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RESUMEN

El glioblastoma multiforme es un tipo de glioma agresivo de grado 1V, por lo cual,
debido a su heterogeneidad molecular, celular, y de microambiente tumoral, es
dificil de identificar dianas terapéuticas. Con el avance de las ciencias 6micas en
estos Ultimos 10 afios, se han asociado diversos perfiles de expresion genética
relacionados a la inmunidad para determinar prondstico, terapias basadas en los
puntos de control inmunolodgico y agresividad del tumor, estableciendo firmas
moleculares y celulares de células inmunes infiltrantes asociados a la supervivencia
general. Sin embargo, no ha quedado claro la importancia de cada firma como
biomarcador prondstico por lo que es necesario hacer un estudio de profundidad.
De esta manera, el objetivo principal del presente estudio fue describir e identificar
las firmas moleculares y/o celulares pertenecientes a las células inmunes infiltradas
en glioblastoma multiforme a partir de una revision de la literatura mediante
busquedas en las bases de datos en linea como Dialnet, Scielo, APA PsycAtrticles,
Scopus, Web of Science, PubMed, Redalyc y Elsevier. Asimismo, se realiz6 un
analisis bioinformatico para obtener estimaciones poblacionales de células inmunes
infiltrantes, mediante CIBERSORT y se compar6 con las firmas descritas en la

literatura.

Finalmente se describié y amplié la importancia en el ambito prondstico y
terapéutico, precisando que las firmas moleculares son base complementaria para
el desarrollo de las firmas celulares, por lo que en conjunto ambas proporcionan

informacidn valiosa para el paciente.



Palabras claves: expresion genética, firma molecular, firma celular, células

inmunes infiltrantes, glioblastoma multiforme.



ABSTRACT

Glioblastoma multiforme is a type of aggressive grade IV glioma, therefore, due to
its molecular, cellular, and tumor microenvironment heterogeneity, it is difficult to
identify therapeutic targets. With the advancement of Omic sciences in the last 10
years, various gene expression profiles related to immunity have been associated to
determine prognosis, therapies based on immune checkpoints and tumor
aggressiveness, establishing molecular and cellular signatures of immune cells.
infiltrators associated with overall survival. However, the importance of each
signature as a prognostic biomarker has not been clear, so it is necessary to carry
out an in-depth study. In this way, the main objective of the present study was to
describe and identify the molecular and/or cellular signatures belonging to the
infiltrated immune cells in glioblastoma multiforme from a review of the literature
through searches in online databases such as Dialnet, Scielo, APA PsycArticles,
Scopus, Web of Science, PubMed, Redalyc, and Elsevier. Likewise, a bioinformatic
analysis was performed to obtain population estimates of infiltrating immune cells

using CIBERSORT and compared with the signatures described in the literature.

Finally, the importance in the prognostic and therapeutic field was described and
expanded, specifying that molecular signatures are a complementary basis for the
development of cellular signatures, so that together both provide valuable

information for the patient.

Keywords: gene expression, molecular signature, cellular signature, infiltrating

immune cells, glioblastoma multiforme.



I. INTRODUCCION

El glioblastoma multiforme (GBM), es la neoplasia maligna mas comun que
afecta al cerebro humano. Esté clasificado como un glioma difuso de grado IV con
una alta heterogeneidad celular y genética (1). Aunque se han incorporado a la
practica clinica diferentes estrategias de tratamientos avanzados, especialmente la
reseccion quirdrgica, seguida de radioterapia y quimioterapia, la mediana de

supervivencia de los pacientes es menor a 18 meses (2—4).

Los glioblastomas (GB) se clasifican en dos subtipos morfol6gicamente idénticos:
primarios (GB1) y secundarios (GB2). La gran mayoria de los casos de GB son
GB1, que suelen desarrollarse sin lesiones preexistentes, se manifiestan tipicamente
en pacientes de edad avanzada (promedio de 60 afios) y tienen un curso breve
debido al rapido desarrollo del tumor, como es el caso del GBM. Por otro lado, los
GB2 representan menos del 10% de los GB, se desarrollan a partir de astrocitomas
de bajo grado (astrocitoma difuso o anaplasico) y afectan sobre todo a personas
jévenes; en quienes, como consecuencia de la aparicion mas temprana y el rapido
crecimiento tumoral, la tasa media de supervivencia es mayor y la enfermedad tarda
mas en progresar(1,5). No obstante, una tercera categoria incluye los tumores de
glioblastoma que no pueden evaluarse completamente por la enzima isocitrato
deshidrogenasa NADPH dependiente (IDH), por lo que se da un diagnéstico de “no
especificado de otra manera (NOS)(6).

Consecuentemente, el descubrimiento del sistema linfatico en el sistema nervioso
central ha despertado inspiracion para proporcionar una base teérica novedosa y
nuevas perspectivas para la inmunoterapia en tumores cerebrales, y la literatura

previa ha demostrado las interacciones mutuas entre los gliomas y el sistema
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inmunitario. Sin embargo, se conoce también que el microambiente inmunolégico
unico, debido a la expresion de citocinas inmunosupresoras, como PD-1, TGF-$ e
IL-10, y la falta de células presentadoras de antigenos (CPA) en el SNC, presentan

obstaculos para la eficacia de nuevas terapias (7).

Sin embargo, a pesar que la escasez de células T en el microambiente del glioma,

r %

“tumor frio”, algunos estudios han sugerido que las células mieloides asociadas al
glioma (células inmunosupresoras con un fenotipo similar al macréfago tipo M2)
podrian provocar una respuesta inmune frente al tumor mediadas por células

dendriticas periféericas (CD) (8).

Con la finalidad de aumentar la sobrevida de los pacientes con GBM y con la
llegada de técnicas moleculares para clasificar a los tumores de acuerdo a su
expresion genética, los estudios de analisis gendmico y transcriptdmica de tumores
en cerebro, han permitido enfoques terapéuticos personalizados, dando paso a la

identificacion de diversas firmas moleculares para diagndstico y pronostico (1,9).

Las firmas moleculares estan basadas en la transcripcion del cdigo genético escrito
en el ADN, desarrolladas por tecnologias como microarrays, secuenciamiento del
ARN, Next Generation Sequencing e incluso algunas mas precisas como Single-
Cell Sequencing; quienes almacenan la informacion transcriptdmica en repositorios
virtuales como Gene Expression Omnibus (GEO) del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), The Cancer Genoma Atlas Program (TCGA),
entre otras. Las firmas moleculares en cancer no se han limitado a la pesquisa de
células tumorales, también han inferido marcas genéticas en células inmunes

infiltrantes de tumores abriendo camino hacia enfoques terapéuticos inmunolégicos
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mas precisos debido al conocimiento de los genes relacionados con la inmunidad

(GRI) involucrados en el desarrollo del tumor (10).

