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PRESENTACION

La presente tesis doctoral perteneciente al programa de Doctorado en Neurociencias
por la Universitat de les Illes Balears obedece al formato de compendio de publicaciones
cientificas. Los dos articulos de investigacion que constituyen el nicleo de la tesis han
obtenido su aceptacion definitiva en revistas internacionales indexadas en el Journal of
Citation Reports (JCR), estando pendientes de publicacion. Las referencias de dichos

articulos son:

Analyzing the role of reoperation in recurrent glioblastoma: A 15-year retrospective
study in a single institution. Autores: Victor Gonzélez Jiménez, Marta Brell Doval, José
Fuster Salvé, Lesmes Moratinos Ferrero, Daniel Alegre Ruano, Sofia Lopez Lage, Javier
Ibanez Dominguez. Aceptado para publicacion definitiva en la revista World Journal of

Surgical Oncology (DOI: 10.1186/s12957-022-02852-3) el 28 de agosto de 2022.

Quantitative analysis of MGMT promoter methylation status changes by
pyrosequencing in recurrent glioblastoma. Autores: Victor Gonzalez Jiménez, Marta Brell
Doval, Cristina Gémez Bellvert, Victor Goliney Goliney, Osman Salazar Asencio, Adriana
Goémez Martin, Javier Ibafiez Dominguez. Aceptado para publicacion definitiva en la revista

Neuropathology (DOI:10.1111/neup.12887) el 13 de noviembre de 2022.
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El primer y el segundo articulo, disponibles al final del texto en el apartado de
Anexos, versan respectivamente sobre aspectos clinicos y de biologia molecular en pacientes
reintervenidos de glioblastoma. Por ello, se ha redactado una Introducciéon general separada
en los apartados A y B sobre el estado actual de las cuestiones a estudio. Posteriormente, se
han elaborado los Capitulos I y II que tienen como nucleo los articulos anteriormente citados.
Cada capitulo consta de los siguientes apartados:

- Justificacion

- Hipdtesis y Objetivos

- Material y métodos

- Resultados

- Discusion

- Conclusiones

Ademas, el Capitulo I desarrolla también los hallazgos clinicos y los resultados
estadisticos de la reintervencion en pacientes afectos de gliomas grado III de la clasificacion
de la OMS, que, junto con el glioblastoma, han constituido durante décadas la entidad

patologica denominada “gliomas de alto grado™.
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Antecedentes: Los gliomas de alto grado siguen siendo una patologia asociada a mal
pronostico vital de forma general, aunque con diferencias marcadas por sus atributos
moleculares, como la mutacion /DH y el grado de metilacion del promotor del gen MGMT.

A pesar del tratamiento estandar, consistente en cirugia seguida de regimenes de
radioterapia y temozolamida, la recidiva o progresion es la norma en casi la totalidad de los
pacientes. En este contexto, existen multiples opciones terapéuticas entre las que se
encuentran la reintervencion, re-irradiacion, quimioterapia adicional y nuevas estrategias de
inmunoterapia o tratamientos dirigidos al genotipo. A dia de hoy, ninguna alternativa ha
demostrado una clara superioridad en términos de aportar mayor supervivencia tras la
progresion.

Ademas, el analisis de la reintervencion ha demostrado resultados contradictorios en
las publicaciones cientificas, debido a sesgos de seleccion, y es probable que beneficie
unicamente a un pequefio numero de pacientes.

Por otro lado, se han descrito variaciones en el perfil de metilacion MGMT en
reintervenciones, como respuesta a distintos factores, entre los que se incluye la exposicion a
temozolamida. Algunos autores han intentado cuantificar estas alteraciones con resultados
inconsistentes.

El presente trabajo intenta determinar la influencia prondstica de la reintervencion en
una serie de pacientes afectos de gliomas de alto grado y posteriormente analizar los cambios
del perfil de metilacion del promotor de gen MGMT que se producen en los pacientes
reintervenidos tras la exposicion a radio y quimioterapia.

Métodos: Cuatrocientos veintisiete pacientes fueron diagnosticados de gliomas de alto grado
entre 2005 y 2019 en nuestro centro. Con el fin de evitar sesgos inherentes de seleccion, los

sujetos diagnosticados mediante biopsia, aquellos que no recibieron tratamiento
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complementario tras la primera cirugia o los que no fueron tratados activamente en la
progresion fueron excluidos del estudio. Se aplicaron modelos de regresion uni y
multivariantes de Cox modelando la supervivencia global y la supervivencia tras la
progresion, considerando también la reintervencién como una covariable tiempo-dependiente.
En los pacientes reintervenidos de glioblastoma, se practico un analisis retrospectivo del
grado de metilacion en las muestras de la primera y de la segunda intervencion, utilizando la
pirosecuenciacion como método de diagnodstico molecular.
Resultados: En la progresion, 33 pacientes con glioblastoma fueron reintervenidos mientras
que 84 fueron tratados directamente con quimioterapias de segunda linea. La supervivencia
global fue mayor en el grupo de reintervenidos, no asi la supervivencia a partir de la
progresion. La reintervencion no mostro tener impacto pronostico significativo en los
modelos multivariantes de Cox.

Con respecto a los gliomas grado III, un nuevo procedimiento podria brindar mayor
supervivencia, aunque los resultados presentan una limitacion por el escaso nimero muestral.

En 25 pacientes reintervenidos por glioblastoma, se realiz6 un analisis de muestras
pareadas del grado de metilacion del promotor MGMT. Aunque todos habian recibido
tratamiento con temozolamida, en un 40% de los casos se observo incremento o disminucion
del grado de metilacion del promotor en las muestras procedentes de la segunda cirugia
respecto de las de la primo intervencion. Asimismo, considerando el grado de metilacién
como variable categdrica o cuantitativa continua, se objetivo una correlacion entre el grado
de metilacion del promotor en la primera intervencion y la supervivencia global.
Conclusiones: A pesar de las indicaciones estrictas y los buenos resultados técnicos de las
reintervenciones en nuestra serie, no observamos un claro beneficio pronostico. La asociacion

de este procedimiento con una mayor supervivencia en algunas series de la literatura podria
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estar infuida por sesgos de seleccion de los pacientes y por el hecho de no haber considerado
la reintervencion como covariable dependiente del tiempo.

Las variaciones en el patron de metilacion del promotor de MGMT se produjeron en
algunos pacientes y en ambas direcciones, a pesar de la homogeneidad en términos de

tratamiento quimioterapico.
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Antecedents: Els gliomes d' alt grau continuen sent una patologia associada a mal pronostic
vital de forma general, tot 1 que amb diferéncies marcades pels seus atributs moleculars, com
la mutacié IDH i el grau de metilacio del promotor del gen MGMT.

Tot i el tractament estandard, consistent en cirurgia seguida de régims de radioterapia
1 temozolamida, la recidiva o progressio és la norma en gairebé la totalitat dels pacients. En
aquest context, hi ha multiples opcions terapeutiques entre les quals hi ha la reintervencio,
reirradiacid, quimioterapia addicional 1 noves estrateégies d'immunoterapia o tractaments
dirigits al genotip. A dia d'avui, cap alternativa ha demostrat una clara superioritat en termes
d'aportar més supervivencia després de la progressio.

D'altra banda, s'han descrit variacions al perfil de metilaci6 MGMT en
reintervencions, com a resposta a diferents factors, entre els quals s'inclou I'exposicid a
temozolamida. Alguns autors han intentat quantificar aquestes alteracions amb resultats
inconsistents.

Aquest treball intenta determinar la influéncia pronostica de la reintervencio en una
serie de pacients afectes de gliomes d'alt grau 1 posteriorment analitzar els canvis del perfil de
metilacio del promotor de gen MGMT que es produeixen en els pacients reintervinguts
després de I'exposicid a radio i quimioterapia.

Metodes: Quatre-cents vint-i-set pacients van ser diagnosticats de gliomes d'alt grau entre
2005 1 2019 al nostre centre. Per tal d'evitar biaixos inherents de seleccio, els subjectes
diagnosticats mitjangant biopsia, aquells que no van rebre tractament complementari després
de la primera cirurgia o els que no van ser tractats activament a la progressio van ser exclosos
de l'estudi. Es van aplicar models de regressié uni i multivariants de Cox modelant la
superviveéncia global i la supervivencia després de la progressio, considerant també la

reintervencié com una covariable temps-dependent. En els pacients reintervinguts de
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glioblastoma, es va practicar una analisi retrospectiva del grau de metilacid a les mostres de
la primera i de la segona intervencio, utilitzant la piroseqiienciacié com a metode de
diagnostic molecular.

Resultats: A la progressio, 33 pacients amb glioblastoma van ser reintervinguts, mentre que
84 van ser tractats directament amb quimioterapies de segona linia. La supervivencia global
va ser superior en el grup de reintervinguts, no aixi la supervivéncia a partir de la progressio.
La reintervencié no va demostrar tenir impacte pronostic en els models multivariants de Cox.

Pel que fa als gliomes grau III, un nou procediment podria brindar més supervivéncia,
encara que els resultats presenten una limitacio per l'escas nombre mostral.

En 25 pacients reintervinguts de glioblastoma, es va realitzar un analisi de mostres
aparellades del grau de metilacid del promotor de MGMT. Tot 1 que tots van rebre
quimioterapia amb temozolamida, es van objectivar en el 40% dels csos, un increment o una
com disminuci6 del grau de metilaci6 del promotor a les mostres procedents de la segona
cirurgia en comparar-les amb les de la primointervencid. Aixi mateix, considerant el grau de
metilacid com a variable categorica o quantitativa continua, es va objectivar una correlacio
entre el grau de metilaci6 del promotor a la primera cirurgia 1 la supervivéncia global.
Conclusions: Malgrat les escrictes indicacions 1 els bons resultats técnics de las
reintervencions a la nostra série, no observem un avantatge pronostic. L'associacio d'aquest
procediment amb una major supervivencia en algunes series la literatura podria estar influida
per alguns biaixos de seleccion i per el fet de no haver considerat la reintervencié com a
covariable dependent del temps.

Les variacions al patré de metilaci6 del promotor de MGMT es van produir en alguns
pacients i en ambdues direccions, malgrat 'hnomogeneitat en termes de tractament

quimioterapic.
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Background: High-grade gliomas continue to be a poor-prognosis, although with marked
differences due to their molecular attributes, such as /DH mutation and the degree of
methylation of the MGMT promoter gene.

Despite standard treatment, consisting of surgery followed by radiotherapy and
temozolomide regimens, recurrence or progression is the norm in almost all patients. Multiple
treatment options at glioblastoma progression exist, including reintervention, reirradiation,
additional systemic therapy, and novel strategies. To date, no alternative has shown clear
superiority of providing greater survival after progression.

A second surgery has shown conflicting evidence in the literature regarding its
prognostic impact, possibly affected by selection bias, and might benefit a sparse subset of
patients with recurrent glioblastoma.

On the other hand, variations in the MGMT methylation profile have been described
in reinterventions in response to different factors, including exposure to temozolamide. Some
authors have tried to quantify these alterations with inconsistent results.

The present work aims to determine the prognostic influence of reintervention in a
series of patients affected by high-grade glioma and subsequently to analyse changes in the
methylation profile of the MGMT promoter that may occur in reoperated patients after
exposure to radio and chemotherapy.

Methods: Four hundred twenty-seven patients were diagnosed with high-grade glioma
between 2005 and 2019 in our institution. In order to avoid inherent selection bias, subjects
diagnosed by biopsy, those who did not receive oncological treatment after the first surgery,
or those who were not actively treated at progression were excluded from the analysis. In
glioblastoma reoperated patients, a retrospective analysis of the degree of methylation in

paired samples was performed, using pyrosequencing as the molecular diagnostic technique.
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Univariate and multivariate Cox regression models were applied, modelling overall survival
and post-progression survival, also considering reintervention as a time-dependent covariate.
Results: At progression, 33 glioblastoma patients underwent reoperation, and 84 received
second-line chemotherapy. Overall survival, but not post-progression survival, was higher in
the reoperated group. However, treatment modality did not show significative impact our
multivariate Cox regression models considering overall or post-progression survival as the
endpoints.

Regarding grade 111 gliomas, a new procedure could provide better survival, although
the small sample size limits the results.

Analysis of the degree of MGMT promoter methylation was performed in paired
samples of 25 glioblastoma reoperated patients. Albeit all patients had received
temozolomide, an increase or a decrease in the degree of methylation was observed in 40% of
the cases when comparing samples from the second surgery with those from the first surgery.
Likewise, considering methylation as a continuous or categorical variable, a correlation
between the degree of methylation of the promoter in the first surgery and overall survival
was observed.

Conclusions: Despite selective indications and good technical results in reinterventions in
our series, we did not observe a clear prognostic benefit. The association of this procedure
with increased survival in some series of the literature could be influenced by patient
selection biases and with the fact that reintervention has not been considered as a time-
dependent covariate.

Variations in the MGMT promoter methylation pattern occurred in some patients and

both directions, despite all patients being treated with temozolamide.
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A. ASPECTOS CLINICOS GENERALES DE

LAS RECIDIVAS DE GLIOMAS DE ALTO

GRADO
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A.1. CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA DE LOS GLIOMAS

DE ALTO GRADO

El término glioma fue acufado por Virchow en 1883 para definir aquellas neoplasias
primarias del sistema nervioso originadas a partir de células gliales. Varias décadas mas tarde
(1926), Bailey y Cushing intentaron por primera vez clasificar las lesiones en funcion de la
morfologia de las células. Su estudio piloto introduce el concepto de que la supervivencia de
los enfermos se relaciona con aspectos histopatologicos del tumor, tales como la atipia
nuclear, la celularidad, la proliferacion vascular o la necrosis. A dia de hoy, en la
investigacion dirigida al conocimiento de los factores prondsticos de supervivencia y
predictivos de respuesta a la terapéutica de estos tumores, la clasificacion histopatologica
sigue siendo de interés prioritario. La categorizacion universalmente aceptada es la elaborada
por la OMS, que data de 1993 y que fue actualizada por ultima vez en 2021 (Louis et al.,

2021).

Los gliomas representan la mayoria de tumores cerebrales primarios y reciben ese
nombre por su similitud histoldgica con algunas células gliales (astrocitos, oligodendrocitos,
células ependimarias...). Clasicamente, estas lesiones se han dividido en gliomas de bajo y de
alto grado. Las primeras presentan un crecimiento mas lento y una mayor supervivencia
(equivalente a los grados I y II de la clasificacion de la OMS), mientras que las Gltimas
comportan un curso mas agresivo, mayores tasas de recurrencia de la enfermedad y un
pronostico vital limitado (equivalente a los grados Il y IV de la clasificacion de la OMS). En

la actualidad, no se recomienda el uso de estos términos, debido a que pueden agrupar
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entidades muy heterogéneas, con aspectos biologicos diversos e implicaciones terapéuticas

diferentes.

La clasificacion de la OMS de los tumores del sistema nervioso central (SNC) del

2016, considera, por primera vez, caracteristicas tanto histologicas como moleculares. Asi,

por ejemplo, en los tumores de origen glial, se establece una diferencia clave en funcién de si

existe una mutacion del gen que codifica el enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH), que

confiere mejor prondstico a estas lesiones de forma significativa (Louis et al., 2016). Las

entidades patoldgicas conocidas previamente como gliomas de alto grado incluyen en dicha

clasificacion:

Astrocitoma anapléasico /DH-mutado: Perteneciente al grado III de la OMS:

Exhiben una celularidad elevada, atipia nuclear, hipercromasia y figuras de
mitosis, sin observarse fenomenos de proliferacion endotelial o necrosis. El
prondstico de este subtipo molecular es mejor, con medianas de supervivencia que

pueden alcanzar los 10 afios (Reuss et al., 2015).

Astrocitoma anaplasico /DH-no mutado “wildtype”’: También pertenecen al grado
IIT de 1a OMS y son indistinguibles desde el punto de vista microscopico a los
tumores con /DH-mutado. Sin embargo, su prondstico es considerablemente peor
y comparten algunas alteraciones moleculares con los glioblastomas /DH-
wildtype, como la amplificacion del receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular (EGFR).

Oligodendroglioma anaplasico /DH-mutado con codeleccion 1p/19q:

Pertenecientes al grado III de la OMS, son tumores que exhiben celularidad

incrementada, alto indice mitotico y proliferacion microvascular. Es caracteristica
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la alteracion en la estructura cromosémica, con pérdida de los brazos 1p y 19q,
debido a una alteracion en la translocacion de los cromosomas 1y 19. Dicha
anomalia concede un mejor pronodstico a estos tumores y esta invariablemente
ligada a la mutacion de IDH. La significancia prondstica entre los
oligodendrogliomas sin caracteristicas anaplasicas (grado II de la OMS) y los
oligodendrogliomas anaplasicos no esta bien definida y parece menos importante
de lo que se creia previamente (Olar et al., 2015).

Glioblastoma /DH-mutado: Suponen aproximadamente el 10% de los

glioblastomas y frecuentemente existe un antecedente de glioma de menor grado
en el paciente. Tienden a aparecer en sujetos mas jovenes con un prondstico mas
favorable, ya que la mediana de supervivencia es dos veces superior a los
glioblastomas /IDH-wildtype (Nobusawa et al., 2009). Mediante microscopia
optica, suelen ser indistinguibles de sus homdlogos, aunque presentan con menor
frecuencia necrosis en empalizada y suelen contener células con morfologia

oligodendroglial.

Glioblastoma IDH-wildtype: Es el tumor primario mas frecuente en adultos. Estas
lesiones son densamente celulares, con altos indices mitoticos y presentan
proliferacién microvascular, necrosis o ambas. Existen varios subtipos
histologicos calificados por la OMS: glioblastoma de células gigantes,
gliosarcoma y glioblastoma epitelioide. Este Gltimo debe su nombre a la
apariencia epitelioide en los cortes histologicos y presenta varias particularidades
como la aparicion en zonas mas superficiales y pacientes mas jovenes, mutacion

BRAF V600E y peor pronodstico.
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Glioma difuso de linea media, con mutacion H3 K27M: Es una entidad de nueva

aparicion relacionada con mutaciones en las histonas, y se describe como una
lesion infiltrativa con caracteristicas predominantes de astrocitoma que asienta
sobre estructuras de linea media, como tronco encefalico, talamo o médula
espinal. Tipicamente se presenta en pacientes pediatricos con especial mal
pronostico, aunque se han descrito casos en la edad adulta.

Clasificacion NOS: La designacion NOS “not otherwise specified” se aplica para

todos los tumores anteriores cuando no es posible realizar una nomenclatura
integrada de atributos histopatoldgicos y moleculares debido a que el analisis
genético completo no se pudo realizar o no fue concluyente. Asi, cuando se
presenta esta circunstancia, se debe emitir el diagnostico de astrocitoma
anaplasico NOS; glioblastoma NOS; u oligodendroglioma anaplasico NOS. El
diagnostico de oligoastrocitoma desparece de la nueva clasificacion de la OMS, ya

que los tumores con histologia mixta y rasgos moleculares de astrocitoma son

catalogados como astrocitomas y viceversa. Por eso, el término oligoastrocitoma

anaplasico NOS se reserva para lesiones con caracteristicas histologicas de ambos

tipos y estudio molecular no realizado o inconcluyente.

En el transcurso de la escritura de esta tesis doctoral tiene lugar una nueva

actualizacion en la clasificacion de la OMS (Louis et al., 2021). Con respecto a la patologia

que nos ocupa, los gliomas se escindirdn entre los de aparicion frecuente en el adulto y los

que se presentan mayoritariamente en la edad pediatrica. Con respecto a los de “tipo adulto”,

se distinguen tres escenarios, en los que se agrupan tumores antiguamente considerados

distintos, pero que comparten caracteristicas moleculares:
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- Astrocitoma, /DH-mutado: Se engloban en esta categoria todos los tumores de

origen astrocitico con mutacion IDH1 o IDH?2. Teniendo en cuenta la
actualizacion de 2016, dicha categoria engloba los astrocitomas difusos (grado II),
los astrocitomas anaplasicos /DH mutado (grado III) y los glioblastomas /DH-
mutado (grado IV). La gradacion no se basa exclusivamente en criterios
histoldgicos, sino que el hallazgo de deleccion homocigota de CDKN2A y/o
CDKN2B es condicion suficiente para considerar un glioma de grado IV incluso

en ausencia de proliferacion microvascular o de necrosis.

- Oligodendroglioma /DH-mutado con codeleccion Ip/19g: Incluye tanto los

oligodendrogliomas grado II como los de grado III siempre que exhiban estas

alteraciones genéticas.

- Glioblastoma IDH-wildtype: Esta categoria incluird los tumores de origen

astrocitico sin deteccion de mutaciones /IDHI o IDH2, por lo que engloba el
astrocitoma /DH-wildtype grado 11l y el glioblastoma IDH-wildtype (grado 1V), en
presencia de proliferacion microvascular, necrosis, mutacion del promotor de

TERT, amplificacion de EGFR, o una alteraciéon numérica de los cromosomas 7'y

10.

Tumior Typa Genes/Maolecular Profiles Characteristically Alterad*
Astrocytoma, IDH-mutant IDH1, IDHZ, ATRX, TF53, COKNZA/B

Oligodendroglioma, |IDH-mutant, and 1p/13g-codelated 1DH1, IDH2, 1p"3g, TERT promoter, CIC, FUBFP1, NOTCH?
Glioblastoma, IDH-wildtype IDH-wildtypa, TERT promoter, chromosomes 7110, EGFR

Figura 1. Alteraciones moleculares caracteristicas de los gliomas de tipo adulto en la
Gltima actualizacion de la OMS (Louis et al., 2021). Dichas anomalias se describirén en
el apartado A5 de la Introduccion
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Con el objetivo de caracterizar y redefinir mejor los gliomas, es posible que nuevos
aspectos moleculares se afiadan a los prexistentes en clasificaciones futuras, ya que el analisis
morfologico puede implicar cierta variabilidad interobservador entre patdlogos. Para
solventar este problema, la actualizacion de la clasificacion de la OMS incluye ya la
agrupacion basada en aspectos de medicina molecular en algunas entidades seleccionadas
como el meduloblastoma. De especial interés en este ambito podemos resaltar los cambios
epigenéticos, y dentro de ellos el perfil de metilacion del ADN, que se estudiara con detalle
en el apartado siguiente. El perfil de metilacion del ADN se ha propuesto como herramienta
robusta y de facil reproducibilidad, util para la creacion de subtipos de tumores del sistema
nervioso central que presentan un comportamiento clinico diferente y que previamente eran
considerados entidades homogéneas. Dichos hallazgos se han descrito para identificar un
posible subtipo molecular de ependimoma que podria beneficiarse de quimioterapia dirigida
(Mack et al., 2014) y también para diferenciar subtipos prondsticos en tumores de plexos
coroideos (Thomas et al., 2016) o astrocitomas anaplésicos, entre otros (Wiestler et al., 2014).
Siguiendo esta corriente de investigacion, Capper y colaboradores han propuesto una
clasificacion de tumores del SNC basada en los diferentes perfiles de metilacion de ADN que
presentan las lesiones (Capper et al., 2018).

No cabe duda que en los afios venideros, las alteraciones identificadas en medicina
molecular y genética complementaran a la histopatologia y redefiniran no solo las

clasificaciones, si no también, la terapéutica de estas lesiones.

41



A.2. EPIDEMIOLOGIA DE LOS GLIOMAS DE ALTO GRADO

Los datos epidemiologicos mas actualizados y detallados en referencia a los tumores
del sistema nervioso central proceden de bases de datos de los Estados Unidos. El ultimo
informe de la CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United States) corresponde al
periodo 2014-2018 y fue publicado en 2021 (Ostrom et al., 2021).

Segun los datos recogidos, la tasa de incidencia anual de tumores cerebrales ajustada a
la edad por cada 100.000 habitantes es de 24.25, siendo mas frecuentes los tumores benignos
(17.18 casos/100.000 habitantes/afio) que los malignos (7.06 casos/100.000 habitantes/afio).

Focalizando en los gliomas, los autores calculan que estos representan
aproximadamente el 24.5% de los tumores del sistema nervioso central y casi el 81% de los
tumores malignos. Aunque pueden originarse en cualquier zona del SNC, su localizacion es
predominantemente supratentorial, aconteciendo fundamentalmente en los 16bulos temporal y
frontal de los hemisferios cerebrales. Como puede observarse en la figura 2, el glioblastoma
supone mas de la mitad de los casos de esta amplia categoria, seguido de gliomas de alto
grado sin definicion de sus caracteristicas moleculares y del astrocitoma difuso
(correspondiente al grado II de la OMS). En conjunto, los tumores de origen astrocitico
(incluyendo el glioblastoma) suponen aproximadamente el 77.5% de todos los gliomas.

Desde las series clasicas, todos los gliomas de alto grado aparecen con mayor
frecuencia en individuos del sexo masculino y de raza blanca. Segun el informe de la
CBTRUS, la incidencia del glioblastoma y del astrocitoma anaplésico es 1.6 y 1.3 veces
mayor en varones respectivamente, mientras que estas cifras ascienden a 1.9 y 2.1 al

comparar la raza blanca con la negra.
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Distribucion de los gliomas del SNC por
diagnadsticos histoldgicos segun los datos de la
CBTRUS (n=105.729) (adaptado de Ostrom et al,
2021).

Glioblastoma Glioma NOS m Astrocitoma difuso
H Astrocitoma anaplasico ®m Ependimomas m Astrocitoma pilocitico
m Oligodendroglioma  mODG anaplasico m Otros

Figura 2. Distribucion por diagndsticos histologicos de distintos tipos de glioma. (Adaptado
de Ostrom et al, 2021)

Debido a su mayor prevalencia, los datos de la CBTRUS otorgan un apartado
especifico al glioblastoma. Esta entidad histologica supone la tercera patologia en incidencia
en los tumores primarios del SNC (tras meningiomas y tumores hipofisarios; 14.3% de todos
primarios) y el tumor primario maligno mas frecuente (49.1% de todos los malignos
primarios). Su diagnostico es mucho mas frecuente en adultos que en pacientes menores de
20 afios, grupo en el que supone menos del 3% del total de diagndsticos. Ademas, su
incidencia aumenta con la edad, con tasas mas altas en sujetos comprendidos en la franja
etaria entre 75 y 84 afos. Desafortunadamente, la tasa de largos supervivientes sigue siendo

baja, estimandose en un 6.8% de los casos.
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Por primera vez, el informe de la CBTRUS recoge la frecuencia de los subtipos

patologicos en funcion de atributos moleculares. La tabla 1 demuestra los resultados

obtenidos, en la que puede observarse que la mutacion de /DH es mucho mas frecuente en

oligodendrogliomas o astrocitomas anapléasicos que en glioblastomas.

Histologia Frecuencia

Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico /DH-mutado 42.6%
Astrocitoma anaplésico /DH-wildtype 42.6%
Astrocitoma anaplasico NOS 14.7%
Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico /DH-mutado, con codeleccion /pl9q 91.9%
Oligodendroglioma anaplasico 11.1%
Glioblastoma

Glioblastoma /DH-wildtype 74.2%
Glioblastoma NOS 21.1%
Gliosarcoma 2.0%
Glioblastoma /DH-mutado 2.0%
Glioblastoma de células gigantes 0.7%

datos de la CBTRUS. (Adaptado de Ostrom et al, 2021)

Tabla 1. Distribucion de los gliomas de alto grado en funcién de atributos moleculares segun los
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A.3. PRESENTACION CLINICA, DIAGNOSTICO Y MANEJO INICIAL

DE LOS GLIOMAS DE ALTO GRADO

A.3.1. Presentacion clinica

Los pacientes afectos de lesiones gliales de alto grado suelen procurar atencion
médica debido a signos y sintomas neuroldgicos que progresan en el curso de dias o semanas,
dependiendo de la localizacion y el tamafio de la lesion. No existen sintomas patognomonicos
o especificos de estos tumores, y son similares a los producidos por otros tipos de masas
cerebrales primarias o metastasicas.

Los sintomas de presentacion mas frecuentes incluyen cefalea (50-60%), crisis
epilépticas (20-40%) y déficits neuroldgicos focales como hemiparesia, defectos
campimétricos, trastorno del lenguaje, alteraciones cognitivas o afectivas (10-40%) (Chang et
al., 2005). Los déficits focales son mas frecuentes en glioblastomas, mientras que el debut
con sintomas epilépticos aparece con mayor regularidad en gliomas anaplésicos. Es poco
frecuente que el cuadro se presente como gliomatosis meningea, ya que esta entidad suele

aparecer en estadios mas avanzados del curso de la enfermedad.

A.3.2. Neuroimagen

La herramienta diagnostica mas utilizada para el estudio preoperatorio es la
resonancia magnética (RM) con contraste. Desde el punto de vista de la neuroimagen, los
gliomas de alto grado aparecen como lesiones hipointensas en las secuencias T1 y exhiben

una captacion heterogénea e irregular tras la administracion de gadolinio. Caracteristicamente

45



muestran una intensa captacion en la periferia, que indica la extravasacion de gadolinio que
indica disrupcion de la barrera hematoencefalica (BHE), mientras que la parte central no
suele captar, sugestivo de extensas areas de necrosis. Ademas, suelen ser hiperintensos en
secuencias T2 y FLAIR. Una minoria de gliomas de alto grado puede no presentar captacion
de contraste y manifestarse como lesiones infiltrativas que se visualizan como alteraciones de
sefial en secuencias T2.

La heterogeneidad de los gliomas es un hecho conocido desde hace décadas y dicha
caracteristica se hace patente en su expresion radiologica. Debido a esto, siguen existiendo
dificultades a la hora del diagndstico y la planificacion del tratamiento de estas lesiones. Por
ejemplo, existe evidencia cientifica que demuestra que considerar que el area captante de
contraste como el limite de un glioblastoma, puede infraestimar el limite tumoral real. Esto es
debido a que pueden existir porciones del tumor en las que se preserve la barrera
hematoencefalica y por tanto no capten contraste (Sarkaria et al., 2018). Dichas regiones
pueden ser infratratadas en la cirugia lo que contribuiria a recurrencias precoces o malos
resultados clinicos.

Otro aspecto a tener en cuenta es la significacion de las anomalias de sefial detectadas
en secuencias T2/FLAIR en zonas periféricas a las areas de captacion. Aunque existe una
predominancia de edema vasogénico, estas areas pueden contener una cantidad variable de
tejido tumoral infiltrante. La planificacion del tratamiento radioterapico incluye margenes
tumorales y por lo tanto parte de estas zonas de sefial andmala; ahora bien, es posible que
algunas areas no inflitradas por la lesion sean expuestas a irradiacion de forma innecesaria, y
simultdneamente que otras areas con celularidad maligna reciban dosis infraterapéuticas (Hu

et al., 2020).
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Estos y otros problemas han suscitado un gran interés por las nuevas modalidades de

neuroimagen avanzada. Entre ellas destacan:

Espectroscopia (MRS): Mide de manera especifica algunos metabolitos tisulares.

En el caso de los gliomas de alto grado, el area de lesion se caracteriza por un pico
de colina elevado y disminucion del pico de N-acetilaspartato en comparacion con
el tejido sano. Se acepta actualmente que un aumento en el pico de colina traduce
una produccion elevada de membrana celular atribuible al crecimiento del tumor y
a la destruccion de células sanas, mientras que una disminucon de N-
acetilaspartato refleja el grado de destruccion neuronal. Ademads, recientes avances
con esta técnica permiten incluso inferir de manera no invasiva atributos
moleculares, como la mutacion del enzima IDH. En este caso, el hallazgo de
niveles incrementados del metabolito 2-hidroxiglutarato son sugestivos de
tumores con este tipo de mutacion, mientras que los tumores /DH-wildtype
presentarian valores dentro de la normalidad (Choi et al., 2016).

RM con tensor de difusion (DTI): Cuantifica el grado de anisotropia de las

moléculas de agua en los tejidos. Su aplicacion en neuroimagen permite ilustrar
los tractos de sustancia blanca debido al movimiento direccional de las moléculas
sobre ellos, asi como las desviaciones o disrupciones producidas por lesiones
tumorales (Mori et al., 2002)

Estudios de perfusion por RM: Existen diferentes modalidades para realizar

estudios de perfusion. La técnica mas utilizada es la imagen dindmica de
susceptibilidad ponderada en T2, que cuantifica el decremento en la intensidad de
sefial que se produce tras la administracion de gadolinio, para proporcionar un

valor de volumen sanguineo cerebral relativo (VSCr). Este pardmetro se
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correlaciona con la densidad de la microvasculatura en el voxel estudiado y no
depende de la integridad de la BHE, por lo que puede no corresponderse con las
areas de captacion de contraste. En general, los gliomas de alto grado exhiben
valores elevados de VSCr en comparacion con gliomas de bajo grado o procesos
de etiologia inflamatoria (Guzman-De-Villoria et al., 2012). Existe también la
posibilidad de realizar un estudio de perfusion dindmica ponderado en T1, que si
es dependiente de la disrupcion de la BHE y representa la rapidez en la que se
produce la extravasacion de contraste paramagnético.

- Tomografia de emision de positrones (PET): Esta prueba de medicina nuclear

detecta la distribucion anatdémica de sustratos a los que se ha afiadido un is6topo
emisor de positrones. Uno de los isétopos mas empleados es la 18-
fluorodesoxiglucosa por su elevada vida media. En el SNC, sin embargo, se
evidencia una aplicabilidad mas limitada debido al elevado metabolismo basal de
glucosa en el cerebro normal. Es por ello que los radiotrazadores que combinan el
18-fluoro con analogos de aminodcidos han demostrado una gran utilidad en
neurooncologia, entre los que destacan 18F-fluoro-etil-tirosina y 18F-fluoro-
DOPA. Algunas de sus ventajas incluyen la alta acumulacion en células de origen
tumoral, baja actividad en tejido cerebral normal y la habilidad para cruzar la
BHE, por lo que podria ayudar en la deteccion de zonas de tejido tumoral no
captantes de contraste (Rapp et al., 2013).
Aunque los avances en la neuroimagen y las diversas modalidades de RM permiten
una mejor caracterizacion de los gliomas, el estandar de oro sigue siendo el estudio
histologico del tejido, y por el momento, la radiologia no sustituye en el momento actual al

analisis proporcionado por el patdlogo.
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A.3.3. Opciones de tratamiento quirurgico

El tratamiento suele comenzar con un enfoque quirurgico con un doble proposito:
establecer un diagnostico certero mediante su caracterizacion molecular y extirpar la totalidad
de la lesion, si es posible por la localizacion, para mejorar el prondstico vital del enfermo,
disminuir el edema y el efecto de masa que suelen ir asociados.

Las lesiones localizadas en los ganglios basales, estructuras diencefalicas o en areas
de parénquima con gran elocuencia no suelen ser subsidiarias de reseccion radical, por lo que

en general se practica una biopsia diagndstica para el andlisis anatomopatologico. Las

biopsias cerebrales con uso de marco estereotactico o guiadas por sistemas de
neuronavegacion suelen ser procedimientos seguros y precisos, con un rendimiento
diagnostico cercano al 90% y una baja incidencia de complicaciones entre las que destacan
déficits neuroldgicos transitorios o permanentes y hemorragias postoperatorias (Woodworth
et al., 2000).

Las lesiones accesibles quirtirgicamente en pacientes sin riesgo anestésico excesivo

deben ser tratadas mediante reseccion microquirurgica. El objetivo en estos casos es la

exéresis total, definida como la reseccion del area captante de contraste en tumores que
tengan esta caracteristica, cuando sea posible teniendo en cuenta que han de preservarse las
principales funciones neuroldgicas (Domino et al., 2020). Aunque no existe evidencia
cientifica basada en estudios aleatorizados, numerosos estudios observacionales y meta-
analisis demuestran que el grado de reseccion es un factor prondstico independiente que se
correlaciona con un mejor estado funcional y de una mayor supervivencia global (OS, overall
survival en inglés) y un mayor intervalo libre de progresion (PFS, progression-free survival)

de estos enfermos (Brown et al., 2016). Otros estudios han intentado identificar de forma
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retrospectiva un posible valor umbral en términos de reseccion a partir del cual se alcanza un
beneficio significativo en la supervivencia. Segun los trabajos, se han obtenido valores que
oscilan entre superior al 70% (Chaichana et al., 2014) y al 98% (Lacroix et al., 2001).

Existen una serie de ventajas de la reseccion quirtrgica frente a la biopsia diagndstica.
En primer lugar, el volumen del tejido patoldgico que se envia para el analisis es mayor, lo
que aumenta la probabilidad de un diagnostico preciso. La heterogeneidad caracteristica de
los gliomas implica que en el mismo tumor puedan coexistir areas de diferente grado
histologico, habiéndose documentado discrepancias entre el diagndstico emitido por biopsia y
por reseccidon que suponen casi un tercio de los casos en el trabajo de Jackson y
colaboradores (R. J. Jackson et al., 2001). Por otro lado, se trata el efecto masa y edema

asociados, disminuyendo los requerimientos de corticoesteroides.

A.3.4. Técnicas de imagen intraoperatoria

Para intentar alcanzar la reseccion total de la lesion, en los ultimos afos se han

desarrollado diferentes herramientas quirtrgicas (Noh et al., 2021). La resonancia magnética
intraoperatoria (RMi) es utilizada para la identificacion de posibles residuos tumorales tras la
reseccion inicial para su posterior exéresis. La eficacia de la RMi ha sido evaluada en un
estudio aleatorizado, con mayores tasas de reseccion total y sin aumento del numero de
complicaciones (Senft et al., 2011), aunque su asociacion con mejores cifras de supervivencia
no estd claramente determinada en una revision sistematica tipo Cochrane en la que se
analizan diferentes métodos de asistencia de imagen intraoperatoria (Fountain et al., 2021).

La administracion preoperatoria del farmaco oral dcido S-aminolevulinico (5-ALA) puede

ayudar en la distincion del tejido patologico mediante el uso de microscopios quirdrgicos y
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filtros luminosos especiales. El uso de 5-ALA mejora la visualizacion del tejido tumoral y
puede permitir un mayor grado de reseccion (Mansouri et al., 2016) en especial, si es

combinada con la RMi. Los avances en los nuevos equipos de ecografia intraoperatoria

suponen en algunos aspectos que su utilidad como asistente quirurgico supere incluso a otras
técnicas como la navegacion (Incekara et al., 2021). Sin embargo, su uso debe ser validado en

futuros ensayos clinicos.

Desgraciadamente, a pesar de estos avances, las recidivas tumorales en el lecho
quirdrgico son la norma en casi todos los pacientes, incluso en aquellos en los que se aprecia
una aparente reseccion total en la neuroimagen postquirtirgica. Esto es debido a que los
gliomas de alto grado son lesiones caracterizadas por poseer bordes mal definidos e
infiltracion neoplasica de las fibras de sustancia blanca y espacios perivasculares adyacentes,
que normalmente se extienden mas alla de los margenes de la lesion definidos por el cirujano

y por las pruebas de imagen.

Figura 4. Sistema de resonancia
magnética intraoperatoria Polestar
N20 (Medtronic) utilizado en el
Hospital Son Espases desde el afio
2011.
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Figura 5. Imagenes
intraoperatorias de
fluorescencia oncoldgica
proporcionadas por el 5-
ALA. La imagen superior
evidencia un nodulo
fluorescente que
corresponde a tejido
tumoral. La imagen
inferior muestra su
exeresis completa.
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A.4. TRATAMIENTO COMPLEMENTARIO DE LOS GLIOMAS DE

ALTO GRADO

Tras la confirmacion histoldgica que se obtiene en la intervencion quirtrgica, ya sea
mediante biopsia o reseccion, los pacientes son valorados en un comité multidisciplinar en el
que normalmente se propone al paciente el inicio del tratamiento complementario mediante

radio y quimioterapia.

A.4.1. Radioterapia

La radioterapia adyuvante tiene como objetivo tratar la enfermedad residual
microscopica, los restos tumorales o la lesion no resecada que pueden apreciarse en las
pruebas de imagen postoperatorias. Se trata de un tratamiento no curativo, pero que mejora
las tasas de control local y de supervivencia en comparacion con la cirugia o los
antineoplésicos en monoterapia (Corso et al., 2017). Aunque en un inicio se realizaba
radioterapia holocraneal, hoy en dia, el volumen tisular objeto de tratamiento radioterapico
incluye el correspondiente a la lesion residual o la cavidad quirGirgica mas un margen
adicional. Dicha estrategia se basa en la observacion de que la mayoria de las recurrencias de
los gliomas de alto grado aparecen alrededor de los 2 cm de la lesion primaria, mientras que
una minoria son multifocales. Estas conclusiones estan basadas en la TC como prueba de

imagen postoperatoria (Hochberg & Pruitt, 1980).

Segun los grupos, la planificacion del area a tratar suele incluir las anomalias de sefial

que se aprecian en secuencias T2 o FLAIR y un margen circunferencial variable (1 o0 2 cm)
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con el objetivo de incidir sobre la enfermedad microscopica, si bien se aceptan margenes mas
estrechos.

La dosis aplicada en general es de 60 Gy mediante fracciones diarias de 2 Gy que se
distribuyen a lo largo de 6 semanas. Este estandar terapéutico debe su razoén a multiples
estudios que compararon la supervivencia de los enfermos tratados con esta dosis frente a
aquellos que recibieron dosis postoperatorias menores (Cabrera et al., 2016). Dosis mayores a
60 Gy utilizando radioterapia fraccionada convencional o nuevas modalidades como la
radioterapia hiperfraccionada, braquiterapia o radiocirugia estereotactica no han demostrado
un beneficio adicional en términos de supervivencia en comparacion con la dosis estandar en
combinacion con temozolamida (Singh et al., 2021). La escalada de dosis con las nuevas
modalidades radioterapéuticas en el tratamiento de lesiones captantes de contraste continta

siendo objeto de estudio y de ensayos clinicos actuales.

En nuestro centro se utiliza desde hace afios la técnica conocida como arcoterapia
volumétrica modulada (V-MAT). En este subtipo de radioterapia de intensidad modulada
existe un sistema colimador de la radiacion formado por laminas que se deslizan de forma
dindmica en arcos coplanares y van generando haces de fotones con formas diferentes
predefinidas por los profesionales. Esta metodologia disminuye de forma eficiente la
radiacion que absorbe el area que no se desea tratar, con el consiguiente descenso en los
efectos secundarios inducidos por la radioterapia (Narayana et al., 2006). Sin embargo, las
tasas de control local se estiman similares a las obtenidas mediante radioterapia
convencional.

Los efectos secundarios inducidos por la radiacion dependen de la edad, dosis

suministrada y drea irradiada. A corto plazo destacan la pérdida de apetito, fatiga, dermatitis y
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alopecia, mientras que a largo plazo pueden aparecer efectos negativos a nivel cognitivo con
leucoencefalopatia asociada o endocrinopatias.

La terapia con protones podria ser considerada para pacientes con tumores que
presentan un pronoéstico vital favorable a largo plazo (grado III de la OMS que presentan
mutacion /DH o codeleccion 1p/19q), con el objetivo de respetar las zonas adyacentes a la

lesion y preservan la funcion cognitiva a medio o largo plazo (Shih et al., 2015).

Figura 6. Ejemplo de
V-MAT, en el que se
aprecia que la dosis
de radiacion se
administra mediante
un giro continuado
de 360° del

acelerador.

A.4.2. Tratamiento sistémico

Con respecto a la quimioterapia, la seleccion del tratamiento para pacientes afectos de
gliomas de alto grado depende cada vez més de la caracterizacion molecular ademas de
factores clasicos como la edad o el estado funcional. Se recomienda la determinacion la
mutacion del enzima IDH y el grado de metilacion del promotor del gen MGMT. Como se

citard con posterioridad en este capitulo, la metilacion del promotor puede conducir a un
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silenciamiento genético y a una ausencia de expresion de la proteina MGMT, cuya funcion
principal es reparar las anomalias que pueden presentarse en el ADN. El grado de metilacion
se relaciona con una mejor respuesta tumoral a antineoplasicos como la temozolamida (TMZ)

y a mayores indices de supervivencia.

La temozolamida es un agente alquilante de administracion oral cuyo mecanismo de
accion mayoritario consiste en afiadir grupos metilo (alquilo) a residuos de guanina de la
cadena de ADN, creando un dafio en esta estructura y activando los procesos de muerte
celular. Su principal indicacion se establece como parte del tratamiento complementario en
los gliomas de alto grado, con dosis que varian y se calculan en funcion del area corporal
expresada en mg /m”. La TMZ puede inducir toxicidad hematoldgica, siendo la
trombocitopenia el efecto adverso mas frecuente, seguido de linfopenia o neutropenia. Por
ello, se debe monitorizar a los pacientes con controles analiticos seriados y administrar
antibioticos profilacticos para evitar cuadros de neumonia por pneumocystis. Los efectos
toxicos sobre el higado se manifiestan frecuentemente con una elevacion leve o moderada de
las transaminasas, aunque también se han descrito reacciones hepatotoxicas severas o fatales.
Otros efectos secundarios que se presentan con frecuencia al inicio de la terapia son las

nauseas, anorexia o fatiga.

