosa Profunda: Si - No. Tromboprofilaxis: Si - No

Examen fisico general y neurolégico:

MMSE:

Examenes de Laboratorio:

Nombre y Firma Médico Evaluador
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KPS:

Puntuacion Situacién Clinica - Funcional

100 Normal, asintomatico. Sin evidencias de Enfermedad

90 Capaz de realizar actividades normales. Minimos sintomas o signos de enfermedad
80 Capaz de realizar actividades normales con esfuerzo. Sintomas moderados de enfermedad
70 Capaz de cuidar de si mismo. Incapaz de realizar actividades normales o trabajo

60 Requiere asistencia ocasional. Es capaz de cubrir la mayoria de sus necesidades

50 Requiere asistencia considerable, y cuidado profesional frecuente

40 Discapacitado, mas de 50% tiempo en cama

30 Severamente discapacitado, practicamente 100% tiempo en cama

20 Requiere admision hospitalaria para manejo de soporte activo

10 Moribundo

0 Fallecido

Initial questions

Follow-up
questions

Symptom characterization KPS
%

Comments

Is the patient able to
carry on with his/her
normal work or activity?

YES A

Does the patient
have symptoms?

(pain, loss or gain of
weight, reduced energy
etc.)

NO

B
‘NO
v

Does the patient
need assistance?

(grooming, food intake,
dressing, other daily
activities)

Is the patient
bedridden for more
than half a day?

YES

C

What is the
patient’s degree of
disability in terms of
bed confinement?

No Symptoms_ 100 Normal, no complaints, no
evidence of disease.

Mild symptoms. 90 Able to carry on normal
activity, minor signs or
symptoms of disease.

Moderate symptoms. 80 Normal activity with effort,
some signs or symptoms of
disease.

No assistance. 70 Cares for self, unable to
carry on normal activity or
to do active work.

Occasional assistance. 60 Requires occasional assis-
tance, but is able to care for
most of his needs.

Considerable assistance. 50 Requires considerable assis-
tance and frequent medical
care.

Bedridden in more than 40 Disabled, requires special

50% of the time care and assistance.

Almost completely 30 Severely disabled, hospitali-

bedridden zation is indicated although

death not imminent.

Completely bedridden and 20
dependent upon extensive

nursing care by professio-

nals and/or family.

Hospitalization necessary,
very sick, active supportive
treatment necessary.

Completely bedridden 10 Moribund, fatal processes
and comatose or barely progressing rapidly.
arousable.

Dead. 0 Dead.

Figure 1 Proposed algorithm system for the evaluation of the Karnofsky performance status. The initial questions are answered with yes
or no answers to discriminate between three statuses: A, B and C (see Table 1). The following questions further distinguish 11 derivative KPS

values (100-0%). The items in round brackets () in the follow-up questions lend further suggestive clarification (Schag et al., 1984). The symptom
characterization is based on the works of Karnofsky and Burchenal, 1949, and Abernethy et al, 2005 (Table 1).

128



ANEXO N°5: CRITERIOS DE PROGRESION DE ENFERMEDAD

Respuesta

Respuesta

Enfermedad

Criterio Completa Parcial Estable Progresién
gzz:ilgleini’;‘l post administracion de No >50% O <50<°§;5§/0Dger0 525% 1
T2/FLAIR Estable o 0 Estable o 0 Estable o 0 0
Nuevas lesiones No No No Si
Uso de corticoides No Estable o Estable o 0 -1
Estado clinico Estable o 0 Estable o I Estable o 0 N
Requeridos para definir estado Todos Todos Todos Cualquiera

2 = Este criterio por si solo no es suficiente para definir progresion tumoral
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