Es el caso de un estudio en cancer de estdbmago en el que se identificé una firma
molecular derivada del microambiente inmunolégico basado en la expresion
genética de 27 genes especificos para evaluar la eficacia de inhibidores de puntos
de control inmunitarios (ICI, por sus siglas en inglés) obtenidas del repositorio
virtual GEO, avalando que la supervivencia de los pacientes enrolados se debia al

alto contenido inmunoldgico en el microambiente tumoral (11).

Asimismo, en un estudio similar en cancer de mama, se describid 146 tipos de
células inmunitarias infiltrantes obtenidas de TCGA, GEO y METABRIC
(Molecular Taxonomy of Breast Cancer International Consortium), el perfil de
expresion de las células inmunes les sirvié para inferir una firma inmunoldgica la
cual compararon con la supervivencia general de los pacientes, concluyendo que
entre ambas habia asociacion significante. Del mismo modo, varias investigaciones
han descubierto que las nuevas huellas moleculares de las células inmunitarias que
infiltran los tumores podrian predecir su agresividad o encontrar nuevas dianas

inmunoldgicas terapéuticas (12).

En el estudio de Hu y col. descargaron perfiles de expresion genética de pacientes
con GBM de los repositorios GEO, TCGA e Import para encontrar genes
expresados diferencialmente (DEG, por sus siglas en inglés) relacionados con la
inmunidad. Mediante pruebas de suma de rangos de Wilcoxon, hallaron una firma

molecular de 7 genes y la asociaron con la supervivencia (13).
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Por Gltimo, Yin y col. obtuvieron una firma molecular de 5 genes relacionados con
el sistema inmunitario mediante un andlisis ponderado de redes de coexpresion
genética y la evaluaron con la herramienta Gene Expression Profiling Interactive
Analysis (GEPIA) para determinar el pronostico de la enfermedad (14). Sin
embargo, no solo se ha planteado perfil de expresion molecular sino también la
identificacion de una firma basada en subpoblaciones de células inmunitarias
infiltradas en el tumor, como prondstico de sobrevida de pacientes con GBM
especialmente en la transformacién maligna del glioma de bajo grado al glioma de

alto grado (15).

Continuando con la linea de trabajo de identificacion de biomarcadores de
pronostico, se decidio realizar una revision sistematica completa enfocada en la
identificacion de firmas moleculares y firmas celulares basadas en la expresién de
genes diferenciales de células inmunes infiltradas en tumor de glioblastoma
multiforme. Asimismo, con la finalidad de reproducir la estimacion poblacional y
la significancia estadistica entre grupos de tumor y control, se realizd un

metaanalisis de estudios transcriptomicos.
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I1. OBJETIVOS
Objetivo general:

e Describir e identificar firmas moleculares y/o celulares pertenecientes a las

células inmunes infiltradas en glioblastoma multiforme.

Objetivos especificos:

o Identificar larelacion de la firma molecular y/o celular con la sobrevida general

de pacientes con glioblastoma obtenida por la literatura.

e Describir el perfil de células inmunes infiltrantes de glioblastoma a partir de un

andlisis de estudios transcriptomicos.

14



METODOLOGIA

(segun objetivos especificos respectivamente)

1. Disefio de estudio

e Revision sistematica cualitativa

Busqueda bibliografica de articulos cientificos seleccionados a partir los

criterios de inclusion, sin anélisis estadistico.

e Metaanalisis

Busqueda de estudios de analisis transcriptomicos y andlisis de datos.

2. Poblacién u objeto de estudio

e Articulos cientificos seleccionados a partir de las palabras clave:

infiltracion inmune, perfil de expresion genética, firma molecular, células
inmunes y glioblastoma multiforme, mediante la busqueda en base de

datos en linea.

Datos de expresion genética del glioblastoma multiforme de pacientes
identificados en la base de datos publica del portal Gene Expression
Omnibus del National Center for Biotechnology Information

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

3. Procedimiento y técnicas

3.1.Definiciones conceptuales

e Firma molecular

15



Expresion de un grupo especifico de genes que se encuentran en una célula
o tejido.

e Firma celular
Grupo de células especificas con similar perfil de expresion de genes

asociados a la inmunidad.

3.2.Revisién sistematica

Los estudios cientificos publicados en revistas médicas se identificaron
mediante busquedas bibliograficas en ocho bases de datos diferentes: Dialnet,
Scielo, APA PsycArticles, Scopus, Web of Science, PubMed, Redalyc y Elsevier,
(fecha de acceso en diciembre del 2021 y posteriores actualizaciones). Los términos
de busqueda fueron en inglés y espafiol con las siguientes combinaciones:
“expresion genética” y "firma molecular”, combinados con “glioblastoma
multiforme” y "células inmunes infiltradas". Asimismo, “expresion genética",
"firma celular". combinados con "glioblastoma multiforme", "células inmunes
infiltradas"” e “inmunoterapia”. El limite especificado fue una fecha de publicacion
no anterior al 2019. Sin embargo, se selecciond una publicacion del 2011 por ser
un articulo pionero en el tema. Finalmente, se realizaron busquedas en paginas web
para identificar estudios potenciales que no se habian publicado en revistas médicas

pero que se habian revisado en Internet (Fig. 1).

La estrategia de busqueda se baso en los operadores booleanos (AND, OR & NOT),
consistiendo en combinar las palabras claves en la pesquisa relacionadas con el

objetivo general.
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Figura 1. Representacion esquematica de la conjugacion de palabras clave para
la busqueda de articulos de revision.



3.3.Metaanalisis

Asimismo, para describir a nivel global el perfil de células inmunes
infiltrantes de GBM y compararlos con el analisis de los articulos revisados, se
colectd datos de expresion genética del repositorio virtual GEO. Se inicio la
busqueda con la palabra clave Glioblastoma y se selecciond el tipo de organismo a
partir de la palabra clave Homo sapiens. Para los datos de perfil de expresion
genética se selecciond el tipo de tecnologia en la que fue desarrollada a partir de la
palabra clave Expression profiling by array. Finalmente, se seleccion6 los perfiles
de expresion genética desarrollados en la plataforma Affymetrix, GeneChip®
Human Genome U133 2.0 Arrays. Se selecciond estudios de un solo pais (Estados
Unidos, USA). Finalmente, se recolectd el perfil de expresién genética de tejido
cerebral normal de aquellos estudios seleccionados, como control de la expresion

genética.

e Control de Calidad y Analisis de datos

El analisis del GeneChip U-133 se realizo utilizando el software R. La fluorescencia
obtenida fue normalizada con sondas internas de control, mediante el algoritmo
Robust Multichip Average (RMA), que consta de tres pasos: Correccion de fondo,
normalizacion y sumarizacion. - La correccion de fondo esta basada en el cambio
de un nucleétido, es decir, por cada sonda con la secuencia deseada, de 25
nucleo6tidos normalmente (PM, secuencia perfecta), se coloca también una sonda
con esa misma secuencia, pero con el nucleétido 13 cambiado al complementario
(MM, secuencia cambiada), de tal manera que se identifique la hibridacién no

especifica. - La normalizacion para datos no paramétricos, empled genes

18



housekeeping que tienen una intensidad constante independientemente de las
condiciones experimentales, se realiza dividiendo todas las intensidades del chip
entre la expresién media de los genes housekeeping: GAPDH, beta-Actin, ISGF-3
(STATL). La sumarizacion, es el proceso por el que se determing la intensidad del
transcrito a partir de la intensidad de las sondas, se realizados mediante el célculo

de medias mediante Median Polish.