En pacientes menores de 70 afios con tumores que presentan metilacion del promotor
del gen MGMT se recomienda el uso de TMZ en dosis de 75 mg/m” en combinacién con
radioterapia (60 Gy) seguido de un régimen semanal de TMZ adyuvante en dosis de 150-200
mg/m” distribuido durante 6 meses. Dichas recomendaciones tienen su origen en un estudio

multicéntrico y aleatorizado que compar6 el uso de radioterapia postoperatoria en
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monoterapia frente a esta pauta, con mejorias en la supervivencia global y en la tasa de largos
supervivientes (Stupp et al., 2005), aunque en ese estudio no se tuvo en cuenta la metilacion
del promotor del gen MGMT. Este habito estandarizado recibe el nombre de régimen de
Stupp en la practica clinica habitual y se considera como estandar de oro en el tratamiento de
los gliomas de alto grado de nueva aparicion, frente al cual se comparan los regimenes
terapéuticos emergentes.

En un anélisis posterior, se estudio de forma retrospectiva la metilacién del promotor
MGMT de los pacientes del ensayo de Stupp y colaboradores, y se concluy6 que dicha
caracteristica molecular era un factor prondstico y predicitivo independiente que conferia
mayor supervivencia y mayor tasa de respuesta a la TMZ. Por otro lado, en aquellos
pacientes que no presentaban metilacion positiva, la agregacion de TMZ a la radioterapia
apenas suponia alglin incremento en la supervivencia (Hegi et al., 2005).

Estudios clinicos posteriores han intentado determinar si nuevas combinaciones de
antineoplasicos pueden mejorar los datos de supervivencia en pacientes con metilacion del
promotor del gen MGMT. La administracién concomitante de lomustina y TMZ se compar6
con el régimen de Stupp en un ensayo aleatorizado con el resultado de un discreto aumento
de la supervivencia, aunque con un leve incremento de toxicidad relacionada con los
farmacos en el brazo de tratamiento tratado con dos antineoplasicos (Herrlinger et al., 2019).

La administracion de mas de 6 ciclos de TMZ adyuvante en pacientes que presentan
la enfermedad estable en sus pruebas radiologicas de control no aporta beneficios
terapéuticos. La evidencia cientifica para esta afirmacion la aporta un estudio aleatorizado
que compard6 el uso de 6 ciclos extra (12 en total) frente al régimen terapéutico convencional,
sin diferencias significativas en los indices de supervivencia o intervalos libres de progresion,

pero con mayor toxicidad en el brazo de tratamiento extendido (Balana et al., 2020).
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Los pacientes menores de 70 afios con ausencia de metilacion del promotor del gen
MGMT muestran peores datos de supervivencia y menor respuesta a TMZ. Por ello, la
busqueda de alternativas a este farmaco es el objeto de estudio de recientes trabajos. Un
reciente ensayo clinico aleatorizado compar¢ el régimen de Stupp frente a la administracion
de bevazicumab e irinotecan en combinacion con radioterapia en pacientes que presentaban el
promotor del gen MGMT no metilado. Se publicaron mayores tasas de intervalo libre de
progresion en el brazo de tratamiento alternativo, pero sin diferencia alguna en la
supervivencia global entre los grupos (Herrlinger et al., 2016). Por ello, a falta de una
alternativa mas eficaz, los pacientes que no presentan metilacion del promotor MGMT siguen

siendo tratados con radioterapia y TMZ.

Los pacientes mayores de 70 afios, con comorbilidades importantes o puntuaciones
bajas en escalas funcionales como la de Karnofsky (KPS, Karnofsky Performance Scale) o
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) merecen una mencion especial. En ellos, debe
valorarse especialmente el balance entre el beneficio terapéutico y el riesgo producido por la
toxicidad de la quimioterapia o los efectos secundarios. Por esta razon, a menudo se adapta el
tratamiento y se adoptan estrategias como la radioterapia hipofraccionada con dosis totales de
40 Gy, o la eleccion entre radio o quimioterapia, en la que, la determinacion de la metilacion

del promotor del gen MGMT tiene un papel crucial (Zarnett et al., 2015).

El anticuerpo monoclonal bevacizumab se une de forma selectiva al factor de
crecimiento endotelial vascular, por lo que, tedricamente, impide el crecimiento tumoral al
bloquear la formacion de nuevos vasos sanguineos. Dos ensayos bien disefiados estudiaron si

afiadir bevacizumab al régimen de Stupp producia mejoras significativas en la supervivencia,
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al compararlo con placebo (Chinot et al., 2014; Gilbert et al., 2014). En ambos estudios se
observo que el intervalo libre de progresion era mayor en el brazo de tratamiento que incluia
el bevacizumab, sin diferencias significativas en la supervivencia global y con mayores
efectos secundarios derivados de la toxicidad del farmaco. El bevacizumab parece tener
importantes efectos antiedema, que hace disminuir los requerimientos de corticoides, pero al
no mejorar la supervivencia global y aumentar la toxicidad, no se recomienda como parte del

esquema inicial de tratamiento en los gliomas de alto grado.

A.4.3. Tumor Treating Fields

Debido a los escasos avances en términos de supervivencia en los ultimos afios, una
gran variedad de alternativas estd siendo explorada en ensayos clinicos con el objetivo de la

mejora pronostica en estos pacientes. Entre ellas destaca la terapia con campos eléctricos

alternos de baja intensidad, que ha demostrado un efecto antimitético a nivel experimental y

que podria interferir con los procesos de division celular. Esta estrategia recibe el nombre de
terapia de campo de tumores (TTFs; Tumor Treating Fields) y ha sido recientemente
aprobada por la administracion de medicamentos y alimentos de los EEUU (FDA; Food and
Drug Administration) tanto para el tratamiento del glioblastoma de nueva aparicion como en
las recidivas. Parece que la administracion de TTFs afecta de forma selectiva a las células que
presentan una rapida division celular causando un arresto mitdtico y desembocando en
procesos apoptoticos. El ensayo clinico que apoya la eficacia de este dispositivo externo
compard de forma aleatoria la temozolamida adyuvante tras radioterapia (brazo control)
frente a TMZ en combinacion con TTFs (Stupp et al., 2017), encontrandose diferencias leves

pero significativas en el intervalo libre de progresion y en la supervivencia global. Esta
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modalidad terapéutica presenta ciertas limitaciones, ya que los pacientes deben llevar el
cabello rasurado para permitir la adhesion de los electrodos que estan conectados a un
dispositivo portatil que el paciente debe llevar més de 18 horas al dia. Ademas, requiere una

formacion especializada por parte del facultativo tratante.

Nuevos tratamientos experimentales estan en fase de ensayos clinicos y seran

comentados de forma breve en el siguiente apartado.

Figura 7. Dispositivo
NovoTTF-100A. La terapia
con campos eléctricos
alternos de baja intensidad
supone una alternativa
terapéutica tanto en gliomas
de alto grado de nueva
aparicion como recidivados.

A.4.4. Algoritmos de manejo

La nueva clasificacion de la OMS (Louis et al., 2021) plantea diferentes escenarios
para los que la NCCN (National Comprehensive Cancer Network) determina algoritmos

terapéuticos especificos (www.nccen.org/patients referencia 95).

-Independientemente del grado histoldgico, considerar, en primer lugar, la inclusién

en algiin ensayo clinico.
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-Oligodendroglioma grado III. /DH-mutado, con codeleccion Ip/19g: Recomendacion

de radioterapia estandar acompanada de régimen PCV (procarbazina, lomustina y
vincristina) neoadyuvante o adyuvante. También es posible considerar la TMZ.

- Astrocitoma /DH-mutado: Recomendacién de radioterapia estandar con TMZ

concomitante y posterior adyuvancia.

- Glioblastoma: El algoritmo terapéutico de la NCCN para los glioblastomas /DH-
wildtype se especifica en la figura 8. Las opciones terapéuticas se consideran en
funcién de la edad, estado funcional medido por la escala de Karnofsky y estado de

metilacion del promotor MGMT.

Figura 8 (pagina siguiente). Algoritmo de manejo propuesto por la NCCN para el glioblastoma
IDH-wildtype. Adaptado de la version 1.2022 de la NCCN (www.nccn.org). Leyenda: BSC:
“Best Supportive Care”: tratamiento sintomatico, GBM: glioblastoma, KPS: puntuacion en la
escala de Karnofsky, RDT: radioterapia, TMZ: temozolamida TTFs: Tumor Treating Fields.
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Estado de
Diagnéstico Edad Estado funcional metilacion MGMT Terapias

Ensayo clinico

RDT + TMZ
Considerar TTFs
Considerar
- Lomustina
KPS >60
RDT sélo
RDT+TMZ
Considerar TTFs
RDT hipo +TMZ
os o0 0

BSC

Mismas opciones;
Metilado aceptable RDT hipo /
TMZ, ambas en
monoterapia

KPS >60 <
\ Mismas opciones.

Considerar RDT hipo
en monoterapia o
combinacién con

T™Z

RDT hipofracc / TMZ
monoterapia
X
BSC
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A.5. ASPECTOS PRONOSTICOS DE LOS GLIOMAS DE ALTO GRADO

A.5.1 Estudios poblacionales

Existen diferentes estudios poblacionales que han examinado las cifras de
supervivencia en los pacientes afectos de glioblastoma. Por ejemplo, analisis de bases de
datos de un elevado nimero de pacientes con diagndstico de glioblastoma entre 2002 y 2010
en EEUU y Taiwan mostro que el porcentaje de enfermos que superaban los 12 meses de
supervivencia tras el diagnostico oscilaba entre un 38 y un 50%. La tasa de largos
supervivientes (>5 afios) se situaba entre el 5 y el 10% (Chien et al., 2016). Otros estudios
poblacionales focalizan su atencion en las leves mejorias de los datos de supervivencia que
existen al comparar cohortes antiguas con otras mas recientes. Un estudio suizo compar¢ las
diferencias en los datos de supervivencia global que se encuentran en pacientes
diagnosticados y tratados entre el periodo 1980-1994 y 2005-2009, concluyendo que ésta
aumentaba de 4.9 a 11.5 meses (Gramatzki et al., 2016). De igual modo, un estudio basado en
la poblacion finlandesa observo este mismo fendmeno tanto en la poblacion adulta general

como en los mayores de 70 afios (Korja et al., 2019).

A.5.2. Factores clinicos

Los factores pronosticos conocidos de mayor relevancia en los gliomas de alto grado

son la edad y el estado funcional del paciente (Gittleman et al., 2017; Houillier et al., 2006;

Lacroix et al., 2001; Li et al., 2011; Thakkar et al., 2014). Una publicacion reciente que revisa

factores de riesgo clinicos en pacientes que reciben tratamiento convencional con la intencion
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de crear un modelo prondstico, encuentra que, la edad avanzada, el estado clinico segun la
escala ECOG (asintomatico versus sintomatico), el uso de corticoides y la enfermedad
multifocal son las variables asociadas a peor pronostico (Abedi et al., 2021). El
empeoramiento de los datos de supervivencia en la poblacion afiosa ha sido atribuido a la
mayor incidencia de comorbilidades en este grupo etario, peor capacidad de recuperacion tras
los dafios cerebrales causados por la lesion o los tratamientos posteriores y al perfil molecular
del propio tumor. Como se comento6 con anterioridad, el grado de reseccion quirtrgica parece
que influye en el prondstico (Brown et al., 2016; Hu et al., 2022), aunque esto no ha podido

ser demostrado en todas las series.

A.5.3. Factores moleculares

Los gliomas de alto grado exhiben una marcada heterogeneidad con respecto a sus
alteraciones genéticas, y algunas de ellas implican una gran variabilidad pronostica. Los dos
factores que a dia de hoy parecen poseer mayor relevancia son la metilacion del promotor del
gen MGMT y la mutacion del gen que codifica el enzima IDH, aunque existen otros, como la

amplificacion del gen EGFR, la mutacion de 7P53 y delecciones cromosdmicas.

El mecanismo de accion del enzima MGMT, la metilacion del promotor del gen

MGMT 'y su relacion con la supervivencia y la respuesta a agentes alquilantes se describira
con detalle en el préximo capitulo de la Introduccidn, ya ha sido objeto de discusion en el
segundo capitulo de esta tesis. Sin embargo, en este apartado cabe destacar que multiples
estudios han confirmado que la metilacion del promotor del gen MGMT es un factor

pronostico favorable e independiente de otros factores pronosticos conocidos y validados. Un
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reciente meta-analisis de 11 cohortes concluyd que la metilacion estudiada mediante el
método de pirosecuenciacion se relacionaba tanto con la supervivencia global como con el
intervalo libre de progresion (H. Zhao et al., 2016). Ademas, parece que esta en relacion con
una mayor respuesta a agentes alquilantes como la TMZ, aunque dicha asociacion no ha sido
confirmada en estudios de naturaleza prospectiva (Hegi et al., 2008). Se ha descrito en la
literatura que el status de metilacion puede ayudar en la decision del mejor esquema
terapéutico en pacientes de edad avanzada afectos de glioblastoma (Reifenberger et al., 2012)
o predecir el patron clinico radioldgico de recurrencia (Brandes et al., 2009), siendo los
tumores que presentan el promotor MGMT metilado, més propensos a recidivar fuera del area
radiada. Es importante comentar, aunque se discutira con mucho mas detalle con
posterioridad, que existen diferentes métodos en la practica clinica para determinar el grado
de metilacion del promotor del gen MGMT, y no existe consenso en relacion a cudl es el mas
optimo (Brandner et al., 2021; McAleenan et al., 2019). La fiabilidad, disponibilidad y el
coste varia seglin las técnicas, asi como el valor umbral empleado para definir qué tumores
son considerados metilados y cudles no. Parece que la proporcion de glioblastomas que
presentan el promotor MGMT metilado oscila entre el 40 y 50%, aunque podemos encontrar
un rango mas amplio, siempre dependiendo del método de deteccion utilizado y de las

caracteristicas de la cohorte analizada (Wang et al., 2017).

IDH-wildtype corresponde a las siglas de isocitrato deshidrogenas. Es un enzima que
interviene en el ciclo de Krebs, catalizando la transformacion de isocitrato en a-cetoglutarato.
Las mutaciones del enzima IDH pueden detectarse en una amplia variedad de tumores, pero
no en células normales. Las mutaciones IDHI Argl32 e IDH2 Argl40'y Argl72 suponen mas

del 90% de las anomalias y favorecen la acumulacién de un oncometabolito, el 2-
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hidroxiglutarato, implicado en la génesis de gliomas. La frecuencia de mutaciones de IDH1, y
menos frecuentemente de /DH2, es inversamente proporcional al grado histologico en los
gliomas, estando presente inicamente en el 5 a 10% de los glioblastomas. Su presencia
confiere una mejoria pronostica, independientemente de otros factores prondsticos
establecidos, implicando que los datos de supervivencia global se duplican o incluso se
triplican si se comparan con los tumores IDH-wildtype del mismo grado histolégico. Este
hecho se repite en diferentes subtipos de gliomas; en un estudio en el que se analizaron mas
de 400 muestras, la mutacion de IDH1 estaba significativamente relacionada con la
supervivencia global, tanto en gliomas de grado II (151 vs 60 meses), grado III (81 versus 19
meses) como en glioblastomas (27 versus 14 meses) (Sanson et al., 2009). El subtipo de
astocitoma grado IV IDH-mutado (denominado anteriormente, y citado en la presente tesis
como glioblastoma /DH-mutado) a menudo se observa en pacientes mas jovenes, suele estar
precedido de una lesion precursora y estd intimamente asociado a la hipermetilacion de un
gran numero de /oci que pertenecen a islas CpG de diversos genes (diferentes del gen
MGMT), definido como G-CIMP (Glioma-CpG Island Methylator Phenotype) (Noushmehr et

al., 2010).

El gen TP53 codifica la proteina supresora de tumores p53, implicada en una gran
variedad de procesos que incluyen la induccion de apoptosis en casos de dafio celular, el
mantenimiento de la estabilidad del genoma, la regulacion del metabolismo celular o la
inhibicion de procesos de angiogénesis. Las vias que afectan a p53 estan frecuentemente
alteradas en distintas neoplasias, incluyendo los gliomas de alto grado (Zhang et al., 2018).
La presencia de mutaciones en 7P53 apoya el diagnostico de glioma de alto grado,

encontrandose mas frecuentemente en glioblastomas con lesion precursora que en los de
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nueva aparicion. Sin embargo, su relacion con el prondstico vital de los enfermos no ha

resultado significativa en una gran mayoria de estudios (Hill et al., 2003).

El antigeno Ki-67 se expresa en todas las fases del ciclo celular a excepcion de GO. El

anticuerpo monoclonal MIB-1 reconoce el antigeno Ki-67 como inmunogeno, por ello, las
células que se encuentran en fase G1 y S (fase de sintesis de ADN) van a presentar tincion
inmunohistoquimica positiva para MIB-1. Un indice elevado en Ki-67 denota, en general,
una alta actividad mitotica que puede correlacionarse con el grado de malignidad. Aunque su
elevacion puede apoyar el diagnostico histologico en casos dudosos, su relacion con el

prondstico es incierta (Alkhaibary et al., 2019).

Otra de las vias mds reconocidas en la genética molecular de los gliomas de alto grado

es la que afecta a la activacion del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular

(EGFR). Este receptor transmembrana es una proteina tirosin-quinasa que modula numerosos
procesos celulares, entre los que destacan crecimiento, migracion y supervivencia. Las
alteraciones genéticas de EGFR son comunes en los gliomas de alto grado, entre las que
destacan las amplificaciones o mutaciones que pueden observarse hasta en un 60% de los
casos (Eskilsson et al., 2018). La amplificacion EGFR es mutuamente excluyente de
mutacion 7P53. A pesar de los diversos estudios realizados, no existe consenso sobre el valor
prondstico de la amplificacion de este gen (Castafieda et al., 2015; Houillier et al., 2006), por
lo que cada vez tiende a utilizarse menos como andlisis molecular rutinario en los gliomas de

alto grado.
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Una de las alteraciones genéticas mas frecuentes en el glioblastoma es la pérdida de

material genético en el cromosoma 10, ya sea ocurriendo en el cromosoma entero o

unicamente en alguno de sus brazos. El gen supresor de tumores PTEN (phospathase and
tensin) se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 10 (/0g) y aparece mutado
en entre un 20-40% de los glioblastomas de nueva aparicion (Knobbe et al., 2002). El rol

pronostico de la deleccion /0g en glioblastoma es controvertido (Felsberg et al., 2009).

La codeleccion Ip/19q, que implica la pérdida completa del brazo corto del

cromosoma 1 y del brazo largo del cromosoma 19 es patognomonica de oligodendroglioma y
estd estrechamente asociada con las mutaciones de /DH. Su presencia predice la respuesta al
tratamiento y confiere mejor pronostico en oligodendrogliomas anaplésicos (Cairncross et al.,
1998). Sin embargo, su determinacion no parece de utilidad en glioblastoma (Clark et al.,

2013).

Otros factores moleculares, como las mutaciones en el promotor del gen telomerasa

transcriptasa inversa (TERT, telomerase reverse transcriptase) se han descrito en un
porcentaje elevado de glioblastomas y se han relacionado con peor pronostico de forma
significativa frente a otros factores prondsticos clinicos y moleculares ya validados (M.
Simon et al., 2015). La telomerasa es un enzima implicado en el mantenimiento de los
extremos teloméricos, debido a que tiene una region con actividad transcriptasa inversa
(codificada por el gen TERT) que sirve como molde para sintetizar la repeticion telomérica.
La expresion de la telomerasa juega un importante papel en la senescencia celular, ya que es

normalmente reprimida en las células somaticas postnatales, lo que deriva en un acortamiento
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progresivo de los telomeros. Es por ello que las mutaciones del gen TERT pueden dar lugar a

aumentos en la expresion y actividad de la telomerasa originando procesos de oncogénesis.

Las mutaciones del gen ATRX (Alpha-Thalassemia / mental Retardation syndrome X-
linked) han sido identificadas en multitud de neoplasias y también parecen tener relevancia
sobre el mantenimiento de los telémeros, aunque mediante un mecanismo independiente de la
telomerasa (Lovejoy et al., 2012). Esta alteracion esta frecuentemente asociada con tumores
que presentan mutacion /IDH 'y TP53. Por ello, su apariciéon es mas comuin en tumores de
origen astrocitico y glioblastomas en los que se ha identificado una lesion precedente, siendo
muy infrecuente en el glioblastoma de nueva aparicion y en tumores de origen
oligodendroglial. En un estudio prospectivo en el que se analiz6 una cohorte de pacientes con
tumores anaplasicos de origen astrocitico, se comprobd que afiadida a la mutaciéon de IDH,

ser portador de mutacion ATRX conferia un prondstico mucho mejor (Wiestler et al., 2013).

A.5.4. Modelos pronosticos

Teniendo en cuenta algunos de estos factores, se han desarrollado modelos con la
intencion de realizar célculos aproximados de supervivencia. Por ejemplo, Gittleman y
colaboradores idearon un nomograma que incluia los siguientes factores: edad, sexo,
puntuacién en la escala de KPS, grado de reseccion y estado de metilacion del promotor del
gen MGMT. Tras el andlisis de esas variables en dos cohortes de pacientes publicadas en
ensayos previos, pretenden calcular la probabilidad de supervivencia a los 6, 12 y 24 meses
tras el diagnostico inicial de glioblastoma (Gittleman et al., 2017). Ha de tenerse en cuenta

que los pacientes incluidos en esos ensayos recibieron como minimo una reseccion quirurgica
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subtotal y que fueron tratados con radioquimioterapia posteriormente, seguido de TMZ
adyuvante. La informacion sobre la mutacion de /DH no esta disponible, por lo que se asume
que los datos obtenidos por el algoritmo son aplicables para glioblastomas /DH-wildtype, por
su mayor prevalencia. Por ejemplo, podemos estimar que un varén de 60 afios, con una
puntuacion en la escala de KPS de 90, promotor del gen MGMT metilado y aparente
reseccion completa en las pruebas postoperatorias tiene una probabilidad de supervivencia
del 92, 74 y 41% a los 6, 12, y 24 meses respectivamente. Dicho algoritmo esta disponible y

puede consultarse online (http://cancer4.case.edu/rCalculator/rCalculator.html). Esta

herramienta prondstica ha sido posteriormente validada en una cohorte de pacientes que no

eran objeto de estudio de ningun ensayo clinico (Molitoris et al., 2017).
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A.6. MANEJO DE LAS RECIDIVAS DE LOS GLIOMAS DE ALTO

GRADO

A.6.1. Progresion de la enfermedad y diagnosticos diferenciales

A pesar del beneficio en términos de supervivencia que aporta el tratamiento
complementario con radio y quimioterapia, la gran mayoria de los pacientes experimentan la
recidiva tumoral en el curso de la enfermedad. Las decisiones terapéuticas en pacientes con
gliomas de alto grado recidivados deben ser individualizadas, ya que las opciones
terapéuticas disponibles hoy en dia suponen regimenes paliativos sin evidencia cientifica

basada en estudios aleatorizados y controlados.

La distincion entre enfermedad recidivante y otros fendmenos, como los cambios en
las pruebas de imagen inducidos por la radioterapia, puede ser compleja en la practica clinica
diaria, pero con importantes implicaciones, ya que su incorrecta interpretacion puede suponer
un riesgo de interrupcion prematura del régimen terapéutico.

Existen dos fenomenos similares atribuibles a la radioterapia, con algunas
diferencias: pseudoprogresion y radionecrosis. La pseudoprogresion define los cambios
subagudos que se producen en la RM tras la fase de tratamiento con radioquimioterapia
concomitante que pueden simular imdgenes de progresion tumoral, y que, normalmente,
ocurren en los primeros tres meses tras la finalizacion del tratamiento. Por otra parte, el
fendmeno de radionecrosis se define como una reaccion tisular local més severa, que suele
incluir fenémenos de edema y necrosis, con posible efecto masa asociado y de aparicion mas
tardia, tipicamente entre los 3 y 12 meses tras completar la radioterapia. Aunque algunos
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autores defienden que se trata de entidades separadas, la pseudoprogresion y la necrosis por
radiacion podrian reflejar dos fendmenos dentro de un mismo continuum patoldgico que
supone el dafio inducido por la radiacion (O’Brien & Colen, 2014). El diagnostico de
pseudoprogresion suele hacerse de forma retrospectiva, ya que este cuadro es normalmente
autolimitado, con mejora o estabilizacion de los hallazgos radioldgicos mientras se continia
con la pauta de TMZ adyuvante (Brandsma et al., 2008). Por contra, el diagndstico de
radionecrosis suele histopatologico. Este cuadro presenta una naturaleza mas permanente, con

hallazgos microscopicos de desmielinizacion, anomalias vasculares y necrosis tisular (Siu et

al., 2012).

La incidencia de pseudoprogresion varia ampliamente en las distintas series
retrospectivas entre un 15-50%, probablemente debido a la diferencia de criterios utilizados
(Taal et al., 2008). Ningun hallazgo clinico o imagenologico puede distinguir la progresion
tumoral de la pseudoprogresion, pero existen algunos aspectos a tener en cuenta:

- Lapseudoprogresion suele ser asintomatica mientras que la progresion

verdadera se acompaifia de empeoramiento clinico con mayor
frecuencia.

- Los tumores con metilacion del gen MGMT se asocian mas frecuentemente a
fendmenos de pseudoprogresion frente a aquellos no metilados, en los que la
progresion precoz es mas frecuente.

- Algunas pruebas de imagen especializadas como la espectroscopia por RM,
imagenes de RM-perfusion o PET pueden apoyar la discriminacién de ambos

escenarios.
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En general, los cambios en la neuroimagen sugestivos de progresion que se producen
en las primeras semanas tras completar el régimen con radioterapia y TMZ concomitante
suponen en la mayoria de los casos fendmenos de pseudoprogresion, por lo que se
recomienda continuar con el tratamiento indicado, a no ser que exista evidencia de deterioro
neurologico o empeoramiento radiologico en las RM sucesivas.

La toma de decisiones en el manejo terapéutico del paciente requiere la evaluacion de
la respuesta al tratamiento en las pruebas de imagen de seguimiento. Tradicionalmente, se
han utilizado los criterios de McDonald, que se basan fundamentalmente en la medicion de
nuevas areas de captacion de contraste (Macdonald et al., 1990). En la actualidad, el grupo de
trabajo de la RANO “Response Assessment in Neuro-Oncology” ha revisado y unificado
criterios radiologicos que evaliian otros aspectos adicionales, como el incremento de la
alteracion de sefal en secuencias T2 o los fendmenos de pseudoprogresion (Wen et al., 2010).
Al estudiar tinicamente las captaciones de contraste existe una baja sensibilidad y
especificidad para evaluar la respuesta al tratamiento, ya que, por ejemplo, el tratamiento con
bevacizumab puede producir una rapida disminucion de las lesiones captantes en los primeros
dias tras el tratamiento. Este fendmeno suele obedecer mas a procesos relacionados con la
disminucion de la permeabilidad vascular que a un verdadero efecto antitumoral y se
denomina pseudorespuesta. De igual modo, esta descrito que el tratamiento con
antiangiogénicos favorece el crecimiento del componente tumoral no captante de contraste,

evidente en secuencias T2 y FLAIR.

En la actualidad no existe evidencia cientifica para determinar la frecuencia en la que
se deben realizar las RM en el seguimiento de los pacientes. Las guias de la NCCN

recomiendan practicar las pruebas de control tras cuatro semanas a partir del fin de la
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quimioradioterapia concomitante y cada tres meses aproximadamente en los primeros afos,

pudiendo aumentar el intervalo posteriormente si la enfermedad permanece estable.

A.6.2. Generalidades sobre el tratamiento de las recidivas

Cuando se presenta la recidiva tumoral en estos pacientes, el prondstico a corto plazo
suele ser limitado, con indices de supervivencia tras la progresion (en este trabajo se
denominard PPS; por sus siglas en inglés, post-progression survival) inferiores por lo general
a 12 meses en pacientes con glioblastoma (Barker et al., 1998; Ringel et al., 2016; van Linde
et al., 2017). Las diferentes alternativas, aunque pueden beneficiar a pacientes seleccionados,
se consideran tratamientos paliativos que no estan exentos de riesgos y efectos secundarios.
Debido a que no existe comparacion entre los diversos métodos en ensayos clinicos
aleatorizados y controlados, la decision debe ser individualizada y guiada por datos como las
puntuaciones en las escalas funcionales de KPS o ECOG, el intervalo libre de progresion o el
patron radiologico de la recurrencia (local versus difuso o multifocal).

Asi, los pacientes con buen estado funcional, pueden ser candidatos a recibir terapias
adicionales en la recidiva, entre las que destacan la reintervencion, la re-irradiacion, la
quimioterapia sistémica, el tratamiento con campos eléctricos alternantes de baja intensidad
(TTFs) y, por ultimo, terapias experimentales que todavia se sitiian en el ambito de los
ensayos clinicos.

En cambio, los pacientes con puntuaciones bajas en las escalas KPS o ECOG tienen
menos probabilidad de beneficiarse de terapias de segunda linea y mayor riesgo de sufrir

efectos secundarios, por lo que, en general, se suele indicar un manejo mediante tratamiento
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sintomatico exclusivo (se denominard BSC en esta tesis, por sus siglas en inglés best

supportive care) (Pace et al., 2017).

A.6.3. Reintervencion

Parece que los mejores candidatos para una nueva intervencion son aquellos pacientes
jovenes con mejor estado funcional, un patron de recidiva localizado alrededor del lecho
quirargico del tumor primario y un intervalo libre de progresion de la enfermedad mas
amplio. La exéresis de lesiones que producen efecto de masa puede disminuir la dependencia
de corticoides y mejorar los déficits neurologicos focales. Aun asi, en pacientes
seleccionados, las segundas intervenciones rara vez proporcionan un control duradero de la
enfermedad, por lo que suelen ir acompafiadas de quimioterapia sistémica posterior. Se ha
estimado que alrededor de un 20-30% de pacientes se consideran candidatos para rescates
quirargicos (Weller et al., 2017), aunque las indicaciones y el impacto prondstico no estan
claramente definidos y han motivado la realizacion del primer articulo de esta tesis. La PPS
de los pacientes tratados con una nueva intervencion suele situarse entre los 8 y 12 meses en
la mayoria de las series que agrupan pacientes afectos de glioblastoma (van Linde et al.,
2017). Los datos prondsticos que hacen referencia especifica a la PPS en astrocitomas de
grado III proceden de trabajos mas antiguos y la sitian en un rango de entre 12 y 18 meses

(Ammirati et al., 1987; Harsh et al., 1987; Landy et al., 1994).

Existen una serie de variables clinicas que se han postulado como factores pronosticos
en los pacientes a los que se les ofrece la reintervencion y que podrian favorecer la

argumentacion de esta opcion terapéutica. La edad y el estado funcional parecen ser factores
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determinantes en la eleccion de los pacientes, que impactan de forma independiente sobre la
supervivencia tras la progresion (Ringel et al., 2016). Otros trabajos han determinado que un
intervalo libre de progresion mayor mejora significativamente los datos de supervivencia tras
la recidiva (Hervey-Jumper & Berger, 2014). En cambio, algunos autores han focalizado su
estudio en el grado de reseccion de las recidivas tumorales, postuldndolo como una de las
variables mas importantes (Bloch et al., 2012; Oppenlander et al., 2014). Un estudio objetivd
que la invasion ependimaria por parte del tumor suponia el factor prondstico negativo mas
importante en los pacientes reintervenidos, con independencia del estado funcional y del
grado de reseccion (C. K. Park et al., 2013). Se ha demostrado asimismo la utilidad del uso de
asistentes quirurgicos en el tratamiento de las recidivas, como la RMi o la fluorescencia que
proporciona el 5-ALA (Broekx et al., 2020).

Pese a todo, no existe evidencia cientifica para sugerir que deban esperarse mejores
resultados con reintervenciones frente a la re-irradiacion o tratamientos sistémicos en

monoterapia.

A.6.4. Reirradiacion

El papel de la reirradiacion en las recidivas de gliomas de alto grado no esté claro y la
mayoria de los estudios hasta la fecha son de naturaleza retrospectiva. Los pacientes con buen
estado funcional que presentan recidivas de pequefio tamano podrian beneficiarse de
radioterapia adicional administrada con técnicas de alta precision, pero con dosis de cobertura
total menor, que oscilan entre 30 y 35 Gy repartidas entre 5 y 15 fracciones (Arvold et al.,

2017; Straube et al., 2019). La reirradiacion no deberia ser considerada como tratamiento
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unico, sino como complemento de un abordaje multimodal en los que se incluya la

reintervencion y la administracion de antineoplasicos, cuando sea posible.

El segundo curso de radioterapia puede combinarse con la administracion simultanea
de bevacizumab. Estudios aleatorizados han comparado el uso concomitante de ambas
modalidades terapéuticas frente a bevacizumab en monoterapia en pacientes con progresion
de la enfermedad, encontrando mejorias en los intervalos libres de progresion sin diferencias

en la supervivencia global (Tsien et al., 2019).

La radiocirugia estereotactica fraccionada afiadida al bevacizumab parece arrojar los
mismos resultados al compararla con antiangiogénicos en monoterapia, segiin un pequeio
estudio aleatorizado que analiz6 pacientes con recidivas de gliomas de alto grado que
presentaron progresion mientras estaban en tratamiento con bevacizumab (Bergman et al.,
2020). La radiocirugia estereotactica de dosis tnica se estudio6 en el pasado, pero
generalmente estd siendo reemplazada por la administracion fraccionada, debido al alto

riesgo de radionecrosis.

La braquiterapia intersticial consiste en la colocacion de “semillas” que contienen
fuentes de radiacion o radioisotopos liquidos en areas tumorales o en cavidades
postquirtrgicas tras la intervencion o través de catéteres. Aunque algunos trabajos sugirieron
un discreto beneficio en términos de supervivencia tanto en glioblastomas de nueva aparicion
como en recidivados (Chan et al., 2005), su uso cada vez es mas limitado debido a las altas
tasas de radionecrosis y a los avances técnicos de la radioterapia convencional y la

radiocirugia.
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A.6.5. Quimioterapia

La eleccion del antineopléasico mas eficaz sigue siendo motivo de debate en la
actualidad y objeto de estudios de numerosos ensayos clinicos. Los quimioterapicos mas
utilizados en la recurrencia son el bevacizumab, las nitrosureas o de nuevo la TMZ. Todas
estas terapias son consideradas paliativas y ningun farmaco ha sido comparado de forma
aleatorizada con el tratamiento sintomatico. Igualmente, ningiin firmaco ha demostrado ser
superior a otros en términos de supervivencia. Por ello, la decision suele ser individualizada
en base a factores como la respuesta a tratamientos previos, tamafio del tumor, edema

asociado, necesidad de corticoides y perfil de metilacion del promotor del gen MGMT.

Como se describid en el apartado anterior, el bevacizumab no se emplea como
tratamiento de primera linea por la ausencia de efectos positivos sobre la supervivencia
global. Su eficacia en la recidiva de los gliomas de alto grado es también limitada; aunque
produce tasas de respuesta radioldgica en el 30-40% de los pacientes y puede disminuir la
prescripcion de esteroides, no mejora los datos en relacion con la supervivencia global. Se ha
estudiado la combinacion de bevacizumab y lomustina en comparacion con este ultimo
farmaco en monoterapia en un ensayo aleatorizado con gran cantidad de pacientes,
observandose mejores tasas de respuesta radioldgica y un discreto beneficio en el intervalo
libre de progresion, pero sin ningtn tipo de diferencia en la supervivencia global (Wick et al.,
2017). Resultados similares se obtuvieron al comparar bevacizumab en monoterapia frente a
la combinacion con irinotecan (Friedman et al., 2009). Aunque los estudios en este &mbito
son limitados, en los pacientes con buen estado clinico que presentan progresion de la

enfermedad mientras son siendo tratados con bevacizumab en monoterapia, muchos expertos
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recomiendan afiadir algun agente citotoxico. Por el contrario, si el paciente ya estaba bajo un
régimen combinado, se acepta en general continuar con antiangiogénicos y cambiar el
farmaco citotoxico por otro con un mecanismo de accion diferente.

La dosis mas comunmente utilizada es la de 10mg/kg con administracion quincenal;
dosis mayores no han demostrado ser mejores en estudios observacionales (Blumenthal et al.,
2016) e incluso dosis menores pueden ser mejor toleradas con efectos similares en la
supervivencia. El bevacizumab estd asociado con un amplio espectro de toxicidades a nivel
cardiovascular (hipertension, tromboembolismo o disfuncion ventricular) asi como de otro
tipo (proteinuria, problemas en la cicatrizacion de heridas y mayores tasas de sangrado
intracraneal). Estos efectos adversos deben tenerse en cuenta si se plantea la reintervencion o

en pacientes que reciben anticoagulantes (Norden et al., 2012).

Las nitrosureas (lomustina, fotemustina) fueron tratamientos de primera linea antes de
la aparicion de la temozolamida, y, hoy en dia, pueden sen opciones razonables en pacientes
con progresion de la enfermedad que han recibido previamente este farmaco. Se ha estudiado
su eficacia como agentes en monoterapia o en combinacidon con bevacizumab (Lombardi et
al., 2014). Sin embargo, los estudios prospectivos con fotemustina muestran, que, aunque son
seguros, sus resultados son limitados en relacion con la respuesta radiologica en las pruebas

de imagen y con los intervalos libres de progresion (Fabrini et al., 2009).

El uso iterativo de temozolamida en la recidiva ha sido contemplado en diferentes

estudios que planteaban diversos esquemas de tratamiento con resultados contradictorios.

Parece que los pacientes con un intervalo mas largo desde la finalizacion del régimen de
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Stupp o con metilacion del promotor del gen MGMT podrian ser los mas beneficiados, siendo

la dosis utilizada mucho menos significativa (Weller et al., 2015).

A.6.6. Terapias dirigidas al genotipo

Cada vez existe mayor interés en la secuenciacion genética de las muestras enviadas
para el analisis anatomopatologico, ya que un numero creciente de alteraciones o fusiones
genéticas estan siendo identificadas como mutaciones conductoras que confieren a la célula
una ventaja de crecimiento fundamental para su transformacion neoplasica. Esta area de
conocimiento se aplica en una gran variedad de neoplasias, incluyendo gliomas. La principal
indicacion de realizar el andlisis genético en el momento actual es la busqueda de posibles
candidatos para ensayos clinicos con nuevos fairmacos, aunque, una minoria de pacientes
pueden ser identificados como posibles beneficiarios de terapias ya aprobadas. Asi, por
ejemplo, fusiones genéticas que implican a uno de los receptores neurotroficos tirosina-
quinasa (NTRK) pueden inducir la aparicion de oncoproteinas que impulsan la sefializacion y
el crecimiento tumoral. Se ha descrito que la prevalencia estimada de este tipo de fusiones en
glioblastoma es del 1-2 %, y cerca del 40% en gliomas de alto grado en menores de 3 afios
(Cocco et al., 2018). Existen dos terapias (larotrectinib y entrectinib) cuyo mecanismo de
accion es la inhibicion selectiva de esta oncoproteina y que han recibido la aprobacion para
su uso en pacientes con tumores que presentan este tipo de fusion oncogénica, con resultados

prometedores (Ziegler et al., 2018).

En una minoria de casos, los glioblastomas presentan mutaciones en genes

frecuentemente implicados en la oncogénesis de otro tipo de neoplasias, como por ejemplo la
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BRAF V600E. Dichas alteraciones pueden ser identificadas cada vez con mas facilidad
debido a los avances en medicina molecular, y los pacientes que las presentan, ser candidatos

a nuevas terapias especificas dirigidas al genotipo (Lim-Fat et al., 2021).

Se recomienda, por tanto, el uso de paneles de secuenciacion genética en los gliomas
que han progresado o recidivado con la terapia estandar para valorar posibles alternativas
terapéuticas mas especificas. Ademas, es muy probable que la caracterizacion genética se
extienda en los proximos afios a los gliomas de nueva aparicion y que la clasificacion

anatomopatologica y los tratamientos se refinen en base a ella.

A.6.7. Tumor Treating Fields

La terapia con campo de tumores (TTFs) constituye otra opcidn terapéutica en el seno
del glioblastoma recidivado en los EEUU. Un estudio aleatorizado que compar6 los TTFs
frente al régimen quimioterapéutico elegido por el oncélogo mostro cifras similares de
supervivencia global o de intervalo libre de progresion en recidiva de glioblastoma, con
menor toxicidad hematologica en el brazo de tratamiento con TTFs (Stupp et al., 2012). Ya se
comento con anterioridad la discreta ventaja terapéutica que proporciona su adicion al
tratamiento estandar en el glioblastoma de nueva aparicion (Stupp et al., 2017). Es por ello
que las guias de la NCCN incluyen a los TTFs como opcidn terapéutica en ambos casos

(Guias clinicas de la NCCN, www.nccn.org; 2021).
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A.6.8. Inmunoterapia

La experiencia con inmunoterapia en la recurrencia de los gliomas de alto grado so6lo
ha demostrado resultados modestos al comprarla con los regimenes tradicionales. EI mayor
estudio hasta la fecha confronto el uso de bevacizumab frente al anticuerpo monoclonal
nivolumab, que se une al receptor de muerte programada tipo 1 (PD-1) de los linfocitos T.
Las células neoplasicas expresan el receptor de superficie PDL1 (ligando de PD1) que, al
unirse al receptor PD1 del linfocito T evitan su accion litica sobre la célula tumoral e inducen
su paso a linfocito anérgico, evitando la destruccion de células cancerosas por parte de los
linfocitos. En el estudio, los pacientes que presentaban recidiva de su proceso de base, eran
asignados aleatoriamente a uno de los grupos, sin encontrarse diferencias de ningln tipo en la
supervivencia global y menores tasas de respuesta radiologica en el brazo de tratamiento con
inmunoterapia (Reardon et al., 2020). Se ha sugerido que el tratamiento previo a la
reintervencion en recidiva de glioblastoma con otro anticuerpo monoclonal de mecanismo de
accion similar, el pembrolizumab, podria mejorar las cifras de supervivencia (Cloughesy et
al., 2019). La administracion combinada de varios anticuerpos monoclonales, de
inmunoterapia y bevacizumab, o de radiocirugia estereotactica hipofraccionada sumada a
estos, ha sido recientemente descrita en ensayos clinicos de fase I (Sahebjam et al., 2021),

con resultados también modestos.

Anticuerpos monoclonales con mecanismos de accion diferentes han sido asimismo
testados; el firmaco depatuxizumab-mafodotin es un anticuerpo que bloquea el receptor del
factor de crecimiento endotelial vascular (EGFR) conjugado con un potente inhibidor de la

tubulina, estructura fundamental de los microtiibulos, necesarios en los procesos de division
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celular. El mecanismo de accion reside en que el farmaco actuaria selectivamente sobre
células que expresan el receptor EGFR, internalizandose e inhibiendo a estos componentes
del citoesqueleto. La adicion de depatuxizumab-mafodotin a la TMZ en pacientes con
recidiva de glioblastoma que presentan amplificacion del gen EGFR, podria estar asociada
con un beneficio modesto en términos de supervivencia (van den Bent et al., 2020). Dichos
hallazgos no se han reproducido al incluir a este anticuerpo en el tratamiento del glioblastoma

de nueva aparicion.

Otras estrategias en relacion con vectores viricos han sido testadas en recidivas de

gliomas de alto grado con resultados también discretos. Un estudio reciente comparo el
tratamiento de terapias basadas en vectores con quimioterapias de segunda linea, obteniendo
una equidad en los datos de supervivencia. El firmaco Vocimagene amiretrorepvec es un
vector replicativo procedente de un retrovirus disefiado para liberarse en la cavidad quirtrgica
tras la cirugia de rescate en gliomas de alto grado, y replicarse de forma selectiva en las
células en proceso de division (células tumorales del margen del lecho quirurgico y células
inflamatorias). El mecanismo de accion del vector reside en la capacidad, mediante el enzima
citosina desaminasa, de convertir la 5-fluorocitosina en 5-fluoroacilo, que tiene conocidas
propiedades antineoplasicas. A diferencia de la 5-fluorocitosina, el 5-fluoroacilo no atraviesa
bien la barrera hemato-encefalica, por lo que la terapia con vectores se complementa con la
administracion sistémica de 5-fluorocitosina, que va a ser convertida a 5-fluoroacilo
Unicamente en aquellas células infectadas con el vector, sin los efectos adversos a nivel

sistémico (Cloughesy et al., 2020).
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A.6.9. Terapia térmica intersticial con laser

Esta modalidad terapéutica guiada por RM (LITT; laser intersticial termal therapy)
podria ser una estrategia en pacientes que presenten recidivas de gliomas de alto grado en
areas no accesibles mediante craneotomia, o que no sean candidatos a una nueva
intervencion. El procedimiento consiste en la introduccion de un haz de fibra Optica en el area
a tratar y la produccion de una lesion térmica con el objetivo de danar las células tumorales.
No existen estudios aleatorizados que apoyen el uso de LITT frente a otras técnicas, pero
parece ser una terapia segura y con eficacia similar a los planteamientos tradicionales en

recidivas de glioblastoma (Kamath et al., 2019).