Finalmente, se realizo la correccion por lote de muestra con el algoritmo de ComBat
(paquete sva R), y luego los datos se colapsaron utilizando el algoritmo de

collapse_genes-09 (Fred's Softwares).

Se aplico un enfoque centrado en las vias metabdlicas utilizando Sample
Enrichment Score (SES) con cuatro bases de datos: KEGG, Reactome
(reactome_2018803), Gene Ontology-Cellular Component (C5_CC) y MSigDB
Hallmarks (H), de acuerdo con el flujo de trabajo recomendado por Fred's Softwares
(prueba t de dos colas con valor p <1.7E-05 como nivel de significacion, y cambio,
fold change, <0.7 y > 1.5 veces como umbral). Los codigos fuente y las bases de
datos de Fred's Software estan disponibles en:

https://sites.qgooqgle.com/site/fredsoftwares/products/databases.

A partir de los resultados de Fred’s Software, se analizaron los genes mas relevantes
para obtener las lineas celulares inmunoldgicas basadas en el algoritmo de
CIBERSORT, de la cual se tom0 las células inmunes basados en 7 subconjuntos de
células inmunitarias (LM7). Finalmente, las células inmunoldgicas fueron

analizadas mediante el software DeepTIL.
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Casos seleccionados

—
&=

Y

Blsqueda de casos Andlisis bioinformatico

Figura 2. Flujo de trabajo del andlisis de datos de casos seleccionados a partir
de GEO. n(GBM)=47, n(Control) =25.

4. Plan de analisis estadistico

4.1.Revision sistematica

Se selecciono los articulos cientificos basados en la busqueda bibliografica
con las palabras clave perfil de expresion genética, firma molecular, células

inmunes infiltradas y glioblastoma multiforme.

Se separ6 los articulos en dos partes: 1. Firma molecular: articulos cientificos
basados en el analisis de firmas moleculares determinadas por procedimientos
bioinformaticos relacionados con la sobrevida del paciente con GBM; 2. Firma
celular: articulos cientificos basados en el andlisis de firmas celulares inmunes
determinadas por procedimiento de CIBERSORT relacionados a la sobrevida del

paciente con GBM.
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Se selecciond los articulos y con ellos se realizd un analisis deductivo y logico de
cada uno exponiendo puntos remarcables de cada firma y relacionandolos a la
sobrevida de los pacientes. Asimismo, se realizé un compendio de la informacion
seleccionada y se expuso la opinion critica para cada item. Se utilizé las figuras mas
representativas, acorde al objetivo, de cada articulo cientifico discutido, ello como

ayuda visual para la interpretacion.

Finalmente, se expuso las conclusiones respondiendo a los objetivos, basdndonos

en las firmas identificadas.

4.2.Metaanalisis de estudios transcriptémicos

Se selecciond los estudios GSE50161, GSE35493, GSE30563, debido a que
la poblacion compartia el mismo origen demografico: estadounidense (USA), y

ademas incluia datos de controles perteneciente a tejido cerebral sin GBM (Fig.2).

Después del pretratamiento de los datos para realizar la deconvolucion explicada
en procedimiento y técnicas, y esquematizado en la Fig. 2, se unificd los 3 estudios
seleccionados, y posteriormente se separé en dos grupos: grupo GBM (tejido
tumoral, n=47) y grupo Control (Tejido cerebral sin GBM, n=25), para finalmente
comparar las medias y estimar la significancia estadistica mediante la prueba t de

student en el programa de Stata/SE versién 18.0.

5. Consideraciones éticas

El trabajo de investigacién, no contempld ningin procedimiento
experimental, por lo que no requiri6 consentimiento informado de ningun

participante. Asimismo, los articulos seleccionados y la recoleccion de la base de
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datos de transcriptomas a partir del repositorio virtual GEO, no mostraron datos

personales.

Ademas, se obtuvo la autorizacion y aprobacion del Comité de Investigacion y del

Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

V. RESULTADOS
1. Revision sistematica

Se seleccionaron todos los estudios experimentales de los que fue posible extraer
informacién sobre la metodologia, las firmas moleculares basados en genes
inmunes, firmas celulares basados en células inmunolégicas y datos de asociacion
con la supervivencia general y el pronostico de la enfermedad. Si bien algunas
publicaciones proporcionaban importantes resultados sobre las caracteristicas
clinicas de la enfermedad, tratamientos innovadores con medicamentos no
inmunoldgicos y vias de transcripcion de genes no relacionados a la inmunidad, no
se tomaron en consideracion para el analisis puesto que estos datos excedian el

objetivo propuesto.

Se unifico la informacion y se la dividié en dos tablas (Tabla 1 y Tabla 2). En las
tablas se incluyo el titulo de la investigacion, los autores, el afio de publicacion, los
genes relacionados a la inmunidad (Tabla 1), las células inmunes (Tabla 2) y la cita
bibliogréfica. Asimismo, por cada articulo revisado se identifico genes relacionados
a la sobrevida general distinguiéndolos como genes de buen pronostico y mal

prondstico (Tabla 3).

Se identificaron 9 trabajos publicados entre 2019 al 2022, excepto un solo trabajo
del 2011, que proporciond informacion valida para la discusion posterior.
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NO

Tabla 1: Firma molecular: articulos cientificos basados en el andlisis de firmas moleculares determinadas por

procedimientos bioinformaticos relacionados con la sobrevida del paciente con GBM

Titulo del articulo cientifico

Expression Profile Analysis Identifies a Novel Seven
Inmune-Related Gene Signature to Improve Prognosis
Prediction of Glioblastoma

Predictive Analyses of Prognostic-Related Immune
Genes and Immune Infiltrates for Glioblastoma.
Diagnostics

Prognostic value and immune relevancy of a combined
autophagy-, apoptosis- and necrosis-related gene
signature in glioblastoma

Construction of an immune-related gene signature for
the prognosis and diagnosis of glioblastoma multiforme

Autores

Hu L, Cheng
X, Wang S,
Feng, Lin Z.