A.6.10. Tratamiento sintomatico

El tratamiento de soporte (BSC; best supportive care) es asimismo muy importante en
el manejo de estos pacientes, ya sean o no candidatos a recibir terapias de segunda linea.
Muchos de ellos precisan corticoesteroides y farmacos antiepilépticos para el manejo del
edema peritumoral y las crisis comiciales, con la consecuente aparicion de toxicidad y efectos
secundarios, particularmente en sujetos de edad avanzada. Los pacientes que presentan un
mal estado funcional, incluyendo a aquellos que son totalmente dependientes, se manejan
exclusivamente con tratamiento de soporte. El tratamiento paliativo en estos pacientes debe
abordar el manejo de aspectos comunes a otras enfermedades en estadio avanzado, como la
incontinencia urinaria, el sindrome confusional o el mayor riesgo de caidas. La EANO
(European Association for Neuro-Oncology) realiza una revision exhaustiva sobre los

aspectos mas importantes en relacion al tratamiento de los sintomas mas frecuentes, las
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necesidades del paciente y de su cuidador y los matices terapéuticos especificos de la fase

terminal (Pace et al., 2017) .

A.6.11. Algoritmos terapéuticos

Tras su revision, podemos observar que en las recidivas de gliomas de alto grado

existen multiples opciones terapéuticas sin que ninguna haya demostrado una clara

superioridad. Por ello, se han desarrollado guias de manejo publicadas por la NCCN (figura

6) y la EANO, que podrian ayudar al facultativo en la decision terapéutica.

Las guias de la NCCN recomiendan, cuando sea posible, la inclusion de pacientes

dentro de un ensayo clinico. Si no esto no es factible o el paciente no acepta la inclusion,
entonces la decision serd individualizada y tendra en cuenta diversos factores: preferencias
del enfermo, respuesta a tratamientos previos recibidos, estado funcional y calidad de vida.
En caso de buen estado funcional del paciente, el patroén de recurrencia podria ser
determinante en la eleccion del tratamiento. Los pacientes con recurrencias locales en los que
se crea factible una reseccion total de la lesion, pueden considerarse como buenos candidatos
a nuevas intervenciones, generalmente seguidas de quimioterapias de segunda linea. Si la
reseccion total no es factible, se contemplan las opciones de tratamientos sistémicos
directamente, re-irradiacion o TTFs. Los pacientes con buen estado clinico que presentan
recidivas difusas o multifocales no son tributarios de iniciar tratamientos mas adecuados para

recurrencias locales, y suelen recibir nuevos esquemas de terapia sistémica.
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Figura 9. Algoritmo terapéutico en el manejo de las recidivas de gliomas de alto grado

revisado por la NCCN en 2022 (www.nccn.org). Los autores realizan una primera

distincion en funcion de si la recidiva es difusa o local. La reintervencion se contempla en
el seno de recidivas de tipo local (o exéresis de la lesién voluminosa y sintomatica en el
caso de recidivas maltiples) y lesiones quirdrgicamente resecables teniendo en cuenta la

preservacion de la funcion neuroldgica. En el resto de escenarios, se ofrecen como
alternativas la inclusion en algun ensayo clinico, la terapia sistémica y la terapia de

campo de tumores (sélo en glioblastoma y con nivel de evidencia I1B). Con independencia
del tipo de recidiva, en los pacientes que presentan un deterioro clinico, se recomienda el

tratamiento sintomatico.

La figura 10 representa el algoritmo terapéutico desarrollado por la Sociedad de

antiangiogénicos. Si el paciente goza de un buen estado clinico, puede plantearse la

Neuro-oncologia (SNO, Society for Neuro-Oncology) y la EANO con aplicacion en las

obtenida en escalas funcionales: si ésta es baja; se recomienda tratamiento sintomatico

exclusivo (BSC) a no ser que el deterioro se sospeche causado por edema peritumoral o

recidivas de glioblastoma (Wen et al., 2020). Su andlisis revela que no difiere mucho de las
guias de consenso de la NCCN, ya que se motiva la inclusion en ensayos clinicos de todos los

pacientes que puedan participar. La variable més determinante en este caso es la puntuacion

toxicidades en relacion con la corticoterapia, en cuyo caso podria iniciarse el tratamiento con

86


http://www.nccn.org/

reintervencion con el objetivo de alivio sintomatico. Si una nueva operacion no esta indicada
y la enfermedad recidivante se situa fuera de los margenes radiados inicialmente, es 16gico
aplicar radioterapia en la recaida con tratamiento sistémico posterior. Si por el contrario se
trata de recidivas que asientan sobre areas cerebrales previamente radiadas, podria
contemplarse la reirradiacion en casos muy concretos. En funcion del estado de metilacion
del promotor de MGMT, el tipo de tratamiento sistémico en la recidiva puede variar; en los
casos con hipermetilacion puede utilizarse TMZ o nitrosureas en combinacidn con
antiangiogénicos (nivel de evidencia IIb), mientras que en tumores con ausencia del promotor

de MGMT metilado se contempla unicamente el uso de bevacizumab.
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Figura 10. Algoritmo terapéutico elaborado por la SNO y la EANO en recidiva de glioblastoma.
Adpatado de Wen et al. (Wen et al., 2020). Leyenda: GBM: glioblastoma, TMZ: temozolamida,
BSC: tratamiento sintomatico, BVZ: bevacizumab, QT 22L: quimioterapias de 22 linea.
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B.ESTUDIO DE LOS CAMBIOS
MOLECULARES EN RELACION CON EL
GEN MGMT EN PACIENTES
REINTERVENIDOS DE GLIOMAS DE ALTO

GRADO
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B.1. PRINCIPIOS DE LA EPIGENETICA

B.1.1. Definicion de epigenética

Podemos definir los cambios epigenéticos como aquellos que alteran la expresion
genética sin producir cambios en la secuencia primaria del ADN. Estos cambios influyen
sobre un amplio rango de aspectos en relacion con el desarrollo normal, la fisiopatologia de

algunas enfermedades y son objeto de estudio para el disefio de nuevas terapias en oncologia.

Para entender mejor la epigenética, debemos recordar que todas las células nucleadas
en nuestro organismo comparten la misma secuencia de ADN, en la que se incluye la
totalidad del genoma, que presenta regiones codificantes y no codificantes. A pesar de que
todas las células tienen el mismo cddigo genético, estas presentan comportamientos muy
diferentes en funcion del tejido en el que se hallan o la funcién que desempenan. Dichas
diferencias no se explican por variaciones en el genoma, sino por niveles adicionales de
regulacion, que hacen que la célula tenga un determinado fenotipo. La regulacion epigenética
puede incrementar o disminuir la expresion de determinados genes sin alterar su secuencia y

de ese modo contribuir a crear fenotipos especificos.

La epigenética se define, por tanto, como el estudio de los cambios que se producen
en la cromatina o en el ADN sin afectar a su secuencia primaria. El epigenoma se puede
definir como el conjunto de cambios epigenéticos que presentan las células de un organismo;
diferenciandose del genoma en que el epigenoma puede ser diferente de una célula a otra.

Aunque ambos pueden tener un cardcter hereditario, sélo el epigenoma puede sufrir procesos
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de reprogramacién, como ocurre en estados normales del desarrollo, en enfermedades

adquiridas o en respuesta a exposiciones ambientales o farmacoldgicas (Feinberg, 2018).

Las modificaciones epigenéticas son, por tanto, cambios bioquimicos en la molécula
de ADN, en las proteinas acompafiantes (histonas) o en la cromatina, con caracter reversible y
que no alteran la secuencia genémica. La adicion o sustraccion de un grupo metilo o acetilo a
una base nitrogenada de la molécula de ADN o a una histona constituye un ejemplo tipico de
cambio epigenético, que puede facilitar o dificultar la interaccion fisica entre el ADN y
diferentes moléculas como factores de transcripcion, ADN polimerasas u otros agentes. Por
tanto, la regulacion epigenética implica la variabilidad que puede existir en la expresion de
genes determinada por estas modificaciones. Cuando las modificaciones se establecen
directamente sobre la cadena de ADN, suelen estar localizadas en las regiones promotoras o
amplificadores de un determinado gen; por el contrario, si estan localizadas en las histonas,
determinan principalmente cuan compactada esta la cadena de ADN sobre éstas, afectando al

acceso e interaccion con factores de transcripcion y otras moléculas.

B.1.2. Regulacion epigenética

El silenciamiento genético es un término que define la reduccion o la completa
supresion de la expresion de un gen y los mecanismos epigenéticos son responsables de este
acontecimiento en algunos casos con gran implicacion en la préactica clinica. La epigenética
engloba ademas la impronta genémica, un sistema de regulacion de la expresion génica,
presente en especies de gestacion intrauterina, que consiste en marcar diferencialmente,

mediante modificaciones epigenéticas, determinados genes en funcion de su origen parental,
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de manera que solo se expresa el alelo materno o paterno (Hunter, 2007). Considerando el
comportamiento diferencial de alelo de estos genes, la impronta genémica es, junto con los
caracteres ligados a los cromosomas sexuales y a los genes mitocondriales, una de las
excepciones al principio mendeliano basico de equivalencia, el cual describe la inexistencia
de diferencias en el comportamiento de los genes de origen paterno y materno.

La regulacion epigenética podria ser considerada, por tanto, como un nivel adicional
de regulacion genética sobre la secuencia primaria de ADN, con una naturaleza mas maleable
y mayor potencial de cambio. Existen dos grandes tipos de modificaciones en términos
generales, aquellas que modifican directamente el ADN (metilacion de ADN) y otras que
afectan a las proteinas de union al ADN (histonas). Ademas, estos cambios pueden afectar a
areas determinadas alrededor de un gen o implicar regiones de cromatina mucho mas

extensas.

B.1.3. Marcas epigenéticas

En la metilacion del ADN, los grupos metilo pueden ser afiadidos o sustraidos, hecho

que normalmente acontece en las regiones promotoras o amplificadoras de un determinado
gen. Por lo general, en mamiferos, la metilacion consiste en la agregacion de un grupo metilo
(CH3) a una base de citosina para crear 5-metilcitosina (m’C) (veremos con posterioridad que
el enzima MGMT, objeto de estudio del segundo trabajo de esta tesis, no reconoce los
residuos metilados de citosina; sino los de guanina en su posicion O%). Algunas proteinas
reguladoras de la cromatina pueden unirse a estos residuos metilados, reduciendo el acceso de
la maquinaria molecular implicada en la transcripcion genética y dificultando por tanto su

accion. Como resultado, se puede concluir que, en general, la metilaciéon del ADN en las
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regiones promotoras de un gen previene la transcripcion y puede producir un silenciamiento
genético. La metilacion del ADN supone la marca epigenética mas util debido a que puede
permanecer estable durante décadas en muestras fijadas con formol e incluidas en parafina
(Thirlwell et al., 2010).

Los enzimas encargados de catalizar la metilacion del ADN se denominan ADN
metiltransferasas. Existen diversos tipos con funcion diferente; algunas son responsables de la
creacion de nuevos residuos metilados mientras que otras acttian ayudando en la replicacion
del ADN en la fase S del ciclo celular, manteniendo la simetria del perfil de metilacion en la
nueva hebra de ADN sintetizada y facilitando la heredabilidad de los cambios epigenéticos
(Vineis et al., 2017).

En contraste, la hipometilacion del ADN implica la eliminacion de residuos metilo de
las bases de citosina y suele conllevar a la expresion de un gen previamente silenciado. La
falta de metilacion va a inducir una configuracion de la cromatina que facilita el proceso de
transcripcion. El término hipometilacion suele sustituir al de desmetilacion, ya que siempre
suelen encontrarse algunos residuos metilados. El proceso de extraccion de residuos metilo
del ADN involucra diversos pasos catalizados por enzimas denominadas metilcitosina

dioxigenasas.

Las histonas son proteinas habitualmente representadas en forma de disco sobre las
que la cadena de ADN se envuelve para crear un nucleosoma. Este es el primer paso de
compactacion necesario para condensar el ADN lineal en cromosomas. Existen diferentes
modificaciones que afectan a las histonas, entre las que destacan la agregacion de grupos
metilo (CH3) o acetilo (CH3CO) a aminoacidos de lisina que se encuentran en zonas

terminales de la proteina. Las modificaciones de las histonas pueden alterar la afinidad de
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¢ésta por el ADN o activar el reclutamiento de otras proteinas que afectan al grado de
compactacion de la cromatina (Strahl & Allis, 2000). Las consecuencias de las alteraciones
epigenéticas de las histonas sobre la transcripcion son variables y dependen del tipo de
cambio y la posicidn afectada. Su denominacion se especifica segun la subunidad de la
histona implicada, el aminoacido alterado y la clase de mutacion. Asi, por ejemplo, las
modificaciones sobre la histona subunidad 3 lisina 27, asociadas con silenciamiento genético,

estan implicadas en la génesis del glioma difuso de linea media (H3K27M).

La cromatina es una estructura compleja formada por ADN, ARN, histonas y diversas
proteinas reguladoras. Existen dos tipos bien diferenciados; la heterocromatina y la
eucromatina. La primera es compacta, silente a nivel transcripcional e inaccesible para
factores de transcripcion y otras moléculas, mientras que la eucromatina es
transcripcionalmente activa, con nucleosomas mas espaciados y accesible a la maquinaria
transcripcional. Los cambios epigenéticos pueden afectar incluso a estas areas topograficas
mas extensas, influyendo sobre la expresion simultdnea de diversos genes (Feinberg, 2018).
Aunque son mucho menos conocidas, se ha demostrado este tipo de reorganizacion en
procesos de diferenciacion celular (transformacion de células madre en células tisulares

especializadas) y en algunos tipos de tumores.

B.1.4. Procesos regulados por cambios epigenéticos

Como se comento con anterioridad, a diferencia de la informacion genética (que es
constante en cada célula del organismo a lo largo de la vida), las marcas epigenéticas tienen

una gran plasticidad y pueden cambiar dependiendo del tipo de célula y del estado del
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desarrollo. Es por ello que la regulacion epigenética estd implicada en multitud de procesos
fisiologicos; entre los que podemos destacar la diferenciacion y la programacion celular que
se produce desde células madre pluripotenciales a diferentes células tisulares; la inactivacion
de un cromosoma X en las células somaticas de las mujeres (Vallot et al., 2016) o los cambios
adaptativos en respuesta a factores ambientales; como la ingesta calorica, el estrés o la

exposicion a toxinas (Vineis et al., 2017).

Con referencia especifica al SNC, los procesos de metilacion del ADN son esenciales
para los procesos de maduracion neuronal y la diferenciacion de las diversas células gliales.
Ademas, estudios en neuronas postmitoticas han revelado que la actividad neuronal induce
tanto procesos de metilacion como de desmetilacion, afectando a su vez a la transcripcion de
diversos genes que estan implicados en procesos tan importantes como el aprendizaje o la
memoria (Moore et al., 2013).

Por otro lado, cada vez existe mayor evidencia de que algunas enfermedades del
desarrollo o adquiridas estan ligadas a alteraciones epigenéticas. Mutaciones que afectan a un
subtipo de metiltransferasa o alteraciones en proteinas que reconocen especificamente
residuos metilados son la causa de sindromes raros tales como la enfermedad de Rett o la
neuropatia sensorial y autondmica tipo 1 (HSAN1). Por otro lado, la metilacion anémala de
algunos genes puede tener consecuencias drasticas en el neurodesarrollo, ya que constituye la
base fisiopatoldgica de algunas entidades como los sindromes de Prader-Willi, Angelman o

del cromosoma X fragil (Moore et al., 2013).

Los patrones de metilacion del ADN pueden verse también modulados por cambios en

el microambiente del sistema nervioso central. La estimulacion eléctrica repetida se ha
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utilizado en modelos animales para investigar si las crisis epilépticas recurrentes podrian
producir modificaciones del epigenoma, con hallazgos posteriores de extensos cambios en el
perfil de metilacion del ADN (Guo et al., 2011). De igual modo, el consumo perioddico de
cocaina parece modular la expresion de un subtipo de metiltransferasa en el nacleo

accumbens, produciendo cambios en patrén de metilacion (Laplant et al., 2010).

B.1.5. La epigenética en oncologia

El reconocimiento de que no sélo las bases nitrogenadas de la cadena de ADN son
capaces de suprimir o favorecer la expresion de un gen en las células de origen tumoral ha
despertado un gran interés en las alteraciones epigenéticas como posibles dianas terapéuticas
para la creacion de nuevos farmacos. Sin embargo, a dia de hoy son pocas las innovaciones
terapéuticas que han podido superar las fases de ensayos clinicos y se utilizan en la practica
diaria (Paluch et al., 2016). Aln asi, existen algunos farmacos inhibidores de las ADN
metiltransferasas (agentes hipometilantes) o inhibidores de la acetilacion de las histonas que

son utilizados de forma rutinaria en esquemas de tratamiento de enfermedades hematologicas.

Con respecto al area especifica de neurooncologia, puede precisarse que todas las
neoplasias son epigenéticamente anormales y que algunas comparten determinadas
alteraciones en el epigenoma. Debido a que las marcas epigenéticas pueden conceder a una
célula madre pluripotencial una mayor capacidad de supervivencia y de replicacion, es facil
entender como estos mecanismos podrian ser una causa de oncogénesis, otorgando a las
células tumorales propiedades tales como la inmadurez, resistencia a procesos de muerte

celular programada o alto potencial replicativo. Los cambios en el epigenoma tienen unos
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efectos muy variables e incluyen procesos de hipometilacion global, hipermetilacion de
promotores de determinados genes, asi como modificaciones en las histonas (Bates, 2020).
Algunos autores sugieren que las alteraciones del epigenoma son un mecanismo comun
compartido por canceres que derivan de distintos tejidos, y cada uno de ellos se caracteriza
por presentar patrones especificos de aberraciones en las marcas epigenéticas, contribuyendo
a un determinado comportamiento biologico (Feinberg, 2018).

Los procesos de hipometilacion global pueden propiciar la activacion de algunos
oncogenes. A modo de ejemplo, la hipometilacion de oncogenes RAS en algunos tumores
solidos fue la primera alteracion del epigenoma descrita en oncologia (Feinberg & Vogelstein,
1983). La metilacion anémala en los promotores de determinados genes puede observarse
casi en la totalidad de las neoplasias, con potencial para modificar muchos més genes que las
mutaciones genéticas. La hipermetilacion de promotores puede inducir un silenciamiento
aberrante de genes supresores de tumores, como ocurre, por ejemplo, con el gen p/6 y la
aparicion de cancer de colon (Yi et al., 2001).

Adicionalmente, las marcas epigenéticas pueden tener significacion de respuesta a la
terapéutica o prondstica en oncologia. En relacion con los gliomas, las mutaciones del gen
que codifica el enzima isocitrato deshidrogenasa (IDHI y IDH2, claramente vinculadas con
mejores datos de supervivencia global; estdn asociadas con incrementos en la metilacion del
ADN. Otras marcas epigenéticas ya comentadas en el apartado anterior incluyen las
mutaciones de ATRX y el fenotipo de metilacion G-CIMP (Gusyatiner & Hegi, 2018). Sin
embargo, el ejemplo més importante en este ambito y sobre el que versa el segundo trabajo
de esta tesis doctoral es la hipermetilacion del promotor del gen MGMT, que predice la

sensibilidad al tratamiento con alquilantes.
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Figura 11. llustracion que muestra el proceso de compactacion del ADN y las marcas epigenéticas.
La doble hélice de ADN se agrupa sobre un octdmero de histonas para la formacion de nucleosomas,
que asimismo seran compactados para la creacion de cromatina y cromosomas.

Las marcas de color amarillo representan los enlaces covalentes presentes sobre la cadena de ADN o
las regiones distales de las histonas (marcas epigenéticas).Su presencia altera la unién de la cadena
de ADN a factores de transcripcion y otros mecanismos reguladores, formando las bases de las
modificaciones epigenéticas.
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B.2. EL GEN MGMT, EL ENZIMA MGMT Y SU MECANISMO DE

ACCION.

B.2.1. Mecanismos de reparacion del ADN

Las células no logran funcionar si existen dafios en la cadena de ADN que puedan
comprometer la integridad del genoma. Segun el tipo de dafio, se han desarrollado una
variedad de estrategias para restaurar la normalidad. Si es posible, las células utilizan la
cadena de ADN complementaria como "plantilla" para restaurar la informacion original. Si
no hay ninguna plantilla disponible, las células utilizan como ltimo recurso un sistema de

recuperacion mas propenso a errores conocido como sintesis de translesion.

Los dafios al ADN pueden alterar la configuracion espacial de la hélice y esto ser
detectado por diferentes moléculas especificas reparadoras, que inducen la adhesion de otras
formando un complejo que permite la reparacion. La clase de moléculas implicadas y el
mecanismo de reparacion que se utiliza dependen del tipo de dafio y de la fase del ciclo
celular en el que se encuentre la célula.

Cuando so6lo una de las dos cadenas de la doble hélice tiene un defecto, la otra puede
ser utilizada como plantilla para dirigir la correccion de la cadena dafiada. Se han descrito

diferentes mecanismos (Chatterjee & Walker, 2017):

- Reparacion sobre la marcha: Es el principal sistema de correccion de dafios. Lo

realizan las propias ADN polimerasas gracias a su actividad exonucleasa para

corregir un nucleotido equivocado que hayan colocado. El emparejamiento
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incorrecto suele causar una distorsion de la doble hélice que las ADN polimerasas
tienen capacidad de detectar.

Reparacion directa: Este mecanismo no requiere la eliminacion de nucledtidos o

bases nitrogenadas, sino que son los enzimas los que reparan directamente las
alteraciones nucleotidicas. Los dos ejemplos principales de enzimas implicados
incluyen las fotoliasas (separan los dimeros de timinas formados por radiacién

UV, y las metiltransferasas, que detallaremos a continuacion.

Reparacion por escision de base (BER; base excision repair): Consiste en la

reparacion de dafos a un unico nucleo6tido causados por oxidacion, alquilacion,
hidrolisis u otros mecanismos. Dos enzimas van a intervenir en la escision de la
base nitrogenada del nucledtido dafiado y del esqueleto residual para ser sustituido
finalmente por el nucledtido adecuado por la actividad secuencial de las ADN
polimerasa y ligasa.

Reparacion por escision de nucleétido (NER; nucleotide excision repair): Es un

mecanismo implicado en la reparacion de dafios que afectan cadenas mas largas y
que distorsionan la doble hélice de ADN de forma importante.

Reparacion de malapareamiento (MMR; mismatch repair): El inico mecanismo

correctivo que opera tras la replicacion, rectificando errores de nucleotidos mal
apareados. Para ello, debe reconocer qué hebra es la correcta, lo que en
procariotas ocurre porque el ADN suele tener algunas de sus bases metiladas. Tras
la replicacion la hebra nueva no se metila hasta comprobar la ausencia de errores,
por ello, la maquinaria de reparacién supone que si hay un error se habra
producido en la hebra no metilada. Una vez metiladas, o no hay correccion

posible, o ésta puede causar errores.
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B.2.2. La molécula MGMT: mecanismo de accion y expresion fisiologica

La molécula O°-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) contiene 207

aminoacidos y funciona como un enzima reparador de la cadena de ADN que ha sido
conservado ampliamente durante la evolucion de las especies. Su mecanismo basico de
accion es revertir el proceso de alquilacion (en el que se incluye la metilacion) si éste se ubica
en la posicion O° de un residuo de guanina (O°-metilguanina; O°-mG); transfiriendo
rapidamente el grupo alquilo al espacio activo del enzima en una sola reaccion (Pegg, 2000).
En menor proporcion, puede eliminar otro tipo de residuos como los de 06-etilguanina o O*
metiltimina (Gerson, 2004). Tras la reparacion, la proteina MGMT alquilada se degrada por
mecanismos de ubiquitinacion (Srivenugopal et al., 1996). La reparacion de estas lesiones es
esencial para la integridad celular, ya que la ausencia de accion del enzima puede conllevar a

la acumulacion de mutaciones e inestabilidad cromosémica (Delaney & Essigmann, 2001).

Se han identificado hasta 438 polimorfismos de la molécula MGMT. Suponen
modificaciones leves del enzima cuya identificacion puede proporcionar en ocasiones
informacion relacionada con la sensibilidad al tratamiento, prondstico, o riesgo de padecer un
determinado tipo de cancer. El polimorfismo mas frecuente es el lle/43Val, que genera un
enzima de igual capacidad reparadora que la molécula de MGMT original. lle/43Val se ha
asociado con menor riesgo de padecer cancer de colon en mujeres y cancer de cabeza y cuello
en la poblacion general; sin embargo, su asociacion con neoplasias de pulmoén, mama o
endometrio es controvertida debido a los resultados discordantes obtenidos en diversos
trabajos (Bugni et al., 2007). Existen otros polimorfismos muchos menos frecuentes que

presentan asociaciones variables con diferentes tipos de neoplasias y respuestas a
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quimioterapicos. Parece que el polimorfismo Leu84Phe podria estar vinculado con una mayor

incidencia de glioblastoma (Inoue et al., 2003).

Debido a la importancia que tiene el enzima MGMT en la reparacion del ADN, se han
llevado a cabo numerosos estudios para establecer asociaciones entre la expresion del enzima
mediante inmunohistoquimica, carcinogénesis, y metilacion del promotor MGMT en tejidos
normales y tumorales. Debido a su funcionalidad, el enzima MGMT esta presente en todos
los tejidos humanos con expresion variable. Parece que los niveles de expresion tisular de
MGMT son mas altos en el higado, y mas bajos en tejidos linfoides, células hematopoyéticas
y cerebro (Sharma et al., 2009). Ademads, seglin un estudio, es posible que los niveles de
actividad del enzima MGMT estén relacionados con la edad gestacional y permanezcan
estables en los tejidos a partir de la semana 20 de gestacion. Antes de este momento, los
niveles de MGMT son mas bajos, por lo que la exposicion a agentes alquilantes tanto
exdgenos como endogenos podria resultar en una susceptibilidad incrementada de desarrollo

de tumores a posteriori (Bobola et al., 2007).

B.2.3. MGMT y tumorigénesis

Debido que el enzima MGMT repara los residuos mutagénicos de O%-mG, la ausencia
de funcion de esta molécula puede producir mutaciones e inestabilidad cromosdmica que
conlleven la formacion de tumores. Existen publicaciones cientificas que demuestran que
ratones “MGMT-knockout” tienen mayor sensibilidad a agentes citotdxicos alquilantes y a
procesos de tumorigénesis (Sakumi et al., 1997). El potencial mutagénico de O°-mG puede

observarse también en el articulo de Becker y colaboradores, en el que se postula a este
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residuo como fundamental para la iniciacion de tumores dérmicos en ratones MGMT-

transgénicos (Becker et al., 1996).

La expresion de MGMT puede ser también muy heterogénea y tener diversas
implicaciones en los tejidos tumorales de distinta estirpe. El silenciamiento epigenético que
lleva a la disminucion de la expresion de MGMT se ha documentado en una gran variedad de
tipos de neoplasia. Varios autores han postulado que puede existir una asociacion entre la
pérdida de expresion de MGMT vy la transformacion maligna de algunas lesiones, como
podria ocurrir en el carcinoma escamoso de boca (Sawhney et al., 2007) o en astrocitomas
difusos (Nakasu et al., 2007). Sin embargo, el incremento de los niveles de MGMT se asocia
con otro tipo de lesiones, que incluyen, por ejemplo, el cancer colorrectal, pancreatico o de
mama (Soejima et al., 2005). La metilacién del promotor del gen MGMT se ha intentado
asociar al prondstico de diferentes tipos de tumor con resultados variables. A modo de
ejemplo, parece que no existe relacion con la supervivencia de los carcinomas
hepatocelulares (Herath et al., 2007) y podria ser un marcador de mal prondstico en los
carcinomas pulmonares de tipo no escamoso (Cooper et al., 2008). Este mismo autor

encontrd que la pérdida de expresion de MGMT podria estar influida por el habito tabaquico.

B.2.4. MGMT y agentes alquilantes

La gran familia de citotoxicos denominados alquilantes empleados en oncologia
utiliza las vias que implican al enzima MGMT, mediando la unién de grupos alquilo a las
bases nitrogenadas del ADN, entre otros mecanismos de accion. La presencia de estos

afiadidos da lugar a un emparejamiento de bases anormal, inhibiendo la division celular y
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desembocando en procesos apoptoticos. Aunque la produccion de residuos O°-alquilguanina
no supone la mayor parte de las lesiones generadas por los agentes alquilantes, parece que
pueden ser las mas citotoxicas. El tratamiento con agentes alquilantes se acompafia de un
aumento de residuos O®-alquilguanina en el ADN, que tiene mayor afinidad para emparejarse
en la fase de replicacion con la molécula de timidina en lugar de citosina (como ocurre en el
caso de residuos de guanina no metilados). El malapareamiento es reconocido por el sistema
MMR, que produce una correccidon con una nueva molécula de timidina. Parece que este
fendmeno induce diversos intentos fltiles de reparacion, con rupturas y activacion de sefiales
de dafio en la cadena de ADN, que pueden llevar, en algunos casos, a procesos de muerte
celular programada (Ochs & Kaina, 2000). No obstante, la existencia de la proteina MGMT
permite la reparacion de este emparejamiento anormal, rescatando a la célula del dafo
inducido por los agentes alquilantes al eliminar los residuos metilados, asociandose, por
tanto, con mayor resistencia al tratamiento y peor pronéstico. Dicho de otra manera, los
gliomas que presentan inactivacion del gen MGMT (por la hipermetilacion de su promotor)
son menos capaces de reparar los dafios generados en el ADN a causa de los citotoxicos y
son, por tanto, mas sensibles a la terapia con alquilantes. La primera publicacion acerca de

este fenomeno data de hace mas de dos décadas (Esteller et al., 2000).

Sin embargo, MGMT no es el Ginico mecanismo que puede reparar los agregados en la
cadena de ADN producidos por los alquilantes. Tanto el sistema NER como el BER son
complejos multienzimaticos implicados en la correccion de dafios de diferente envergadura,
producidos por entrecruzamientos anormales o por moléculas como la O°-etilguanina o N° o

N’-metilguanina.
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B.2.5. El gen MGMT

La molécula MGMT es codificada por un unico gen de tamano grande (MGMT)
localizado en el cromosoma /0g26 que incluye 5 exones, el primero de los cuales es no-
codificante (Soejima et al., 2005). Al igual que ocurre con muchos genes constitutivos

0 “housekeeping”, el promotor del gen MGMT carece de elementos como la caja TATA o la

caja CCAAT, que suelen ser el sitio de union de los factores de transcripcion y contiene una
isla CpG. Las islas CpG son regiones gendmicas de extension variable (entre 300 y 3000
pares de bases) que contienen una gran concentracion de pares de citosina y guanina
enlazados por fosfatos situados comunmente en la vecindad del lugar donde se inicia la

transcripcion.

El promotor del gen MGMT se representa de forma esquematica en la figura 12. En
ella podemos apreciar que la zona con mayor actividad promotora se encuentra en el extremo
5’del gen desde las posiciones -953 a +202 pares de bases (considerando la posicion +1 el
lugar de inicio de la transcripcion). Contiene una region promotora minima (-69 a +19), una
region amplificadora a la que se unen diferentes proteinas (+143 a +202), zonas sensibles a
corticoesteroides y sitios de union de diversos factores de transcripcion, como SP1, AP1 o
AP2 (Harris et al., 1994).

La isla CpG del gen MGMT esta contenida en el promotor (localizada entre la
posicion -552 y +289 pares de bases) y consta de 97 dinucledtidos CpG que habitualmente se
encuentran no metilados en tejidos normales, aunque el patron de metilacion suele estar
distorsionado en distintos tipos de neoplasias. La metilacion de los CpGs induce la adhesion

de diferentes proteinas de union (methyl-CpG-binding proteins) que provocan alteraciones en

105



la estructura de la cromatina y evitan la union de factores de transcripcion, silenciando de esta

manera el gen (Nakagawachi et al., 2003).

Algunos trabajos han estudiado de forma especifica las diferencias existentes en los
patrones de metilacion del promotor MGMT entre lineas celulares que expresan MGMT y
otras que no. Sus resultados indican que las areas de metilacion que afectan a la expresion del
gen no estan uniformemente distribuidas a lo largo de toda la isla CpG. La hipermetilacion de
regiones especificas de la isla esta asociada con procesos de heterocromatinizacion de
regiones implicadas en el inicio de la transcripcion (Watts et al., 1997). Parece que la region
amplificadora “enhancer” y la correspondiente al primer ex6n no codificante son
especialmente proclives a altos grados de metilacion y podrian ser mas determinantes en el
silenciamiento de MGMT (Everhard et al., 2009). Debido a que en la practica clinica es muy
complejo y costoso evaluar un gran nimero de CpGs, cada método de deteccion focaliza su
analisis en un pequefio grupo y es por ello que la mayoria de los test utilizados analizan de

forma especifica CpGs que se encuentran dentro de estas regiones.
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Figura 12. (A) Estructura completa del gen MGMT. El gen contiene aproximadamente 300kb y esta
localizado en el locus 10g26. Contiene 5 exones, el primero de los cuales es no codificante y
alrededor del cual se sitta la region promotora de maxima actividad. EI ARNm resultante consta de
866 pb y codifica una proteina de 207 aminoacidos (adaptado de Nakagawachi et al., 2003).

(B) Amplificacion de la regién promotora del gen MGMT. El promotor contiene una isla CpG que
incluye 97 dinucle6tidos CpG. Las regiones promotora minima y amplificadora aparecen sefialadas
con flechas. Los sitios de union de factores de transcripcién aparecen representados de la siguiente
forma: elementos sensibles a corticoides (diamante), AP1 (triangulo), AP2 (triangulo invertido), SP1
(cuadrado). Diagrama adaptado de Nakagawachi et al., 2003

(C) Diagrama en el que se representan algunos test moleculares para la deteccion del estado de
metilacion del promotor del gen. Se ejemplifica la MSP, la pirosecuenciacion y la técnica MethyLight
por su mayor frecuencia de uso. Se observa que, aungue existen diferencias entre los test, con
respecto a las que se representan en el diagrama, todas analizan nucle6tidos CpG situados en torno a
la region amplificadora, promotora minimay al primer exon (adaptado de Weller et al., 2010).
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B.3. TECNICAS PARA EL ANALISIS DEL ESTADO MGMT EN

MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL

Las implicaciones prondsticas y terapéuticas que tiene la determinacion del status de
MGMT en las muestras de tejido tumoral han generado un debate sobre cuél deberia ser la
mejor manera de determinarlo. En condiciones ideales, un test deberia ser estandarizado,
generar resultados reproducibles en laboratorios independientes y tener un valor de corte
relevante con significacion pronostica. Se han testado diferentes metodologias, que incluyen
los niveles de ARNm o proteina, la actividad enzimatica, o la metilacion del promotor del

gen.

La actividad enzimdtica de MGMT puede ser determinada en preparaciones de lisados

celulares procedentes de muestras de tumor en fresco o congelado. Los principales
inconvenientes de este método incluyen la frecuente contaminacion de las muestras por parte
de células no tumorales y la complejidad técnica del procesamiento de las mismas. La técnica
se basa en la medicion de grupos metilo previamente marcados con el radioisotopo tritio que
han sido transferidos desde la posicion 0° de residuos de guanina a la proteina MGMT en
extractos celulares. Un estudio determind un aumento de la actividad del enzima MGMT en
pacientes con recidivas de tumores que previamente habian sido tratados con agentes
alquilantes, sugiriendo que estos podrian inducir una mayor expresion del gen o producir una
seleccion clonal de lineas celulares con mayor expresion de esta proteina (Wiewrodt et al.,
2008); ya que este fendomeno no ocurria en la cohorte de pacientes tratados inicamente con
radioterapia. Sin embargo, estos datos no fueron publicados de manera prospectiva ni en

relacion paralela con la determinacion de la metilacion del promotor del gen.
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Los niveles de proteina MGMT pueden estudiarse mediante técnicas de
inmunohistoquimica, Western Blot o inmunofluorescencia. Estudios antiguos demostraron la
asociacion entre niveles bajos de proteina MGMT medidos mediante inmunohistoquimica y
mejor respuesta a agentes citotoxicos como la carmustina (BCNU) (Jaeckle et al., 1998). De
forma similar, estudios mas recientes han relacionado valores bajos de deteccion de proteina
MGMT con una mejor respuesta a agentes alquilantes, mayor supervivencia global e
intervalo libre de progresion en glioblastoma de nuevo diagnostico (Chinot et al., 2007). Sin
embargo, la utilidad clinica de la deteccion inmunohistoquimica de MGMT sigue siendo
controvertida por distintas razones: en primer lugar, no ha demostrado estar relacionada de
forma consistente con el pronostico; por otro lado, parece que existe una gran variabilidad
interobservador que afectaria a la reproducibilidad de este método (Preusser et al., 2008); por
ultimo, diversos autores no han podido demostrar una asociacion directa entre la metilacion
del promotor MGMT medido mediante técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa
especifica de metilacion (MSP) y los niveles de proteina MGMT mediante determinacion
inmunohistoquimica (Brell et al., 2005; Preusser et al., 2008; Rodriguez et al., 2008). La falta
de correlacion entre métodos podria estar explicada por diversas causas: por una parte, la
contaminacion de las muestras por parte de células no tumorales que expresan MGMT puede
ser muy variable; ademas, debe tenerse en consideracion que no estd claramente determinado
el rango a partir del cual se considera elevada la expresion de MGMT, que puede variar entre

un 10 y un 50% de positividad segtin los estudios (Chinot et al., 2007).

El ARNm del gen MGMT ha sido también propuesto como posible método para
evaluar la respuesta a citotoxicos (Tanaka et al., 2005). Su cantidad puede evaluarse a partir

de muestras en fresco, aunque la contaminacion que produce el ARNm procedente de células
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no tumorales hace que los resultados puedan ser dificiles de interpretar, por lo que se trata de
una técnica rara vez utilizada en la practica clinica diaria. La preseleccion previa de células
tumorales en las muestras y el manejo cuidadoso de las mismas son acciones importantes a

tener en cuenta a la hora de realizar este método.

El estado de metilacién del promotor del gen MGMT se ha postulado como el método

mas reproducible y de mayor fiabilidad, relacionado directamente con la supervivencia en
pacientes afectos de gliomas de alto grado y tratados con nitrosureas (Esteller et al., 2000) o
temozolamida (Hegi et al., 2004). Dichos hallazgos sugirieron que su andlisis podria ser
utilizado como un biomarcador predictivo de buena respuesta a agentes alquilantes anadido al
tratamiento con radioterapia. Los resultados del estudio aleatorizado EORTC-26981-22981-
NCIC (European Organization for Research and Treatment of Cancer & National Cancer
Institute of Canada) confirmaron estos hallazgos (Stupp et al., 2005), en los que se postulo a
la metilacion del promotor MGMT como un predictor especifico de mayor intervalo libre de
progresion en pacientes tratados con radioterapia y temozolamida. En contraposicion, apenas
se observaron diferencias pronosticas en funcion del estado de metilacion en los pacientes
que habian recibido s6lo radioterapia como tratamiento complementario (Hegi et al., 2005).
Para su analisis, existen diferentes métodos de deteccion molecular utilizados en la practica

clinica que seran detallados a continuacion.
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B.4. TECNICAS DE ESTUDIO DEL ESTADO DE METILACION DEL

PROMOTOR DEL GEN MGMT

B.4.1. Pretratamiento de las muestras del ADN genomico

Los test disefiados para el estudio del estado de metilacion del gen MGMT intentan
predecir la metilacion global de la regién promotora, relacionada con el silenciamiento
genético, analizando unicamente el estado de metilacion de una fraccion de nucledtidos CpG.
Los distintos test disponibles en el mercado interrogan diversos CpGs, aunque la mayoria
tienden a estudiar los proximos a la region amplificadora, como se resefid en el apartado

anterior y puede observarse en la figura 12.

El ADN gen6mico debe extraerse en primer lugar de muestras fijadas con formol e
incluidas en parafina. Es de gran valor que las ldminas tefiidas con hematoxilina-eosina sean
evaluadas por un neuropatdlogo para realizar una microdiseccion de las zonas con mayor
nimero de células tumorales y evitar contaminantes no tumorales o areas de necrosis.

Una vez que el ADN ha sido extraido y cuantificado; la mayoria de los test
diagnosticos pueden diferenciar los residuos metilados de los no metilados debido a un
tratamiento inicial con bisulfito. Como puede observarse en la figura 13, la interaccion con
bisulfito induce la conversion de citosinas no metiladas en uracilo, no ocurriendo asi en el
caso de citosinas metiladas, que permanecen inalteradas tras el tratamiento. Estas diferencias
en la transformacion han permitido la creacion de cebadores o “primers” especificos para
secuencias metiladas y no metiladas que actlian como puntos de inicio a partir del cual la

ADN polimerasa procede a sintetizar el fragmento que sera amplificado y cuantificado en el
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analisis PCR. En la figura 13 puede advertirse como los grupos uracilo son reemplazados por
timidina en la amplificacion mediante PCR, mientras que los de citosina permanecen sin
cambios. Por consiguiente, si existiese una conversion incompleta en el tratamiento con
bisulfito, un residuo de citosina no metilado podria interpretarse como metilacion positiva en
la cuantificacidn posterior, generando asi un falso positivo en cualquiera de las técnicas
utilizadas. Es por ello que la mayoria de las casas comerciales proporcionan kits de control
para comprobar que la conversion se ha realizado adecuadamente. Ademas, ha de tenerse en
cuenta que el ADN tratado con bisulfito es altamente inestable y debe analizarse de forma

preferente o almacenarlo a bajas temperaturas.

Secuencia metilada Secuencia no metilada

CATGGCGATACCCGT CATGGCGATACCCGT

Tratamiento con bisulfito l ¢

UATGGCGATAUUCGT UATGGUGATAUUUCGT

. |

TATGGCGATATTCGT TATGGTGATATTTGT

Figura 13. Tratamiento con bisulfito. Las citosinas no metiladas se
convertirdn en timidina tras la amplificacion por reaccion de PCR, mientras
que las metiladas permaneceran inalteradas.
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B.4.2. Técnicas especificas para el estudio de metilacion

La reaccion en cadena de la polimerasa especifica de metilacion (MSP; Methylation-
specific polymerase) ha sido la técnica mas utilizada hasta el momento, en la que se emplea la
técnica convencional de los analisis PCR para determinar la metilacion del promotor del gen
MGMT. Su fundamento consiste en amplificar los fragmentos de ADN deseados a través de
termocicladores, gracias a la accion de las ADN polimerasas, utilizando cebadores o
iniciadores especificos disefiados para unirse a secuencias completamente metiladas o no
metiladas del promotor del gen MGMT (Herman et al., 1996). Cada cebador puede analizar
entre tres y cinco CpGs. Los productos que se obtienen tras la PCR pueden visualizarse en
gel de agarosa o gel capilar, son de facil interpretacion y no requieren un presupuesto elevado
o equipos complejos para su analisis, por lo que su incorporacion a laboratorios de medicina
molecular resulta mas sencilla. Sin embargo, la técnica MSP no incluye un control para
asegurar la conversion completa con bisulfito, pudiendo generar falsos positivos. Ademas, no
proporciona informacion cuantitativa acerca del estado de metilacion, diferenciando

unicamente las muestras entre metilacion positiva o negativa.

La técnica MethyLight es un anélisis cuantitativo que utiliza la tecnologia de PCR en
tiempo real; ésta es una variante de la PCR utilizada para amplificar y simultineamente
cuantificar el producto de la amplificacion del ADN. Esta metodologia incluye el uso de
sondas con tecnologia TagMan (Eads et al., 2000).