Liang P, Chai
Y, Zhao H,
Wang G

BiY, Wu ZH,
Cao F

YuZ, Yang H,
Song K, Fu P,
Shen J, Xu M,
XuH

Ao

2021

2020

2022

2022

23

doi

10.3389/fgene.2021.638458

10.3390/diagnostics10030177

10.1186/s12885-022-09328-3

10.3389/fonc.2022.938679

Genes inmunes

BMPRI1A, CTSB,
NFKBIZ, TNFSF14,
CXCL2, SEMA4F,
OSMR

CCL1, DEFAS,
NOD2, LPA, FABPS,
CHIT1, BMP1,
TNFSF14, OSMR

CCL2, LIF, FAS,
IL1B, CXCL10,
CCL20, TNFSF13,
IL6, ILIR2, ILIORA e
IL13RA, BMP2

PTX3, BMP2y
TNFSF9

Cita
bibliografica
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https://doi.org/10.3390/diagnostics10030177
https://doi.org/10.1186/s12885-022-09328-3

NO

Tabla 2: Firma celular: articulos cientificos basados en el analisis de firmas celulares determinadas por
procedimientos bioinformaticos relacionados con la sobrevida del paciente con GBM

Titulo de articulo cientifico

Identification of 3 subpopulations of tumor-
infiltrating immune cells for malignant
transformation of low-grade glioma

Immune cell gene expression signatures in
diffuse glioma are associated with IDH
mutation status, patient outcome and malignant
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a) Perfil de expresion de células inmunes infiltrantes: Firma molecular

Algunas investigaciones han construido modelos predictivos de GBM
basados en genes relacionados con la inmunidad (IRG, por sus siglas en inglés);
para ello, se requirié descubrir los genes clave involucrados y posteriormente
vincularlos con los factores de transcripcion de genes inmunoldgicos para de ese

modo, producir modelos de pronéstico, analisis de supervivenciay curvas de riesgo.

En el primer estudio analizado (Tabla 1), los autores consiguen una firma molecular
basada en siete genes inmunoenlazados, enfatizando que su importancia recae en la
busqueda de conexidn entre la expresion genética y el prondstico de GBM. Se
realizdé un analisis de DEG, utilizando el paquete limma del software R el cual
permite identificar genes que se expresan significativamente diferente.
Posteriormente, para poder determinar la firma molecular, se selecciond mediante
la regresion de Cox univariante y la regresion de LASSO a siete IRG: BMPR1A,
CTSB, NFKBIZ, TNFSF14, CXCL2, SEMA4F, OSMR (Fig. 3), para dar una
explicacion general a la aparicion y desarrollo de GBM, comprendiendo asi, la
relacién con los puntos de control inmunitarios, la via de la oncogénesis y al estudio
de la sensibilidad a los farmacos, considerados limitantes en el prondstico de GBM

(13).

Los genes CTSB, NFKBIZ, TNFSF14, CXCL2, SEMA4F y OSMR se
caracterizaron como genes de alto riesgo estimando un mal prondstico, mientras
gue BMPR1A se identificd como un gen de bajo riesgo por lo que es considerado

como factor protector.
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Este estudio fue muy preciso en cuanto a la evaluacion pronostica, pues los
investigadores agruparon a los pacientes de acuerdo a la puntuacion de riesgo
hallada y lo relacionaron con los factores clinicos. Asimismo, la puntuacion de
riesgo fue relacionada con los puntos de control inmunitarios centrales del GBM
como CD28, TIM-3, B7-H3, PD-1, LAG3, B7- H4, CD40, y PD-L1, siendo estas 3
ultimas vinculadas fuertemente a ella. Por altimo, esta firma fue validada en la base
de datos de TCGA mediante curvas de Kaplan-Meier, haciendo ver que la sobrevida

se relacionaba fuertemente a los genes de mal prondstico.

Gene Coef HR Low. 95%CI Upp. 95%CI p-value
BMPR1A —0.194 0.691 0.556 0.859 8.86E-4
CTSB 0.011 1.280 1.104 1.484 1.06E-3
NFKBIZ 0.050 1.442 1.200 1.731 9.10E-5
TNFSF14 0.081 1.320 1.138 1.632 2.58E-4
CXCL2 0.090 1.380 1.152 1.583 2.11E-4
SEMA4F 0.217 1.490 1.199 1.862 3.25E-3
OSMR 0.250 1.475 1.239 1.767 1.30E-5

Figura 3. Genes pronosticos relacionados con el sistema inmunitario analizados
por la regresion de LASSO(13). (Figura tomada de Hu y col.)

Por otro lado, en un estudio similar al descrito anteriormente, se confirma la
relevancia y utilidad de los genes inmunitarios relacionados con el GBM en calidad
de genes pronéstico. Como se muestra en la Fig. 4, se identificd 24 genes
inmunitarios (Fig. 4a) de los cuales solo 9 genes (CCL1, DEFA3, NOD2, LPA,
FABP5, CHIT1, BMP1, TNFSF14, OSMR) fueron adecuados para establecer un

modelo de prediccion prondstico, se utilizo el analisis de Cox univariado para filtrar
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los genes que afectaban la supervivencia general de los pacientes y el Cox

multivariado para identificar genes prondsticos independientes.

De los 9 genes, se discutié los méas relevantes, por ejemplo: FABP5, estaba asociado
a células tumorales altamente proliferantes, BMP1 asociado con mal pronoéstico,
OSMR a la regulacion del crecimiento de GBM y CCL1 como un mediador
inflamatorio estimulante de la migracion de monocitos, por lo que se lo considerd
un regresor del tumor asociado a buen pronéstico. Asimismo, se realizé un analisis
de la red reguladora de factores de transcripcion inmune y genes inmunes
relacionados con el prondstico y se evidencié que la familia BATF (Fig. 4b) regula,

controla y apoya a la diferenciacion de las células inmunitarias (16).
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Figura 4. (A) Tabla de datos de los 24 genes inmunitarios de pronostico obtenidos
de la busqueda que estan relacionados con el GBM. (B) Asimismo, se muestra la
construccion de las redes reguladoras entre los factores de transcripcion
inmunitarios y el gen inmunitario prondstico (16). (Figura tomada de Liang y
col.)