Las sondas TagMan contienen un fluor6éforo (molécula con capacidad fluorescente)
unido al extremo 5’de un oligonucleoétido y un inhibidor de la fluorescencia denominado

quencher. Estas sondas estan disefiadas para hibridar con la region objeto de estudio en la
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cadena de ADN a partir de los primers o cebadores especificos. A medida que la Taq
polimerasa va sintetizando la hebra en sentido 5°-3", la actividad exonucleasa que tiene este
mismo enzima va degradando la sonda TagMan hibridada al ADN. La degradacion de la
sonda separa el fluoréforo del guencher, permitiendo asi la emision de fluorescencia, que va a
variar en funcion de la cantidad de fluordforo liberado. La metodologia MethyLight incluye
un control de la conversion con bisulfito y proporciona datos cuantitativos sobre la
metilacion. Se cree que es mas especifica que la MSP clésica ya que analiza un mayor
nimero de CpGs (entre 12 y 14). El analisis de PCR en tiempo real proporciona datos faciles
de interpretar y probablemente disminuye la probabilidad de falsos positivos, pero los
laboratorios deben tener acceso a este tipo de analisis, mas costosos. Ademas, el uso de esta
técnica para una cuantificacion precisa de la metilacion del promotor MGMT no se

recomienda, postuldndose mas como una técnica semicuantitativa.

La pirosecuenciacion es la técnica realizada en nuestro centro y la elegida para el

analisis que da fruto al segundo trabajo de esta tesis. En ella, se puede determinar el orden de
una secuencia de ADN mediante luminiscencia. Se trata de una técnica de secuenciacion por
sintesis, en la que se va obteniendo la informacion de qué nucledtidos componen el replicon a
medida que se va formando la hebra, gracias a reacciones quimicas de luminiscencia
generadas por los pirofosfatos. Dicho proceso se explicard de forma pormenorizada en el
apartado de Material y Métodos. El andlisis por pirosecuenciacion requiere un tratamiento
previo con bisulfito del ADN extraido y proporciona informacion cuantitativa y fiable sobre
la metilacion de entre 4 y 12 CpGs. Debido al elevado coste del equipamiento requerido,

suele utilizarse tinicamente en laboratorios que manejan un gran nimero de muestras.
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La técnica MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation dependent Probe
Amplification); puede ser traducida al castellano como amplificacion de sondas tras ligadura
multiple. En ésta, pueden amplificarse diversas secuencias diana del ADN utilizando un tnico
par de cebadores mediante un proceso similar al que se usa en la PCR, anadiendo
previamente un proceso de digestion que se consigue gracias a la actividad endonucleasa del
enzima Hhal, que va a tener lugar en algunos de los complejos formados entre el ADN
genomico y las sondas (Jeuken et al., 2007). Tras la desnaturalizacion del ADN genémico y la
hibridacion con las sondas especificas de metilacion, se utiliza la endonucleasa Hhal que
digiere unicamente los complejos formados por sonda y secuencias no metiladas. De esta
manera, los complejos que han sido digeridos no pueden ser amplificados en la reaccion PCR
y unicamente los complejos que incluyen secuencias metiladas seran amplificados y
generardn una sefial normal. Para determinar el porcentaje de secuencias metiladas, el
producto que se obtiene tras la hibridacion inicial va a separarse en dos partes iguales; y solo
uno de ellos va a ser sometido al proceso de digestion provocado por Hhal. Asi, tras la
amplificacion de productos generados por PCR se podran comparar los productos obtenidos
en el ADN total y sélo la fraccion metilada en cada una de las muestras; utilizando
posteriormente la electroforesis en gel capilar para su cuantificacion. La principal ventaja de
este método semicuantitativo es que no requiere tratamiento previo con bisulfito, por lo que

se evita una fase problematica en la que se puede inducir dafio adicional a la cadena de ADN.

Otra técnica menos utilizada basada en el andlisis de productos generados por
métodos de PCR tras conversion inicial con bisulfito se denomina andlisis de alta resolucion
de fusion especifico de la metilacion o MS-HRM (de sus siglas en inglés; Methylation

Specific High-Resolution Melting). Su fundamento reside en el andlisis de las diferencias en
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las curvas de fusion que producen las diferentes cadenas de ADN. El analisis MS-HRM
comienza con una PCR en tiempo real en la que se amplifican las secuencias de interés y se
anaden colorantes fluorescentes. Los productos resultantes se irdn calentando gradualmente,
produciendo la desnaturalizacion progresiva del ADN y la emision de fluorescencia,
generando una grafica. En estas curvas “melting” se pueden detectar cambios de una séla
base, ya que las diferentes secuencias van a presentar pequeias variaciones en la temperatura
de desnaturalizacion. MS-HRM es considerado un método semicuantiativo, ya que estima el
porcentaje de las secuencias que presentan metilacion en funcion de las curvas de fusion que
generan productos PCR con grados de metilacion conocida (Wojdacz & Dobrovic, 2007). Es
una técnica que evalua hasta 18 CpGs, estandarizada y de alto rendimiento; sin embargo, no

se ha definido un umbral limite con valor prondstico significativo.

La tabla 2 resume las principales caracteristicas, ventajas e inconvenientes que
presentan las diferentes técnicas utilizadas en la practica clinica para el andlisis especifico de
los perfiles de metilacion del promotor MGMT. Ademas de los métodos previamente
descritos, se recoge la MSP-cuantitativa (QMSP) (Vlassenbroeck et al., 2008) y el analisis
combinado de restriccion con bisulfito (COBRA; COmbined Bisulfite Restriction Analysis)
(Mikeska et al., 2007; Xiong & Laird, 1997). Cada tecnologia deberia definir un umbral en el
valor de metilacion con efecto prondstico, que tendra que ser validado de forma prospectiva;
para ello, los métodos cuantitativos parecen mas aptos para la definicion de limites
prondsticos que los cualitativos o semicuantitativos. Ademas, los métodos que analizan la
metilacion con respecto a un control completamente metilado podrian infraestimar el grado
de metilacion, ya que la contaminacion por parte de tejido no tumoral podria contribuir a la

sefial del gen control. Por todo ello, el tejido que se utilice para la extraccion de ADN debe
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ser previamente revisado por un neuropatdlogo con el fin de evitar zonas de infiltracién

linfocitaria o de gran proliferacion vascular e incluir muestras compactas de tejido tumoral.

Método Tto. Cp Propiedades Principio Lectura Ventajas Inconvenient
Gs es
MSP clasica B 9 Cualitativo Amplificacion de  En gel, Barato Dificultad para
secuencias presencia o Sensible estandarizar
metiladas y no ausencia de Facil
metiladas metilacion reproduccion
mediante primers
especificos
gMSP B 8 Cuantitativo MSP en tiempo Amplificacion  Alto Restrictivo al
real selectiva de rendimiento reconocer sdlo
secuencias Estandarizado ~ promotor
metiladas vs completamente
gen B-actina metilado
(control)
MethyLight B 12 Semicuant. MSP en tiempo Amplificacion  Alto Laborioso
real utilizando una  selectiva de rendimiento Definicion del
sonda TagMan secuencias Estandarizado  punto de corte
metiladas vs
gen control
Pirosecuen B 4-12  Cuantitativo Secuenciacion por  Porcentaje de Estandarizado Definicion del
ciacion sintesis metilacion de Alto punto de corte
los CpGs rendimiento
estudiados Control de
conversion con
bisulfito
COBRA B 5 Semicuant. Corte por parte de  En gel, Especifico Laborioso
Enz. enzimas porcentaje de Control de Definicion del
restr restringido a secuencias conversion con  punto de corte
iccio secuencias digeridas bisulfito
n metiladas
MS-MLPA Enz. 4 Semicuant. Unicamente se Relacion entre  No bisulfito Definicion del
Hha amplifican los productos de Alto punto de corte
| complejos ADN total y rendimiento
metilados (no los tratados
digeridos) con enzima
MS-HRM B 18 Semicuant. Cambio en las Desviacién con  Estandarizado Definicion del

curvas de fusion
en relacion con la
presencia de
secuencias
metiladas

respecto a una
curva estandar

Alto
rendimiento
Evaltia muchas
CpGs.

punto de corte.

Tabla 2. Técnicas de diagnéstico molecular utilizadas en la determinacion del estado de metilacion
del promotor del gen MGMT. Leyenda: Tto.: tratamiento previo del ADN, CpGs: cantidad de CpGs
analizadas, B: bisulfito, Enz.: enzima, Semicuant.: semicuantiativo.
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B.5. CAMBIOS EN EL ESTADO DE METILACION DEL PROMOTOR
MGMT ESTUDIADOS EN LA REINTERVENCION DE GLIOMAS DE

ALTO GRADO

B.5.1. Primeras observaciones

La primera publicacion que relata un cambio en el estado de metilacion del promotor
MGMT se realiza en un estudio del afio 2003, en el que se discute el valor prondstico de esta
modificacion epigenética en gliomas de bajo grado (Komine et al., 2003). Posteriormente,
fueron reportadas nuevas observaciones incidentales de cambios de metilacion en el promotor
del gen (Cankovic et al., 2007; Metellus et al., 2009; Tanaka et al., 2010). El conjunto de
estas observaciones sugirio que la metilacion del promotor MGMT podria no ser estable en el
transcurso de la progresion de la enfermedad y propici6 la creacion de nuevas publicaciones

cientificas para estudiar sus posibles implicaciones clinicas.

El primer trabajo focalizado en este fendomeno data de 2007. En €I, diversas muestras
pareadas de pacientes afectos de glioblastoma a los que se les habia sometido a una segunda
intervencion fueron analizadas mediante MSP, encontrando que habia ganancias, pérdidas y
casos en el que el status no metilado del promotor de MGMT permanecia inalterado
(Parkinson et al., 2007). Afios mas tarde, un estudio que pretendia analizar la relacion entre la
metilacion del promotor y la actividad enzimatica MGMT compar6 también las muestras
obtenidas en la primointervencion con sus homoélogas en la recurrencia, encontrando algunos
casos en los que se habia reducido o perdido la metilacion (Christmann et al., 2010). De

forma similar, otro trabajo que evaluaba la conexion entre las variaciones de metilacion de
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MGMT y la expresion de proteina, encontrod que en un tercio de los casos estudiados en la
recidiva el status de metilacion habia cambiado (Jung et al., 2010). Un grupo japonés analizo
la relacion entre la expresion de ARNm del gen MGMT y la metilacion de su promotor en
gliomas de bajo y alto grado, detectando la pérdida de metilacion en mas de un 80% de los
casos cuando se comparaban con las muestras obtenidas en la primointervencion (Suzuki et
al., 2011). Los autores postulan que los clones celulares resistentes a la quimioterapia o
células madre carcinogénicas podrian estar implicados en la progresion o recidiva de la

enfermedad.

B.5.2. Literatura especifica sobre cambios de metilacion

Posteriormente, ensayos con un tamafio muestral mayor cuantificaron una tasa menor
de cambios en la metilacion del promotor de MGMT. El grupo de Brandes y colaboradores
observo cambios en un 25% de las muestras; destacando que todos los pacientes de la serie
recibieron tratamiento con radioterapia y temozolamida adyuvante, para eliminar los posibles
sesgos derivados del impacto de los diferentes esquemas de tratamiento tras la primera
intervencion. Ademas, la metilacion de MGMT en la primointervencion se asocid de forma
significativa a la supervivencia global, no siendo asi en el caso de la reintervencion, por lo
que los autores sugieren que repetir la medicion tras la cirugia de rescate no tendria tanta
rentabilidad pronostica (Brandes et al., 2017). Bajos porcentajes de cambio (11%) fueron
también reportados por Felsberg y colaboradores, por lo que postulan el estado de metilacion
del promotor de MGMT permanece constante en la gran mayoria de los pacientes y
consideran que es innecesario repetir la determinacion tras un nuevo procedimiento (Felsberg

et al., 2011).
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Debemos tener en cuenta que la mayor parte de los trabajos citados previamente
utilizan la técnica de MSP para su analisis y que el tipo de técnica utilizada podria revelar
resultados muy diferentes, tal y como demuestra el estudio de Park y colaboradores. En ¢€l,
s6lo un 8% de los pacientes experimentan cambios en el patron de metilacion cuando son
analizados mediante MSP, pero se observa un descenso hasta en el 75% de las muestras al
utilizar la técnica de MS-MLPA. Es por ello que sugieren que una gran parte de los cambios
podrian no detectarse al utilizar técnicas de naturaleza cualitativa (C.-K. Park et al., 2012).

Existen asimismo trabajos que determinan los cambios de metilacion del promotor de
MGMT utilizando otras técnicas. O 'Regan y colaboradores reportaron una tasa de
modificacion en el 36% de los pacientes utilizando la pirosecuenciacion, aunque dichos
cambios no parecian estar en relacion a la supervivencia global o al intervalo libre de
progresion (O’Regan et al., 2018). Feldheim y colaboradores publicaron recientemente los
resultados de su estudio en el que utilizan la técnica de HRM. Afirman que los cambios en el
status de metilacion se producen en ambas direcciones, y al ser la HRM una técnica de
caracter cuantitativo; observan que tumores considerados metilados en la primointervencion
aumentan el grado de metilacion al analizar las muestras procedentes de la reintervencion. De
forma similar a estudios previos, tampoco encuentran asociacion entre el estado de metilacion
del promotor de MGMT en la reintervencion y los datos de supervivencia (Feldheim et al.,

2019).

Este mismo trabajo realiza una revision de la literatura hasta 2019 de los articulos que
estudian este fendémeno de cambio epigenético en recidivas de glioblastoma. Teniendo en
cuenta la totalidad de los estudios, se analizan 476 pacientes, de los que, en un 24%, se

produce un cambio en el estado de metilacion del promotor de MGMT durante la evolucion
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de la enfermedad. Los cambios se reportan en ambas direcciones; siendo mas frecuente la
variacion de “metilado” a “no metilado” (62%) que la de “no metilado” a “metilado” en la
reintervencion (38%). Aunque estos datos son utiles para la comprension de la epidemiologia
global de este fendmeno, existen diferentes sesgos que han de tenerse en consideracion, ya
que los estudios incluidos emplean diversas técnicas de diagnostico molecular, con diferentes

valores de corte y criterios de seleccion de pacientes (Feldheim et al., 2019).

B.5.3. Mecanismos implicados en los cambios encontrados

Se han postulado diferentes razones para explicar los cambios que se producen a nivel

epigenético en el gen MGMT; entre los que destacan aspectos técnicos, factores bioldgicos

del propio tumor y causas relacionadas con el tratamiento quimioterapico.

Los resultados que proporcionan las diferentes técnicas utilizadas podrian explicar

parte de ellos, ya que la MSP es el método empleado en la mayoria de trabajos y provee
informacion dicotomizada (metilado/no metilado) mientras que otras técnicas proporcionan
datos adicionales acerca del grado de metilacion y su eventual aumento o disminucion

porcentual.

Por otro lado, existen factores en relacion con la calidad de la muestra a estudio, ya

que la contaminacion por parte de células no tumorales, infiltrados inflamatorios o tejido
necrotico podrian llevar a una estimacion incorrecta del grado de metilacion del promotor de
MGMT. No obstante, parece que unicamente las muestras que divergen de forma importante

en cuanto al contenido de células tumorales podrian alterar los resultados, ya que un estudio
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determino que muestras que diferian en hasta un 40% en contenido tumoral mostraban
resultados similares de metilacion del promotor del gen MGMT (Parker et al., 2016).

Desde otra perspectiva, factores inherentes a la biologia molecular del tumor podrian
explicar parte de las diferencias encontradas. Algunos trabajos han analizado el estado de
metilacion del promotor de MGMT en diferentes partes del mismo tumor con resultados
variables. Los primeros estudios que apuntaban hacia una homogeneidad intratumoral en la
metilacion del promotor de MGMT (Grasbon-Frodl et al., 2007; Hamilton et al., 2011) se han
visto parcialmente confrontados por estudios mas recientes en los que se han encontrado
datos de heterogeneidad en una parte de los tumores estudiados (Barresi et al., 2021; Della

Puppa et al., 2011). Por ello, la heterogeneidad intratumoral no puede excluirse como posible

mecanismo que influiria en la erradicacion de las lineas celulares sensibles a la quimioterapia

y la expansion de las resistentes, posiblemente implicadas en las recidivas tumorales.

De forma especial estudiaremos los cambios epigenéticos a nivel del gen MGMT

producidos en respuesta al tratamiento con agentes alquilantes. La temozolamida es un agente

alquilante oral que se administra como profarmaco y atraviesa de forma eficiente la BHE. Su
metabolito activo interacciona con la molécula de ADN transfiriendo grupos metilo a las
bases nitrogenadas. Unicamente un 5% de las reacciones de metilacion inducidas por la TMZ
producen O°-mG, y se desconoce por qué son las més determinantes para la eficacia del
farmaco. La metilacion de residuos de guanina en posicion O° produce un emparejamiento
aberrante con timidina en lugar de citosina. Dicha anomalia es reconocida por sistemas
enzimaticos de reparacion, pero al persistir se desencadenan los procesos de muerte celular
programada. Por consiguiente, el efecto reparador que produce el enzima MGMT en los

tejidos esta relacionado con la resistencia a la TMZ.
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Se ha descrito que la terapia con temozolamida conlleva una hipermetilacion global
del ADN seguida de procesos de desmetilacion, lo que ha llevado a debatir si el propio
tratamiento con TMZ podria inducir resistencia contra si misma debido a un remodelado en
los patrones de metilacion (Barciszewska et al., 2015). Los resultados de los estudios que
analizan esta cuestion son, otra vez, contradictorios. Algunos no encuentran relacion entre
cambios en el status del promotor MGMT y el tratamiento previo con TMZ (Jung et al., 2010)
mientras que otros sefialan que la terapia con alquilantes supone un factor determinante para
las modificaciones epigenéticas (Barciszewska et al., 2015). Existen ademas varios trabajos
que han comparado los cambios producidos en el promotor de MGMT realizando un analisis
de subgrupos en funcidn del tratamiento recibido con conclusiones divergentes. Felsberg y
colaboradores separaron los pacientes en dos cohortes segiin hubieran sido tratados con
radioterapia inicamente frente a radioquimioterapia concomitante, sin detectar diferencias
significativas (Felsberg et al., 2011). En cambio, el grupo de Brandes descubrid que existian
cambios en el patron de metilacion dependiendo de si el paciente recibia la radio y la

quimioterapia de forma secuencial o concomitante (Brandes et al., 2010).
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Capitulo I

DETERMINACION DEL IMPACTO
PRONOSTICO DE LA REINTERVENCION EN
PACIENTES AFECTOS DE GLIOMAS DE ALTO

GRADO
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1. JUSTIFICACION

Tras la revision de las multiples alternativas que existen para el manejo de las
recidivas de gliomas de alto grado, se comprende que todas comparten un caracter paliativo y
que ninguna ha demostrado ser muy superior en términos de mayor supervivencia o de
brindar intervalos libres de progresion de la enfermedad mas largos. Aunque parece que el
pronostico general ha mejorado ligeramente con el refinamiento de los tratamientos y la
implementacion de nuevas técnicas (De Souza et al., 2015), las medianas de supervivencia en
glioblastoma tras la recidiva rara vez superan los 12 meses en las diferentes series. Como se
comentara con posterioridad en el apartado de Discusion, existe bastante controversia en
torno al impacto pronostico que tienen las cirugias de rescate en estos pacientes, y parece que
los estudios que otorgan a este procedimiento mayor influencia sobre la supervivencia
podrian presentar importantes sesgos de seleccion. Ademads, parece poco probable que se
puedan realizar estudios aleatorizados por los aspectos éticos que esta situacion conlleva vy,

por ende, es posible que nunca exista evidencia de clase I en la literatura al respecto.

El primer capitulo de esta tesis analiza retrospectivamente el impacto en la
supervivencia que tiene la reintervencion seguida de tratamientos sistémicos en los pacientes
de nuestra serie, afectos de gliomas de alto grado, y lo compara con otras modalidades
terapéuticas que se adoptaron ante el diagndstico de la recidiva. Las alternativas a la
reintervencion para los pacientes de nuestra serie fueron el tratamiento con quimioterapia de
segunda linea en los casos en los que la reseccion total de la recidiva no se consided posible o
se presumid acompafiada de focalidad neurologica no asumible, y el tratamiento sintomatico

exclusivo para los pacientes con mal estado funcional y que con mucha probabilidad no
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tolerarian un régimen de quimioterapia adicional. En nuestro centro no se plantea, de forma
general, el tratamiento con radioterapia adicional y no estan disponibles las modalidades de
TTFs o LITT. En el momento de escribir esta tesis, nuestro centro no estaba involucrado en
ningun ensayo clinico multicéntrico con el objetivo de valorar la eficacia de nuevas terapias
dirigidas al genotipo, anticuerpos monoclonales o vectores de tratamiento disefiados por

ingenieria genética.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipoétesis conceptual: La reintervencion quirdrgica tiene impacto pronodstico en los

pacientes con glioblastoma.

Hipétesis de trabajo: La hipdtesis que se pretende verificar o refutar es la relativa al
valor pronoéstico en términos de supervivencia global y supervivencia libre de
progresion, de la cirugia de rescate en la recidiva de una serie de glioblastomas

tratados mediante un protocolo establecido comun.

Objetivo general: Valoracion del impacto pronodstico de la reintervencion en una

serie homogénea de pacientes con recidiva de gliomas grado IV de la OMS.

Objetivos especificos:

1. Valoracion de los factores prondsticos en el grupo de pacientes con diagnostico de
glioma IV de la OMS tratados mediante reseccion quirurgica y tratamiento
complementario radio y quimioterapico frente al grupo tratado exclusivamente con
radio y quimioterapia (biopsias diagnosticas).

2. Valoracion de los factores pronodsticos en el grupo de pacientes con recidiva de glioma
grado IV de la OMS tratados mediante reintervencion seguida de tratamiento
sistémico, frente a los tratados exclusivamente con tratamiento sistémico.

3. Ponderacion de la influencia prondstica en términos de supervivencia global y
supervivencia libre de progresion de la reintervencion en la recidiva de glioblastoma

considerando la reintervencién como covariable tiempo-dependiente.
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4. Valoracién de los factores pronosticos en el grupo de pacientes con diagnostico de
glioma III de la OMS tratados mediante reseccion quirtirgica y tratamiento
complementario radio y quimioterapico frente al grupo tratado exclusivamente con
radio y quimioterapia (biopsias diagnosticas).

5. Estudio comparativo de factores prondsticos y de supervivencia entre los pacientes
tratados con reintervencion frente a los que se indico tratamiento sistémico en

recidivas de gliomas grado III de la OMS.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Seleccion de pacientes

Para investigar el impacto pronostico en términos de supervivencia que tiene una
nueva cirugia en recidivas de gliomas de alto grado, se procedio al andlisis retrospectivo de
los pacientes con este diagnostico tratados en nuestro centro entre el 01.01.2005 y el

31.12.2019.

Con el objetivo de crear nuestra serie, se investigo el archivo de historias clinicas y
los documentos en papel que pertenecian al comité multidisciplinar de neurooncologia para
recopilar los casos mas antiguos (2005-2010). A partir del afio 2010, se realiz6é una bisqueda
exhaustiva en el sistema informatico de historias médicas de nuestro centro, denominado
Millenium (Cerner, North Kansas City, MI). Entre el 01.01.2010 y el 31.12.2019 se
seleccionaron todos los casos que incluian los siguientes codigos de procedimiento: Biopsia
estereotaxica cerebral (01.13), Craneotomia + biopsia tumor cerebral (01.14), Craneotomia +
exéresis de tumor cerebral (01.59) y Craneotomia fosa posterior (01.24). Posteriormente, se
cotejo el resultado del analisis anatomopatoldgico de cada uno de ellos, excluyéndose las
lesiones primarias o metastasicas que no correspondian a diagndsticos histologicos de
gliomas de grado I1I y IV de la clasificacion previa de la OMS (Louis et al., 2007).

Por tanto, se incluyeron los siguientes diagnosticos: Astrocitoma anaplasico grado I1I
de la OMS, Oligodendroglioma anaplésico grado III de la OMS, Oligoastrocitoma anaplasico
grado III de la OMS, Glioblastoma grado IV de la OMS y Gliosarcoma grado IV de la OMS.

Se excluyeron asimismo los gliomas de alto grado en los que se conocia un diagnostico
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previo de lesion glial de bajo grado. El periodo de seguimiento de los pacientes finalizo el
31.12.2021, por lo que se consideraran censurados aquellos pacientes que a esa fecha

continuan vivos.

3.2. Variables a estudio

3.2.1. Variables demogridficas y clinicas iniciales

De cada uno de los casos se estudiaron diversas variables demogréficas, radioldgicas
y clinicas, asi como datos de supervivencia. Las variables demograficas extraidas de los
primeros informes de Urgencias o de CCEE incluyen los datos basicos de la historia médica,
como la edad al diagndstico expresada en afios o el sexo del paciente. Los antecedentes

médicos fueron evaluados y se dicotomizaron en relevantes/no relevantes para analizar si el

exceso de cormorbilidad, se asociaba de forma significativa a alguna de las variables
prondsticas. Tomando como ejemplo el indice de comorbilidad de Charlson (Charlson et al.,
1994), se consider6 que el paciente poseia antecedentes relevantes si presentaba alguna de

estas patologias:

-Cardiopatia isquémica de clase III-IV (limitacion de la actividad fisica ordinaria) o
que haya requerido técnicas de revascularizacion.

-Insuficiencia cardiaca congestiva clases funcionales III-IV de la NYHA
(asintomatico en reposo, pero limitacion marcada de la actividad fisica).

-Enfermedad vascular periférica.

-Hipertension arterial que no se controla con dos farmacos antihipertensivos.

-Enfermedad pulmonar obstructiva crénica; grados moderado y severo.
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-Diabetes mellitus tipo 2 que no se controla con antidiabéticos orales o con afectacion
orgnanica secundaria.

-Ictus isquémico o hemorragico previo.

-Demencia.

-Antecedentes oncoldgicos y tratamientos previos con quimioterapia.

-Enfermedad renal cronica de grado 3 o superior (filtracion glomerular inferior a
60ml/min).

-Enfermedad hepatica crénica (retine los suficientes puntos para catalogarse en alguno
de los subtipos de la clasificacion de Child-Pugh).

-Infeccion por VIH o criterios clinicos de SIDA.

-Indicacion de tratamiento anticoagulante (TEP previo, FA...)

Los sintomas clinicos que motivaron la atenciéon médica fueron agrupados dentro de
diversas categorias. Si en la documentacion clinica inicial se recopilaba mas de un sintoma,
se escogid el que parecia mas importante o el que directamente llevo al paciente a procurar la
atencion hospitalaria. Por ejemplo, si el informe de urgencias relata “Paciente que aqueja de
cefalea frontal de dos meses de evolucion, sufre en el dia de hoy una crisis tonico-clonica

. . » 4 (13 b 14 b 2
generalizada, motivo por el que consulta”, el caso se catalogard como “Crisis epilépticas”.

Las categorias codificadas son las siguientes:

-Déficit focal de tipo motor: paresia o plejia de algin miembro o hemicuerpo

-Déficit focal de tipo sensitivo: hipoestesia o anestesia de miembro o hemicuerpo

-Alteracion del lenguaje: afasias motoras, sensitivas o mixtas
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-Cefalea, vomitos o disminucion del nivel de conciencia en probable relacion con

hipertension intracraneal

-Alteracion cognitiva o conductual

-Crisis epilépticas focales o generalizadas

-Sintomas visuales: hemianopsia

-Sindrome cerebeloso: ataxia, dismetria, mareos o alteracion de la marcha

-Sindrome general: anorexia, sindrome febril, cansancio y pérdida de peso

-Asintomatico: hallazgo casual

3.2.2. Neuroimagen

La RM preoperatoria fue analizada en el programa de visualizacion de imagenes
médicas Centricity (General Electrics HealthCare, Chicago, Illinois) para la obtencion de
datos adicionales sobre el emplazamiento y volumen tumoral. Se utilizaron las siguientes

codificaciones segun la localizacion:

-Central: La lesion se localiza alrededor del surco central (cisura de Rolando). Las
lesiones que asentaban sobre area motora primaria (giro precentral) o area sensitiva
primaria (giro postcentral) no se catalogaron como frontal o parietal respectivamente,
ya que, al situarse sobre areas de gran elocuencia, era mas frecuente que se
practicasen biopsias diagnodsticas en lugar de cirugias con intencion radical debido al
elevado riesgo de déficit neuroldgico permanente.

-Frontal: Lesiones ubicadas en el lobulo frontal, excluyendo el giro precentral.

-Parietal: Localizacion entre el surco postcentral y el surco parieto-occipital,

excluyendo las emplazadas en giro postcentral.
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-Temporal: Ubicacién en el 16bulo temporal, afectando tanto a sus partes lateral como
mesial.

-Occipital: Localizacion entre el surco parieto-occipital y el polo occipital.

-Insular: Tumor que afecta primariamente al 16bulo de la insula, sin afectacion de
estructuras mediales como la cépsula interna o ganglios basales, ya que, si existe, la
intencion radical no puede plantearse.

-Multilobar: Con frecuencia, existen casos en los que los limites anatomicos
identificados por RM no estan claramente definidos debido a la alteracion anatémica
que produce la lesion y el edema asociado. Por ejemplo, un tumor temporal podria
sobrepasar la encrucijada parieto-temporo-occipital, o una lesiéon eminentemente
frontal tener una leve extension insular. En estos casos el tumor se codificaria como
temporal o frontal respectivamente. Unicamente se utiliz6 la codificacion
“Multilobar” para definir aquellas lesiones extensas que ocupan claramente dos o
mas lobulos, ya que es posible que este factor influyese en la decision terapéutica.
Por ejemplo; un glioblastoma que invade el precuneus, cuneus y lobulo occipital; o
un astrocitoma anaplasico frontal izquierdo que asienta también sobre el 16bulo
insular serian catalogados como lesiones multilobares.

-Afectacién GGBB (ganglios basales), tdlamo o cépsula interna: Independientemente

de la afectacion de otros l6bulos, existe invasion talamica, capsular o de los GGBB
(nucleo caudado, putamen, globo palido). Esta subcategoria engloba tumores de
localizacion profunda, en general no resecables, en los que el neurocirujano debe
plantear una biopsia diagndstica.

-Afectacién linea media: El tumor invade alguna de las comisuras interhemisféricas

(siendo la mas frecuente la invasion del cuerpo calloso) y puede afectar a ambos
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l6bulos. Un ejemplo tipico es el conocido glioma en alas de mariposa, que afecta a
ambos l6bulos frontales por la extension de las células tumorales a través de las
fibras de la rodilla del cuerpo calloso. Aunque no existe unanimidad, este tipo de
lesiones se han considerado histéricamente irresecables, factor que influye de forma
importante en los datos pronoésticos.

-Tronco / fosa posterior: Lesiones localizadas en vermis, hemisferios cerebelosos o

tronco encefalico.

-Intraventricular

-Selar/Paraselar

Ademas, se especifico la lateralidad de la lesion, con las siguientes posibilidades:
-Derecha

-Izquierda

-Linea media: El tumor esta codificado como “Afectacidon linea media™.

El volumen lesional se estimd mediante la formula

, siendo:

-a: Diametro méximo anteroposterior en cm medido en secuencias axiales.
-b: Didmetro maximo perpendicular al anterior (mediolateral)

-¢: Didmetro maximo craneocaudal medido en secuencias coronales.

Asi, se obtiene una estimacién del volumen expresado en cm’, aproximada, ya que no se
utilizé un software de anélisis volumétrico en 3 dimensiones. La mayoria de las lesiones
presentaban captacion periférica de contraste, por lo que se usé dicha alteracion de sefial para

la medicion de los didmetros maximos sin tener en cuenta las alteraciones de senal
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adyacentes presentes en secuencias T2/FLAIR. El volumen de las lesiones que no captaban
contraste se estimo mediante las alteraciones de sefial en secuencias T2/FLAIR (también se
procedio de esta manera en los tumores que tenian pequefios focos de captacion incluidos en
lesiones con dominancia de alteracion T2/FLAIR, sugestivos de transformacion anaplésica).
No se procedio a la medicion en lesiones de presentacion multicéntrica o en las que se realizod
biopsia diagnostica. Con este analisis, se pretende estudiar si el volumen tumoral es una

variable pronostica en nuestra serie.

3.2.3. Tratamiento quirurgico: indicaciones y aspectos técnicos

Con respecto a la intencién de tratamiento, la serie se dicotomiza en dos grandes grupos que

se analizaran de forma independiente:

-Intencion radical: Se plantea la reseccion completa o subméxima de acuerdo a las

caracteristicas del paciente y de la lesion.

-Biopsia diagnéstica: Indicada cuando la cirugia resectiva es desestimada por las

caracteristicas de la lesion o la comorbilidad del paciente. Se estudié también el tipo

de procedimiento empleado, distinguiendo entre biopsia a cielo abierto, (mediante
trépano o minicraneotomia) generalmente indicada para lesiones mas superficiales; o

biopsia estereotactica, (con guia estereotactica o con sistema “frameless” de

neuronavegacion) utilizada para tumores de localizacion profunda. A fin de analizar

las indicaciones mas frecuentes de biopsia en nuestra serie, se clasificaron en:
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Lesion profunda

Lesion sobre area elocuente

Lesion multicéntrica o multilobar

Comorbilidad importante, mal estado funcional o edad avanzada

Desconocido

En todos los casos se anotd la fecha de la intervencidn quirargica, considerandola como

data de inicio a partir de la cual se calcularan los datos de supervivencia.

Se recogieron también los asistentes quirtrgicos utilizados por el neurocirujano en la

primointervencion:

-Ausencia de herramientas quirtrgicas

-Neuronavegacion: Proporcionada por el sistema Stealth Station S7 (Medtronic

Navigation, Louisville, CO).

-RM intraoperatoria: En nuestro centro se dispone desde el afio 2011 de una RM de

uso intraoperatorio de 0.15 Teslas para evaluar la extension de la reseccion antes de
dar por finalizado el procedimiento. El sistema de RM intraoperatoria Polestar N20
(Medtronic Navigation, Louisville, CO) lleva acoplado un dispositivo que permite la
neuronavegacion en tiempo real sobre la imagen obtenida en quir6fano, obviando de
esta manera la falta de precision que existe al navegar sobre las imagenes
preoperatorias cuando se realizan manipulaciones o resecciones (efecto “brain shift”)

-Neuronavegacién y 5-ALA: A la navegacion se suma la fluorescencia oncolédgica

proporcionada por el 4cido 5-aminolevulinico. Dependiendo de la época se ha
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utilizado el farmaco Gliolan (Gebro Pharma, Fieberbrunn, Austria) o 5-ALA
genérico.

-RM intraoperatoria y 5-ALA: Uso combinado de ambas tecnologias.

-Monitorizacion cortical intraoperatoria: “mapping” del lenguaje.

-Abordaje endoscdpico para lesiones intra o yuxtaventriculares.

Con el objetivo de optimizar el andlisis estadistico inferencial, se consideraran 3

grupos: “No asistentes”, “Navegacion convencional”, o “Avanzado” (cuando se describe el

uso de RM intraoperatoria, 5-ALA, o ambos).

3.2.4. Anatomia patologica y diagnostico molecular

Se obtuvo el diagndstico histopatolégico de todos los casos. Puesto que se trata de una
serie de 14 afios, se utilizo la clasificacion de la OMS anterior a la publicada en 2016 (Louis
et al., 2007), debido a que el estado mutacional del enzima IDH no se conocia en la mayoria
de los casos antiguos. Se clasifican los siguientes diagndsticos: Grado IV de la OMS
(Glioblastoma, Gliosarcoma): Grado III de la OMS (Astrocitoma anaplasico,

Oligodendroglioma anaplasico, Oligoastrocitoma anaplasico).

Dependiendo del afio, ha sido posible recabar informacion adicional sobre tinciones

inmunohistoquimicas y genética molecular.

La amplificacién del gen EGFR y la codeleccidén /p/19g (éste ultimo, analizado

unicamente en tumores con caracteristicas oligodendrogliales) se estudiaron mediante

técnicas de hibridacion fluorescente in situ (FISH; fluorescent in situ hybridization). El
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empleo de esta técnica se basa en la deteccion de secuencias especificas de un locus
cromosomico utilizando secuencias de nucledtidos compelementarias al ADN diana (sondas)
que estan marcadas con fluorocromos para valorar la hibridacion. Esta metodologia, que no
requiere la extraccion del ADN (in situ), permite la identificacion de anomalias numéricas y
estructurales cromosomicas. El protocolo de preparacion de las muestras es similar para todos
los procesos de FISH y consta de 3 fases principales (pretratamiento, hibridacion, deteccion).
En el pretatamiento, tras la seleccion de areas con mayor contenido de tejido tumoral por
parte del neuropatdlogo, se realizan cortes de 2um y calentamiento a 60°C. Posteriormente,
pueden distinguirse dos subfases: desenmascaramiento y digestion enzimatica. La primera
tiene como objetivo el aumento de la permeabilidad de los tejidos para facilitar el acceso a las
sondas y la ruptura de los enlaces creados por el formol, mientras que la segunda persigue la
digestion de las histonas por medio de proteinasas K para conseguir la liberacion de las
hebras de ADN a estudio. La fase de hibridacién comprende 3 subfases: desnaturalizacion
(separacion de las cadenas de ADN que se consigue a altas temperaturas), hibridacion
(incubacion de la muestra con la sonda a estudio a temperaturas de 37-45°C) y astringencia
(separacion de los hibridos en determinadas condiciones de pH y temperatura). La deteccion
implica la observacion de las muestras obtenidas previamente tratadas con marcadores

fluorescentes mediante el uso de un microscopio de fluorescencia.
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El protocolo utilizado en nuestro centro se expone a continuacion de manera

resumida:

1. Desparafinado de la muestra mediante pase por la bateria de alcoholes

2. Pretatamiento de las muestras con Vysis Preteatment Solution 1N (4bbott
Molecular, Des Plaines, IL, EEUU) al baiio maria (15°, 80°C)

3. Lavados con agua destilada (2 lavados de 57)

4. Digestion enzimatica de la muestra con proteinasa K diluida en 4.5 ml de soluciéon
tampon Vysis Protease Buftfer IV (4bbott Molecular, Des Plaines, IL, EEUU) a
37°C durante 10’

5. Lavados con agua destilada (2 lavados de 5")

6. Deshidratado con etanoles crecientes (OH 70°, 85°, 100° durante 2")

7. Aplicacion de 3 a 5 pl de la sonda Vysis EGFR/CEP 7 FISH Probe Kit en el caso
del estudio de la amplificacion EGFR o Vysis 1p36/1g25 y 19q13/19p13 FISH
Probe Kit para el estudio de la codeleccion 1p/19q (Abbott Molecular, Des
Plaines, IL, EEUU) sobre el tejido

8. Proteccion mediante cubreobjetos y sellado con pegamento

9. Proceso de hibridacion mediante introduccion en el “hybridizer” durante 3’a 73°C
y 16 horas a 37°C

10. Retirada del pegamento y lavados con solucion tampon Vysis Wash Buffer I
(temperatura ambiente, 5”) para despegar el cubreobjetos y posteriormente Vysis
Wash Bufter II (74°C, 2) (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, EEUU

11. Lavados con agua destilada (2 lavados de 5")

12. Aplicacion de 5-10 pl de 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (marcador fluorescente).

13. Guardado de muestras en camara oscura a 2-8°C e interpretacion a los 15°
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14. Valoracion mediante microscopio de epifluorescencia Eclipse 801 (Nikon, Tokyo,

Japon)

Para el estudio de la amplificacion EGFR, el kit incluye una sonda de control
centromérica (CEP7) marcada con fluorocromo de color verde que permite cuantificar el
numero de cromosomas 7 por nucleo, y una sonda marcada en rojo, que al hibridar con el gen
EGFR permite determinar el numero de copias del gen por nucleo analizado. Por tanto, se
considerd que el tumor presentaba amplificacion del gen si la ratio era mayor de 2. De
manera andloga, el kit disefiado para el estudio de la codeleccion /p/19q también presenta las
sondas que hibridan con los loci de interés (/p36 'y 19q13) marcadas en rojo y las sondas de
control (1g25/19p13) en verde. Se considerd que existia una pérdida de heterocigosidad

1p19q si existia una pérdida de ambos brazos cromdsomicos en mas del 50% de las células

estudiadas.

Figura 1. Microfotografias procedentes de un microscopio de fluoresecencia. lzquierda: tumor
con amplificacion EGFR (mayor nimero de sondas marcadas con rojo que controles, en
verde). Derecha: tumor con deleccion 1p (en mas del 50% de las células se observa Gnicamente
una sonda de color rojo, en relacion con los controles, marcados en verde).
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La determinacion de p53, Ki-67 e IDH se realiz6 mediante técnicas inmunohistoquimicas. En

el servicio de Anatomia Patologica se utiliza la deteccion basada en multimeros con haptenos

para su mejor visualizacion (fecnologia ultraView™ DAB, Ventana Medical Systems, Oro

Valley, AZ, EEUU). El anélisis de las muestras se acompafid en todos los casos de controles

negativos y positivos. La automatizacion de estas técnicas en nuestro laboratorio implica el

uso de la plataforma BenchMark Ultra (Ventana Medical Systems, Oro Valley, AZ, EEUU). El

tratamiento de las muestras sigue un protocolo que a continuacion se expone de manera

resumida;:

1.

2.

Desparafinizacion de las muestras mediante solucion acuosa EZPrep (16°a 60°C)
Tratamiento con recuperador antigénico de pH alto. Se persigue el
desenmascaramiento antigénico (reversion de los enlaces cruzados con moléculas
de formol y restauracion la configuracion tridimensional de los epitopos) inducido
por enzimas proteoliticas.

Aplicacion de una gota de anticuerpo primario; anticuerpo monoclonal de raton
p53 (Ventana Medical Systems, Oro Valley, AZ, EEUU), anticuerpo monoclonal de
conejo Ki67 (Ventana Medical Systems, Oro Valley, AZ, EEUU), o anticuerpo
monoclonal de raton IDH1-R132H (Vitro Master Diagnostica, Sevilla, ES) e
incubacion de 24, 40 o 48 respectivamente

Inhibicién de peroxidasas endogenas mediante H*O? al 3% durante 4’

Aplicacion de multimeros de anticuerpos (anticuerpos policlonales secundarios:
IgG cabra anti-raton; IgG cabra anti-raton; IgG cabra anti-conejo congujados con
haptenos y anticuerpos monoclonales terciarios conjugados con peroxidasa de

rabano picante que reaccionan contra los haptenos) durante 8’
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6. Incubaciéon de cromdgeno (diaminobencidina, DAB) y H,O, (sustrato de la
reaccion enzimatica) durante 8 cada uno. Se producira una reaccidon enzimatica al
reaccionar con la peroxidasa de rabano picante que haré precipitar un sustrato de

color marréon

-p53: Se consider6 positivo cuando la tincidn era positiva en mas de
aproximadamente un 10% del total de la muestra.

-Ki67: Se obtuvo el resultado porcentual en un amplio niumero de casos, para observar
si se trataba de una variable con impacto pronodstico en nuestra serie.

-IDH: Unicamente esta disponible el estudio de la mutacion IDHI Argl32 (mas del
90% del total de mutaciones), no siendo posible el analisis de las mutaciones /DH?2

Argl40y Argl72.

El estudio del grado de metilacion del promotor del gen MGMT fue realizada en los
casos de los ultimos afios de la serie mediante pirosecuenciacion. Su implicacidon prondstica y
terapéutica ha sido descrita de forma pormenorizada en el capitulo anterior y la técnica de
laboratorio se decribira detalladamente en el Capitulo II. En el primer trabajo de la tesis, se
considera como variable categorica, catalogando las muestras como positivas (promotor
hipermetilado/metilacion intermedia) y negativas (no metilado) segun los puntos de corte
validados establecidos por Gurrieri y colaboradores, que se describiran en el proximo

apartado (Gurrieri et al., 2018).
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3.2.5. Datos sobre el postoperatorio inmediato
De la fase postoperatoria se obtuvieron datos sobre el grado de reseccion, las

complicaciones postquirurgicas y el estado funcional del enfermo.

En la gran mayoria de los casos en los que se plante6 una intencion radical se obtuvo
una neuroimagen postoperatoria precoz (RM con contraste antes de las 96h tras la
intervencion, TC con contraste en algunos casos antiguos de la serie) para evaluar el grado de
reseccion. Un pequefio nimero de casos tiene tinicamente un TC sin contraste como imagen
postoperatoria, por lo que la reseccion no pudo ser evaluada. Se distinguieron diferentes

categorias:

-Reseccion total: También llamado GTR en esta tesis, por sus siglas en inglés, gross

total resection. Se catalogaron de esta manera los casos que no presentaban ninguna
imagen patoldgica de captacion de contraste en la neuroimagen postoperatoria. Para
evaluar el grado de reseccion en los casos en los que la lesion inicial no presentaba
captacion de contraste se analizo la zona de alteracion de sefial en las imagenes
postoperatorias potenciadas en secuencias T2/FLAIR.