En otro estudio, una firma de IRG se asoci0 a la autofagia, la apoptosis y la necrosis
en GBM, destacando su importancia en la formacion de bases especificas para el

desarrollo de terapias inmunoldgicas personalizadas.
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Se seleccionaron firmas genéticas significativas de vias de muerte celular
individuales para construir modelos de pronostico combinados con la finalidad de
crear el indice de muerte celular (CDI), agrupando a los pacientes en CDI alto y
CDI bajo. Con base en las caracteristicas del CDI, usando la base de datos TCGA,
andlisis de Cox univariante y multivariante, y regresion LASSO, se concluy6 que
el nimero total de indices caracteristicos fue de 16 genes como se muestra en
la Fig. 5, donde 4 pertenecian a la firma apoptotica, 8 pertenecian a la firma de
autofagia y 4 pertenecian a la sefial de necrosis, lo que mostrd
importancia prondstica en GBM, y confirma que las firmas genéticas ayudan a
predecir y guiar la seleccion de pacientes para un mejor uso de la inmunoterapia de

GBM (17).

Poniendo énfasis en lo que resaltan los autores, en el grupo CDI, los niveles de
expresion de los genes CCL2, LIF, FAS, IL1B, CXCL10, CCL20, TNFSF13, ILS6,
IL1IR2, IL10RA e IL13RA fueron mas altos en pacientes con CDI alto y el nivel de
expresion de BMP2 fue més alto en CDI bajo, haciendo entrever que el BMP2 se
encontraba en pacientes con mejor tasa de supervivencia. Por Gltimo, es destacable
mencionar que para dar precision al trabajo el CDI fue asociado con las
caracteristicas clinicas, la sobrevida y enfermedad libre de progresion y validado

con la base de datos de CGGA.
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Figura 5. indice de muerte celular (CDI), incluye genes implicados en la autofagia,

apoptosis y necrosis. (A) Se muestra el CDI generado, incluyendo la mayor
expresion de genes implicados en la autofagia, apoptosis y necrosis. (B) Se
presenta la interaccion entre genes caracteristicos de CDI en GBM, donde el gen
caracteristico de autofagia, apoptosis y necrosis se marca de azul, amarillo y rojo
respectivamente, y el tamafo del circulo representa el efecto de cada gen sobre el
pronoéstico(17). (Figura tomada de Biy col.)

Con respecto a la aparicion, desarrollo y pronéstico de GBM, propio de la busqueda
en bases de datos como TCGA, GTEx, CGGA y GEO, en el estudio presentando,
tres genes PTX3, BMP2 y TNFSF9 se seleccionaron y utilizaron para construir
firmas IRG diferencialmente expresados en funcion de su expresion en coeficientes
de regresion obtenidos a partir de analisis de regresion de Cox multivariados (Fig.
6), para se posicionen como factor pronostico independiente, se agrup6 a los
pacientes de acuerdo a la puntuacién de riesgo alto y bajo, aseverando que los
pacientes con puntuacion riesgo alto tienen peor prondstico que las de riesgo bajo,
ademés estuvo validada mediante una curva de riesgo de Kaplan Meier en un
conjunto de datos de CGGA. Para adicionar, se analizd la diferencia en la
infiltracion de 15 celulas inmunitarias entre los grupos de alto y bajo riesgo y se

confirmé que estaba fuertemente asociada con los genes modelo. Por ejemplo,
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TNFSF9 y PTX3 se asociaron principalmente con macrofagos, y BMP2 se asocio

principalmente con células T CD8.
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Figura 6. Genes seleccionados para elaboracion de firma genética. (A) Al lado
izquierdo se muestra el diagrama del coeficiente del gen, y al lado derecho el
diagrama de error de la validacion cruzada en la regresion de LASSO Cox. (B) Se
presenta el diagrama de bosque del modelo de riesgo construido por el andlisis de
regresion de Cox multivariado, donde HR es el cociente de riesgos instantaneos y
IC es intervalos de confianza del 95% (18). (Figura tomada de Yu y col.)
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Tabla 3: Firma molecular: Genes asociados a pronostico de sobrevida general.

N° Titulo del articulo cientifico Genes asociados a buen prondstico | Genes asociados a mal prondstico
1 Expression Profile Analysis Identifies a BMPRIA CTSB, NFKBIZ, TNFSF14,
Novel Seven Inmune-Related Gene CXCL2, SEMA4F, OSMR
Signature to Improve Prognosis
Prediction of Glioblastoma
2 Predictive Analyses of Prognostic- CCL1 FABP5, BMP1, OSMR,
Related Immune Genes and Immune
Infiltrates for Glioblastoma. Diagnostics
3 Prognostic value and immune relevancy BMP2 CCL2, LIF, FAS, IL1B, CXCL10,
of a combined autophagy-, apoptosis- and CCL20, TNFSF13, IL6, IL1R2,
necrosis-related gene signature in IL10RA, IL13RA
glioblastoma
4 Construction of an immune-related gene BMP2 PTX3, TNFSF9

signature for the prognosis and diagnosis
of glioblastoma multiforme
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b) Perfil de expresion de células inmunes infiltrantes: Firma celular

Los diversos estudios presentados en el parrafo anterior se basan en genes
para identificar marcadores predictivos de cancer. Sin embargo, estudios descritos
a continuacion han utilizado otras herramientas bioinformaticas para determinar el
grado, porcentaje y el tipo de células inmunitarias infiltrantes en tumores asociadas
al riesgo y la supervivencia del paciente. Las células inmunes infiltrantes de
tumores (TIIC) estan estrechamente relacionadas a la aparicion y desarrollo de
cancer, por lo que son ampliamente utilizadas como biomarcadores clinicos de

tumores malignos.

Analizamos el estudio de Lu y col. con el objetivo de verificar las firmas celulares
involucradas en la progresién del glioma de bajo grado (LGG) a alto grado (HGG),
se obtuvieron perfiles gendmicos de bases de datos como TCGA y CGGA, y
mediante el algoritmo CIBERSORT, herramienta analitica que utiliza datos de
expresion genética para estimar la abundancia de tipos de células en poblaciones
mixtas, se analizo la diferencia entre los grupos de LGG y HGG, en la infiltracion
de células inmunes basados en 22 subconjuntos de células inmunitarias (LM22) la
cual mostré mayor porcentaje de macréfagos MO0 y Linfocitos T helper asociados a
HGG, mientras que el mayor porcentaje de células NK activadas y monocitos

estuvo asociado a LGG (Fig. 7) (15).