-Reseccidon subméxima: Se denomind asi de forma arbitraria a las neuroimagenes que

presentaban pequefias captaciones de contraste en la cavidad quirdrgica o pequeias
lesiones satélite no resecadas. Estas no debian superar aproximadamente el 10% del

volumen tumoral inicial.

-Reseccidn parcial: Restos tumorales por neuroimagen mayores al 10% del volumen
tumoral inicial.

-No valorable: Sélo se dispone de un TC sin contraste postoperatorio.
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Con el objetivo de mejorar el analisis estadistico en el primer trabajo de esta tesis
vamos a agrupar las resecciones submaximas y parciales bajo el término STR (por sus siglas
en inglés, subtotal resection). Asi, diferenciaremos los pacientes entre los que recibieron una
reseccion completa y los que no (se objetivo algin resto tumoral en la neuroimagen

postoperatoria, independientemente del tipo).

Las complicaciones postoperatorias se dividieron de acuerdo a la clasificacion de

complicaciones en neurocirugia de Landriel-Ibafiez (Ibafiez et al., 2011). Los autores
proponen cuatro grados de eventos adversos en funcion de si su tratamiento requiere o no
manejo invasivo, ingreso en una Unidad de Cuidados Intensivos o es la causa del
fallecimiento del paciente. En nuestro trabajo, hemos adaptado la clasificacion afiadiendo

escenarios no contemplados en la publicacion original:

-Grado [: Incluye complicaciones leves que aumentan la estancia media hospitalaria,
sin motivar una reintervencion o provocar un déficit permanente al enfermo y que no
requieren manejo con técnicas invasivas. Se distinguen dos subtipos (Ia y Ib) en
funcion de si fue necesaria la terapia farmacoldgica (Ib: neumonia tratada con
antibioticos o trombosis venosa profunda en la que se indica anticoagulacion).
Consideramos también complicaciones tipo Ib los déficits de tipo motor, sensitivo o

trastrno del lenguaje transitorios, pero presentes en el momento del alta hospitalaria.

-Grado II: Complicaciones que requieren un manejo mediante técnicas invasivas. Los
subtipos (Ila y IIb) se definen en funcidn del requierimiento de anestesia general (Ila:

fistula de LCR postquirargica que requiere la colocacion de una derivacion lumbar
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externa; [Ib: absceso postquirargico evacuado mediante reapertura de craneotomia).
En nuestro trabajo, se adapta esta clasificacion y se afiade el déficit neurologico
permanente e invalidante (hemiparesia menor de 3/5 en la escala de British MRC,
afasia motora o sensitiva severa, alteracion conductual severa en lesiones
frontales...) a la categoria grado IIb, ya que son complicaciones que no requieren
tratamiento invasivo, pero producen una morbilidad permanente y significativa en el
enfemo. La hemianopsia homénima contralateral, tipica en tumores temporo-
occipitales (muchas veces ya presente en estudios campimétricos preoperatorios) no

se considero en este trabajo como complicacion.

-Grado III: Se trata de complicaciones que amenazan la vida del paciente y requieren
traslado a una Unidad de Cuidados Intensivos para su manejo. En funcion del
nimero de 6rganos implicados se distinguen dos subtipos (Illa y IIIb). A modo de
ejemplo, un hematoma postoperatorio que ha producido disminucion del nivel de
conciencia y requiere evacuacion se considerard complicacion de grado Illa, ya que
es necesario el traslado a UCI para su manejo posterior.

-Grado IV: Complicaciones que derivan en el fallecimiento del paciente. Los subtipos
(médicas o quirurgicas) se definen en funcion de si estas se relacionan directamente

con el procedimiento o no.
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Grado | No requieren tratamiento invasivo / Déficit NRL transitorio
Grado la Resolucion espontanea
Grado Ib Indicado tratamiento farmacologico / déficit NRL tras alta
Grado 1I Requieren tratamiento quiruargico / Déficit NRL permanente
Grado Ila Indicada intervencion sin anestesia general
Grado IIb Intervencion con anestesia general / déficit NRL permanente
Grado 111 Requieren ingreso en UCI
Grado Illa Alteracion de un solo 6rgano
Grado IIIb Fallo multiorgénico
Grado IV Exitus

Compl. Quirurgicas

Directamente relacionadas con el procedimiento

Compl. Médicas

No directamente relacionadas.

Tabla 1. Clasificacion de complicaciones. Adaptado y modificado del trabajo de Landriel- Ibafiez y
colaboradores (Ibafiez et al., 2011).

Para optimizar el andlisis estadistico, la evaluacion de complicaciones se dicotomizara

en ausente o presente (si se recoge alguna, independientemente del tipo).

La valoracion funcional del paciente se determind por la escala ECOG (Oken et al.,

1982) debido a que es la que utiliza el servicio de Oncologia Médica en sus historias clinicas

por su simplicidad. La valoracion funcional es un aspecto de extrema importancia que va a

condicionar la decision terapéutica en la mayoria de los casos. Para disminuir la variabilidad

en el andlisis de estadistica inferencial, se crearan dos grupos: estado funcional bueno (ECOG

0-1) y sintomatico (ECOG 2-3-4).
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ECOG 0 Asintomatico y capaz de realizar trabajo y actividades normales de la vida diaria.

Sintomas leves que impiden realizar trabajos arduos, aunque realiza actividades
ECOG 1 cotidianas y en trabajos ligeros. Solamente en la cama durante el descanso
nocturno.

Sintomas que impiden desempefiar ningun trabajo y obligan al paciente a
ECOG 2 permanecer en la cama durante el dia (no mas del 50% del dia). Satisface la
mayoria de sus necesidades personales solo.

Sintomas que obligan al encamamiento mas de la mitad del dia. Precisa ayuda

ECOG 3 .. . . .
para la mayoria de las actividades de la vida diaria (vestirse o comer).

Paciente encamado el 100% del dia. Precisa necesita ayuda para todas las

LEEADIE L, actividades de la vida diaria.

Tabla 2. Escala funcional de la Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). Adaptado del
trabajo de Oken y colaboradores (Oken et al., 1982).

3.2.6. Tratamiento complementario
Mediante las historias clinicas (en formato de papel en las més antiguas y

posteriormente a través de Millenium) se documento retrospectivamente el tratamiento.

Con respecto a la radioterapia, se consideraron y catalogaron los siguientes

escenarios:

-Radioterapia 60Gy: El paciente recibio la dosis indicada en el régimen de Stupp.

-Radioterapia holocraneal: Se indicé y complet6 un régimen holocraneal con dosis

inferiores (habitualmente 40Gy), debido generalmente al mal estado funcional del
paciente, edad avanzada o enfermedad multicéntrica.

-No completa: El paciente inici6 el tratamiento, pero no finalizé la pauta indicada por
empeoramiento neurologico, complicaciones sistémicas o causas de otra indole.
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-No radioterapia: En la serie existen diferentes supuestos que imposibilitaron el inicio

del curso de radioterapia. Entre ellas destacan que el tratamiento no se indicé, o no
lleg6 a comenzar debido al empeoramiento clinico tras la intervencion o durante el

curso terapéutico.

En relacion con la quimioterapia recibida, existen multitud de situaciones en la serie,
debido a factores como el estado funcional del paciente, la toxicidad farmacolégica,
progresiones durante el curso de tratamiento o participacion del centro en alglin ensayo
clinico multicéntrico durante el transcurso de los afos. El analisis de nuestra serie comienza a
partir de 2005, afio en el que comienza la denominada “era Stupp”, ya que se protocolizo a
nivel internacional el régimen terapéutico con radioterapia y temozolamida debido a los
hallazgos del estudio de este autor y sus colaboradores (Stupp et al., 2005). Se agruparon los

pacientes en diversas categorias segun el curso clinico:

-Stupp: El paciente complet6 los 6 ciclos de TMZ adyuvante tras la
radioquimioterapia concomitante. De forma adicional se incluyeron los pacientes
incluidos en el ensayo multicéntrico GEINO 14-01 (Balana et al., 2020), que
recibieron 6 ciclos adicionales.

-No completa: El paciente fue propuesto para iniciar el esquema Stupp, pero este se
detuvo por diferentes motivos; entre los que destacan el empeoramiento clinico, la
progresion radiologica precoz o las toxicidades de diferente tipo inducidas por la
TMZ.

-No quimioterapia: El paciente no inicié el curso de TMZ por mal estado clinico,

rechazo o falta de adherencia.
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3.2.7.  Progresion de la enfermedad
En el curso de la enfermedad de los gliomas de alto grado se objetiva casi
universalmente la progresion. Este hecho marcara el fin del intervalo libre de progresion

(PFS). Adicionalmente, se registraron los casos de pseudoprogresion. En en relacion con la

progresion de la enfermedad, los casos se codificaron segun los supuestos clinicos como

sigue:

- Progresion radiologica: Se objetiva progresion en las RM de control sin advertir

signos o sintomas atribuibles a este fenomeno.

- Progresion clinica y radiolégica: El empeoramiento en la neuroimagen se acompafia
de un deterioro clinico atribuible a la progresion.

- No diagnostico radioldgico de progresion: Se agrupan diferentes supuestos bajo esta

categoria. En algunos, se asume que existe una progresion clinica sin expresion
radioldgica, ya que, por ejemplo, en algunos pacientes no se realizd una prueba de
imagen por mal estado clinico y en otros, el paciente sufri6 un deterioro clinico
importante debido a complicaciones de origen neuroldgico o sistémico sin
objetivarse progresion radiologica en la neuroimagen. En un pequeiio nimero de
casos, el paciente no habia presentado la primera progresion al cerrar el periodo de

seguimiento.

El patrén radiologico de la progresion fue igualmente motivo de analisis, ya que tiene

implicaciones clave en la eleccion terapéutica posterior. Debido a que los gliomas de alto
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grado tienen una naturaleza infiltrativa y existen multiples posibilidades de manifestacion, los
casos se agruparon como se detalla a continuacion:

-Local, no elocuente: Recidiva alrededor de la cavidad quirrgica (no mas de 2cm) y

que no invade las areas motora primaria o del lenguaje.

-Recidiva local + invasion area elocuente o afectacion tdlamo/GGBB/cuerpo calloso:

Vamos a denominar por motivos de simplicidad a esta variable como “Local +

invasion elocuente o profunda”. Esta categoria agrupa recidivas alrededor de la

cavidad quirtrgica original en las que no se suele indicar una segunda intervencion
por riesgo elevado de déficit neuroldgico permanente. Esto ocurre cuando existe
afectacion por continuidad de estructuras cerebrales de gran elocuencia funcional
(tronco encefalico, area motora primaria, area de Broca o Wernicke, ganglios basales,
capsula interna, talamo...) Se incluyen en este grupo también las neoplasias que
presentaron invasion del cuerpo calloso.

-Enfermedad diseminada: Bajo este término se agruparon las recidivas a mas de 2 cm

de la cavidad postquirtrgica original, multicéntricas, con afectacion de ambos
hemisferios, en el hemisferio contralateral, o a nivel del neuroeje incluyendo los
cuadros de carcinomatosis leptomeningea. En general, no se indicaron cirugias de

rescate en este grupo.

3.2.8. Tratamiento de la progresion

El tratamiento de la progresion se determin6 en funcion de variables como el intervalo
libre de progresion, el patrén radiologico y el estado funcional medido por la escala ECOG,
que también se precisé en el momento del diagnostico de la recidiva. Asi, diferenciamos tres

escenarios:
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-Reintervencion: Las indicaciones para segundas intervenciones no estan claramente
definidas en la literatura, por lo que, en nuestro centro, se discuten de forma
individualizada en el comité multidisciplinar de neurooncologia. En general, se han
considerado candidatos aquellos pacientes con buen estado funcional que presentan
recidivas a nivel local, sin afectacion de areas de alta elocuencia y con un intervalo
libre de progresion mayor de 6 meses. En la gran mayoria de los casos, la
reintervencion fue acompanada de un régimen posterior de quimioterapia de segunda
linea cuya eleccion por parte del oncdlogo tratante, se determin6 en funcion de
respuesta a tratamientos previos, perfil de toxicidad y factores relativos a la biologia
molecular del tumor. En algln caso aislado encontramos la situacion en la que el
paciente, tras el diagnostico de progresion, inicid tratamiento con quimioterapia de
segunda linea durante un breve periodo para posteriormente ser reintervenido. En
esta situacion anecddtica se considerd que la duracion del intervalo libre de
progresion se extendera hasta la fecha de la reintervencion.

Con la misma metodologia que se utilizo en la primointervencion, se especifico la
fecha en la que se realizo el procedimiento, los asistentes quirurgicos, las
complicaciones postoperatorias, el estado funcional postoperatorio medido por la
escala ECOG y el grado de reseccion basado en una neuroimagen postoperatoria
precoz. Mediante el anélisis de anatomia patologica se determind si existia en las
muestras tumor viable o cambios post-radioterapia sin hallazgos de tejido tumoral
viable. Los factores referentes a la biologia molecular del tumor fueron anotados de
igual manera si estaban disponibles, analizando si existia algin cambio en relacion

con el analisis procedente del primer procedimiento.
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-Quimioterapia de 2%linea: Los pacientes candidatos a recibir mas tratamiento que

presentaban lesiones no susceptibles de reseccion total iniciaron nuevos esquemas de
antineoplasicos. Al igual que en los pacientes reintervenidos, el oncologo selecciond
el farmaco o farmacos dependiendo de respuestas previas, cuantia del edema cerebral
perilesional, perfil de toxicidades en relacion con los antecedentes o edad del
paciente, participacion en algin ensayo clinico multicéntrico u otros. Los diferentes
tipos de quimioterapia recibida también se analizaron, entre los que destacan:
bevacizumab en monoterapia, nuevos esquemas de TMZ en monoterapia o en
combinacion con bevacizumab, fotemustina / lomustina en monoterapia o en
combinacion con bevacizumab, irinotecan y bevacizumab (casos antiguos) o
cisplatino e irinotecan (casos antiguos). También fue incluido en este grupo algin
caso aislado en el que se indic6 la reirradiacion seguida de TMZ.

En el contexto de los multiples esquemas de tratamiento elegidos por el oncologo
tratante a lo largo de los afios y con el fin de simplificar la comparacion de los
grupos, se modelaron las siguientes agrupaciones:

=  Temozolamida en monoterapia

=  Bevacizumab en monoterapia

= Bevacizumab en combinacidén

= Nitrosureas (fotemustina o lomustina) en monoterapia

-Sintomaético “Best Supportive Care” (BSC): Debido al deterioro clinico, o por

rechazo expreso del paciente, se considera al enfermo como candidato a recibir

tratamiento sintomatico exclusivo.
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3.2.9. Segunda progresion: diagnostico y tratamiento
Los datos adicionales referentes a la progresion tras los tratamientos de segunda linea
también se recolectaron con las categorias previamente definidas. Las variables estudiadas

son las siguientes: intervalo entre progresiones en meses, tipo de progresion (radioldgica o

también clinica), patrén radioldgico, estado funcional mediante la escala ECOG y tratamiento

empleado. El esquema de tratamiento mayoritario en las segundas progresiones consistio
principalmente en quimioterapias de 3 linea (nitrosureas en monoterapia o en combinacioén
con bevacizumab) o soporte sintomatico, si la situacion clinica del paciente no permitia
establecer un régimen de antineoplasicos adicional. En algin caso esporadico se volvid a

plantear un tercer procedimiento (segunda reintervencion)

3.3. Variables de resultado (outcomes)

Para el analisis de supervivencia y las diferencias entre los diferentes tipos de

tratamiento tras la progresion, se evaluo:

-Supervivencia global (OS; overall survival): Se determin6 mediante la cuantificacion

del periodo de tiempo transcurrido desde el momento de la primera intervencion
quirurgica que confirmo el diagndstico hasta la fecha de éxitus. La fecha de éxitus se
averiguo a través del software Millenium, en la plataforma informatica del Servicio
de Salud de las Islas Baleares (IbSalut) o mediante contacto telefonico directo con el
Equipo de Soporte de Atencion Domiciliaria (ESAD) para algunos pacientes que se

encontraban dentro del programa comunitario de Cuidados Paliativos. En algunos
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casos, la fecha exacta de éxitus no pudo obtenerse a través de los medios previamente
citados y en esos casos se considerd como 30 dias posterior a la tltima visita
registrada por el oncologo. Los pacientes que continuaban vivos a fecha de
31.12.2021 se censuraron para el analisis, de la misma manera que los pacientes

perdidos en el seguimiento.

-Intervalo libre de progresion (PFS; progression-free survival): Periodo de tiempo
transcurrido desde la intervencion diagndstica hasta la RM en la que se objetiva
progresion de la enfermedad mediante criterios RANO, (Wen et al., 2010) o criterios
de McDonald en los pacientes més antiguos de la serie, (Macdonald et al., 1990). Los
pacientes en los que sospecho un fendmeno de pseudoprogresion fueron manejados
con neuroimagen anatodmica multimodal y metabdlica de control y continuacion del
esquema con TMZ. El intervalo libre de progresion se calcul6 hasta que la progresion

radioldgica fue considerada definitiva.

-Supervivencia tras la progresion (PPS; post-progression survival): Diferencia
expresada en meses entre la fecha de éxitus y la fecha del diagndstico de la

progresion.

3.4. Analisis estadistico

Vamos a considerar dos apartados bien diferenciados: un primer apartado de

estadistica descriptiva, en la que se exponen las caracteristicas de la serie; y una segunda
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parte de estadistica inferencial, en la que pretendio6 inferir conclusiones y tendencias a partir

de datos obtenidos de una muestra (Flores-Ruiz et al., 2017).

3.4.1. Estadistica descriptiva

En el apartado de estadistica descriptiva, las variables categoricas como el sexo o tipo

de tratamiento, se expresaron como frecuencias y porcentajes, mientras que las variables
cuantitativas continuas, como edad o tiempos de supervivencia en meses, fueron reflejadas a
través de medianas y rangos. Se realizé de forma independiente la descriptiva de los

pacientes tratados mediante biopsia frente a los de intencion radical.

3.4.2. Comparacion de grupos

Con respecto a la estadistica inferencial, la prueba estadistica empleada para la

comparacion de grupos se modifico en funcion de si la variable seguia una distribucion

normal, aplicando previamente pruebas de normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov por

la extension de la serie). De igual modo, el test estadistico vari6 en funcion de la naturaleza
de la variable (cuantitativa continua versus cualitativa) y de los grupos que se deseaban

comparar (2 o mas de 2). De esta manera, en la comparacion de dos grupos se utilizo:

-T de Student para la comparacion paramétrica de variables cuantitativas

-U-de Mann Whitney para la comparacion no paramétrica de variables cuantitativas

-Chi cuadrado para la comparacion de variables cualitativas

Sin embargo, para la comparacion de mas de dos grupos:

-ANOVA de 1 via para la comparacion paramétrica de variables cuantitativas
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-Kruskal-Wallis para la comparacion no paramétrica de variables cuantitativas

-Chi cuadrado para la comparacion de variables cualitativas

3.4.3. Analisis de supervivencia

En el andlisis de supervivencia, el método de Kaplan-Meier supone un instrumento

estadistico no paramétrico utilizado ampliamente para este propdsito, ya que permite una
visualizacion grafica (mediante las curvas de Kaplan-Meier) del analisis del conjunto de
individuos a lo largo del tiempo, hasta que se produce un determinado evento. Este método
estadistico permite el manejo de datos censurados, sin descartarlos. En nuestro estudio, los
casos censurados son aquellos que se perdieron o contintian vivos en el momento de finalizar

el periodo de seguimiento del estudio. El test de rango logaritimico o log-rank esta basado en

la metodologia Kaplan-Meier (Jager et al., 2008) y se utiliz6 para la comparacion de dos o

mas grupos.

3.4.4. Regresion logistica de Cox

Podriamos definir las curvas de riesgo como antagonicas a las curvas de
supervivencia, ya que suponen la representacion grafica de una funcién de riesgo, definida
como la probabilidad de que ocurra el suceso a estudio por unidad de tiempo. La regresion de
Cox intenta establecer la relacion de una variable (ya sea categodrica o cuantitativa continua)
con la funcion de riesgo a lo largo del tiempo, siendo, por tanto, diferente de una regresion
logistica que analiza los eventos en un momento determinado. El instrumento fundamental de

las regresiones de Cox es la Hazard Ratio (HR), o razon de riesgo, que define la relacion que

existe entre las curvas de riesgo. Las HR tienen en cuenta el tiempo en el que se producen los

eventos (a diferencia de la Odds Ratio, que evalua el riesgo en un momento determinado).
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Para evaluar el impacto que tenian las variables recopiladas en los eventos a estudio se

utilizaron inicialmente modelos de regresion de Cox univariantes. Asi, se seleccionaron las

variables mas significativamente implicadas en la funcion de riesgo para posteriormente

utilizar modelos de regresion de Cox multivariantes. Esta herramienta estadistica intenta

explorar de forma simultanea la relacion de diferentes factores de riesgo y un determinado
evento (por ejemplo, en nuestro caso la progresion de la enfermedad o el fallecimiento del
paciente) para identificar posibles variables de confusion o fendmenos de interaccion
estadistica (Wakkee et al., 2014). El HR se expres6 mediante intervalos de confianza del
95%, considerandolo no significativo si incluia el valor 1 (curvas idénticas). Los valores

p<0.05 fueron considerados significativos.

Aunque las regresiones de Cox clasicas evaltan el riesgo que tiene una determinada
variable para producir un evento a lo largo del tiempo, estas separan los distintos grupos a
comparar (en nuestro caso, reintervencion frente a tratamiento sistémico) sabiendo
previamente a qué grupo corresponde cada paciente. Debido a que es probable que este hecho

produzca sesgos, el primer articulo de la tesis utiliza de forma adicional modelos de regresion

de Cox con variables tiempo-dependientes, que van a considerar al inicio del seguimiento a

todos los pacientes dentro del grupo control (no reintervenidos) y Gnicamente pertenecientes
al grupo de reintervencion a partir del momento en el que se toma la decision y se realiza el
procedimiento (Fisher & Lin, 1999) . De esta manera se intenta valorar si el momento en que
se realiza la reintervencion influye de manera significativa en el impacto pronostico de la

misma.
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El software estadistico utilizado para generar la matriz de datos y el analisis

matematico fue el SPSS version 22.0 (Statistical Package for Social Sciencies; IBM, Armonk,

NY).
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4. RESULTADOS

4.1. Descripcion general de la serie

Entre el 01.01.2005 y el 31.12.2019 se obtuvo el registro de 427 pacientes
intervenidos con diagnostico histopatologico de gliomas de alto grado. De ellos, en 179 casos
(41.9%) se plante6 una biopsia diagndstica y en 248 (58.1%) se optd por una intencion
radical de la lesion. Los diagnosticos histologicos obtenidos en la primera intervencion (ya

fuese mediante biopsia o reseccion) se encuentran representados en la siguiente tabla:

Diagnéstico Numero de casos | Porcentaje

Glioblastoma 338 79.2%

Gliosarcoma 12 2.8%
Astrocitoma anaplasico 55 13.1%
Oligodendroglioma anaplasico 13 3.0%
Oligoastrocitoma anaplasico 8 1.9%
TOTAL 427 100%

Tabla 3. Diagnésticos histologicos de la serie (n=427) segun la
clasificacion de la OMS de 2007 (Louis et al., 2007).

Como puede apreciarse, los diagnosticos correspondientes al grado IV de la OMS son
mucho mas prevalentes (350 casos, 82%), siendo el glioblastoma (incluyendo sus subtipos
histologicos) el tumor mas frecuentemente diagnosticado. Se obtuvo un resultado histologico
compatible con grado III de la OMS en 77 casos (18%), siendo, el astrocitoma anaplésico, la

lesiéon mas comunmente diagnosticada.
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Para iniciar el analisis correspondiente a la estadistica descriptiva, comentaremos las

caracteristicas demogréficas de los pacientes en funcion de si se obtuvo un diagndstico

histologico de grado III o IV.

- Grado IV de la OMS: La mediana de edad se situd en 62 afios (rango 7-85), siendo

mas frecuente este diagndstico en hombres (207 casos, 59.1%) que en mujeres (143
casos, 40.9%). La mediana de edad en pacientes a los que se practico reseccion fue
de 61 afios, mientras que la mediana de edad en los casos que recibieron una biopsia
fue 63. La diferencia de edad no fue estadisticamente significativa con referencia al

tipo de tratamiento (prueba U de Mann-Whitney, p=0.173).

- Grado III de la OMS: En estos casos, la mediana de edad al diagndstico resulto ser

inferior, 54 anos (rango 14-82). También fue mas frecuente en pacientes del sexo
masculino (50 casos, 64.9%) que en mujeres (27 casos, 35.1%). Con respecto al
procedimiento quirurgico utilizado, la mediana de edad en pacientes en los que se
indic6 una reseccion fue inferior (45.5 afios) al grupo de biopsias (61 afios), con

diferencias significativas (prueba U de Mann-Whitney, p<0.001). Al aplicar de

nuevo el test estadistico U de Mann-Whitney para valorar la diferencia de edad entre

grupos en referencia al grado histologico, este resulta estadisticamente significativo

(p<0.001).

Analizaremos por separado las variables a estudio en los pacientes con diagnostico de
gliomas pertenecientes al grado IV o al grado III de la OMS, por considerarse poblaciones

diferentes en términos de demografia, respuesta a tratamientos y supervivencia. Por otro lado,
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considerar a los gliomas de alto grado como una entidad homogénea, independientemente de
su grado histologico, supone un motivo de exclusion en meta-analisis y revisiones

sistematicas recientes.

4.2. Estadistica descriptiva sobre los gliomas grado 1V de la OMS

- Sintomas: Las manifestaciones clinicas que con mayor frecuencia llevaron al
diagnéstico fueron de tipo cognitivo o conductual, seguidas de déficit motor, cefalea,
crisis epilépticas y trastorno del lenguaje. La siguiente tabla recoge las variables

clinicas que motivaron la busqueda de atencion médica en orden descendente.

Sintoma Numero Porcentaje
de casos

81 23.1%
78 22.3%
55 15.7%
53 15.1%
52 14.9%
11 3.1%
9 2.6%
5 1.4%
5 1.4%
I 0.3%
350 100%

Tabla 4. Manifestaciones clinicas en los pacientes con
tumores grado 1V de la OMS (n=350)

- Localizacion: En casi un 25% de los casos, el asentamiento de la lesion tuvo lugar en
el 16bulo temporal, seguido de la afectacion de mas de un lobulo. La afectacion

frontal y parietal le siguen en frecuencia, como puede observarse en la tabla 5. Debe
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tenerse en cuenta la agregacion de la categoria “Central” por motivos de intencion de
tratamiento recogida en 14 casos (4%), ya que la localizacion perirrolandica motivo
en algunos casos la realizacion de biopsia, debido al alto riesgo de déficit motor
permanente postoperatorio. Desde el punto de vista estrictamente anatémico, estas
lesiones deberian catalogarse como “Frontal”, “Parietal” o “Multilobar”,
dependiendo de la localizacion. Con respecto a la lateralizacion, la incidencia de
lesiones en el lado derecho (169 casos, 48.3% fue ligeramente mayor que en el
izquierdo (146 casos, 41.7%). En 24 casos (6.8%) se observo que la lesion invadia
las estructuras de la linea media y en 11 (3.2%) que existia afectacién simultanea de
ambos hemisferios sin evidencia radiologica al diagndstico de invasion de las

comisuras interhemisféricas.

Localizacion Numero Porcentaje
de casos

86 24.6%

22.9%

19.4%

13.1%

6.3%

5.1%

4.0%
6 1.7%
5 1.4%
3 0.9%
2 0.6%

TOTAL 350 100%

Tabla 5. Localizacion anatomica de las lesiones de grado IV
(n=350).

- Tipo de tratamiento quirurgico: En relacion con la intencidon de tratamiento, se

realizaron 214 resecciones (61.1%) y 136 biopsias (38.9%). Con respecto a estas
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ultimas, se realizaron 74 procedimientos a cielo abierto (54.4%), ya fuese mediante
trépano o craneotomia y 62 biopsias (45.6%) empleando técnicas estereotacticas
mediante el uso de marco o dispositivos de neuronavegacion.

La indicacién de biopsia como tratamiento inicial obedecid mas a factores
relacionados con la localizacion de la lesion que a circunstancias propias del
paciente, como puede advertirse en la siguiente tabla. En un caso de la serie

desconocemos la motivacion (el intento de reseccion total parecia factible).

Motivo biopsia Numero Porcentaje
de casos

Lesion multilobar/multicéntrica 67 49.3%
Area elocuente 32 23.5%
Afect. GGBB/Talamo/Capsula 30 22.1%
Comorbilidad/edad avanzada 4 2.9%
Desconocido 1 0.7%
TOTAL 136 100%

Tabla 6. Indicaciones de biopsia diagnostica en los pacientes
con tumores grado 1V de la OMS (n=350)

-Volumen lesional: Unicamente se determiné el volumen de la lesion mediante el

. b- . . . : g .
método % en los intentos de reseccion total. Debido a la imposibilidad de analizar

las pruebas de imagen en algunos de los casos mas antiguos de la serie, la estimacion
del volumen lesional se obtuvo en 206 casos (96.3%). La mediana obtenida fue de
2425 cm’ (1.1-141.3 cm’ ). Se aplicé la prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov para analizar la distribucion de nuestros datos, concluyéndose que deberan
utilizarse pruebas no paramétricas para analizar esta variable (test K-S; p=0.000),
resultado concordante con los valores de los estadisticos de distribucion (asimetria:
1.26, curtosis: 1.51).
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-Datos histopatologicos: Debe tenerse en cuenta que esta serie comporta 15 afios de

analisis, por lo que, especialmente al comienzo de la serie, algunos estudios

moleculares no formaban parte de la caracterizacion rutinaria de los tumores o no

estaban disponibles en nuestro centro.

p33: Se obtuvo la informacion sobre la mutacion p53 mediante
estudios de inmunohistoquimica en 170 de 350 casos (48.5%). De
ellos, los estudios negativos o con tincién inmunohistoquimica

débil (inferior al 10%) fueron mas frecuentes (97 casos, 57.0%)

que los positivos (73 casos, 43.0%).

Ki67: El valor porcentual de Ki67 (MIB-1) estaba presente en 201
informes de anatomia patologica (57.4%). La mediana obtenida fue
del 25% (2-85%). Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov se

concluy6 que su distribucion no era normal (p=0.000).

Mutacion IDH-1: Disponible en 143/350 muestras de tumores

(40.9%), ya que antes del afio 2014 no se realizaba de forma
rutinaria. Se observa que los tumores IDH-wildtype son mucho mas
frecuentes que los que presentan mutacion IDH-1 (137 casos,

95.8%:; frente a 6 casos, 4.2%).

Grado de metilacion del promotor MGMT: La determinacion por

pirosecuenciacion se comenzo6 a realizar de forma esporadica a
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partir del afio 2014 y se incluy6 como parte de andlisis rutinario en
2018. Es por ello que la informacion esta disponible en 73/350
casos (20.8%), siendo mas frecuentes los tumores que no

presentaban el promotor metilado (promedio de metilacion de las

secuencias analizadas inferior al 9%) que los que presentaban una
metilacion intermedia o hipermetilacion (47 casos, 64.4%:; frente a

26 casos, 35.6%).

»  Amplificacion EGFR: Definida mediante técnicas de hibridacion

fluorescente in situ en 115/350 pacientes (32.8%). Fueron mas

frecuentes los tumores que no presentaban amplificacion del gen

(73 casos, 63.5%) que los que manifestaban esta caracteristica (42

casos, 36.5%).

- Grado de reseccion postoperatoria: Evaluado mediante neuroimagen postoperatoria
precoz (mayoritariamente RM con contraste) en las cirugias resectivas. De los 214
procedimientos, se evidenci6 la reseccion total (GTR) en 142 casos (66.3%),
reseccion parcial méxima (estimada como mayor al 90% del volumen lesional
original) en 41 casos (19.1%) y reseccion parcial en 19 casos (8.9%). En 12 casos
(5.6%) no se practicod ninguna imagen postoperatoria con contraste y la reseccion no

pudo ser examinada.

-Asistentes quirurgicos: Especificados en los procedimientos resectivos (aunque

muchas biopsias estereotacticas y a cielo abierto se realizaron en condiciones de
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neuronavegacion). Cabe destacar que la disponibilidad de estas herramientas fue
aumentando con el paso de los afios y que existe la posibilidad de utilizar varios
instrumentos, fArmacos o técnicas de forma simultanea; y por ello los analizaremos
por separado. El asistente quirtirgico mayormente utilizado fue el neuronavegador
(91 casos, 42.5%). Puesto que la utilizacion de la RM intraoperatoria (empleada en
43 casos, 20.1%) incluye su propio sistema de navegacion, podemos afirmar que el
cirujano estuvo asistido por la neuronavegacion en 134/214 casos (62.6%). La
administracion preoperatoria de 5-ALA se determin6 en 63/214 casos (29.5%). En 2
casos (0.9%) se utilizaron técnicas de mapeo intraoperatorio del lenguaje con el
paciente despierto. En 74 casos (34.5%), el informe quirargico no describia el uso de

ninguna de las técnicas previamente citadas.

- Complicaciones postoperatorias: En 229 de 350 procedimientos (65.4%) no se

registro ninguna complicacion. Las complicaciones de grado I se contabilizaron en
76/350 casos (21.7%). En 18/350 casos (5.0%) se sucedieron complicaciones grado
I1, requieriendo un procedimiento invasivo para su manejo. En 17/350 casos (5.0%)
las complicaciones postoperatorias motivaron el ingreso en la Unidad de Cuidados
Intensivos. En 10 casos (2.9%) se produjo la muerte del paciente como consecuencia

directa de la intervencion (complicacion grado IV).

Si segmentamos el nimero de complicaciones por procedimiento (resecciones vs

biopsias), observamos en la tabla de contingencia que los distintos tipos de

complicaciones se mantienen razonablemente estables.
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Al aplicar el test y* para la comparacién de grupos, se concluye que en nuestra serie
no existen diferencias estadisticamente significativas en las complicaciones para los

diferentes tipos de intervenciones (p=0.181).

Complicaciones Resecciones Biopsias TOTAL

132 (61.7%) 97 (71.3%) 229 (65.5%)
53 (24.8%) 23 (16.9%) 76 (21.8%)
12 (5.6%) 6 (44%) 18 (5.0%)
12 (5.6%) 5(37%) 17 (4.8%)
5 (2.3%) 5(37%) 10 (2.9%)
214 (100%) 136 (100%) 350 (100%)

Tabla 7. Complicaciones postquirargicas de los pacientes afectos de gliomas
grado 1V de la OMS (n=350) definidas por la clasificacion de Landriel-Ibariez
(Ibaniez et al., 2011).

-Estado funcional tras la intervencion: Las valoraciones segun la escala ECOG una

vez finalizado el ingreso hospitalario (en algunos casos antiguos de la serie se
estimaron por los datos de la historia clinica) fueron las siguientes. Paciente
asintomatico (ECOG 0; 47 casos, 13.4%), sintomas leves (ECOG 1; 143 casos,
40.9%), sintomas moderados (ECOG 2; 107 casos, 30.6%); sintomas limitantes
(ECOG 3; 37 casos, 10.6%), paciente completamente encamado y dependiente
(ECOG 4; 6 casos, 1.7%); éxitus tras el ingreso (ECOG 5; 10 casos, 2.9%). En la
siguiente tabla de contingencia podemos observar las valoraciones funcionales
postoperatorias en funcion del tipo de procedimiento. Parece que las puntuaciones en

la escala ECOG obtenidas tras el ingreso hospitalario son més altas tras las biopsias

diagnosticas en comparacion con las cirugias con intencion radical. Al aplicar el test

¥~ se concluye que en nuestra serie existen diferencias significativas entre el estado

funcional postoperatorio del enfermo y el tipo de procedimiento (p<0.001).
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Valoracion funcional Resecciones Biopsias TOTAL

ECOG 0 38 (17.8%) 9 (6.6%) 47 (13.4%)
103 (48.1%) 40 (29.4%) 143 (40.9%)
56 (26.2%)  51(37.5%) 107 (30.6%)
11 (5.1%) 26 (19.1%) 37 (10.6%)
I (05%) 5 (3.7%) 6 (1.7%)
5 23%) 5 (3.7%) 10 (2.9%)
214 (100%) 136 (100%) 350 (100%)

Tabla 8. Valoraciéon funcional segun la escala ECOG tras la primointervencion en
pacientes con gliomas grado 1V de la OMS (n=350).

-Radioterapia postoperatoria: 222 pacientes (63.4%) recibieron la dosis objetivo total

de 60 Gy incluida en el régimen de Stupp. 24 pacientes (6.9%) fueron propuestos a
recibir un régimen de radioterapia holocraneal por la extension de su enfermedad con
una dosis total de 40 Gy para evitar riesgo de toxicidad, o bien fueron tratados con un
régimen de radioterapia hipofraccionada con la misma dosis total debido a edad
avanzada o peor estado funcional. En 23 casos (6.6%) no se finaliz6 el régimen de
radioterapia propuesto debido a empeoramiento neurologico u otras complicaciones.
En 63 pacientes (18.0%) no se indico el tratamiento por diferentes motivos clinicos y
la radioterapia se realiz6 en otro centro a peticion expresa del paciente en
aproximadamente el 5% de los casos. Al separar los pacientes en funcion del tipo de
procedimiento, puede advertirse que los pacientes que recibieron una dosis total de
60 Gy pertenecen en su mayoria al grupo de pacientes en los que se intentd una
reseccion radical de su lesion. Los pacientes a los que se les practico una biopsia
mostraron tasas mas altas de regimenes de radioterapia distintos al estandar o de no

indicacion de tratamiento. El resultado del test y* concluye que existen diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (p<0.001).
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Radioterapia Resecciones Biopsias TOTAL

164 (76.6%) 58 (42.6%) 222 (63.4%)
8 (38%)  16(11.8%) 24 (6.9%)
11 (51%) 12 (88%) 23 (6.6%)
24 (11.2%) 39 (28.7%) 63 (18.0%)
7 33% 11 (81%) 18 (5.1%)
214 (100%) 136 (100%) 350 (100%)

Tabla 9: Dosis de radioterapia recibida por los pacientes afectos de gliomas grado
IV de la OMS (n=350). Holoc: radioterapia holocraneal Hipo: radioterapia
hipofraccionada.

-Quimioterapia postoperatoria: En 93 casos se objetivo la complecion de tratamiento

con al menos 6 ciclos de temozolamida adyuvante (26.6%). En 145/350 casos
(41.4%) el paciente inicio el esquema Stupp, pero no lo finalizé (en general, no
complet? la fase de adyuvancia) debido a progresion de la enfermedad o toxicidades
derivadas de la quimioterapia. 86 pacientes (24.6%) no recibieron quimioterapia en
nuestro centro, debido a mal estado clinico o perfil de toxicidades. Al segregar los
grupos en funcidn del procedimiento utilizado, puede contemplarse como la
complecion del régimen de Stupp fue mucho mas frecuente en pacientes sometidos a
una cirugia con intencion radical y que el porcentaje de pacientes no tratados con
quimioterapia fue mayor en el grupo de biopsias. El test * de nuevo sugiere que

existen diferencias significativas entre ambos grupos (p<0.001).

Quimioterapia Resecciones Biopsias
78 36.4%) 15 (11.0%) 93 (26.6%)
87 (40.7%) 58 (42.6%) 145 (41.4%)
No quimioterapia 36 (16.8%) 50 (36.7%) 86 (24.6%)
13 (6.1%) 13 (9.6%) 26 (7.4%)
214 (100%) 136 (100%) 350 (100%)

Tabla 10. Grado de cumplimiento del esquema Stupp en pacientes con gliomas
grado IV de la OMS (n=350) (Stupp et al., 2005)
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- Progresion de la enfermedad: Durante la evolucidn, se observaron cambios en las

RM de control atribuibles a fenomenos de pseudoprogresion en 71/350 casos
(20.3%), siendo mucho mas frecuentes en el grupo de pacientes intervenidos para
exéresis que en los biopsiados (62 frente a 9 casos, test X2 p<0.001). En el
diagndstico de progresion, la situacion mas frecuente fue la evidencia en las pruebas
de neuroimagen acompaiiada de sintomas clinicos atribuibles (168 casos, 48.0%). La
progresion tnicamente radioldgica se evidencié en 59 casos (16.9%). En total, se
evidencio la progresion de la enfermedad mediante pruebas de neuroimagen en
227/350 casos (64.9%). En el resto de casos, no se obtuvo un diagnostico certero de
progresion mediante pruebas complementarias; en 106 casos (30.3%) se produjo una
progresion clinica sin confirmacion radioldgica, 13 pacientes (3.7%) se perdieron en
el seguimiento, y por ultimo, los 4 pacientes restantes (1.1%) continuaban vivos sin
evidencia de progresion a fecha de 31.12.2021. De nuevo, al dividir al grupo en

funcién del procedimiento, se observan diferencias estadisticamente significativas

(test ¥*, p<0.001). La evidencia de progresion sélo radiologica fue mas frecuente en

el grupo de intencion radical de tratamiento.

Progresion Resecciones  Biopsias TOTAL
Radiologica 52(24.3%) 7 (5.1%) 59 (16.9%)
Clinica y radiolégica 114 (53.3%) 54 (39.7%) 168 (48.0%)
Clinica (no neuroimagen) 38 (17.8%) 68 (50.0%) 106 (30.3%)
Perdido en el seguimiento 7 (3.3%) 6 (4.4%) 13 (3.7%)
Ausencia de progresion (vivo) 3 (1.4%) 1 (0.7%) 4 (1.1%)
TOTAL 214 (100%) 136 (100%) 350 (100%)

Tabla 11. Escenarios clinicos en el diagnéstico de progresion de los gliomas grado
IVde la OMS (n=350).
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- Patron radioldgico de progresion: De los 227 casos en los que se obtuvo una

confirmacion radioldgica de progresion tumoral, se evidencid una recidiva o
progresion local acompafiada de invasion de zonas de alta elocuencia o afectacion de
los ganglios basales, tdlamo, capsula interna o estructuras troncoencefalicas en 116
pacientes (51.1%). 71 pacientes (31.3%) experimentaron una recidiva o progresion
local sin afectar a areas de alta elocuencia. Los 40 casos restantes (17.6%) se
catalogaron como patron de progresion diseminado. Si separamos los pacientes en
funcién del procedimiento quirtirgico indicado, se aprecian de nuevo diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (test x%, p<0.001). Las progresiones

con patron local sin afectacion de areas elocuentes fueron mas frecuentes en
pacientes sometidos a cirugias resectivas, mientras que la afectacion de estructuras
profundas o elocuentes, o progresiones catalogadas como “enfermedad diseminada”,
mas frecuentes en el grupo de biopsias. Este resultado confirma de nuevo que la

indicacion de cirugia o biopsia se fundamentd en aspectos relacionados con la

localizacion de la lesion.

Drogresion Resecciones Biopsias TOTAL

68 (41.0%) 3 (4.9%) 71 (31.3%)
77 (46.4%) 39 (63.9%) 116 (51.1%)
21 (12.7%) 19 31.1%) 40 (17.6%)
166 (100%) 61 (100%) 227 (100%)

Tabla 12. Patron radiol6gico de la recidiva de la enfermedad en gliomas de
grado IV de la OMS (n=227).

- Tratamiento de la progresion: El tratamiento méas empleado en los 227 pacientes

diagnosticados de recidiva tumoral o progresion de la enfermedad fueron las

quimioterapias de segunda linea (115 casos, 50.7%). En 33 casos (14.5%) se indico
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una segunda intervencion generalmente seguida de nuevos esquemas de
quimioterapia. Podemos concluir que en 148 casos (65.2%) se indico un tratamiento
quirtrgico o sistémico de la progresion. En los restantes 79 casos (34.8%) no se
indico ningun tratamiento oncologico y se recomendo el soporte sintomatico de
forma exclusiva. Existen diferencias significativas en la terapéutica empleada en la
progresion, en el grupo de pacientes intervenidos en comparacion al grupo de los
biopsiados (test %, p<0.001). Del mismo modo, no se indico ninguna cirugia de

rescate y se interrumpi6 el tratamiento oncoldgico activo con mayor frecuencia en el

grupo de pacientes sometidos a biopsia.

Tratamiento progresion Resecciones  Biopsias
0 (0%)  33(14.5%)
31(50.8%) 115 (50.7%)
49 (29.5%) 30 (49.2%) 79 (34.8%)
166 (100%) 61 (100%) 227 (100%)

Tabla 13. Tipo de tratamiento en la progresion de la enfermedad de los gliomas
grado IV (n=227). En amarillo se destacan los grupos a comparar:
reintervencion frente a tratamiento sistémico en pacientes que recibieron una
reseccion inicialmente.

Con el fin de homogenizar los grupos a la hora de evaluar el impacto pronostico de la
reintervencion en términos de supervivencia, se eliminaran del andlisis los pacientes
diagnosticados mediante biopsia y los no tratados activamente en la progresion. Los
grupos objetivo a comparar seran, por tanto, “Reintervencion” (n=33) y

“Quimioterapia” (n=84).
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-Reintervenciones: De los 33 pacientes reintervenidos de gliomas grado IV de la OMS

se confirmo el diagndstico histopatologico de glioblastoma en 32 casos (97.0%). En
un caso (3.0%) no se observo ningin area tumoral viable y el diagndstico fue

compatible con radionecrosis. Con respecto a los asistentes quirtrgicos empleados

por el neurocirujano, de nuevo, el dispositivo de neuronavegacion S7 de Medtronic
fue el mas empleado (21 casos, 63.6%). En 5 casos (15.1%) se utilizé la RM
intraoperatoria. Por ello, en 26 casos (78.7%), el facultativo estuvo asistido por un
sistema de localizacion intraoperatoria. La administracion preoperatoria de 5-ALA se
registro en 17 casos (51.7%), generalmente en combinacion con técnicas de
navegacion. En 7 casos (21.2%), el informe quirtrgico no describia el uso de ninguna

de estas técnicas. En relacion con las complicaciones postoperatorias, en la mayoria

de los casos no se registro ningun efecto adverso en relacion con el procedimiento
(22 casos, 66.7%). Ocho pacientes (24.2%) sufrieron complicaciones grado I segln la
clasificacion de Landiel-Ibafiez (Ibanez et al., 2011). En 3 casos (9.1%) las
complicaciones se catalogaron como grado II. No se produjo ninglin éxitus
(complicacion grado IV) en relacion con segundas intervenciones. En la mayor parte
de los pacientes se obtuvo una reseccion macroscopica total de la lesion (29 casos,
87.9%). La reseccion se catalogd como parcial méxima en 2 casos (6.1%, resto
tumoral con volumen estimado inferior al 10% de la recidiva original). En 2 caos
(6.1%) la reseccion no pudo valorarse al no disponer de una neuroimagen

postoperatoria con contraste. El estado funcional segtin la escala ECOG se valoré

también tras la segunda intervencion; la mayor parte de los enfermos presentaban
valores de 1 o 2 en dicha escala. [ECOG 0: 3 casos (9.1%), ECOG 1: 16 casos

(48.5%), ECOG 2: 11 casos (33.3%), ECOG 3: 3 casos (9.1%)]
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Relntervencwnes

32 Glioblastoma 1 Radionecrosis
(97.0%) (3.0%)
21 Navegador 16 5-ALA 5 RMi 7 Ninguno
(63.6%) (51.5%) (15.1%) (22.0%)
29 Total 2 Parcial max. 2 No val.
(87.9%) (6.1%) (6.1%)
22 Ninguna 8 Grado | 3 Grado II
(66.7%) (24.2%) (9.1%)
3 ECOG 0 16 ECOG 1 11 ECOG 3 ECOG 3
(9.1%) (48.5%) 2(33.3%) (9.1%)
Tabla 14. Estadistica descrptiva perteneciente al grupo de reintervenidos de gliomas
grado 1V de la OMS (n=33).

-Segundas lineas de quimioterapia: En 148 pacientes se tratd activamente la

progresion, de los que 142 recibieron segundos esquemas de tratamiento sistémico.
Debido a que no existe un régimen de quimioterapia estandar en las recidivas o
progresiones de la enfermedad, las variables a estudio aumentan, ya que,
dependiendo de las caracteristicas del paciente, existe la posibilidad de administrar
diferentes fArmacos en monoterapia o en combinacion. De forma general, el
bevacizumab es el farmaco mas empleado (106 casos, 74.6%), ya sea en monoterapia
(63 casos) o en combinacion con otro antineoplasico (43 casos). Las nitrosureas
como lomustina o fotemustina se emplearon en 37 casos (26.0%), mayoritariamente
en combinacion (26 casos). En 25 casos (17.6%), se optd por un nuevo esquema de
temozolamida, generalmente en monoterapia (24 casos). Por ltimo, se registra el
tratamiento con irinotecan en 17 casos (11.9%), casi siempre en combinacion con
bevacizumab (16 casos). Desglosaremos los casos de progresion seglin corresponda
al grupo de pacientes diagnosticados por biopsia y trados con radio y quimoterapia

posterior (n=31), al grupo de pacientes tratados en el momento del diagnostico con
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cirugia exerética seguida de radio y quimioterapia y reintervenidos en la progresion
(n=33), o al grupo de pacientes tratados en el momento del diagnostico con cirugia
exerética seguida de radio y quimioterapia, en los que se desestimo el rescate

quirurgico y se indico tratamiento sistémico en la progresion (n=84).

o Pacientes diagnosticados por biopsia: El farmaco mas utilizado fue el

bevacizumab (27 casos, 81.8%).

o Pacientes reintervenidos en la progresion: De los 33 pacientes

reintervenidos, 6 de ellos (18.2%) no recibieron ningln tratamiento de
quimioterapia adicional debido al deterioro clinico u otros factores. La
temozolamida fue el fArmaco mas utilizado en la progresion (15 casos,
45.4%), generalmente en monoterapia (14 casos 42.4%). Le sigue en
frecuencia el bevacizumab (8 casos, 24.2%), administrado en monoterapia
(4 casos, 12.1%), en combinacion con irinotecan (2 casos, 6.1%), TMZ (1
caso, 3%) o nitrosureas (1 caso, 3%). 4 pacientes (12.1%) recibieron
fotemustina o lomustina en monoterapia y en un caso (3%) se indic6 el

tratamiento con cisplatino e irinotecan.

o Pacientes intervenidos en el diagndstico v desestimados para

reintervencion en la progresion: El bevacizumab vuelve a ser el farmaco

mayormente empleado (71 casos, 84.5%). Su uso en monoterapia (39
casos, 46.4%) es mas frecuente que en combinacion con nitrosureas (22

casos, 26.2%) o irinotecan (10 casos, 11.9%). La temozolamida en
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monoterapia es el tratamiento indicado en 9 pacientes (10.7%). Por ultimo,
4 pacientes (4.8%) fueron tratados con fotemustina o lomustina en

monoterapia.

- Segundas progresiones: Tras el tratamiento activo de la primera recaida (148 casos),

algunos pacientes se diagnosticaron de una segunda progresion o recidiva de la
enfermedad. La situacion mas frecuente fue la de hallazgos sugestivos de progresion
en la neuroimagen acompanada de sintomas atribuibles (87 casos, 58.8%), mientras
que la progresion tinicamente radioldgica se observo en 20 pacientes (13.5%). Se
concluye por tanto que una segunda progresion se determin6 mediante pruebas
complementarias en 107 casos. Unicamente en 17 casos (15.9%) la progresion se
catalog6 como local, no elocuente. En el resto de pacientes (90 casos, 84.1%), la
enfermedad habia invadido estructuras de alta elocuencia, profundas, o se etiqueto
como “enfermedad diseminada”.

En 33 casos (22.3%), el diagnostico de la progresion fue clinico. Tres pacientes
(2.1%) se perdieron durante el seguimiento tras haber comenzado con esquemas de
quimioterapia de 2? linea y los 5 pacientes restantes (3.4%) continuaban vivos al final

de periodo de seguimiento (31.12.2021).

- Tratamiento de la segunda progresion: Tras el hallazgo de la segunda progresion

(140 pacientes), €sta se tratd de forma activa en 50 casos (35.8%), mientras que en 90
pacientes (64.2%) recibieron exclusivamente tratamiento sintomatico. La totalidad de
los pacientes tratados recibieron quimioterapias de 3" linea. Los esquemas

quincenales con antiangiogénicos en monoterapia, en combinacion con nitrosureas o
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con irinotecan fueron de nuevo las estrategias mas utilizadas. En algunos casos se

administr6 fotemustina o lomustina en monoterapia o temozolamida en monoterapia.

4.3. Anadlisis de supervivencia comparativo entre resecciones y biopsias en gliomas de

grado 1V de la OMS

Estudiaremos por separado el resultado de las tres variables resultado (endopints) a
estudio. En la fecha de cierre del seguimiento (31.12.2021) la mayoria de pacientes habian
fallecido (322 casos, 92.0%). Los 28 casos restantes (8.0%) se consideraron censurados; ya

que 11 (3.1%) continuaban vivos al final del seguimiento y 17 (4.9%) se perdieron.

- OS: La mediana de supervivencia global de la serie es de 10 meses (IC95% 8.5-
11.4). Si estratificamos los pacientes seglin el procedimiento propuesto se advierte
que la cifra de supervivencia global es mayor en el grupo de pacientes

intervenidos con intencion radical. [Resecciones: 15 meses, [C95% (13.4-16.5)];

[Biopsias: 5 meses, [C95% 4.1-5.8)] con significancia estadistica (test log-rank,

p<0.001).
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Funciones de supervivencia

Intencion
radical vs
biopsia

_MIR
—BX
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Supervivencia en meses

Figura 2. Funciones de supervivencia estimadas por el método
de Kaplan-Meier para la supervivencia global entre resecciones
y biopsias en los gliomas de grado IV (n=350) (p<0.001)
Resecciones (azul); Biopsias (verde).

PFS: La mediana del intervalo libre de progresion en los gliomas grado IV de la
OMS fue de 5 meses. En funcion del procedimiento, podemos observar que la
mediana del PFS también es mayor en el grupo de intervenidos. [Resecciones: 8

meses, [C95% (7.1-8.8)]; [Biopsias: 3 meses, IC95% (2.2-3.7)]. Al aplicar la

prueba log-rank se obtiene una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001).
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Funciones de supervivencia

10 Intencion
' radical vs
biopsia
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Intervalo libre de progresion en meses

Figura 3. Funciones de supervivencia estimadas por el método
de Kaplan-Meier para el intervalo libre de progresién entre
resecciones y biopsias (n=350) (p<0.001)

Resecciones (azul); Biopsias (verde).

- PPS: La mediana del intervalo de supervivencia en meses tras la progresion se
estim6 de forma global en 3 meses (IC95% 2.4-3.6). De nuevo, los pacientes
sometidos a cirugias resectivas presentaron mayor supervivencia tras la progresion

que sus homologos sometidos a biopsias diagnosticas [Resecciones: 5 meses,

(IC95% 4.0-5.9)]; [Biopsias: 2 meses, (IC95% 1.5-2.4)], con diferencias

estadisticamente significativas (test log-rank, p<0.001).
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Funciones de supervivencia
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Figura 4. Funciones de supervivencia estimadas por el método
de Kaplan-Meier para la supervivencia tras la progresion entre
resecciones y biopsias (n=350) (p<0.001)

Resecciones (azul); Biopsias (verde).

Asi, puede observarse como pertenecer al grupo de “resecciones” implica mayor

supervivencia global y post- progresion, asi como un mayor intervalo libre de progresion en

comparacion con el grupo de biopsias, con diferencias muy significativas (p<0.001).
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4.4. Anadlisis estadistico del impacto prondstico de la reintervencion en gliomas grado

1V de la OMS

Con el fin de investigar el papel de segundos procedimientos en términos
pronosticos, y puesto que ninguno de los pacientes biopsiados en el momento del diagnostico
fue tratado mediante reseccion quirdrgica en la progresion, se incluyeron en este analisis s6lo
aquellos pacientes tratados con cirugia de exéresis en el diagnostico (n=166).

En funcién del tratamiento indicado en la progresion, se establecieron los siguientes 3
grupos:

- Reintervencion +/- Quimioterapia de 2* linea (n=84)

- Quimioterapia de 2? linea (n=33)

- Tratamiento sintomatico exclusivo (n=49)

El analisis univariante mostro diferencias estadisticamente significativas para la

supervivencia global entre los 3 grupos (test log-rank, p<0.001). La mediana de
supervivencia global para los 3 grupos fue de 19, 16 y 8 meses respectivamente. Con el
proposito de minimizar los sesgos, el grupo de pacientes que recibieron en la progresion
Unicamente tratamiento sintomatico fue eliminado de un segundo analisis comparativo. De
esta manera, se establecio la comparacion unicamente entre aquellos pacientes que recibieron

tratamiento activo (n=117).
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Figura 5. Funciones de supervivencia estimadas por el método de
Kaplan-Meier para la supervivencia global en funcion del
tratamiento recibido en la progresion (n=166) (p<0.001)
Reintervencion (azul); Quimioterapia (verde); Sintomatico (rojo).

Primer Tratamiento

Casos totales procedimiento complementario

Progresion

Reintervencion

Propuesta de +/- quimioterapia
tratamiento (n=33)
(n=166)

Resecciones
(n=214)

Quimioterapia
(n=84)

Biopsias _
diagnosticas No tratamiento

(n=136) adicional (n=48) BSC (n=49)

Figura 6. Diagrama de flujo que ejemplifica los criterios de exclusion y los grupos a
comparar (n=117).
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4.4.1. Comparacion entre los grupos de interés

La tabla 15 compara las diferencias entre los dos grupos a estudio, teniendo en cuenta

las principales caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes, las particularidades

anatémicas de la lesion y las variables referentes a la primera intervencion. Puede observarse

que los grupos no presentan diferencias significativas en relacion a variables demograficas,
anatomicas del tumor o factores relacionadas con el primer procedimiento quirurgico. La

unica variable que alcanza significacion estadistica es el grado de reseccidn quirdrgica

(p=0.036), siendo mas frecuente la reseccion total en la cohorte de pacientes sometidos a
reintervencion. Existe una tendencia sin significacion estadistica hacia una menor edad en el
grupo de reintervenidos (p=0.085). La mediana de edad en el grupo de pacientes
seleccionados para la comparacion resulto ser de 58 afos. Dicho limite se utilizara para el
analisis posterior en las regresiones de Cox. Las variables “complicaciones quirurgicas” y

valoracion “ECOG tras la IQ” hacen referencia a la primointervencion.

Variable de Re-Do +/- Quimioterapia Test p valor
interés guimioterapia 22 linea estadistico
(n=33) (n=84)
Edad U-MwW 0.085
Media 52.91 57.70
Mediana 55.00 58.00
Rango 7-70 31-76
Sexo 0.364
Masculino 17 (51.5%) 51 (60.7%)
Femenino 16 (48.5%) 33 (39.3%)
Antecedentes 0.351
Significativos 7 (21.2%) 25 (29.8%)
No signific. 26 (78.8%) 59 (70.2%)
Clinica 0.548
Dismin. NC 0 -- 1 (1.2%)
Motora 6 (18.2%) 11 (13.1%)
Sensitiva 0o - 2 (2.4%)
Lenguaje 6 (18.2%) 11 (13.1%)
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Variable de Re-Do +/- Quimioterapia  Test p valor
interés quimioterapia 22 linea estadistico
(n=33) (n=84)
Cognitivo 5 (15.2%) 23 (27.4%)
Crisis 7 (21.2%) 13 (15.5%)
Cefalea 7 (21.2%) 18 (21.4%)
Visual 1 (3.0%) 5 (6.0%)
Sd.general 1 (3.0%) 0 -
Localizacion v 0.415
Central 1 (3.0%) 1 (1.2%)
Frontal 12 (36.4%) 21 (25.0%)
Parietal 6 (28.6%) 15 (17.9%)
Temporal 13 (39.4%) 31 (36.9%)
Occipital 1 (3.0%) 2 (2.4%)
Insular 0 - 1 (1.2%)
Multilobar 0 - 12 (14.3%)
Fosa Post. 0 - 1 (1.2%)
Lateralidad v 0.841
Izquierda 16 (48.5%) 39 (46.4%)
Derecha 17 (51.5%) 45 (53.6%)
Volumen (cm?®) U-Mw  0.501
Media 30.61 33.52
Mediana 22.90 24.10
Rango 1.0-111.9 1.6-116.5
Resecc. inicial e 0.036
Total (GTR) 29 (87.9%) 58 (69.0%)
Subtotal (STR) 4 (12.1%) 26 (31.0%)
Asistentes e 0.133
Ninguno 11 (33.3%) 15 (17.9%)
Navegacion 12 (36.4%) 30 (35.7%)
Avanzado 10 (30.3%) 39 (46.4%)
Complicaciones e 0.739
Ninguna 26 (78.8%) 61 (72.6%)
Grado | 4 (12.1%) 15 (17.9%)
Grado 11 3 (9.1%) 8 (9.5%)
ECOG tras IQ e 0.295
Asint. /Leve 30 (90.9%) 70 (83.3%)
Sintomatico 3 (9.1%) 14 (16.7%)

Tabla 15. Comparacion de las variables clinicas y demogréficas de los grupos a estudio.
Leyenda: Re-Do: reintervencion, y*: test chi-cuadarado, U-MW: test U-de Mann-Whitney.
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En la siguiente tabla se comparan las variables estudiadas en relacion a las

caracteristicas histologicas y factores referentes al diagndstico molecular del tumor. Puede

contemplarse como los grupos no presentan diferencias significativas en ninguna de las

variables estudiadas.

Variable de interés  Re-Do +/- Quimioterapia Test p valor
quimioterapia 22 linea estadistico
(n=33) (n=84)

Mutacién IDH % 0.922
IDH-wildtype 16 (48.5%) 44 (52.4%)

IDH-mutado 1 (3.0%) 2 (2.4%)

No estudiada 16 (48.5%) 38 (45.2%)
Amplific. EGFR v 0.660
Amplificado 4 (12.1%) 15 (17.9%)

No amplificado 9 (27.9%) 18 (21.4%)

No estudiada 20 (60.6%) 51 (60.7%)

Metilacion MGMT e 0.433
No metilado 5 (18.2%) 19 (22.6%)

Metilado 6 (18.2%) 9 (10.7%)

No estudiado 22 (66.7%) 56 (66.7%)

Ki67 U-MW 0.251
Media 29.22% 24.50%

Mediana 25.00% 20.00%

Rango 2-80% 10-70%

p53 e 0.847
Positivo 6 (18.2%) 19 (22.6%)

Negativo 13 (39.4%) 33 (39.3%)

No estudiado 14 (42.4%) 32 (38.1%)

Tabla 16. Comparacion de las variables anatomopatoldgicas y moleculares de los grupos a estudio
(n=117). Leyenda: Re-Do: reintervencion, y*: test chi-cuadarado, U-MW: test U-de Mann-Whitney.

La tabla 17 expone las diferencias entre los grupos estudiados en relacion al

tratamiento complementario posterior, asi como el estado funcional, el tipo y el patron

radioldgico en el momento de la progresion. Se observan disparidades con significacion

estadistica entre los grupos afectando a muchas variables. En comparacion con la cohorte a la
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que se ofrecid directamente tratamiento sistémico, el conjunto de pacientes a los que se
sometio a una segunda intervencion, presenta estas caracteristicas con mayor frecuencia:

- _Complecién del régimen de Stupp (p=0.001).

Diagndstico de progresion sin sintomas acompaiiantes (p=0.020).

Mejor puntuacion en la escala ECOG (p=0.005).

Recidiva con patrén local sin afectar a 4reas de alta elocuencia (p<0.001).

Variable de interés ~ Re-Do +/- Quimioterapia Test p valor
quimioterapia 22 linea estadistico
(n=33) (n=84)

Radioterapia X 0.529
No radioterapia 0o - 1 (1.2%)

Radioterapia 60 Gy 33 (100.0%) 83 (98.8%)

Quimioterapia v 0.001
No quimioterapia 0o - 1 (1.2%)

Stupp o0 mas 28 (84.8%) 40 (47.6%)

Stop 5 (15.2%) 43 (51.2%)

Pseudoprogresion v 0.298
Si 12 (36.4%) 39 (47.0%)

No 21 (63.6%) 44 (53.0%)

Progresion r 0.020
Radioldgica 20 (60.6%) 31 (36.9%)

Clinica y Radiol. 13 (39.4%) 53 (63.1%)

Patron v <0.001
Local, no elocuente 32 (97.0%) 17 (20.2%)

Elocuente/Invasién 1 (3.0%) 54 (64.3%)

Diseminada 0o - 13 (15.5%)

ECOG progresion v 0.005
Asint. / Leve 27 (81.8%) 45 (53.6%)

Sintomatico 6 (18.2%) 39 (46.4%)

Tabla 17. Comparacion de las variables referentes al tratamiento complementario y al diagndstico

de la progresion de los grupos a estudio (n=117). Leyenda: Re-Do: reintervencion, y*: test chi-

cuadrado.
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La siguiente tabla compara los grupos de interés analizando los datos clinicos que

ocurrieron tras la progresion. Se estudian las quimioterapias de segunda linea empleadas, el

contexto clinico, el estado funcional del paciente y el patrén radiologico de las segundas
progresiones, asi como las lineas de antineopléasicos empleadas. Puede observarse que en
algunos casos de los grupos a estudio no se realizé prueba de imagen, siendo el diagndstico
de progresion clinico por deterioro neurologico. En 3 casos del grupo de reintervenciones y
en uno del grupo tratado con quimioterapia exclusivamente, los sujetos no habian
experimentado deterioro clinico y sus resonancias magnéticas de control evidenciaban la
enfermedad estable.

Observamos diferencias con significacion estadistica en gran parte de las variables

analizadas. Los pacientes pertenecientes al grupo “Re-Do” fueron tratados de nuevo con
temozolamida en mas casos, mientras que en los no reintervenidos se indic6 con mayor
frecuencia bevacizumab, tanto en monoterapia como en combinacion, siendo las diferencias
encontradas muy significativas (p<0.001). Se detectan asimismo discrepancias entre los
grupos con respecto al patron radiologico de progresion; existiendo un mayor numero de
segundas progresiones catalogadas como locales sin invasion de areas de alta elocuencia en el
grupo “Re-Do” y una mayor tendencia a patrones de enfermedad diseminada o invasion de
areas elocuentes, ganglios basales o estructuras de linea media en el grupo control (p=0.002).
Por otro lado, existe un mayor porcentaje de pacientes asintomaticos o con sintomas leves a
la hora del diagndstico de la segunda progresion en la cohorte de reintervenidos (p=0.021).
Por tltimo, existe una tendencia diferencial sin significacion estadistica en relacion al

contexto clinico de la segunda progresion (p=0.076).
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Variable de interés Re-Do +/- Quimioterapia  Test p valor
quimioterapia 22 linea estadistico
(n=33) (n=84)

Quimioterapia 23L v <0.001

Ninguno 6 (18.2%) 0o -

TMZ monoterapia 14 (42.4%) 9 (10.7%)

BVZ monoterapia 4 (12.1%) 39 (46.4%)

BVZ combinacion 4 (12.1%) 32 (38.1%)

Nitrosureas 5 (15.2%) 4 (4.8%)

Segunda progresion v 0.076

Radiologica 5 (15.2%) 10 (11.9%)

Clinica y Radiol. 19 (57.6%) 54 (64.3%)

Det. sin imagen 1 (3.0%) 12 (14.3%)

Det. sin progresion 5 (15.2%) 7 (8.3%)

No progresion 3 (9.1%) 1 (1.2%)

Patrén 22 progresion ¥ 0.002

Local, no elocuente 11 (33.3%) 6 (7.1%)

Elocuente/Invasién 9 (27.3%) 41 (48.8%)

Diseminada 4 (12.1%) 17 (20.2%)

No diagndstico 9 (27.3%) 20 (23.8%)

ECOG 22 progresién v 0.021

Asint. / Leve 9 (27.3%) 9 (10.7%)

Sintomaético 21 (63.6%) 74 (88.1%)

No progresion 3 (9.1%) 1 (1.2%)

Tabla 18. Comparacion de las variables referentes al tratamiento complementario recibido tras la
progresion y al diagnostico de las segundas progresiones de los grupos a estudio (n=117). Leyenda:
Re-Do: reintervencion, TMZ: temozolamida, BVZ: bevacizumab, Det.: deterioro, x°: test chi-

cuadrado

4.4.2. Analisis comparativo de supervivencia entre los grupos

- OS: La mediana de supervivencia global del subgrupo a estudio es de 18 meses

(IC95% 14.8-21.1). Si estratificamos los pacientes segln el tratamiento propuesto,

se advierte que la supervivencia global expresada en meses es mayor en el grupo

de reintervenidos que en el de tratamiento sistémico [Re-Do: 25 meses, 1C95%

.3-30.6)]; [Quimioterapia 2* linea: 17 meses, 0 15.2-18.7)], alcanzando
19.3-30.6)]; [Quimi 1a 2° 1 17 1C95% 15.2-18.7)], al d
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significacion estadistica (test log-rank, p=0.004). A continuacién, se muestra el

grafico con las curvas de supervivencia de los dos grupos comparados.

Funciones de supervivencia
Tratamiento tras

10 -
1 progresion
—1Re-DO
—1QT de 2°L
08 I'[: = Re-DO0-censurado

—+— QT de 2°L-censurado

06

04

Supervivencia acumulada

02

3 Hﬁ |
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Supervivenciaenm

Figura 7. Funciones de supervivencia estimadas por el método de
Kaplan-Meier para la supervivencia global en funcién del
tratamiento recibido en la progresion (n=117) (p=0.004)
Reintervencion (azul); Quimioterapia (verde).

PFS: La mediana del intervalo libre de progresion en los pacientes seleccionados

fue de 10 meses (IC95% 8.9-11.0). Al desglosar a la poblacion por el tipo de
tratamiento indicado podemos observar que la mediana del PFS es mayor en el

grupo de pacientes reintervenidos [Re-Do: 12 meses, [C95% (10.1-13.8)];

[Quimioterapia 2% linea: 9 meses, IC95% (7.8-10.1)]. Al aplicar la prueba de

comparaciones globales se obtiene una diferencia estadisticamente significativa

(test log-rank, p=0.002). La representacion grafica de las curvas de Kaplan-Meier

puede observarse en la figura 8.
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Figura 8. Funciones de supervivencia estimadas por el método de
Kaplan-Meier para el intervalo libre de progresion en funcién del
tratamiento recibido en la progresién (n=117) (p=0.002)
Reintervencion (azul); Quimioterapia (verde).

PPS: La mediana del intervalo de supervivencia en meses tras la progresion se
estimd de forma global en 9 meses (IC95% 2.4-3.6). En este caso, no se
encontraron diferencias entre los pacientes sometidos a cirugias de rescate y los

tratados directamente con tratamiento sistémico. [Re-Do: 9 meses, (1C95% 7.4-

10.5)]; [Quimioterapia 2* linea: 8 meses, (1C95% 5.5-10.4)]. El test log-rank no

resulto significativo p=0.143).
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Figura 9. Funciones de supervivencia estimadas por el método de
Kaplan-Meier para la supervivencia post-progresion en funcion
del tratamiento recibido en la progresion (n=117) (p=0.147)
Reintervencion (azul); Quimioterapia (verde).

Variable de interés Re-Do +/- Quimioterapia Test p valor
guimioterapia 22 linea estadistico
(n=33) (n=84)
OS (meses) Log-rank 0.004
Media 32.67 22.06
Mediana 25.00 17.00
Rango 12-107 5-94
PFS (meses) Log-rank 0.002
Media 19.27 11.29
Mediana 12.00 9.00
Rango 5-103 1-69
PPS (meses) Log-rank 0.143
Media 13.39 10.72
Mediana 9.00 8.00
Rango 3-70 1-69

Tabla 19. Comparacion de las variables de supervivencia (endopints) de los grupos a estudio
(n=117). Leyenda: Re-Do: reintervencion, OS: supervivencia global, PFS: intervalo libre de
progresion, PPS: supervivencia post-progresion. No se detectan diferencias entre grupos en este
altimo parametro.
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4.4.3. Modelo cléasico de regresion de Cox univariante sobre la supervivencia global

(OS) para la busqueda de variables significativas

A continuacion, analizaremos las variables de interés mediante regresion de Cox de
forma independiente con el objetivo de identificar variables con impacto pronostico
significativo en la poblacion a estudio (n=117). Se contabilizan 111 eventos (fallecimientos)
a fecha 31.12.2021. Las variables cuantitativas se dicotomizaron en funcién de si superaban o
no el valor de la mediana de la poblacion a estudio. Las categorias de referencia (riesgo
relativo de 1) se establecieron en concordancia con las que clasicamente se han asociado a
peor pronostico (edad avanzada, reseccion subtotal, complicaciones severas...) de tal manera
que la HR representa la proporcion de riesgo de las otras categorias a estudio con sus

intervalos de confianza al 95%.

La tabla que observamos a continuacion evalua las variables relacionadas con los
aspectos demograficos de los pacientes y con los factores de la primera intervencién. Se
realizé un andlisis adicional agrupando los casos, segun fuesen operados en los primeros afios
de la serie (2005-2011) frente a los mas recientes (2012-2019). La tabla refleja que no existe
ninguna variable que de forma independiente tenga un impacto prondstico sobre la
supervivencia global (OS) con significancia estadistica. Las variables mas influyentes en la
OS son las puntuaciones de 0 y 1 en la escala ECOG tras la primera intervencién (p=0.096),
la reseccién total (p=0.179), los tumores que presentan un volumen en cm® menor que la
mediana de la serie (p=0.270), y, por ultimo, los pacientes con una edad inferior a la mediana

(p=0.351). No se detecta que la comorbilidad, el sexo, las herramientas utilizadas por el
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cirujano o las complicaciones postoperatorias supongan factores pronosticos al evaluar los

HR sobre la OS.

Variable de interés N.° Eventos/ HR (1C95%) p valor
N.° Pacientes
(n=117)

Edad (afios) 0.351
Menor mediana (<58) 53/56 0.83 (0.57-1.03)

Mayor/igual mediana (>58) 58/61 1

Sexo 0.549
Masculino 66/68 1.12 (0.76-1.64)

Femenino 45/49 1
Antecedentes 0.595
No significativos 80/85 0.89 (0.58-1.35)
Significativos 31/32 1

Volumen (cm®) 0.270
Menor mediana (<24) 56/58 0.80 (0.55-1.18)

Mayor/igual mediana (>24) 55/59 1
Asistentes quirdargicos 0.961
Avanzado 44/49 0.93 (0.57-1.52) 0.782
Navegacion 41/42 0.94 (0.57-1.55) 0.961
Ninguno 26/26 1

Complicaciones 0.653
Ninguna 82/87 0.40 (0.64-1.21) 0.439
Grado | 19/19 0.87 (0.45-1.69) 0.699
Grado Il 10/11 1

Reseccion inicial 0.179
Total 83/87 0.74 (0.47-1.14)

Subtotal 28/30 1

ECOG 1 0.096
Asint./ Leve 94/100 0.64 (0.38-1.08)

Sintomaético 17/17 1

Fecha intervencion 0.148
Reciente (2012-2019) 77/83 0.74 (0.49-1.11)

Antiguo (2005-2011) 34/34 1

tras la primera intervencion.

Tabla 20. Regresion de Cox univariante sobre la supervivencia global para
busqueda de variables significativas en relacion con los aspectos demograficos y los
factores relacionados con la primera intervencion (n=117). Leyenda: HR: razon de
riesgos (Hazard Ratio), 1C95%: intervalo de confianza al 95%, ECOG 1: ECOG
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A continuacidn, investigamos las variables referentes a la anatomia patoldgica y al

diagnostico molecular. Debe considerarse que no se dispone de esta informacion en todos los

casos, y por ello, el nimero de pacientes que se exponen varia en funcioén de dicha

disponibilidad. En el estudio de Ki67 como variable pronostica, los pacientes se

dicotomizaron en funcion de si presentaban un valor o mayor o menor a la mediana de la

serie (25%).

La unica variable que alcanza significacion prondstica es la metilacion del promotor

del gen MGMT superior al 9% determinada por pirosecuenciacion (p<0.001). En el resto de

variables, se observa una tendencia hacia un menor riesgo proporcional en los factores

clasicamente considerados protectores (mutacion /DH, EGFR no amplificado, Ki67 menor y

p53 negativo). Con respecto a la mutacion /DH, debe tenerse en consideracion que se trata de

una serie de pacientes afectos de gliomas grado IV de nueva aparicion, en la que las lesiones

IDH-wildtype suponen la gran mayoria.

Variable de interés N.°Eventos/ HR (1C95%) p valor
N.° Pacientes

Mutacion IDH 0.314

IDH-mutado 3/3 0.54 (0.16-1.77)

IDH-wildtype 54/60 1

Amplific. EGFR 0.158

No amplificado 24127 0.62 (0.33-1.19)

Amplificado 18/19 1

Metilacion MGMT <0.001

Metilado 10/15 0.17 (0.06-0.46)

No metilado 23/24 1

Ki67 0.271

Menor mediana (<25%) 43/46 0.76 (0.69-1.23)

Mayor/igual mediana (>25%) 30/33 1

p53 0.449

Negativo 42/46 0.81 (0.48-1.38)

Positivo 23/25 1

confianza al 95%

Tabla 21. Regresion de Cox univariante sobre la supervivencia global para blsqueda de
variables significativas en relacién con los aspectos anatomopatoldgicos y de biologia
molecular (n=117). Leyenda: HR: razén de riesgos (Hazard ratio), 1C95%: intervalo de
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La tabla 22 merece una consideracion especial. En ella, se resumen las principales
variables analizadas tras la primointervencion hasta la progresion. De nuevo, consideramos
las variables de referencia como aquellas asociadas a peor pronostico. No se evaluo la
radioterapia en el analisis de riesgos proporcionales ya que casi la totalidad de los pacientes
(116/117) recibieron la dosis de 60 Gy. De igual manera, 116/117 casos fueron tratados con
temozolamida tras la intervencion, por lo que suprimi6 del analisis la categoria “No
quimioterapia”, comparando de esa manera los pacientes con Stupp completo (6 o mas ciclos)
frente a incompleto (< de 6 ciclos). Con respecto al intervalo libre de progresion (PFS), los
pacientes se agruparon en funcion de si era menor o mayor al valor de la mediana del
conjunto de los pacientes seleccionados (10 meses). El anélisis univariante con respecto a la

supervivencia global muestra que las siguientes variables suponen factores de proteccién con

significacion estadistica:

- Complecién de los 6 ciclos de temozolamida adyuvante (p<0.001).

- Puntuaciéon de 0 o 1 en la escala funcional de la ECOG en el momento de la

progresion (p=0.002).

- Intervalo libre de progresiéon mayor que la mediana de la serie (10 meses)

(p<0.001).

- Pertenencia al grupo de reintervencion (p=0.006).

Existe una tendencia para considerar factores de proteccion (sin alcanzar significacion
estadistica) el patron de progresion catalogado como local, no elocuente (p=0.058) y la

progresion detectada inicamente por neuroimagen (p=0.125).
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Variable de interés N.° Eventos / HR (1C95%) p valor
N.° Pacientes
(n=117)
Quimioterapia <0.001
Stupp completo 63/68 0.48 (0.32-0.71)
Stupp incompleto 47148 1
(No quimioterapia) 1/1
Progresion 0.125
Radiologica 48/51 0.74 (0.50-1.08)
Clinica y Radiol. 63/66 1
Patrén 0.058
Local, no elocuente 45/49 0.56 (0.29-1.07) 0.084
Elocuente/Invasion 54/55 0.89 (0.47-1.67) 0.719
Diseminada 12/13 1
ECOG progresion 0.002
Asint. / Leve 67/72 0.54 (0.37-0.80)
Sintomaético 44/45 1
PFS (meses) <0.001
Mayor/igual mediana (>10) 54/59 0.39 (0.26-0.58)
Menor mediana (<10) 57/58 1
Tratamiento progresion 0.006
Re-Do +/- quimioterapia 29/33 0.54 (0.34-0.83)
Quimioterapia 22 linea 82/84 1

Tabla 22. Regresion de Cox univariante sobre la supervivencia global para bisqueda

de variables significativas en relacion con los aspectos del tratamiento

complementario, de la progresion y de su tratamiento (n=117). Leyenda: HR: razén
de riesgos (Hazard Ratio), 1C95%: intervalo de confianza al 95%, PFS. Intervalo

libre de progresion.

4.4.4. Modelo clasico de regresion de Cox multivariante sobre la supervivencia

global (OS) con ajuste de covariables

A continuacion, se compone una tabla que incluye los resultados de la aplicacién de

una regresiéon de Cox multivariante, ajustando posibles variables de confusion identificadas
como relevantes en el analisis univariante. El estado de metilacién del promotor del gen
MGMT, pese a tener un valor pronéstico muy significativo, no fue incluido en el modelo por

carecer de dicha determinacion en 78 casos. Se muestra, pues, un modelo que incluye los dos
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grupos de tratamiento, ajustando como covariables las valoraciones segun la escala ECOG
tras la intervencion y en el diagnostico de la progresion, los ciclos de quimioterapia recibida,
y el intervalo libre de progresion dicotomizado en base a la mediana (< o > 10 meses). Tras
aplicar el modelo, observamos que es significativo (p<0.001). La Unica variable que conserva

la significacion estadistica es el intervalo libre de progresion dicotomizado segun la mediana

(p=0.004). El estado funcional en el momento de la progresion parece ser un factor relevante
sobre la supervivencia global, sin ser estadisticamente significativo segun el modelo
(p=0.061). Observamos como el tipo de tratamiento en la progresion, el nimero de ciclos de
temozolamida adyuvante y el estado funcional tras el primer procedimiento han perdido su
significacion estadistica en el modelo multivariante (p=0.248, p=0.709 y p=0.261
respectivamente). El valor del HR para el grupo “reintervencion” frente al grupo de
quimioterapia utilizado como referencia, controlando el efecto de las covariables
consideradas es de 0.75 (1C95% 0.46-1.21), por lo que se concluye que no hay diferencias

significativas entre los dos grupos con respecto a la supervivencia global.

Variable de interés N.°Eventos/ HR (1C95%) p valor

N.° Pacientes

(n=117)

Tratamiento progresion 0.248
Re-Do +/- quimioterapia 29/33 0.75 (0.46-1.21)
Quimioterapia 22 linea 82/84 1
Quimioterapia 0.709
Stupp completo 63/68 0.88 (0.46-1.68)
Stupp incompleto 47149 1
ECOG 1 0.261
Asint. /Leve 94/100 0.72 (0.41-1.26)
Sintomatico 17/17 1
ECOG 2 0.061
Asint. /Leve 67/72 0.67 (0.44-1.01)
Sintomatico 44/45 1
PFS (meses) 0.004
Mayor/igual mediana (>10) 54/59 0.38 (0.20-0.74)
Menor mediana (<10) 57/58 1
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Tabla 23 (pagina anterior). Regresion de Cox multivariante sobre la supervivencia
global para ajuste de variables subrogadas (n=117). Leyenda: Re-Do: reintervencion,
HR: razon de riesgos (Hazard Ratio), IC95%: intervalo de confianza al 95%, PFS:
Intervalo libre de progresion, ECOG 1: ECOG tras la primera intervencion, ECOG 2:
ECOG en el momento de la progresion.

Si aplicamos métodos de regresion logistica “hacia atras”, obtenemos que el intervalo

libre de progresion es la variable mas influyente sobre la supervivencia global (p<0.001).

Variables en la ecuacion

95,0% Cl para Exp(B)

B SE Wald f Sig Exp(B) Inferior ~ Superior
Pasoi Tratamiznto fras -282 244 1332 1 248 754 468 1217
progresion
Quimioterapia adyuvants -122 329 139 1 709 884 465 1,685
ECOG tras 10 COD -319 284 1,261 1 261 el 416 1,269
ECOG progresion COD -,399 213 3520 1 061 L5l 443 1,018
PFS dicotomizada - 945 330 8,196 1 004 389 204 42
Paso2 Tratamiznto fras - 263 240 1,208 1 272 768 480 1229
progresion
ECOG tras 10 COD -310 283 1,200 1 273 733 421 1217
ECOG progresion COD - 406 2 3682 1 055 666 440 1,009
PFS dicotomizada -849 21 16204 1 <001 428 283 647
Paso3 Tratamiznto fras -,209 pxi 1,507 1 206 T4 466 1179
progresion
ECOG progresion COD - 463 204 5170 1 023 620 422 938
PFS dicotomizada -819 208 15458 1 <001 A4 263 663
Pasod4 ECOG progresion COD - 515 200 6,599 1 010 598 404 885
PFS dicotomizada -,890 203 1933 1 <001 A1 276 A1
Funcién de supervivencia para grupos de tratamiento
Tratamiento tras
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Figura 10: Imagen
superior: Captura de
pantalla en la que se
demuestra la regresion
de Cox multivariante en
modo “backwards”
(hacia atras), en la que,
el intervalo libre de
progresién supone la
variable con mayor
influencia sobre la
supervivencia global.
Imagen inferior: Grafica
de funciones de
supervivencia de los dos
grupos comparados
ajustada por el modelo
multivariante de Cox.
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4.4.5. Modelo clasico de regresion de Cox univariante sobre la supervivencia tras
la progresion (PPS) para la busqueda de variables significativas

Realizamos de forma homologa un modelo de andlisis univariante mediante regresion
de Cox para la busqueda de variables significativas sobre la supervivencia post-progresion
(PPS). Se omiten las variables que no demostraron significacion estadistica en el modelo
univariante sobre la supervivencia global y se modelan otras, como el tipo de quimioterapia
utilizada en la 22 linea. Se incluyen también dos variables que no fueron relevantes en el
modelo de Cox univariante sobre la supervivencia globa (edad y grado de reseccién), debido
a que han sido demostrados como factores prondsticos independientes en numerosas series.
El modelo de riesgos proporcionales con respecto a la PPS pone de manifiesto que los

factores que més influyen en ésta son el buen estado clinico en el momento de la progresion

(p=0.002), el grado de metilacion del promotor MGMT (p=0.004), utilizar algun tipo de

quimioterapia de 22 linea (p=0.077) y haber sido tratado en los ultimos afios de la serie

(p=0.021). Cabe destacar que poseer un intervalo libre de progresion mayor de 10 meses deja

de tener impacto prondstico sobre la PPS (p=0.836).
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Variable de intereés N.°Eventos/ HR (1C95%) p valor

N.° Pacientes

(n=117)

Edad (afios) 0.235
Menor mediana (<58) 53/56 0.89 (0.73-1.07)
Mayor/igual mediana (>58) 58/61 1
Fecha intervencion 0.021
Reciente (2012-2019) 77/83 0.61 (0.40-0.92)
Antiguo (2005-2011) 34/34 1
Reseccion gx. 0.492
Total (GTR) 83/87 0.85 (0.55-1.32)
Subtotal (STR) 28/30 1
Tratamiento progresion 0.166
Re-Do +/- quimioterapia 29/33 0.73 (0.47-1.13)
Quimioterapia 22 linea 82/84 1
Quimioterapia 0.791
Stupp completo 63/68 0.95 (0.64-1.38)
Stupp incompleto 47149 1
ECOG 1 0.219
Asint. /Leve 94/100 0.71(0.42-1.21)
Sintomaético 17/17 1
ECOG 2 0.002
Asint. /Leve 67/72 0.52 (0.35-0.78)
Sintomatico 44/45 1
PES (meses) 0.836
Mayor/igual mediana (>10) 54/59 0.96 (0.65-1.40)
Menor mediana (<10) 57/58 1
Quimioterapia de 22 linea 0.077
TMZ monoterapia 20/23 0.29 (0.11-0.74) 0.010
BVZ monoterapia 42/43 0.44 (0.18-1.06) 0.070
BVZ combinacion 34/36 0.32 (0.13-0.81) 0.016
Nitrosureas 9/9 0.58 (0.20-1.66) 0.318
Ninguno 6/6 1
Metilacion MGMT 0.004
Metilado (>9%) 10/15 0.28 (0.12-0.66)
No metilado (<9%) 23/24 1

Tabla 24. Regresion de Cox univariante sobre la supervivencia post-progresion para
busqueda de variables significativas (n=117). Leyenda: HR: razon de riesgos (Hazard
Ratio), 1C95%: intervalo de confianza al 95%, ECOG 1: ECOG tras la primera
intervencion, ECOG 2: ECOG en el momento de la progresion PFS: Intervalo libre de

progresion, TMZ: temozolamida, BVZ: bevacizumab
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4.4.6. Modelo clasico de regresion de Cox multivariante sobre la supervivencia tras
la progresion (PPS) con ajuste de covariables

Del mismo modo, se compone una tabla que incluye los resultados de la aplicacion de
un modelo de Cox multivariante, ajustando posibles variables de confusion, de igual manera
que se efectud con la supervivencia global. De nuevo, el estado de metilacion del gen MGMT,
no fue incluido en el modelo por carecer de dicha informacion en 78 casos. La regresion
incluye los dos tipos de tratamiento a comparar, ajustando como covariables el estado clinico
en la progresion, el afio en el que se realiza el diagnostico y el intervalo libre de progresion,
ambos categorizados de forma dicotomizada. EI modelo multivariante result6 significativo
(p=0.002). Los factores que de forma independiente conservan la significacion estadistica tras

el ajuste por covariables, siendo pronosticos sobre la PPS son el estado clinico segun la escala

ECOG en el momento de la progresion (p=0.006) y el haber sido tratado a partir del afio 2012

(p=0.018). El riesgo proporcional en el grupo de pacientes sometidos a reintervencion es de
0.76 con un intervalo de confianza al 95% que incluye al 1 y con una p no significativa
(p=0.277), por lo que el modelo concluye que no hay diferencias entre los tratamientos

considerando la supervivencia post-progresion.
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Variable de interés

N.°Eventos/ HR (1C95%) p valor
N.° Pacientes
(n=117)

Tratamiento progresion 0.277
Re-Do +/- quimioterapia 29/33 0.76 (0.47-1.24)
Quimioterapia 22 linea 82/84 1
Fecha intervencion 0.018
Reciente (2012-2019) 77/83 0.59 (0.39-0.91)

Antiguo (2005-2011) 34/34 1

ECOG 2 0.006
Asint. /Leve 67/72 0.55 (0.36-0.84)

Sintomatico 44/45 1

PFS (meses) 0.356
Mayor/igual mediana (>10) 54/59 1.12 (0.80-1.82)

Menor mediana (<10) 57/58 1

Tabla 25. Regresion de Cox multivariante sobre la supervivencia post-progresion para
el ajuste de variables subrogadas(n=117). Leyenda: Re-Do: reintervencién, HR: razén
de riesgos (Hazard Ratio), 1C95%: intervalo de confianza al 95%, PFS: Intervalo libre
de progresion, ECOG 2: ECOG en el momento de la progresion.