Es necesario presentar que los autores contaron con un método de validacién del
CIBERSORT mediada por una técnica inmunohistoquimica, para determinar la
densidad de las cuatro células mencionadas en tumores de LGG y HGG,

corroborando lo descrito. Finalmente, es importante sefialar que las células inmunes
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desempefian un papel importante en la tumorogénesis, en tal sentido, conociendo el
porcentaje mayoritario de células inmunes no solo podrian involucrase como
predictores independientes de la progresion del glioma sino también permitiria
mejorar los disefios de inmunoterapia en GBM. Por ejemplo, los pacientes con
GBM con una alta presencia de células inmunitarias infiltradas en el tumor y un
perfil molecular asociado con una respuesta inmunitaria fuerte podrian ser
candidatos para terapias inmunoldgicas. Por otro lado, los pacientes con un perfil
molecular asociado con una mayor resistencia al tratamiento y una baja presencia
de células inmunitarias infiltradas en el tumor podrian destruir terapias dirigidas a

las vias moleculares especificas del tumor.

:EHHhH?

Figura 7. Panorama de la infiltracion inmune en el glioma. (A) Diferencia de la
infiltracién inmune entre el LGG y el HGG. (B) Matriz de correlacion de la
proporcion de 22 células inmunitarias en conjunto de datos TCGA y CGGA. (C)
Mapa de calor de la proporcion de 22 células inmunitarias, donde el eje horizontal
muestra la informacién de agrupacién de las muestras que se dividieron en dos
grupos principales. (D) Distribucion de las mismas células inmunitarias entre LGG
y el HGG (15). (Figura tomada de Lu y col.)
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En otro estudio, Behani y col. mostraron que la proporcion y el patrén de expresion
de las células inmunes infiltrantes variaron significativamente con el estado
mutacional del gen IDH, lo que se reflejo en la supervivencia del paciente. Esto se
demostrd al vincular las firmas de células inmunitarias con los resultados de la
terapia de puntos de control inmunitarios proporcionados por dos firmas
establecidas por CIBERSORT: LM22 y LM10 (matriz enriquecida de 10 y 22
subtipos de células inmunes, respectivamente). La abundancia de cada subtipo

celular vari6 segun el subtipo de glioma y sobrevida general (19).

La poblacion de macréfagos estuvo bastante bien distribuida, los M2, ocupaban la
mayor parte del microambiente del GBM; los MO especificos estaban enriquecidos
en los gliomas IDH-WT, mientras que los monocitos eran relativamente mas
abundantes en los gliomas IDH-MUT. Ademas, se observé que los niveles méas
altos de M2 estaban asociados con un mal prondstico. Esta distribucion diferencial
de los monocitos/macrofagos enfatizaron el papel de marcadores prondstico del
tumor. Ademas, los hizo mas atractivos como dianas terapéuticas en el desarrollo

de inmunoterapias.
i.  Infiltracion de células inmunoldgicas y los subtipos de GBM

A lo largo del trabajo de investigacion, se ha sefialado el papel importante
que cumplen las células inmunes en la progresion del tumor, sin embargo,
modulando la respuesta aletargada del sistema inmunolégico hacia una
respuesta activa, la inmunoterapia seria una estrategia atractiva debido a la
capacidad de estas para destruir tumores. Las células dendriticas (DC por

sus siglas en inglés) son importantes para el sistema inmunitario puesto que
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desempefian un papel protagonico en la regulaciéon de la tolerancia y la
inmunidad; por lo que vacunacion activa con DC mediante inyeccion
pulsada de lisados tumorales o péptidos sintéticos ha sido evaluado durante
mas de una década para inducir inmunidad antitumoral en pacientes con

glioblastoma.

En este estudio de Prins et. al demuestran la correlacion existente entre el
perfil de expresion genética y la infiltracion de células T en pacientes con
GBM de subtipo proneural, proliferativo y mesenquimatoso, basados en
terapias inmunoldgicas con DC pulsadas con lisado tumoral autélogo, mas
vacunas de refuerzo adyuvante., evidencidndose la prolongacion de
supervivencia en aquellos pacientes cuyos tumores tenian firmas de
expresion de genes mesenquimales, asociados a que estos presentaron
mayor numero de linfocitos infiltrantes de tumores CD3" y CD8" en
comparacion con los GBM de otras firmas (Fig.8)(20). La baja tasa de
linfocitos infiltrantes de tumores (TIL, por sus siglas en inglés), en cerebro
es la principal limitante para el éxito de terapias innovadoras frente a otros

tipos de cancer, sin embargo, el tumor de cerebro por su naturaleza de
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“tumor frio” requiere la intervencion de las células dendriticas para

estimular una respuesta inmune.
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Figura 8. Aumento de la densidad de linfocitos CD3 *y CD8 ™ en los
grupos de expresion del gen Mes en comparacion con las secciones del
tumor PN. (A) Pacientes vacunados con DC tefiidos con anticuerpos CD3
y CD8. Las puntuaciones inmunohistoquimicas (IHC) se compararon entre
PN (n= 5) frente a muestras de tumores Mes (n= 9). (B) Tincion
Hematoxilina-eosina y CD8 (antes y después de la vacunacion con DC) de
un glioblastoma PN y Mes. PN: Proneural, Mes: Mesenquimal (20).
(Figura tomada de Prins y col.)

Infiltracion de células inmunolégicas y PDL-1

La interaccion de PD-1 y PD-L1 es un mecanismo importante que
contribuye a la induccion del microambiente inmunosupresor. Se pueden
inducir maltiples efectos inhibidores, como inducir la apoptosis, interrumpir
la proliferacion de células T e inhibir la produccion de citocinas "efectoras".
La mayor parte de la expresion de PD-L1 se deriva de células mieloides

infiltrantes de tumores (TAM, por sus siglas en inglés).
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Zhu y col. afirmaron que el PD-L1 se expresa frecuentemente en gliomas
con un patron dependiente del grado de GBM, por lo que ante una mayor
expresion de PD-L1 la supervivencia es mas corta. Ademas, tienen una
correlacion positiva con células inmunosupresoras como macréfagos,
neutréfilos y DC inmaduras, ademas de una correlacion altamente
significativa con M2, pero tienen una correlacion negativa con células
inmunes como las células T CD8", por lo que este articulo expresa que los
macréfagos M2 son prevalentes en los GBM y asimismo se asocian

negativamente con el prondstico favorable (21).

Si bien es cierto, actualmente se cuenta con la disponibilidad de diferentes
terapias, pero debido a que se ha demostrado que muchas de ellas son
agresivas para el paciente, se considera que no son tratamientos efectivos;
ante ello se recurre al desarrollo de firmas celulares que buscan investigar
la seguridad y eficacia de las células inmunes infiltrantes en el GBM, y de

esa manera mejorar los prondsticos y terapias para los pacientes (22).
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2. Metaanélisis de estudios transcriptomicos

Con la finalidad de reproducir las firmas celulares de los articulos de la tabla 2, se
realizd un anélisis de deconvolucion parcial de estimacion de proporciones
celulares, conforme al flujo de trabajo descrito en la Fig.2. Debido a que no se
contod con el acceso a TCGA y a la informacion clinica de los casos seleccionados
en GEO, los datos a continuacion muestran las medias de la estimacion poblacional
de la firma LM7 de cada poblacion celular inmune inferidas a partir de los IRG en
pacientes con GBM y Control (Tejido cerebral sin GBM), mediante el algoritmo de

CIBERSORT (Tabla 4).