4.4.7. Modelo de regresion de Cox con variables tiempo-dependientes

Se realiza de forma analoga una regresion de Cox considerando a la reintervencion

como covariable tiempo-dependiente. En este supuesto, el software SPSS dividira el tiempo

de seguimiento de los pacientes reintervenidos en dos intervalos, uno anterior a haber sido

reintervenido y otro posterior (desde la reintervencion hasta el fallecimiento o el final del

periodo de seguimiento). Para realizar este analisis se cred una nueva variable en la matriz de

datos denominada “T_COV”, y se adjudic6 el valor numérico correspondiente al mes en el

que se habia realizado la reintervencion.

Realizamos este tipo de analisis considerando a la reintervencién como variable

tiempo-dependiente de forma aislada y también dentro de un escenario multivariante
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incluyendo las variables con significacion estadistica en los modelos de regresion clésicos. Al

considerarla como variable Unica, se obtiene una estimacion del riesgo proporcional mayor

que 1, [HR 1.44 (IC95% 0.97-2.13)], sin alcanzar significacion estadistica (p=0.068). El

modelo estima que el riesgo es mayor al introducir posibles variables subrogadas [HR 1.76

(IC95% 1.10-2.80)] con significacién estadistica (p=0.017). Dentro del modelo multivariante,

el intervalo libre de progresion mayor a 10 meses [HR 0.43 (IC95% 0.22-0.83); p=0.012] y el

buen estado funcional segun la escala ECOG en el momento de la progresion [HR 0.57

(IC95% 0.37-0.88); p=0.011] son las variables mas influyentes sobre una mayor

supervivencia global.

Variable de interés N.°Eventos/ HR (1C95%) p valor

N.° Pacientes

(n=117)

Reintervencién como 0.017
variable tiempo-dependiente
Reintervencion 29/33 1.76 (1.10-2.80)
No reintervencion 82/84 1
Quimioterapia 0.687
Stupp completo 63/68 0.87 (0.46-1.65)
Stupp incompleto 47149 1
ECOG tras 1Q 0.185
Asint. /Leve 94/100 0.68 (0.39-1.19)
Sintomatico 17/17 1
ECOG 2 0.011
Asint. /Leve 67/72 0.57 (0.37-0.88)
Sintomatico 44/45 1
PFS (meses) 0.012
Mayor/igual mediana (>10) 54/59 0.43 (0.22-0.83)
Menor mediana (<10) 57/58 1

Tabla 26. Regresion de Cox multivariante sobre la supervivencia global considerando la
reintervencion como variable tiempo-dependiente (n=117). Leyenda: HR: razon de riesgos

(Hazard Ratio), 1C95%: intervalo de confianza al 95%, PFS: Intervalo libre de
progresion, ECOG 2: ECOG en el momento de la progresion.
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4.5. Estadistica descriptiva sobre los gliomas grado I1I de la OMS

Sintomas: En el caso de los gliomas catalogados como grado III de la OMS, la
epilepsia fue la manifestacion clinica que motivo con mayor frecuencia el diagnostico.
En orden descendente, se observan sintomas de tipo cognitivo o conductual, déficit
motor y cefalea. La siguiente tabla recoge la totalidad de las variables clinicas que

llevaron al diagndstico de la lesion.

Sintoma Numero Porcentaje
de casos

40.3%
16 20.8%
11 14.3%
9 11.7%
3 3.9%
3 3.9%
2 2.6%
I 1.3%
! 1.3%
77 100%

Tabla 27. Manifestaciones clinicas en los pacientes con tumores
grado Ill de la OMS (n=77)

Localizacion: A diferencia de los gliomas grado IV, que con mayor frecuencia se
situan sobre el 16bulo temporal, en las lesiones de grado III, la localizacion mas

recurrente es el l1obulo frontal (20 casos, 26.0%), seguida por la afectacion de més de

un lobulo (19 casos, 24.7%). Es también mas frecuente la aparicion alrededor del

surco central (6 casos, 7.8%), lo que supondria un aumento porcentual de las lesiones
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anatdomicamente frontales. Con respecto a la lateralidad y en contraste con las lesiones
de mayor grado histologico, son més frecuentes en el lado izquierdo (33 casos,

42.9%) y més propensas a invadir estructuras de la linea media (8 casos, 10.4%).

Localizacion Nimero Porcentaje
de casos

20 26.0%
19 24.7%
9 11.7%
8 10.4%
6 7.8%
6 7.8%
4 5.2%
I 1.3%
! 1.3%
I 1.3%
I 1.3%
1 1.3%
77 100%

Tabla 28. Localizacion anatomica de las lesiones de grado |11
de la OMS (n=77).

-Tipo de tratamiento quirurgico: Se indicé un mayor nimero de biopsias (43 casos,

55.8%) que de resecciones lesionales (34 casos, 44.2%) en los gliomas grado III. Con
respecto a las biopsias, se realizaron mas procedimientos a cielo abierto (32 casos,
74.4%) que intervenciones con técnicas estereotacticas (11 casos, 25.6%). La
indicacién de biopsia se debid de nuevo a factores relacionados con la anatomia
lesional: enfermedad multilobar o multicéntrica (21 casos, 48.8%), afectacion de
areas elocuentes (13 casos, 30.2%), afectacion de ganglios basales, capsula interna,
talamo o tronco encefalico (8 casos, 18.6%). En s6lo un caso (2.3%) se indico por

comorbilidad o edad elevada del paciente.
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-Volumen lesional: El volumen de la lesion se determind mediante el método ——en

todas las resecciones salvo en un caso (97.1%). La mediana obtenida fue de 40.5
cm’(1.0-158.9 cm’), mayor que en los gliomas grado IV de la OMS (24.2 cm®). Se
aplico la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov concluyéndose que deberan

utilizarse pruebas paramétricas para analizar esta variable (test K-S; p=0.100).

-Datos histopatologicos: En cuanto a las variables referentes a los estudios

inmunohistoquimicos y de biologia molecular, se obtuvieron las siguientes

informaciones:

= p33: Estudiada en 49 de 77 casos (63.6%). A diferencia de los
gliomas de grado IV, se obtuvo un resultado positivo en mas
muestras (27 casos, 55.1%). Los estudios negativos o con tincion

inmunohistoquimica débil fueron menos frecuentes (22 casos,

44.9%).

= Ki67: Estudiada en 63 muestras (81.8%). La mediana obtenida fue

del 20% (5-50%), ligeramente menor a la obtenida en los gliomas

de grado IV (25%). Al aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov

se concluye que la distribucion no es normal (p<0.001).

»  Mutacion IDH-1: Disponible en 36/77 muestras (46.7%). Se

observa un mayor porcentaje de tumores que presentan mutacion
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IDH-1 (12 casos, 33.3%), aunque los tumores IDH-wildtype siguen
siendo los mas prevalentes (24 casos, 66.7%).

®»  Grado de metilacion del promotor MGMT: Su determinacion esta

disponible Uinicamente en 10/77 casos (13.0%). A diferencia de los

gliomas grado IV, encontramos mas muestras que exhiben un

promedio de metilacidn superior al 9% (6 casos, 60%).

= Amplificacion EGFR: Definida en 20/77 pacientes (26.0%). De

forma similar a los tumores de mayor grado histologico, son mas

prevalentes aquellos que no presentan amplificacién del gen, y lo

hacen con mucha menor frecuencia (18 casos, 90.0%).

= Codeleccion 1p/19q: Estudiada en los tumores con componente

oligodendroglial. Se obtuvo la informacion en 16/21 muestras,

siendo mas frecuente la ausencia de codeleccion (10 casos, 62.5%).

Con respecto a la antigua nomenclatura, casi todas las
codelecciones se obtuvieron en tumores catalogados como
oligodendroglioma anaplésico. En s6lo un caso de oligoastrocitoma

anaplasico se evidencio la positividad.

-Grado de reseccion postoperatoria: Evaluada en 33/34 cirugias resectivas (97.1%).

Se evidencio6 la reseccion total (GTR) en 24/34 casos (70.6%), reseccion parcial
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maxima en 7 casos (20.6%) y reseccion parcial en 2 casos (5.9%). En s6lo un caso

(2.9%) no se evaluo.

-Asistentes quirurgicos: La herramienta mayormente utilizada fue el neuronavegador

(14 casos, 41.1%). La RM intraoperatoria fue empleada en 10 casos (29.4%), por lo
que el cirujano estuvo asistido por la neuronavegacion en 24/34 casos (70.5%). El 5-
ALA preoperatorio fue administrado inicamente en 5/34 casos (14.7%). En un solo
caso (2.9%), se utilizaron técnicas de mapeo intraoperatorio del lenguaje. En los 9

casos restantes (26.5%), no se describi6 el uso de ningun asistente.

-Complicaciones postoperatorias: Los eventos adversos fueron menos frecuentes en

el grupo de pacientes con gliomas grado III. 14 sujetos (18.2%) experimentaron
complicaciones grado I segtn la clasificacion de Landriel-Ibafiez, en 3 pacientes
(3.9%) se registraron complicaciones catalogadas como grado II, un caso (1.3%)
requiri6 ingreso en la Unidad de Cuidados Intensivos y se documentaron 2 casos
(2.6%) de éxitus como consecuencia directa de la intervencion. Si analizamos el

nimero de complicaciones por procedimiento (resecciones vs biopsias), aplicando el

test x*, se concluye que en nuestra serie no existen diferencias significativas entre los

grupos para los diferentes tipos de complicaciones (p=0.642)

Complicaciones Resecciones Biopsias
24 (70.6%) 33 (76.7%) 57 (74.0%)
6 (17.6%) 8 (18.6%) 14 (18.2%)
3 (8.8%) o= 3 (3.9%)
0 - 1 (23%) 1 (1.3%)
1 (2.9%) 1 (23%) 2 (2.6%)
34 (100%) 43 (100%) 77 (100%)

Tabla 29. Complicaciones postquirdrgicas de los pacientes afectos de gliomas 210
grado 1l de la OMS (n=77) definidas por la clasificacion de Landriel-Ibariez
(Ibaniez et al., 2011).




-Estado funcional tras la intervencion: Las valoraciones segun la escala ECOG tras la

intervencion fueron las siguientes: paciente asintomatico (ECOG 0; 15 casos, 19.5%),
sintomas leves (ECOG 1; 35 casos, 45.5%), sintomas moderados (ECOG 2; 19 casos,
24.7%); sintomas limitantes (ECOG 3; 6 casos, 7.8%); éxitus tras el ingreso (ECOG
5; 2 casos, 2.6%). Realizamos de nuevo una nueva tabla de contingencia en funcion
del tipo de procedimiento. Al igual que sucede con los gliomas de grado IV, los
pacientes sometidos a resecciones tienen mejor estado funcional que los biopsiados.
Aplicando el test y*, se concluye que en el grupo de pacientes con tumores de grado
IIT existen diferencias significativas entre el estado funcional postoperatorio del

enfermo y el tipo de procedimiento (p<<0.001).

Valoracion funcional Resecciones Biopsias TOTAL

14 (41.2%) 1 (2.3%) 15 (19.5%)
17 (50.0%) 18 (41.9%) 35 (45.5%)
0 - 19 (442%) 19 (24.7%)
2 (59%) 4 (93%) 6 (7.8%)
U= 0 - 0 -

I 29%) 1 (23%) 2 (2.6%)
34 (100%) 43 (100%) 77 (100%)

Tabla 30. Valoracion funcional segun la escala ECOG tras la primointervencion
en pacientes con gliomas grado 111 de la OMS (n=77) (Oken et al., 1982).

-Radioterapia postoperatoria: 50 pacientes (64.9%) recibieron una dosis de 60 Gy. En

8 casos (10.4%) se completd un régimen de radioterapia con dosis total de 40 Gy.
Dos pacientes (2.6%) no finalizaron el régimen de radioterapia y en los 17 casos
restantes (22.1%) no se indico el tratamiento con radioterapia o se realiz6 en otro

centro. En los pacientes biopsiados se indicd mas frecuentemente un régimen
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holocraneal, hipofraccionado, o no se trataron. El resultado del test ¥ vuelve a

concluir que existen diferencias significativas entre los grupos (p<0.001).

REGINEEINE Resecciones Biopsias TOTAL

60 G 31 (91.2%) 19 (44.2%) 50 (64.9%)
Holo. / Hipo. (40Gy) 1 (2.9%) 7 (16.3%) 8 (10.4%)
Stop 0 - 2 (4.7%) 2 (2.6%)
No radioterapia 2 (5.9%) 13 (30.3%) 15 (19.5%)
Otro centro 0o - 2 (4.7%) 2 (2.6%)
TOTAL 34 (100%) 43 (100%) 77 (100%)

Tabla 31. Dosis de radioterapia recibida por los pacientes afectos de gliomas
grado 11l de la OMS (n=77). Holo: radioterapia holocraneal; Hipo: radioterapia
hipofraccionada.

-Quimioterapia postoperatoria: La tasa de pacientes que completaron el régimen de

Stupp fue mayor en los gliomas de grado III (37 casos, 48.1%) que en los de mayor
grado histoldgico (26.6%). En 21/77 casos (27.3%), el paciente no finalizo la fase de
adyuvancia con TMZ. 19 pacientes (24.7%) no recibieron quimioterapia o fueron
tratados en otro centro. De nuevo, se observa que finalizar el régimen de Stupp es un
hecho mas frecuente en pacientes sometidos a una cirugia con intencion radical. El

test y* indica que existen diferencias significativas (p<0.001).

Quimioterapia Resecciones Biopsias

27 (79.4%)  10(23.3%) 37 (48.1%)
4 (11.8%) 17 39.5%)  21(27.3%)
No quimioterapia 3 (8.8%) 12 (27.9%) 15 (19.5%)
v 4 (9.3%) 4 (5.1%)
34 (100%) 43 (100%) 77 (100%)

Tabla 32. Grado de cumplimiento del esquema Stupp en pacientes con gliomas
grado Il de la OMS (n=77) (Stupp et al., 2005).
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-Progresion de la enfermedad: El fenomeno de pseudoprogresion se planted en 13/77

casos (16.9%). Se observa que el nimero de supervivientes al finalizar el periodo de
seguimiento es mayor en los pacientes con gliomas de grado III (14 casos, 18.2%)
que en los de grado IV (1.1%), sobre todo en los enfermos pertenecientes al grupo de
cirugias resectivas. La progresion clinica y radioldgica se evidenci6 en 27 casos
(35.1%), mientras que unicamente radioldgica en 14 casos (18.2%). En total, se
evidencio la progresion de la enfermedad mediante pruebas de neuroimagen en 41/77
pacientes, 53.3%). Al segmentar el grupo en funcion del procedimiento, se observan

diferencias significativas (test y°, p<0.001).

Progresion Resecciones Biopsias TOTAL

9(26.5%)  5(11.6%) 14 (18.2%)
9(26.5%)  18(41.9%) 27 (35.1%)
4(11.8%)  14(32.5%) 15(30.3%)
1 (29%) 3 (7.0%) 4 (52%)
Vivo, sin progresion 11 (32.3%) 3 (7.0%) 14 (18.2%)

34 (100%) 43 (100%) 77 (100%)

Tabla 33. Escenarios clinicos en el diagnostico de progresion de los gliomas grado 111
de la OMS (n=77).

- Patrén radioldgico de progresion: De los 41 casos en los que se evidencio la

progresion tumoral a través de las pruebas de imagen, se observo una recidiva local
con invasion de zonas elocuentes o estructuras profundas en 22 pacientes (53.7%).
Diez pacientes (24.4%) experimentaron una progresion local sin afectar a areas
elocuentes. Los 9 casos restantes (22.0%) se catalogaron como “enfermedad

diseminada”. Vuelven a apreciarse diferencias significativas entre los grupos (test x~,

p=0.003), ya que las progresiones con patron local sin afectacion elocuente o de
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estructuras no resecables son mas frecuentes en el grupo de resecciones, mientras que

los otros patrones predominan en el grupo de biopsiados.

Patron progresion Resecciones Biopsias TOTAL

9(50.0%) 1 (43%) 10 (24.4%)
7(38.9%) 15(65.2%) 22 (53.7%)
2(11.1%)  7(30.4%) 9 (22.0%)
18 (100%) 23 (100%) 41 (100%)

Tabla 34: Patrdn radioldgico de la recidiva de la enfermedad en gliomas de
grado 11l de la OMS (n=77).

-Tratamiento de la progresion: El tratamiento mas empleado en los 41 pacientes

diagnosticados de recidiva o progresion consistio en quimioterapia de 2? linea (23
casos, 56.1%). En 8 casos (19.5%) se indic6 una reintervencion y quimioterapia
adicional, por lo que la progresion se tratd activamente en 31 casos (75.6%). En el
resto (10 casos, 24.4%), se opt6 por BSC. Existen diferencias significativas entre
grupos, ya que en ningun paciente biopsiado se indicé una reintervencion (test y’,
p=0.002). De manera analoga a lo realizado anteriormente, se excluiran los pacientes

sin diagnostico de progresion, las biopsias y los pacientes no tratados activamente.

Tratamiento progresion Resecciones  Biopsias
0 - 8 (19.5%)
16 (69.6%) 23 (56.1%)
3(16.7%)  7(30.4%) 10 (24.4%)
18 (100%) 23 (100%) 41 (100%)

Tabla 35. Tipo de tratamiento en la progresion de la enfermedad de los gliomas
grado Il (n=77). En amarillo se destacan los grupos a comparar: reintervencion
frente a tratamiento sistémico en pacientes sometidos a reseccion inicialmente.
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-Reintervenciones: 8 pacientes fueron reintervenidos de gliomas grado I1I de la OMS.

En 2 casos (25.0%) se observo una progresion del grado histologico, ya que la
anatomia patoldgica fue compatible con glioblastoma. En 5 casos (62.5%) el analisis

reveld mismo diagnostico. En el caso restante (12.5%), el resultado fue compatible

con radionecrosis. Las complicaciones postoperatorias fueron menos frecuentes en

este grupo, y solo se registraron complicaciones de grado I en 2 casos (25.0%). Con
respecto a la reseccion tumoral, se logro una reseccion total en 5 casos, (62.5%),

parcial maxima en 1 caso (12.5%), y parcial en otro (12.5%). En el caso restante

(12.5%) la reseccion no fue valorable. El estado funcional tras la reintervencion

revel6 que la mayor parte de los enfermos presentaban buenas valoraciones [ECOG

0: 1 caso (12.5%), ECOG 1: 5 casos (62.5%), ECOG 2: 2 casos (25.0%)].

2 Glioblastoma 5 Grado III 1 Radionecrosis
(25.0%) (62.5%) (12.5%)
5 Total 2 Parcial 1 No valorable
(62.5%) (25.0%) (12.5%)
(o) T IS IO 6 Ninguna 2 Grado I
(75.0%) (25.0%)

ECOG 1 ECOG 0 5EBCOG 1 2 ECOG 2
(12.5%) (62.5%) (25.0%)

Tabla 36. Estadistica descrptiva perteneciente al grupo de reintervenidos de
gliomas grado Il de la OMS (n=8).

-Segundas lineas de quimioterapia: De los 31 pacientes en los que trat6 activamente

la progresion, todos recibieron quimioterapia adicional como parte de su esquema
terapéutico. El bevacizumab vuelve a ser el farmaco mas empleado (19 casos,

61.3%), ya sea en monoterapia (10 casos) o en combinacion (9 casos). Las
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nitrosureas se emplearon siempre en combinacion con BVZ (4 casos, 12.9%). La
temozolamida se empleo6 en 10 casos (32.3%), generalmente en monoterapia, aunque
acompafiada de un nuevo esquema de radioterapia en 2 casos (6.5%). El irinotecan se

administré mayoritariamente con BVZ (5 casos, 16.1%) o cisplatino (2 casos, 6.5%).

4.6.  Analisis de supervivencia comparativo entre resecciones y biopsias en gliomas de

grado 111 de la OMS

A fecha 31.12.2021, se certifico el fallecimiento de 52 pacientes (67.5%). Se
censuraron 25 casos (32.5%), ya que 20 continuaban vivos al final del seguimiento (26.0%) y
5 (6.5%) se consideraron perdidos. La mayoria de los pacientes vivos pertenecen al grupo de

cirugias resectivas (15 casos).

- OS: El valor global de la mediana de supervivencia en la serie se estima en 17
meses (1C95% 10.5-23.4). Segtn el procedimiento propuesto, se advierten

grandes diferencias en los valores de supervivencia global [Resecciones: 79

meses, [C95% (0-183.3)]; [Biopsias: 9 meses, [C95% 4.0-13.9)] con significancia

estadistica (test log-rank, p=0.000).

- PPS: La mediana de supervivencia tras la progresioon fue de 8 meses (1C95% 4.4-

11.5). De nuevo, los pacientes sometidos a resecciones presentaron mayor

supervivencia tras la progresion que sus homodlogos incluidos en el grupo de
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biopsias [Resecciones: 17 meses, (IC95% 6.9-27.0)]; [Biopsias: 7 meses, (I1C95%

5.1-8.8)]. El test log-rank no alcanza significancia estadistica (p=0.051).

Funciones de supervivencia
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Figura 11. Imagen superior: Funciones de supervivencia estimadas por el método de Kaplan-
Meier para la supervivencia global entre resecciones y biopsias en gliomas grado Il (n=77)
(p=0.000). Imagen inferior: Funciones de supervivencia para la supervivencia post-
progresion (p=0.051). Resecciones (azul); Biopsias (verde).
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4.7. Analisis estadistico del impacto prondstico de la reintervencion en gliomas

grado IlI de la OMS

4.7.1. Comparacion de los grupos de interés

Debido al escaso numero de pacientes (n=15), tras formalizar los criterios de
exclusion en los gliomas de grado III, se compone una tabla mas reducida teniendo en cuenta
las variables clasicas significativas y las que mostraron mayor significacion estadistica en el
analisis de los gliomas de mayor grado histologico. La mediana de edad del conjunto de
pacientes fue de 38 afios. No se observan diferencias significativas en relacion a variables
demograficas, dependientes del tumor o de la primera intervencion. La Unica variable que

alcanza significacion estadistica es el patron radiologico en la progresion de la enfermedad

(p=0.009), ya que todas las reintervenciones se indicaron en recidivas locales sin invasion de

areas elocuentes.
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Variable de interés  Re-Do +/- Quimioterapia  Test p valor
quimioterapia 22 linea estadistico
(n=8) (n=7)
Edad T-S 0.115
Media 35.50 46.57
Mediana 34.50 48.00
Rango 18-65 14-71
Sexo v 0.438
Masculino 7 (87.5%) 5 (71.4%)
Femenino 1 (12.5%) 3 (28.6%)
Antecedentes v 0.067
Significativos 1 (12.5%) 4 (57.1%)
No signific. 7 (87.5%) 3 (42.9%)
Volumen (cm?®) U-MW  0.253
Media 44.13 30.37
Mediana 45.55 7.3
Rango 9.8-78.2 1.0-158.9
Reseccion gx. v 0.714
Total (GTR) 5 (62.5%) 5 (71.4%)
Subtotal (STR) 3 (37.5%) 2 (28.6%)
Complicaciones r 0.438
Ninguna 7 (87.5%) 5 (71.4%)
Leves 1 (12.5%) 2 (28.6%)
ECOG 1
Asint. /Leve 8 (100.0%) 7 (100.0%)
Sintomatico 0o - 0 -
Quimioterapia v 0.092
No quimioterapia 1 (12.5%) 0 --
Stupp o0 mas 7 (87.5%) 4 (57.1%)
Stop 0o - 3 (42.9%)
Progresion e 0.072
Radioldgica 6 (75.0%) 2 (28.6%)
Clinica y Radiol 2 (25.0%) 5 (71.4%)
Patrén v 0.009
Local, no eloc. 8 (100.0%) 1 (14.3%)
Eloc / invasion 0 - 5 (71.4%)
Diseminada 1 (14.3%)
ECOG 2 v 0.104
Asint. / Leve 8 (100.0%) 5 (71.4%)
Sintomatico 0o - 2 (28.6%)
Quimioterapia 22L r 0.124
TMZ monoterapia 5 (62.5%) 1 (14.3%)
BVZ monoterapia 2 (25.0%) 1 (14.3%)
BVZ combinacion 1 (12.5%) 5 (71.4%)

Tabla 37. Comparacion de las variables mas relevantes de los grupos a estudio en los gliomas
de grado 111 de la OMS (n=15). Leyenda: Re-Do: reintervencion, »*: test chi-cuadarado, T-S:
test T de Student, U-MW: test U-de Mann-Whitney, ECOG 1: ECOG tras la primera

intervencion, ECOG 2: ECOG en el diagnostico de progresion, TMZ: temozolamida, BVZ:

bevacizumab.
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4.7.2. Analisis comparativo de supervivencia entre grupos

OS: La mediana de supervivencia global en el subconjunto de pacientes resulto
ser 39 meses (IC95% 30.2-47.7). Segtn los grupos, la supervivencia global vuelve
a ser mayor en el grupo de reintervenidos que en el de tratamiento sistémico [Re-

Do: 43 meses, 1C95% (23.5-62.4)]; [Quimioterapia 2* linea: 20 meses, [C95%

17.4-22.5)], sin significacion estadistica (test log-rank, p=0.161)

PES: La mediana del intervalo libre de progresion fue de_15 meses (IC95% 7.3-

29.3), siendo mayor en el grupo de pacientes reintervenidos [Re-Do: 26 meses,

1C95% (10.6-46.7)]; [Quimioterapia 2° linea: 13 meses, IC95% (6.5-25.8)]. La

prueba log-rank no es significativa (p=0.183).

PPS: La mediana del intervalo de supervivencia en meses tras la progresion se
estimd de forma global en 19 meses (IC95% 6.9-31.0). Se observa una tendencia

hacia mayores cifras de PPS en el grupo de reintervenidos [Re-Do: 21 meses,

(IC95% 14.5-49.5)]; [Quimioterapia 2° linea: 12 meses, (1C95% 9.4-14.5)], sin

significacidn estadistica (test log-rank, p=0.096).
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Funciones de supervivencia
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Figura 12. Imagen superior: Funciones de supervivencia estimadas por el método de Kaplan-
Meier para la supervivencia global en funcidn del tipo de tratamiento recibido en la
progresion en los pacientes afectos de gliomas grado 111 de la OMS (n=15) (p=0.161).
Imagen inferior: Funciones de supervivencia para la supervivencia post-progresion.
(p=0.096). Reintervencioén (azul); Quimioterapia (verde).
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5. DISCUSION

5.1. Resultados generales de la serie

La revision sistematica sobre la cirugia de rescate en recidiva de glioblastoma del
grupo de Montemurro (Montemurro et al., 2016) nos proporciona datos de supervivencia que
podemos utilizar a modo comparativo con los de nuestra serie. En dicha revision, se analizan
los resultados de 28 series publicadas, si bien cabe destacar que incluye trabajos con tasas de
reintervencion muy variables (rango: 12.6-100%), pacientes con caracteristicas clinicas muy

diversas y diferentes protocolos terapéuticos.

-OS: Segun la revision, la mediana de supervivencia global se sitia en 18.5 meses. En
nuestro caso el resultado es de 15 meses (excluyendo previamente las biopsias). Al excluir los
pacientes que no se trataron activamente en la progresion, esta cifra asciende hasta los 18
meses.

- PFS: La mediana obtenida por 9 articulos que proporcionaban datos sobre PFS fue
de 9.2 meses (rango 6-13.1). Tras excluir las biopsias, en nuestra serie obtuvimos un valor de
8 meses. Al implementar los criterios de exclusion adicionales para la obtencion de los
grupos de interés, este valor se incrementa hasta los 10 meses, por lo que se encuentra en
concordancia con lo revisado en la literatura.

- PPS: Obtenemos asimismo concordancia con los datos proporcionados por 19
articulos de la revision. En ella, la mediana de supervivencia post-progresion fue de 9.7
meses, mientras que la obtenida en nuestra serie fue de 9 meses, una vez aplicados todos los

criterios de exclusion.
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5.2. Biopsia frente a reseccion

De forma analoga a los resultados obtenidos por diferentes publicaciones (Filippini et
al., 2008; Hager et al., 2018; Helseth et al., 2010; Ma et al., 2009; Nava et al., 2014), nuestro
estudio encuentra diferencias muy significativas en las variables resultado segtn el tipo de
procedimiento indicado ante el nuevo diagndstico de glioma de alto grado. En los gliomas
grado IV de la OMS obtuvimos diferencias estadisticamente significativas en términos de
OS, PFS y PPS entre los pacientes biopsiados y los sometidos a reseccion (test log-rank,
p<0.001 en las tres). El estudio de los pacientes con tumores grado III de la OMS otorga
resultados parejos, con diferencias muy signficativas para la OS (p<0.001), aunque no tanto

para la PPS (p=0.059).

Si bien es cierto que la disparidad de los resultados obtenidos podria atribuirse
principalmente a las caracteristicas de los tumores en los que normalmente se indica biopsia
(invasion de zonas elocuentes, presentacion multicéntrica o compromismo de estructuras
diencéfalicas), el impacto prondstico de la citorreduccion es claro en el momento del
diagnostico. Es por ello que el objetivo debe ser siempre alcanzar la maxima reseccion segura
en estos pacientes. A pesar de los avances en asistentes intraoperatorios y técnicas
microquirtirgicas, es posible que todavia exista una vision nihilistica a la hora de tratar esta
patologia, debido a su mal prondstico, especialmente en glioblastomas y poblacion de edad
avanzada. Por ello, debemos hacer una reflexion y seguir tendiendo hacia un nimero mayor

de indicaciones de cirugias resectivas.
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5.3. Factores prondsticos en gliomas de alto grado y sus recidivas

El tratamiento 6ptimo de la recurrencia de los gliomas anaplasicos o del glioblastoma
contintia siendo una decision clinica controvertida y dificil, permaneciendo todavia como un
motivo de debate en la literatura. Las decisiones en este &mbito se realizan de manera
individualizada, teniendo en cuenta una serie de variables demograficas, clinicas y
radiologicas que han demostrado estar relacionadas con el prondéstico de los enfermos,
aunque de manera algo incosistente en diversas publicaciones. Siguiendo una revision
reciente de la literatura que analiza de forma especifica los trabajos de la Gltima década sobre
la reintervencion en glioblastomas (Robin et al., 2017), observamos que los principales
factores pronosticos que impactan sobre la supervivencia son la edad, el estado clinico segun
las escalas de KPS 0 ECOG, el tratamiento indicado tanto en el diagndstico como en la
progresion, . La tabla 38 realiza una descripcion breve de la metodologia y resultados de la
mayoria de estudios contenidos en dicha revision, asi como de otros mas recientes, con el
objetivo de analizar los factores pronosticos mas frecuentes observados por los distintos
autores. A la derecha, se indican los factores que demostraron asociacion con mayor

supervivencia (OS, PPS o ambos) y el método estadistico que se utiliz para demostrarlo.

Autor /afio de publicacién | Descripcion Conclusiones relevantes

(Filippini et al., 2008) Factores pronosticos en Pronostico en regresion Cox

pacientes consecutivos con MV para PPS: edad, QT post

diagndstico de GBM (n=676).  reintervencion, reseccion
inicial (vs biopsia). Re-do no

significativo.
(McGirt et al., 2009) Anélisis de factores Prondstico en regresion Cox
pronosticos focalizando en el MV para OS: grado de
grado de reseccion (total, reseccion en ambos
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(Ma et al., 2009)

(Helseth et al., 2010)

(J. K. Park et al., 2010)

(Clarke et al., 2011)

(Bloch et al., 2012)

(Gorlia et al., 201

(Chaichana et al., 2013)

(de Bonis et al., 2013)

subméxima o parcial) en
gliomas grado 11 y IV tanto en
primointervenciones (n=549)
como reintervenciones
(n=400).

Factores prondsticos para OS
en GBM en poblacién china
(n=205).

Factores prondsticos para OS
en GBM (n=516).

Revision de factores
prondsticos en GBM recurrente
(n=34). Creacion de una escala
pronostica y validacion externa
en una cohorte distinta
(n=109).

Impacto de reintervencion en
una serie de pacientes elegidos
de ensayos clinicos.

Anélisis en ambas cirugias del
grado de reseccion (GTR,
STR) en cohorte de pacientes
reintervenidos (n=107)

Anélisis de factores
pronosticos en recidiva de
GBM en pacientes extraidos de
base de datos europea (n=300).

Impacto en la supervivencia de
maltiples reintervenciones.

Analisis del tipo de tratamiento
en progresion en pacientes
consecutivos con diagndstico
de GBM (n=76)

procedimientos (total o
subméxima), edad, estado
clinico (KPS>80) y TMZ
postop tras ambos
procedimientos.

Prondstico en regresion Cox
MYV para OS: edad (<55),
estado clinico (KPS>80),
reseccion (vs biopsia), RDT,
QT tras primera 1Q. Re-do
no significativo en regresion
Cox MV para OS.

Prondstico en regresion Cox
MYV para OS: edad (<60),
estado clinico (ECOG 0-2),
reseccion (vs biopsia), Stupp
(vs sélo RDT). Mayor OS en
pacientes Re-do (no estudiado
en andlisis MV).

Prondstico en regresion Cox
UV para PPS: no invasion de
regiones elocuentes, volumen
(<50cm3), estado clinico
(KPS>70). No analisis MV.

Re-do no significativo (no
diferencias en OS o PPS
superior a 6 meses entre
grupos).

Pronostico en regresion Cox
MV para OS: edad, estado
clinico en nuevo diagnostico y
en progresion (KPS>70),
grado de reseccion (GTR).
Prondstico en regresion Cox
MYV para OS / PPS: estado
clinico (0 en escala de la
OMS), lesién unica (vs
multiple), volumen (<42mm
didmetro), no corticoides (solo
para OS).

Prondstico en regresion Cox
MV para OS: Mdultiples
reintervenciones. En andlisis
MV solo esté presente el
namero de reintervenciones
como variable a estudio.
Prondstico en regresion Cox
MV para PPS: estado clinico
(KPS >70), Re-do +
quimioterapia (vs Re-do o
quimioterapia Unicamente)
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(Michaelsen et al., 2013b)

(C. K. Park et al., 2013)

(Nava et al., 2014)

(Quick et al., 2014)

(Oppenlander et al., 2014)

(Yong et al., 2014)

(McNamara et al., 2014)

(Woernle et al., 2015)

(Franceschi et al., 2015)

(Scorsetti et al., 2015)

Anaélsis de factores prondsticos
en recidivas de GBM para
creacion de modelos de
supervivencia (n=225).

Revision de factores
prondsticos en GBM recurrente
(n=55). Creacion de una escala
prondstica y validacion externa
en una cohorte distinta (n=96).
Estudio de factores prondsticos
en GBM de nueva aparicion y
recurrencias de dos cohortes
separadas en el tiempo.

Revision de variables que
impactan sobre la PPS en
pacientes reintervenidos de
GBM (n=40).

Evaluacion del valor umbral de
reseccion en GBM recurrente
(n=170).

Estudio de factores prondsticos
en una cohorte de pacientes no
seleccionada reintervenidos de
GBM (n=97).

Estudio de factores prondsticos
en cohorte de pacientes
reintervenidos de GBM
(n=107).

Valoracion de la escala de Park
y cols (C. K. Park et al., 2013),
propuesta de modificacion
incluyendo la edad.

Estudio comparativo de
supervivencia en pacientes
reintervenidos (n=102) y no
reintervenidos (n=130) en
recidiva de GBM:
Comparacion de tratamientos
en recidiva de GBM. Re-
do/Re-irradiacion + QT 22 linea
(n=21) vs QT 22 linea (n=22)

Prondstico en regresion Cox
UV para OS, PFS y PPS: edad,
no corticoides, estado clinico
(ECOG 0 vs 1-2). No analisis
MV.

Prondstico en regresion Cox
MYV para OS: estado clinico
(KPS>70), ausencia de
invasion ependimaria.

Pronostico en regresion Cox
MV para OS: edad, estado
clinico (KPS>70), unilobar (vs
multilobar), reseccion (vs
biopsia), Stupp (vs otros
regimenes).

Pronostico para PFS: Stupp.
Pronostico para PPS: edad, QT
de 22 linea. Re-do no
significativo.

Prondstico en regresion Cox
MYV para PPS: grado de
reseccion (GTR).

Pronostico en regresion Cox
MV para OS: reseccion >80%,
edad, estado clinico
(KPS>70).

Prondstico en regresion Cox
MYV para OS: edad (<40),
estado clinico en la
progresion (KPS>90), grado
de reseccion (resto <3cm?).
Pronostico en regresion Cox
MV para PPS: ratio entre
neutrofilos/linfocitos en SP
(<4), QT post Re-do.

PFS no significativo para PPS.
Prondstico en regresion Cox
MV para OS: edad (<50), QT
2% linea (TMZ 0 BVZ). Re-do
no significativo.

Prondstico en regresion Cox
MV para OS: edad, PFS (>6
meses), metilacion MGMT.
Re-do no significativo para
OS o PPS.

Prondstico en regresion Cox
UV para OS: combinacion de
tratamientos (vs s6lo QT 22
linea). Resto de variables no
significativas.
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(Kim et al., 2015)

(Ening et al., 2015)

(Tully et al., 2016)

(Chen et al., 2016)

(Ortega et al., 2016)

(Ringel et al., 2016)

(Suchorska et al., 2016)

Combinacién de varias
modalidades de tratamiento en
recidiva de GBM. GK (n=29),
TMZ (n=31), GK + TMZ
(n=28), Re-do + QT 22 linea
(n=38), QT 2 2linea (n=18).

Anélisis comparativo de
factores prondsticos y de
supervivencia unicéntrico en
recidiva de GBM. Se
distinguen dos grupos: la
reintervencion formé parte del
tratamiento (n=38); manejo no
quirdrgico (n=62).

Anélisis de factores
prondsticos de (n=204)
pacientes con recidiva de GBM
de los cuales (n=49) se
reintervinieron.

Analisis comparativo de
supervivencia en recidiva de
GBM entre pacientes
reintervenidos (n=20) y
manejados con tratamiento no
quirdrgico (n=45).
Evaluacion prondstica de las
reintervenciones multiples en
recidiva de GBM: 1 (n=83), 2
(n=94), 3 (n=25).

Anélisis de base datos de
estudio retrospectivo
multicéntrico. Seleccion de
pacientes reintervenidos ante
recidiva de GBM (n=503).

Anélisis de base de datos de
estudio multicéntrico
prospectivo realizado para
analizar supervivencia con
nuevos esquemas de TMZ en
recurrencia de GBM (n=105).
Analisis post hoc con creacion
de grupos en funcién de si
recibieron (n=71) o no (n= 34)

Prondstico en regresion Cox
MV para OS: PFS (>9m),
recidiva local, estado clinico
(ECOG <2), tipo de
tratamiento (GK + TMZ).
Pronostico en regresion Cox
MV para PPS: edad (<65),
estado clinico (ECOG <2),
tipo de tratamiento (GK +
TMZ).

Prondstico en regresion Cox
UV para PPS: edad, estado
clinico tras la primera
intervencién y en la
progresion (KPS>70), menor
namero de complicaciones en
la cirugia inicial. No analisis
MV.

Prondstico en regresion Cox
MV para OS: Re-do, Stupp
completo. Re-do no
significativo en analisis de
subgrupos (excluyendo
pacientes mayores o mal estado
clinico).

Prondstico en regresion Cox
MYV para OS: edad, estado
clinico (KPS, umbral
indeterminado); grado de
reseccion (GTR), Re-do.

Pronostico en regresion Cox
MV para OS: edad. NUmero
de reintervenciones no
significativo.

Prondstico en regresion Cox
UV para OS: edad, PFS.
Prondstico en regresion Cox
UV para PPS: edad, grado de
reseccion en Re-do, estado
clinico, QT 22 linea post Re-
do.

Prondstico en regresion Cox
MV para PPS: grado de
reseccion en Re-do (GTR vs
STR).

Re-do no significativo.
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I reintervencidn.

(Zanello et al., 2017)

(Delgado-Fernandez et al.,
2017)

(Van Linde et al., 2017)

(Perrini et al., 2017)

(Audureau et al., 2018)

(Sastry et al., 2018)

(Mukherjee et al., 2020)

Anélisis retrospectivo
multicéntrico del prondstico y
distintos tratamientos en
recidiva de GBM (n=660),
focalizando en los mayores de
70a (n=117).

Analisis comparativo de
supervivencia entre pacientes
tratados con reintervencion
(n=31) o tratamiento no
quirurgico (n=90) en recidiva
de GBM.

Estudio comparativo de
estrategias terapéuticas en
recidiva de GBM (n=299).

Analisis de supervivencia en
pacientes reintervenidos en
recidiva de GBM, focalizando
en el grado de reseccion de la
primera y segunda intervencion
(n=48).

Anélisis retrospectivo
multicéntrico de factores
pronosticos en recidiva de
glioblastoma (n=407).

Estudio comparativo de
supervivencia en recidiva de
GBM en funcion del
tratamiento recibido:
reintervencion (n=77),
tratamiento no quirdrgico
(n=291).

Estudio comparativo de
supervivencia en recidiva de

Prondstico en regresion Cox
MYV para OS: sexo femenino,
grado de reseccion en 12
intervencion (total o
submaxima), waffers
carmustina, Stupp, estado
clinico (KPS>70), tratamiento
en la progresion (vs BSC).
Pronastico en regresion Cox
MYV para PPS: grado de
reseccion en 12 intervencion
(total o subméxima), waffers
carmustina, Stupp, estado
clinico en la progresion
(KPS>70), QT de 22 linea
(TMZ o0 BVZ), tratamiento en
la progresion (vs BSC), Re-
do. Edad no significativa en
ambas.

Pronostico en regresion Cox
MV para OS: edad, grado de
reseccion en 12 intervencion
(>95%), Stupp, Re-do.

Prondstico en regresion Cox
MYV para PPS: edad, sexo
femenino, tratamiento en la
progresion (vs BSC), lesion
Unica (vs maltiple), no
corticoides.

Pronostico en regresion Cox
MV para OS: estado clinico
(KPS>80), grado de reseccion
en la reintervencion (GTR).

Prondstico en regresion Cox
MYV para PPS: edad, estado
clinico (KPS), Re-do, QT 22
linea (ambos vs a ningln
tratamiento en la progresion).
Prondstico en regresion Cox
MV para PPS: estado clinico
(KPS>80), QT 22 linea (BVZ u
otras). Re-do no significativo.