Tabla 4. Media de la estimacion poblacional de células inmune por cada grupo:
GBM (n=47) y Control (n=25).

Poblacién celular X GBM X Control
inmune
LB 0.82 0.12
LCD4 1.22 1.21
LCD8 0.09 0.02
LTy 1.34 0.70
NK 0.06 0.02
Mo-Ma-DC 11.12 1.97
Granulocitos 0.25 0.11

LB: linfocitos B, LCD4: linfocitos T CD4+, LCD8: linfocitos T CD8+, LT ys: Linfocitos t gamma
delta, NK: natural killer, Mo-Ma-DC: monocitos, macroéfagos, células dendriticas.

Para comparar los dos grupos celulares, se realizo la prueba estadistica t de student
de variables independientes en el software Stata/SE version 18.0 (Fig.9). De este
modo, se determind que la poblacion de monocitos, macréfagos y células

dendriticas; los linfocitos T gamma delta, y los linfocitos B eran estadisticamente
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significativos (p < 0.05). Las medias en las tres poblaciones fueron
significativamente mayores en el grupo GBM respecto al grupo control. Mientras
que, la poblacidn de linfocitos CD4, CD8 y granulocitos; no mostraron diferencias

significativas (Fig. 9).
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Figura 9. Esquema asociado a una firma celular. Log-transformado de la media de
la estimacidn poblacional de células inmune por cada grupo: tumoral (n=47) y no
tumoral (n=25). (X por factor 100, para mejor entendimiento). LB: linfocitos B,
LCD4: linfocitos T CD4+, LCD8: linfocitos T CD8+, LTgd: Linfocitos t gamma
delta, NK: natural killer, Mo-Ma-DC: monocitos, macrofagos, células dendriticas.
* p=0.035, ** p= 0.0002, *** p =0.0001
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V. DISCUSION

En los ultimos diez afios, la bioinformética y la tecnologia de secuenciacion de
alto rendimiento han ayudado a identificar biomarcadores clinicamente importantes

asociados al pronostico y sobrevida de los pacientes con GBM (23).

Los estudios de la Tabla 1, identificaron firmas moleculares prondsticas de
GBM, manteniendo la misma metodologia de analisis para su construccion. Sin
embargo, fue notorio que no todos llegaron al consenso de una firma molecular
idéntica. Unas de las razones de esta diferencia, se debe al origen poblacional y a la
variabilidad biol6gica de cada estudio, por ejemplo, en los estudios presentados, se
obtuvo informacion de la base de datos de TCGA (origen estadounidense) y del
CGGA (origen chino). Adicionalmente a los tipos de microarrays utilizados por los
autores en cada estudio obtenido de los repositorios virtuales. Incluso, al tipo de
analisis estadistico empleado, aun cuando el denominador comin fue el cox
univariado y la regresion de LASSO. Por lo que es necesario estandarizar una

metodologia que determine firmas moleculares aplicables a diferentes poblaciones.

Uno de los genes que se identificd en todos los andlisis de la tabla 1, fue el gen
BMP, descrito en los estudios como BMP2, BMPR1A y BMP, perteneciente a la
superfamilia del TGFP. Una investigacion reciente demuestra que este gen actla
como sefiales de diferenciacion en el mantenimiento de la autorrenovacion y la
angiogeénesis en el GBM, por lo que su relacion con la puntuacion de riesgo alto
son congruentes con el mal prondstico (24). Sin embargo, en el estudio de Yuy col.
mostraron que el BMP2 estuvo catalogado como gen protector, esto debido a su

estrecha relacion con la presencia genética de los linfocitos T CD8, asociado a la
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diferenciacion del linaje T (25). EI segundo gen identificado comun a todos los
estudios en la tabla 1, pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral: TNFSF.
En los articulos estuvo representado por TNFSF9, TNFSF13, TNFSF14; el cual
afecta a diversos procesos bioldgicos, incluida la apoptosis, la defensa inmune, la

inflamacién y la autoinmunidad, congruentes con el mal prondstico (24).

En adicidn, la identificacion de genes para la construccion de la firma molecular,
mostrd una estrecha relacién con la falla de los puntos de control inmunitario,
principalmente PD-L1 y CD40. Es importante abarcar esta informacion debido a
que se asocia con la eficacia y la modulacién de los tratamientos inmunoldgicos.
Aunque se sabe que el blogueo de los puntos de control PD-1/PD-L1 no ha traido
ningun progreso en el tratamiento del glioblastoma a causa de la respuesta
inmunogénica baja y al microambiente inmunosupresor (26). Se podria estimular la
activacion con intervencién inmunoterapéutica, como en el caso de estudios con

CD40 (27-29).

Por otro lado, la firma celular basada en la infiltracion de células inmunes
presentada en la tabla 2, mostr6 un abanico de células inmunoldgicas relacionadas
al prondstico de GBM. Los macrdfagos tipo M2 se han descrito en todos los
estudios analizados y su expresion fue asociada a mal prondstico. Los macréfagos
asociados a tumores (TAM) representan el 30% de todo el microambiente tumoral
del GBM. Su presencia se asocia con un mayor crecimiento tumoral, mayor
invasion y una menor supervivencia. Entre los distintos tipos funcionales de
macrofagos destacan el fenotipo M1 y el fenotipo M2. Generalmente, los TAM
presentan un fenotipo M2 y muestran acciones oncogénicas, facilitando la

supervivencia, la proliferacion y la diseminacién de las células malignas. A
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diferencia de las células cancerosas, los TAM son genéticamente estables, lo que
los convierte en objetivos terapéuticos favorables. Sin embargo, al no ser un grupo
celular unificado, sus aplicaciones terapéuticas no siempre son concluyentes (30).
Teniendo en cuenta todas estas evidencias, la modulacion del fenotipo M1 a M2

podria ser una estrategia terapéutica en los casos de GBM.

Ademas, para comparar el analisis de las firmas obtenidas a partir de la literatura
analizada, se decidié hacer un andlisis bioinforméatico donde se determiné las
estimaciones poblacionales de las células inmunes infiltradas en pacientes con
GBM vy sin GBM. Los macrofagos, monocitos y células dendriticas, fueron
predominantes en el grupo con GBM, similar a las firmas descritas en la revision

bibliografica.

Sin embargo, resalta en el analisis, la significancia estadistica de la poblacién de
linfocitos T yd infiltrados en el grupo con GBM. Los LTyd juegan un papel
particularmente importante en el control del estrés y la inmunidad frente a la
carcinogénesis;  reconocen y eliminan las células transformadas
independientemente de la restriccion HLA y expresan receptores asesinos naturales
activadores que se unen a moléculas de superficie inducibles por estrés que estan
presentes en células malignas (31). Por lo que, la infiltracion de estas células en los

tumores podria ser favorable y funcional como terapia inmunoldgica.

Asimismo, la relacion entre el grupo con GBM y linfocitos B fueron mayor respecto
al grupo sin GBM, a pesar que la estimacién poblacional en ambos grupos no fue

alta.
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En base a todo lo descrito, es importante discutir que, aunque la identificacion de
genes relacionados a la inmunidad proporciona basta informacién, la inferencia de
células inmunoldgicas a partir de estos genes, proporcionan y amplian las bases
para proponer nuevas terapias personalizadas. A menudo, los pacientes con
glioblastoma tienen un mal pronostico y una baja tasa de supervivencia. Sin
embargo, la medicina personalizada y la terapia dirigida se estan convirtiendo en
herramientas importantes para mejorar los resultados del tratamiento. Por lo tanto,
la caracterizacion de las firmas celulares puede ayudar a identificar subgrupos de
pacientes con diferentes prondsticos y respuestas a los tratamientos y en conjunto
con las firmas moleculares, incrementar sobrevida general de los pacientes con

GBM.

A pesar de ello, no cabe duda que los autores buscaron posicionar sus firmas
halladas como medida prondstica e innovadora para el desarrollo de nuevas dianas
terapéuticas; por ello, se espera que los métodos analiticos mejoren la identificacion

de biomarcadores para reducir las limitaciones del prondstico oportuno.

43



VI.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio muestra resultados que dan solidez a la investigacion, sin

embargo, es de conocimiento que existen algunas limitaciones que se detallan a

continuacion:

El pais de origen de los estudios GSE: Los estudios colectados son de
origen estadounidense, si bien se tomaron datos de un solo pais para
disminuir la variabilidad bioldgica, esta decision podria ser una limitacion
en la representacion de la poblacion mundial, especialmente a paises
europeos y asiaticos. Se podria replicar un estudio similar en diferentes
grupos poblacionales para corroborar si es aplicable a ellos.

Informacion clinica: El criterio de inclusion fue restrictivo a estudios
transcriptos en el chip U133 de Affymetrix. Esto, disminuy0 la posibilidad
que todos los estudios tuvieran informacién clinica, por lo que no se pudo
realizar analisis sobrevida, como en otras investigaciones.

Tamaiio muestral: El n poblacional fue reducido debido a los criterios de
inclusion, sin embargo, la estadistica en Stata permitié un analisis de
confianza para el grupo tumoral y control.

Firma LM7: Se realiz6 el anlisis de deconvolucion con la firma de acceso
LM7. Esto, repercutio que no se realizara un andlisis individual de
subpoblaciones mas inmaduras, involucradas en otras firmas. Sin embargo,
las principales células inmunes se encontraron en la firma LM7. Se podria

considerar realizar un analisis con otras firmas para una mejor discusion.
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VIl.  CONCLUSIONES

Como demuestra la investigacion, los estudios de expresion genética han
identificado varios genes sobreexpresados o subexpresados en GBM en
comparacion con el tejido cerebral normal. Por lo que, la identificacion de estos
puede proporcionar informacion valiosa para el diagndstico, clasificacion,
prondstico y/o tratamiento.

El analisis bibliografico evidencié diferentes genes involucrados al
prondstico y supervivencia general de pacientes con GBM, aunque no todas las
publicaciones analizadas en este estudio determinaron los mismos genes, debido a
la variabilidad biologica asociados a los transcriptomas descargados de TCGA y/o
CGGA.

En los estudios presentados, IRG diferencialmente expresados
desempefiaron un papel importante en el descubrimiento de nuevas funciones
relacionadas con el prondstico y los objetivos terapéuticos, principalmente basados
en la identificacién de dos genes prondstico BMP y TNFSF.

Por otro lado, las células inmunitarias que se infiltraron en GBM como los
macrofagos con fenotipo M2, se correlacionaron inversamente con la supervivencia
general y la respuesta a la terapia. A pesar de la asociacién inversa, la inmunoterapia
sigue siendo una alternativa terapéutica prometedora, por lo que mediante el
analisis conjunto de las caracteristicas moleculares y celulares de las células
inmunitarias infiltrantes de GBM, se puede obtener informacion valiosa sobre el
desarrollo del tumor y la respuesta inmunitaria al mismo. Esto puede ayudar a

identificar subgrupos de pacientes con distintas caracteristicas moleculares y/o
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celulares que se pueden distinguir de diferentes tratamientos. Asimismo, la
identificacion de linfocitos yd, como parte de una firma celular, podrian ser dianas
terapéuticas novedosas por su naturaleza inmunoldgica distinta.

Si bien, ciertos articulos estan basados solo en la determinacion de los IRG
como marcadores pronosticos, se ha podido notar que identificar las células
inmunes infiltradas abre un panorama mas especifico para entender la distribucion
de la infiltracion y la relacion de los genes en el microambiente tumoral.

Algunos autores, como es el caso de Hu (13) y Yin (14) han combinado
estas dos estrategias como forma de validar la otra, sin embargo, conviene
determinar ambas firmas en conjunto para obtener resultados mas especificos.

En resumen, los estudios revisados destacan la importancia de los genes
relacionados con la inmunidad en la identificacion de firmas moleculares y
celulares que puedan ser utilizadas como herramientas para el prondstico y la
evaluacion de la respuesta al tratamiento en pacientes con GBM. La identificacion
de genes pronosticos y factores de transcripcién inmunes relacionados con GBM
puede ayudar a entender la relacion entre la expresion genética y el prondstico, asi
como la sensibilidad a los farmacos y la aparicion de resistencia. Ademas, estos
hallazgos podrian ayudar en el desarrollo de terapias inmunoldgicas personalizadas

y en la mejora de la supervivencia y calidad de vida de los pacientes con GBM.
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IX. RECOMENDACIONES

En base a estos resultados, se recomiendan realizar mas estudios que
correlacionen las firmas moleculares y celulares predefinidas con la supervivencia
general, la terapia de puntos de control inmunoldgico y la progresion del tumor para
garantizar una seleccion mas precisa y consistente de los marcadores de pronostico.
También se recomienda una validacion experimental mejorada de tejido fresco y/o
congelado con GBM para que el contenido desarrollado con métodos

bioinformaticos pueda transferirse a ensayos clinicos en estos pacientes.
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