Prondstico en regresion Cox
MV para OS y PPS: edad

228



(Delgado-Fernandez et
al., 2020)

(Neville et al., 2021)

(Sacko et al., 2021)

GBM en funcion del
tratamiento recibido:
reintervencion (n=145),
tratamiento no quirdrgico
(n=167).

Estudio del impacto en la
supervivencia de la
reintervencion en recidiva de
GBM utilizando metodologia
tiempo-dependiente.

Estudio comparativo de
supervivencia en recidiva de
GBM en funcion del
tratamiento recibido:
reintervencion (n=69),
tratamiento no quirdrgico
(n=155).

Estudio comparativo de
supervivencia en recidiva de
GBM en funcion del
tratamiento recibido:
reintervencion (n=59), manejo
médico (n=98).

(<60), PFS (>9m), estado
clinico (KPS>80), metilacion
MGMT.

Prondstico en regresion Cox
MYV tiempo-dependiente para
OS: Stupp, estado clinico en
progresion (ECOG<2), grado
de reseccion en la primera
intervencion (GTR). Re-do no
significativo.

Prondstico en regresion Cox
MYV para OS: edad, estado
clinico tras la 12 intervencion
(KPS), nimero de
reintervenciones.

Pronostico en regresion Cox
MV para OS: lesion unilobar,
Re-do, cirugia con anestesia
general (vs awake craniotomy)

Tabla 38. Analisis de factores prondsticos reportados por publicaciones en recidivas de gliomas
de alto grado desde 2008. Leyenda: BSC: tratamiento sintomatico, BVZ: bevacizumab, GBM:
glioblastoma, GK: radiocirugia estereotactica con GammakKnife, GTR: reseccion total, KPS:
Karnofsky Performance Scale, MV: multivariante, OS: supervivencia global, PFS: intervalo libre
de progresién, PPS: supervivencia post progresion, QT: quimioterapia, RDT: radioterapia, Re-
do: reintervencion, SP: sangre periférica, STR: reseccion parcial, Stupp: finalizacién del régimen
de quimiorradioterapia propuesto por Stupp y colaboradores (Stupp et al., 2005), TMZ:
temozolamida, UV: univariante, vs:versus.

La revision exhaustiva de los articulos revisados evidencia de nuevo que la edad y el

estado clinico en la progresion (medido por las escalas KPS o ECOG) son los factores mas

frecuentemente citados en relacion con su relevancia pronostica en la recidiva o progresion

de los gliomas de alto grado y especificamente en el glioblastoma. Le siguen en frecuencia el

grado de reseccién en la primera intervencion o en la recurrencia y el haber recibido el
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esquema Stupp o segundas lineas de quimioterapia tras la recidiva. La edad (<58 afios) no
mostré impacto prondstico sobre la OS en nuestra serie [HR 0.83, 1C95% (0.57-1.03),
p=0.351]. Por el contrario, el estado funcional del enfermo si que parece tener mas influencia
sobre la OS, especialmente en el momento de la progresion de la enfermedad [HR 0.54,
IC95% (0.37-0.80), p=0.002 en el andlisis multivariante]. De forma similar a lo descrito por
varios grupos (Delgado-Fernandez et al., 2020; Mukherjee et al., 2020; Tully et al., 2016;

Zanello et al., 2017), la complecién del régimen de Stupp y la metilacién del promotor de

MGMT resultaron variables prondsticas para la OS en el andlisis univaraiente. La Unica

variable que mostro influencia prondstica en el analisis multivariante es el intervalo libre de

progresion superior a 10 meses [HR 0.38, 1C95% (0.20-0.74), p=0.004 en analisis

multivariante].

Otros autores han postulado factores relacionados con la neuroimagen como
influyentes sobre la OS o el PFS, no examinados en nuestro trabajo. EI grupo americano de
Woodroffe sefiala que la medicion volumétrica de las alteraciones de sefial en secuencias
FLAIR examinados previa a la primo o reintervencién no estan asociadas con la
supervivencia. Por el contrario, el PFS y la OS estarian significativamente afectadas por la
cuantia del volumen de captacion de contraste preoperatoria, existiendo peor pronostico a

mayor volumen (Woodroffe et al., 2020).
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5.4. Modelos prondsticos de supervivencia

Teniendo en cuenta los factores de riesgo clasicos, varios autores han intentado

establecer clasificaciones prongsticas y sistemas de puntuacion con el objetivo de guiar al

facultativo acerca de cuando indicar un procedimiento de rescate. Tras un analisis
multivariante en una cohorte de pacientes afectos de recidiva de glioblastoma, Park y
colaboradores encontraron que el estado funcional basado en la escala de Karnofsky y la
invasion de la pared ependimaria eran los factores que influian con mayor impacto en la
supervivencia. Asi, los pacientes con buen estado funcional (KPS > 70) y sin captaciones
patoldgicas de contraste a nivel ependimario presentaban mejor prondéstico que los pacientes
sin estas caracteristicas. De esta manera, se pretende identificar grupos prondsticos con la
finalidad de desarrollar guias terapéuticas (C. K. Park et al., 2013). Otro grupo americano
analizo los factores de mal prondstico de un conjunto de pacientes que fueron sometidos a
cirugias de rescate. En este caso, encontraron que la afectacion de areas elocuentes, una
puntuacion en la KPS < 80 o un volumen tumoral > de 50 cm® eran los que més
negativamente influian en la supervivencia tras la reintervencién. De manera analoga, crean
una escala de puntuacion (0-3) en funcién de si estos factores estan presentes o no, mostrando
los distintos grupos diferencias significativas en los datos de supervivencia. Esta escala,
validada en una cohorte independiente, intenta identificar un subgrupo de pacientes que con
mayor probabilidad presentard mejores cifras de supervivencia y podra beneficiarse de una
segunda intervencion (J. K. Park et al., 2010). Afios mas tarde, Woernle y colaboradores
validaron en su serie la escala previamente citada afiadiendo la edad (mayor o menor de 50)

como factor pronostico adicional (Woernle et al., 2015).
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Como se ha descrito en el apartado anterior, ni la edad ni el volumen tumoral parecen
tener relevancia pronostica sobre la OS segun nuestro modelo univariante de riesgos
proporcionales de Cox. Sin embargo, el intervalo libre de progresion, variable mas influyente
en nuestra serie, no aparece reflejada en ningin modelo 0 nomograma con intenciones
prondsticas. Consideramos que su incorporacion a nuevos modelos que tengan como objetivo

estimar la supervivencia de estos pacientes podria ser de interés.

5.5. Revisiones sistemadticas y meta-andlisis sobre reintervencion en gliomas de alto

grado

Existen diferentes revisiones de la literatura sobre la reintervencion en gliomas de alto

grado. Hervey-Jumper y colaboradores realizaron una extensa revision de articulos
publicados durante mas de tres décadas. La gran mayoria de estos otorgan a la reintervencion
un beneficio discreto en la supervivencia; sin embargo, parece que estas diferencias podrian
estar influidas por importantes sesgos de seleccion, como veremos mas adelante. Segun los
autores, los factores que mejor predicen del beneficio de la reoperacion son el buen estado
funcional medido por la KPS, un intervalo libre de progresion mayor de 6 meses y la
reseccion total de la recidiva (Hervey-Jumper & Berger, 2014). Esto concuerda con nuestros
resultados, aunque las conclusiones acerca del impacto que tiene la reseccion total en
reintervenciones sobre el prondstico vital tienen poco poder estadistico en nuetra serie, como

se comentara en el apartado 5.11.
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Afos mas tarde y de forma similar, un grupo italiano revisa la literatura sobre la
reintervencion, esta vez Unicamente en glioblastomas. De los 28 articulos revisados, en 24 la
reintervencion demuestra un beneficio en términos de supervivencia. Encuentran que los
factores clinicos mas influentes son la edad, el grado de reseccion y el estado funcional en el
momento del diagndstico de la progresion, sugiriendo que los pacientes jovenes en buen

estado clinico serian los mejores candidatos (Montemurro et al., 2016).

La incertidumbre acerca del impacto en la supervivencia que tiene una segunda
intervencion ha suscitado la elaboracion de metandlisis recientemente. Lu y colaboradores
realizan una vasta revision de la literatura hasta 2018, seleccionando 8 estudios
observacionales que proporcionan regresiones de Cox multivariantes y HR sobre 1906
pacientes, a los que se practicd una segunda cirugia en un 37% de casos. Encuentran que
todos los trabajos analizados, a excepcion de uno, otorgan al grupo de reintervenciones HR
por debajo de 1 (rango: 0.48- 0.67), es decir, el analisis estadistico revela que pertenecer al
grupo “reintervencion” es un factor de proteccion (Lu et al., 2018). Hemos analizado con

cautela cada uno de esos estudios:

- Azoulay y col.: Revisidn retrospectiva de 180 pacientes, con 69 reintervenciones
(38.0%) en los que se analiza la PPS. El grupo de enfermos reintervenidos
presenta una PPS de 9.6 meses, mientras que el control, 5.7 (p<0.001). Al revisar
las caracteristicas clinicas de ambos grupos encontramos que los pacientes a los
que inicialmente se ha practicado una biopsia se incluyen en el grupo control,
generando un probable sesgo de seleccion. Posteriormente, realizan un analisis de

supervivencia de subgrupos en funcion del tratamiento recibido en la progresion.
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Los valores de PPS son mayores en los que recibieron cirugia de rescate seguida
de tratamiento complementario (quimioterapia de 22 linea o re-irradiacién); sin
embargo, las diferencias entre los que fueron tratados Unicamente con cirugia o
Unicamente con quimioterapia son minimas (PPS de 6.8 y 6.5 meses
respectivamente). Por ello, este estudio es uno de los méas adecuados para evaluar
el impacto de la reintervencion per se (Azoulay et al., 2017).

Delgado-Ferndndez y col.: Estudio unicéntrico retrospectivo que recopila datos

sobre una serie de seis afios de casos de recidiva de glioblastoma. Analizan 121
pacientes con una tasa de reintervencién del 25%, excluyendo las biopsias
diagnosticas. De forma similar a nuestros resultados, se observa que la OS vy el
PFS son mayores en el grupo de enfermos reintervenidos, sin embargo, no
analizan la PPS para esclarecer la influencia pronostica que tiene la reoperacion
una vez que se ha producido la progresion. Podria deducirse que la ventaja
prondstica que los autores encuentran pueda deberse a un sesgo de seleccion y
estar influida por un intervalo libre de progresién mas largo. De forma contraria a
nuestros hallazgos, su modelo de Cox multivariante identifica a la edad, grado de
reseccion, complecion de tratamiento adyuvante y reintervencion como variables
pronosticas independientes, no siendo significativo el estado funcional (Delgado-
Fernandez et al., 2017).

Ortega y col.: Trabajo que analiza las resecciones multiples en una serie
unicentrica de 8 afios. Aunque no analizan la PPS, encuentran que la OS es
proporcional al nimero de resecciones dividiendo a la cohorte en tres grupos (una,
dos, tres 0 mas cirugias). Sin embargo, al aplicar la regresion multivariante para

ajustar por variables de confusion, se observa que la supervivencia de los
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pacientes que han recibido mas de una cirugia no presenta significancia estadistica
(p=0.55) con respecto a los no reintervenidos. De nuevo, podria deducirse que los
resultados observados estan influidos por un sesgo de seleccién (Ortega et al.,
2016).

Suchorska y col: Analisis retrospectivo de un estudio prospectivo, multicéntrico y

aleatorizado que habia sido disefiado para analizar la eficacia de nuevas tandas de
TMZ en la recurrencia de glioblastoma. La tasa de reintervenciones es muy alta
(71.0%), probablemente debido a que son pacientes con relativo buen pronostico
que han cumplido diversos criterios de inclusion en el estudio inicial. Las
diferencias encontradas entre ambos grupos no son significativas al analizar la
PPS (p=0.633). En consonancia parcial con nuestros resultados, el grado de
reseccion en la reintervencion se postula como el factor prondstico mas
importante sobre la PPS. Incluso encuentran que los pacientes en los que no se
consiguid una reseccién completa de la recidiva tienen menor supervivencia que
los del grupo control (Suchorska et al., 2016).

Wann y col.: Trabajo que recoge datos de pacientes con diagndstico de
glioblastoma en dos centros australianos. Analizan, de forma pareada, un total de
120 pacientes distribuidos en dos cohortes de 60. Realizan una metodologia de
“matching ’de casos y controles en funcién del grado de reseccidn inicial y la
edad. Segun puede observarse en las tablas del estudio, las caracteristicas
demograficas y clinicas de los pacientes son bastante homogéneas entre los
grupos, aunque incluyen, en el grupo de reintervenidos, casos en los que el grado
de reseccion inicial fue inferior al 50%. En nuestra serie, las resecciones inferiores

al 50% suele estar codificadas como biopsias “ampliadas”, como ocurre, por
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ejemplo, en tumores multilobares 0 multicéntricos en los que se reseca una parte
con el objetivo de disminuir el efecto masa o la hipertension intracraneal. De igual
modo, tanto la OS como la PPS son significativamente diferentes entre grupos
(Wann et al., 2018).

Woernle y col.: Estudio unicéntrico que analiza una cohorte pequefia, debido a los
criterios de exclusion, similares a los nuestros. Aunque la OS es mayor en el
grupo de pacientes reintervenidos, el modelo multivariante de Cox para la PPS no
muestra la reoperacion como factor prondstico independiente. Unicamente la
administracion de quimioterapia en la progresion, tiene, en esta serie, impacto
prondstico estadisticamente significativo (Woernle et al., 2015).

Zanello y col.: Analisis retrospectivo multicéntrico que estudia el tratamiento de
las recurrencias en mayores de 70 afios. No proporciona datos especificos de
supervivencia sobre grupos “reintervencion” y control, y hace referencia a que los
mayores son infratratados, siendo, el estado funcional y no la edad, el factor mas
determinante sobre el pronéstico (Zanello et al., 2017).

Nava y col.: El Gnico trabajo incluido en el metanalisis que reconoce la
inefectividad de la cirugia en la recidiva del glioblastoma. En él, se analizan dos
cohortes separadas por la introduccion del régimen de Stupp (1997-2004 y 2005-
2012). Se observa un incremento modesto de la OS y del PFS, asi como de la cifra
de largos supervivientes en el grupo de la era Stupp. La reintervencion se realiz6
en aproximadamente un 20% de los sujetos del grupo antiguo y en un 33% de los
recientes, sin encontrarse ninguna ventaja pronostica (HRs de 1.05 y 1.02
respectivamente). En cambio, la administracion de terapias de segunda linea si

demuestra que es efectiva en términos de supervivencia, en comparacion con
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tratamiento sintomatico exclusivo (HRs respectivos de 0.57 y 0.74) (Nava et al.,

2014).

La revision sistematica de la AANS (American Association of Neurological Surgeons)
sobre la reoperacion en la progresion del glioblastoma publicada en 2014 (Ryken et al., 2014)
establece indicacion de reintervencion para los pacientes que presentan una progresion
sintomatica (nivel de evidencia clase Il). Dicha revision ha sido actulizada basandose en
publicaciones comprendidas entre 2012 y 2019 (Germano et al., 2022). En la actualizacion se
recomienda también con nivel de evidencia clase Il, cirugia citorreductora para todos los
pacientes en progresion, con el objetivo de mejorar la supervivencia global. Uno de los cuatro
trabajos que tienen mas peso, segun los autores, para dicha afirmacién es el del grupo de
Suchorska, ya comentando anteriormente (Suchorska et al., 2016). Analizaremos con detalle
los tres restantes:

- Hager y col.: Andlisis retrospectivo de 59 pacientes mayores de 65 afios
distribuidos en tres grupos segun el tratamiento quirdrgico recibido (biopsia
estereotactica, una reseccion o mas de una). Sus resultados afirman que los
pacientes sometidos a biopsias diagnosticas viven significativamente menos que
aquellos a los que se indica una cirugia resectiva. Sin embargo, la OS en los
pacientes reoperados no es superior a los intervenidos una sola vez (Hager et al.,
2018).

- D’Amico y col.: Estudio retrospectivo de doce afios en una institucion americana

que evalua la seguridad de cirugias iniciales y reoperaciones en glioblastoma,
focalizando en los pacientes mayores de 65 afios. Sus resultados indican que el

numero de complicaciones no es mayor en segundas cirugias y que la edad
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elevada no deberia ser una contraindicacion para un tratamiento agresivo en este
tipo de tumores. Como vemos, sus resultados no aportan datos comparativos de
mejora de la supervivencia en pacientes reintervenidos (D’ Amico et al., 2015).

- Yongy col.: Estudio de factores prondsticos en una cohorte de 97 pacientes no
seleccionada reintervenidos de GBM. Sus resultados resaltan que el grado de
reseccion en reintervenciones confiere una ventaja prondstica al compararlos con
el grupo de pacientes en los que se evidencié un resto tumoral superior a 3 cm® en
la neuroimagen postquirurgica. De nuevo, no observamos un grupo comparativo
control en el que se indicara un manejo no quirurgico de la progresion (Yong et

al., 2014).

5.6. Diversas publicaciones con metodologia de regresion cldsica no encuentran en

la reintervencion un beneficio en la supervivencia

A pesar de todo lo expuesto previamente, también existen series publicadas en la

literatura cuyos autores no encuentran un beneficio prondstico en la reintervencién. EI grupo

italiano de Filippini es uno de los primeros en publicar estos resultados. Su estudio analiza
una cohorte de 676 pacientes de la era pre-Stupp (1997-2003) en la que se consiguen altas
tasas de seguimiento. La reintervencion se indico en aproximadamente un 25% de los
pacientes, sin mostrar significacion en el modelo multivariante ya fuese realizada antes de los
9 meses [HR 0.86; IC 95% (0.66-1.12); p=0.256] o pasado este periodo [HR 0.98; IC 95%

(0.77-1.25); p=0.860]. Por el contrario, el tratamiento con quimioterapias de segunda linea si
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resulto en una disminucién del riesgo proporcional de fallecer, en comparacion con no recibir
ningun tratamiento (Filippini et al., 2008).

Otra publicacion de hace mas de una década es la de la Clarke y colaboradores.
Analizan dos cohortes, antes y después del afio 2005, con tasas de reoperacion superiores al
40% en los afios mas recientes. Ni en los anteriores o posteriores a la era Stupp encuentran
diferencias significativas en la OS o intervalos libre de progresion entre el grupo de
reoperados y el control (Clarke et al., 2011).

En el trabajo del grupo de De Bonis se observan minimas diferencias prondsticas
entre el grupo de pacientes que recibieron Gnicamente cirugia en la progresion y el grupo de
tratamiento sintomatico exclusivo (de Bonis et al., 2013). En el articulo de Nava y
colaboradores, sus resultados evidencian un aumento tanto de la OS, como del PFS y la PPS
en el grupo de pacientes mas recientes y lo atribuyen a la introduccion del protocolo Stupp, al
refinamiento de los procedimientos quirargicos y al aumento de las alternativas terapéuticas
disponibles en la progresién. Sin embargo, la reintervencién no muestra beneficio terapéutico
en ninguno de los grupos (Nava et al., 2014). El articulo de Michaelsen y colaboradores
intenta encontrar variables clinicas prondésticas para incluirlas posteriormente en modelos de
supervivencia en glioblastoma. Los autores comparan la supervivencia de los pacientes que
recibieron quimioterapia de segunda linea frente a los tratados con reintervencion y
tratamiento sistémico, encontrando diferencias muy sutiles entre los grupos. Concluyen que
la supervivencia de los pacientes diagnosticados de glioblastoma y que han sido tratados
segun el protocolo Stupp, puede predecirse basandose en la edad, el estado clinico segun la
escala ECOG vy la necesidad de corticoesteroides (Michaelsen et al., 2013).

El grupo de Van Linde estudia especificamente los datos de supervivencia,

Unicamente tras el diagnostico de la progresion. De forma similar a nuestros resultados, los
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pacientes que recibieron algun tipo de tratamiento en la progresion sobrevivieron mas que en
los que se indico tratamiento sintomatico exclusivo. Tampoco encuentran diferencias en la
PPS entre pacientes tratados con reoperacion seguida de tratamiento sistémico frente a
manejados con tratamiento sistémico directamente (van Linde et al., 2017).

Recientemente, Sastry y colaboradores publican sus resultados sobre una serie de 8
afios consecutivos en pacientes con recidiva de glioblastoma. El analisis multivariante
identifica al buen estado funcional (KPS>70) y a la administracion de quimioterapia en la
progresion (ya sea bevacizumab u otro agente) como los factores asociados a tener una PPS
mayor. De forma similar a nuestros hallazgos, no encuentran que la reintervencion o el PFS

estén asociados de ninguna forma a una mayor PPS (Sastry et al., 2018).

5.7. Indicaciones quirurgicas de la reintervencion

Aunque los valores de OS, PFS y PPS obtenidos estan en concordancia con alguna de
las revisiones anteriormente citadas (Montemurro et al., 2016), nuestra tasa de

reintervenciones (15.4%) esta por debajo de la reportada en la mayoria de trabajos de la

literatura, como pudimos observar al revisar los trabajos del metanalisis precedente (Lu et al.,
2018), asi como en otros estudios (Barbagallo et al., 2008; Ening et al., 2015). Estas

diferencias podrian estar justificadas por las diferentes indicaciones entre centros para

proceder con una nueva intervencién. En comparacion con lo revisado en la literatura,
valoramos nuestras indicaciones como altamente selectivas. En nuestro caso, no solemos
considerar para este tipo de procedimiento a aquellos pacientes en los que previamente se ha

realizado una reseccion parcial. Sin embargo, algunos trabajos reportan el uso de la cirugia de
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rescate en estos casos o incluso en pacientes tratados con biopsia como procedimiento inicial
(Helseth et al., 2010; Wann et al., 2018). A diferencia de otros grupos (Azoulay et al., 2017),
en nuestro centro no suele considerarse la reintervencion en aquellos tumores que recidivan a
distancia de la cavidad quirurgica original, en el hemisferio contralateral o de forma
multicéntrica. En estos casos, se asume que la enfermedad esta muy extendida y que una
segunda operacion aportard poco beneficio. De igual manera, las reintervenciones multiples
casi nunca se consideran en nuestro comité de neurooncologia, aungue algunos autores han
encontrado beneficios en términos de OS mayores en subgrupos de pacientes sometidos a
resecciones multiples (Chaichana et al., 2013; Ortega et al., 2016). Por otro lado, algunos
articulos o revisiones reportan una incidencia relativamente alta de déficits neurolégicos,
efecto masa o sintomas compatibles con hipertension intracraneal previos a la reintervencion
(Hervey-Jumper & Berger, 2014). En el trabajo de Helseth y colaboradores, un tercio de los
pacientes presentaron progresion clinica en forma de empeoramiento de la focalidad
neuroldgica o sintomas de hipertension intracraneal, mientras que Unicamente en un 20% se
objetivo una progresion radioldgica sin sintomas atribuibles (Helseth et al., 2010). En otro
estudio de la era pre-Stupp, el papiledema y la alteracién del nivel de conciencia fueron
frecuentes en los pacientes reintervenidos (Chang et al., 2003). Estos hallazgos contrastan
con nuestro analisis, en el que la mayoria de reintervenciones se indicaron en pacientes con
progresion radioldgica sin deterioro clinico evidente y sin necesidad de aumento de la dosis

de corticoesteroides (24 pacientes, 73.0%).
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5.8. El rol de la reintervencion como tratamiento unico

De acuerdo a lo expuesto en apartados anteriores, existen multitud de articulos que no
asocian a la reintervencion con un beneficio en la supervivencia (Clarke et al., 2011; de Bonis
et al., 2013; Filippini et al., 2008; Franceschi et al., 2015; Nava et al., 2014; van Linde et al.,
2017; Sastry et al., 2018). En algunos de ellos, los pacientes reintervenidos no recibieron
ningun tratamiento complementario tras la cirugia, lo que permite analizar el rol de la
reintervencion como tratamiento Unico.

En el trabajo de De Bonis y colaboradores, se analizan las diferencias que existen en
la PPS dividiendo a la poblacién en cuatro grupos en funcion del tratamiento recibido en la
progresion. Al igual que en el articulo de Azoulay (Azoulay et al., 2017), existe un subgrupo
de pacientes que Unicamente fue tratado con cirugia de rescate, en el que no se detectan
diferencias significativas con respecto al subgrupo tratado directamente con quimioterapia.
La PPS de pacientes tratados Unicamente con cirugia fue de 6 meses, mientras que la de los
sujetos que recibieron sélo tratamiento sistémico fue de 8 meses. Se observa un incremento
de la PPS (14 meses, test log-rank; p=0.01) en sujetos que reciben ambos tratamientos (de
Bonis et al., 2013). Estos estudios proporcionan una idea del discreto impacto de la
reintervencién como Unica herramienta terapéutica en la progresion. Dicho analisis no se ha
realizado en nuestra serie, ya que Unicamente 5 sujetos del grupo de reintervenciones no
fueron tratados posteriormente con quimioterapia adicional, limitando la validez estadistica

del resultado.
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5.9. Asumir una ventaja prondostica en el grupo de reintervenidos analizando

unicamente los datos de supervivencia global: posible sobreestimacion

El concepto de beneficio en términos de supervivencia para el paciente es variable

segun los estudios. Algunos articulos concluyen gque existe un mejor pronéstico en el grupo
de reintervenidos si las cifras de OS son mayores en este, pero no miden la supervivencia
desde el momento del diagnostico de la progresion, es decir la PPS (Delgado-Fernandez et
al., 2017; Ening et al., 2015). Eludir este matiz al evaluar un tratamiento que se indica en la
progresion, producira conclusiones sesgadas desde nuestro punto de vista.

Por ejemplo, un estudio italiano que evalta una cohorte de 232 pacientes con tasas de
reintervencién algo superiores a las nuestras obtiene resultados casi idénticos a los expuestos
en este trabajo (Franceschi et al., 2015). La diferencia de OS entre grupos fue de 25.8 versus
18.6 meses (p=0.003) favorable al grupo de reoperados, mientras que la de nuestra serie 25.0
versus 17.0 meses (p=0.004). Las diferencias en la PPS, sin embargo, no resultan
significativas (9.6 vs 7.5 meses; p=0.3 en el estudio citado y 9.0 vs 8.0 meses; p=0.143 en
nuestra serie).

El anélisis de la PPS parece indispensable bajo nuestro criterio, ya que, a pesar de las
diferencias observadas entre grupos con respecto a la OS, observamos que el tipo de
tratamiento en la progresion tiene un impacto menor en la PPS. Nuestro trabajo tampoco
demuestra ninguna asociacion estadistica entre el intervalo libre de progresion y la PPS. En el
analisis univariante, losnpacientes con un PFS superior a 10 meses (mediana de nuestra serie)
tienen aproximadamente el mismo riesgo de fallecimiento tras la progresién que aquellos con

PFS inferiores a este punto de corte [HR 0.96; IC 95% (0.65-1.40); p=0.836].
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Estos resultados podrian traducir que los pacientes con PFS mayores suelen completar
el esquema Stupp y recibir algin tipo de tratamiento oncologico en la progresion. Estos
“mejores candidatos” son los que presentarian cifras de OS mayores, mientras que una vez
diagnosticada la recurrencia de la enfermedad, el tipo de tratamiento elegido podria tener

menor relevancia clinica en el pronostico general del paciente.

5.10. La importancia del intervalo libre de progresion

El intervalo libre de progresion (PFS) se postula en este trabajo como el factor

prondstico mas influyente sobre la OS en nuestro grupo, incluso superando al estado
funcional del paciente. En el modelo univariante, el PFS superior a 10 meses es la variable
con mayor significacion estadistica para la OS [HR 0.39; IC 95% (0.26-0.58); p<0.001]. Le
sigue en importancia la complecion de todos los ciclos de TMZ adyuvante [HR 0.48; IC 95%
(0.32-0.71); p<0.001]. Al aplicar la regresion multivariante, “PFS superior a 10 meses” es la
Unica variable que conserva su impacto pronostico de forma independiente [HR 0.38; IC 95%
(0.20-0.74); p=0.004]. Se observa también una tendencia hacia menor riesgo de fallecer para
“puntuacion de 0 6 1 en la escala ECOG”, aunque sin significacion estadistica [HR 0.67; IC
95% (0.44-1.01); p=0.061]. Consideramos que “finalizar el régimen de Stupp” es una
variable subrogada del intervalo libre de progresion, ya que esta pierde su relevancia en el

modelo multivariante [HR 0.88; IC 95% (0.46-1.68); p=0.709].

Los pacientes pertenecientes al grupo de reintervencion tienen intervalos libres de

progresion significativamente mayores que los del grupo control (test log-rank; p=0.002),
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hecho que es constatado en multitud de trabajos (Delgado-Fernandez et al., 2017; Ening et
al., 2015; Hervey-Jumper & Berger, 2014; Ortega et al., 2016; van Linde et al., 2017). Estos
resultados pueden reflejar las indicaciones para cirugias de rescate, ya que, en general, no
suelen ofrecerse en progresiones radioldgicas o clinicas con intervalos de progresion cortos.
Esta cuestion es motivo de debate en multitud de comités multidisciplinares, ya que no
existen estudios con adecuada calidad que determinen a partir de qué punto de corte debe
indicarse el tratamiento quirargico de la recurrencia. Algunos grupos manejan cifras
arbitrarias de 6, 9 0 en centros mas clasicos, 12 meses. Nuestra practica clinica habitual
(aunque no en todos los casos) es la de ofrecer al paciente un segundo procedimiento una vez
haya finalizado la fase de adyuvancia con TMZ, mientras que, en los casos en los que
diagnostica una progresion durante el tratamiento con TMZ, solemos optar por un cambio en
el régimen quimioterapéutico. Es por ello que los grupos a comparar presentan diferencias
muy significativas con respecto a la dosis total de quimioterapia recibida tras la primera
intervencion (test x% p=0.001), y que, finalizar el régimen de Stupp parece ser una variable

subrogada del intervalo libre de progresion en nuestro modelo multivariante.

Ademas, el PFS mantiene su impacto pronostico independiente en el analisis
multivariante realizado, considerando la reintervencion como variable tiempo-dependiente en
la regresion de Cox [HR 0.43; IC 95% (0.22-0.83); p=0.012], junto al buen estado clinico

(ECOG 0-1) en la progresion [HR 0.57; IC 95% (0.37-0.88); p=0.011].
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5.11. Grado de reseccion como variable prondstica

El grado de reseccidn en las primeras cirugias y en las reintervenciones ha sido

postulado como uno de los factores prondsticos mas importantes en una gran cantidad de
estudios. El grupo de Yong estudia especificamente esta variable, observando que el riesgo
de fallecer es cinco veces mayor en pacientes con residuos tumorales de més de 3 cm® de
volumen en comparacién con las resecciones completas (Yong et al., 2014).

El anélisis retrospectivo de Quick y colaboradores postula la reseccién completa en la
reintervencién como el Unico factor que influye de forma independiente sobre la PPS tras
realizar un andlisis de regresion multivariante, no aconteciendo asi con el estado funcional, el
estado de metilacion del promotor de MGMT o la duracién del intervalo libre de progresion
(Quick et al., 2014). Resultados similares son aportados por trabajos uni y multicéntricos, que
exponen el discreto beneficio para la supervivencia que supone una reseccion completa en la
reintervencion tras una exéresis inicial incompleta (Bloch et al., 2012; Ringel et al., 2016). En
nuestra serie, este andlisis no procede, ya que la mayoria de los enfermos reintervenidos
fueron pacientes con reseccion completa en la primera intervencién (29 casos, 87.8%).
Estudios recientes de naturaleza prospectiva encuentran una ligera ventaja prondstica con
umbrales de reseccidn en reintervenciones mas bajos (por encima del 80%) (Mukherjee et al.,
2020). Ademas, existe un articulo que describe la relacion entre la reseccion completa y la
mejoria en escalas que evallan la calidad de vida, ademas del aumento de supervivencia

(Suchorska et al., 2016).
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En nuestra serie, hemos dicotomizado el grado de reseccion entre total (GTR) o
subtotal (STR), si se describia la presencia de alguna alteracion de sefial captante de contraste

en la neuroimagen postoperatoria, tanto tras la primointervencion como la reoperacion.

La tasa de resecciones totales en segundas cirugias fue del 87.8% (29 casos) y es
mucho mayor que la reportada en otros trabajos (Barbagallo et al., 2008; de Bonis et al.,
2013; Mukherjee et al., 2020; Quick et al., 2014; Ringel et al., 2016), que oscilan entre un 33
y un 72%. Estas diferencias podrian explicarse por las indicaciones altamente selectivas
mencionadas previamente o el uso de asistentes quirdrgicos como la RM intraoperatoria o la

fluorescencia oncologica proporcionada por el 5-ALA.

La variable “grado de reseccion en reintervenciones” no fue incluida en el analisis
multivariante de nuestro trabajo, debido al bajo niUmero de pacientes en nuestra serie con
resecciones incompletas o no evaluadas (n=4). Ademas, el objetivo del trabajo es comparar a
los pacientes reintervenidos con un grupo en el que no se realiza este procedimiento, y en el
que, por tanto, no se evalUa ningun tipo de reseccion. Por ello, nuestro andlisis no pretende
demostrar que la reseccidn total en cirugias de rescate suponga un beneficio prondstico. Sin
embargo, en el andlisis univariante realizado en el grupo de reintervenidos, la “reseccion
completa en la reintervencion” resulto ser un factor de proteccion estadisticamente

significativo [HR: 0.24, 1C 95% (0.07-0.74), p=0.014].
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5.12. La importancia del andlisis multivariante para la busqueda de variables

subrogadas

Nuestros resultados arrojan grandes diferencias al evaluar los factores pronosticos en
funcion de si se utilizan regresiones de Cox uni o multivariantes. El analisis univariante para
supervivencia global identifico la metilacion del gen MGMT, la finalizacion de esquema
Stupp, el estado funcional en la progresion, el intervalo libre de progresion mayor de 10
meses Yy la reintervencion como variables con influencia estadisticamente significativas. Sin
embargo, en el andlisis multivariante, solo el intervalo libre de progresion mayor a la mediana
permanecié como variable pronostica estadisticamente significativa, postulando a las demas
variables como subrogadas (el grado de metilacion del promotor del gen MGMT no se
incluy6 en el andlisis multivariante por carecer de esta informacién en un niimero importante

de casos).

Aun asi, diversas publicaciones cientificas adjudican a la reoperacion la propiedad de
aumentar la supervivencia basandose inicamente en resultados estadisticos procedentes de
regresiones univariantes (Ening et al., 2015; Michaelsen et al., 2013b; J. K. Park et al., 2010;
Ringel et al., 2016; Scorsetti et al., 2015). De seguir este planteamiento analitico, nuestras
conclusiones serian diametralmente opuestas a las expuestas, ya que, segin el analisis
univariante, se asume que la pertenencia al grupo “reintervencion” estd ligado a un menor

riesgo de fallecer de forma significativa [HR: 0.54; IC95% (0.34-0.83); p=0.006].
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5.13. Discusion de las complicaciones

Con respecto al tipo de procedimiento, concluimos que no existen diferencias
estadisticamente significativas con respecto a las complicaciones. Sin embargo, las
puntuaciones obtenidas en la escala ECOG tras el ingreso hospitalario fueron
significativamente mas altas en los pacientes biopsiados, y afirmamos que las indicaciones de
la biopsia obedecieron mas a factores relacionados con la localizacion del tumor que al estado
funcional del paciente. Esta discrepancia puede explicarse por que nuestra serie no analiza el
ECOG preoperatorio, que puede ser mas elevado en los pacientes biopsiados antes del
procedimiento. Estos tumores son més proclives a invadir areas elocuentes y producir

focalidad neurologica, impactando sobre el valor de la escala ECOG.

Con respecto a las reoperaciones, aunque algunos articulos comunican un indice de

complicaciones permanentes de hasta un 30% en pacientes sometidos a reintervenciones

(Sacko et al., 2021), nuestra tasa de eventos adversos en segundas cirugias esta en
consonancia con lo reportado en otros trabajos (Ening et al., 2015; Ringel et al., 2016) y
dentro de porcentajes aceptables en la literatura. La revision sistematica de Robin y
colaboradores en recidiva de glioblastoma estima una tasa de complicaciones aproximada de
18.9% al cotemplar los datos de las 16 publicaciones que reportaban eventos adversos. Sin
embargo, se aprecia una heterogeneidad entre los distintos estudios a la hora de catalogar las
complicaciones, ya que en algunos casos Unicamente se cotemplan los déficits permanentes o
las complicaciones que requirieron ingreso en la UCI u otro procedimiento posterior. En
nuestro caso, se registrd una complicacion en un tercio de los pacientes reintervenidos (11

casos, 33.3%), aunque la gran mayoria fueron leves y no requirieron ningun tratamieto
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invasivo para su manejo. Es por ello que los porcentajes no son superponibles y la
comparativa deberia realizarse en base a una clasificacion de complicaciones previamente
validada. Segun la clasificacion de Landriel-Ibafiez (Ibafiez et al., 2011), la mayoria de las
complicaciones fueron catalogadas como grado | (8 pacientes, 24.2%), mientras que en 3
pacientes se produjeron eventos catalogados como grado Il (9.0%). No se produjo ningun
fallecimiento (complicacion grado IV) como causa directa o indirecta de la reintervencion en

nuestra serie.

Por otro lado, el andlisis de Ringel y colaboradores encuentra un ligero aumento en el
porcentaje de complicaciones en segundos procedimientos al compararlos con la cirugia
inicial (5% de eventos adversos no neurolégicos, 7% de déficits transitorios y 5% de déficits
permanentes en primeros procedimientos frente al 7%, 9% y 8% respectivamente en
reintervenciones) (Ringel et al., 2016). Nuestros resultados no parecen evidenciar esta
tendencia. Al comparar las primointervenciones con intencion radical (n=214) con los
segundos procedimientos (n=33), observamos algun tipo de complicacion en un 38.3% y
33.3% respectivamente. El tipo de evento adverso mas frecuente es el de grado | en ambos
procedimientos y no se observa un aumento de complicaciones mas graves en las
reintervenciones, de hecho, solo se registraron complicaciones de grado 111 o IV en las
primointervenciones. Esta observacion podria estar justificada una vez mas por la alta
selectividad de los casos considerados para reintervencion en términos de caracteristicas

clinico-radiolégicas.

Por tanto, a pesar de buenos resultados clinicos en segundas intervenciones de

glioblastoma (indicaciones mas selectivas, altos porcentajes de reseccion completa y
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complicaciones en rango aceptable), nuestro analisis no demuestra una ventaja en la
supervivencia, de hecho, como hemos visto en el apartado de resultados y examinaremos mas
adelante, al considerar la reintervencion como una covariable tiempo-dependiente parece ser

un factor de riesgo (HR 1.76; p=0.017).

5.14. Comparacion de los grupos de interés

La creacion de grupos comparables es una de las dificultades mas importantes a la

hora de evaluar el beneficio clinico de las reintervenciones en casos de glioblastoma. Esto es
debido a que la situacion clinica de cada paciente es muy variable y esta bajo la influencia de
multitud de factores: estados funcionales diferentes que pueden variar durante el curso de la
enfermedad, uso de diferentes tipos de tratamiento sistémico o toxicidades derivadas de la
quimioterapia que obligan a suspender, postponer o disminuir las dosis 6ptimas, entre otros.
Con el objetivo de hacer lo méas semejante posible los grupos a comparar, hemos realizado
una cuidadosa seleccion de pacientes. Durante los 15 afios de revisidn, 350 pacientes han sido
diagnosticados de glioblastoma en nuestro centro y tras aplicar los criterios de exclusion,
Unicamente hemos realizado el analisis estadistico inferencial con 117 (33.4%). Solo se han
valorado los casos que han recibido tratamiento activo en la progresion, pero excluyendo
previamente los pacientes diagnosticados mediante biopsia como tratamiento quirdrgico
inicial, debido a que, inherente a la localizacién o extension de su lesidn, estos enfermos
presentan datos prondésticos significativamente peores (15 meses frente a 5 meses de mediana

de OS en intentos de reseccion completa frente a biopsias; test log-rank, p<0.001).
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Como podemos analizar en la tabla 15, al comparar las variables clinicas mas
relevantes entre los grupos, encontramos que no hay diferencias significativas en la edad,
sexo, antecedentes médicos, volumen tumoral, complicaciones o estado funcional tras la
primera intervencion. Tampoco hallamos disparidades en ningun aspecto
inmunohistoquimico o de biologia molecular estudiado (p53, IDH-1, Ki67, EGFR, metilacion
promotor MGMT; tabla 16). Si que se observan diferencias en el grado de reseccion inicial,
ya que la mayoria de los pacientes en el grupo “reintervencion” recibieron una reseccion
completa en la primera intervencion (test x*; p=0.036). También se detectan diferencias en el
momento del diagndéstico de la progresion, ya que mas sujetos de la cohorte de reintervenidos
presentan una recidiva descubierta unicamente por neuroimagen de seguimiento (test xz;
p=0.020) y por tanto estan asintomaticos o con sintomas leves (test x*; p=0.001). Por Gltimo,
la complecién del esquema Stupp es muy diferente entre grupos (test ¥ p=0.001); esto pude
deberse a la diferencia que existen entre ellos con respecto al intervalo libre de progresion
(mediana de 12 meses en reintervenidos frente a 9 meses en grupo control; test log-rank;
p=0.002). El régimen de Stupp suele completarse a los 10-12 meses del diagndstico, ya que
comienza aproximadamente al mes de la intervencion, después le siguen 2 0 3 meses en los
que se realiza la fase de concomitancia y la neuroimagen de control de tratamiento, para
posteriormente cumplir la fase de adyuvancia con TMZ durante 6 meses. Es por ello que en
los pacientes en los que la recidiva se detecta durante la fase de adyuvancia (PFS igual o
menor a 9 meses), se realiza un cambio de tratamiento y son categorizados como “Stupp
incompleto”. Debido a las indicaciones descritas anteriormente, estos pacientes no suelen

considerarse en general para nuevas cirugias y perteneceran al grupo control.
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Sin embargo, en la literatura encontramos trabajos que incluyen a los pacientes en los
que se desestimo la cirugia rersectiva en el momento del diagnéstico o a aquellos candidatos
a tratamiento sintomatico exclusivo en la progresion (Ening et al., 2015; Chen et al., 2016;
Wann et al., 2018; Woernle et al., 2015) dentro del grupo de no reintervenidos, incurriendo
probablemente en un sesgo de seleccidn y sobreestimando las diferencias de supervivencia

entre grupos (Delgado-Fernandez et al., 2017).

5.15. El sesgo de seleccion y el sesgo temporal

Uno de los motivos que podria explicar la discrepancia de resultados que existe en la

literatura es la posibilidad de sesgos de seleccion de los pacientes, en los que los mejores

candidatos son seleccionados para procedimientos de rescate (Chaichana et al., 2013; Chen et
al., 2016; Delgado-Fernandez et al., 2017; Ening et al., 2015; Helseth et al., 2010; Tully et al.,
2016). Por otro lado, la ventaja en términos de OS para los pacientes reintervenidos podria
estar en relacion con caracteristicas propias del paciente y/o del tumor que con el
procedimiento propiamente dicho. Esta cuestion fue analizada por Tully y colaboradores. En
su trabajo, estudian una serie de pacientes con diagnostico de glioblastoma, tratadosen dos
centros australianos durante 4 afios. Los autores observan una diferencia estadisticamente
significativa para OS entre el grupo de pacientes reintervenidos en la recidiva y el grupo de
no reintervenidos (20.1 vs 9 meses; p=0.0001). La reintervencion persiste ademas como
factor de proteccion en su analisis multivariante [HR: 0.646, IC 95% (0.543-0.922),
p=0.016]. Sospechando un sesgo de seleccion, los autores proponen la creacion de subgrupos

y excluyen de ambos grupos los casos que presentan caracteristicas clinicas poco favorables,
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tales como edad avanzada o puntuaciones bajas en escalas de valoracion funcional. Su trabajo
revela que, al excluir estos casos, la reintervencion desaparece como variable pronostica de

los modelos uni y multivariante (Tully et al., 2016).

Otro aspecto que tiene en cuenta en nuestro trabajo es la importancia del sesgo
temporal. Diferentes estrategias han sido evaluadas en la literatura para combatir este tipo de
error y con frecuencia son empleadas en otras areas de conocimiento médico, como, por
ejemplo, en el estudio de la eficacia de la terapia adyuvante en cancer de mama (Jatoi et al.,
2011) o creacion de modelos prondsticos cancer de colon (Bolard et al., 2001). La gran
mayoria de estudios analizados en esta tesis consideran la reintervencién como una variable
fija en el tiempo, al igual que mas de un 40% de los trabajos publicados en revistas médicas
de alto impacto segun un estudio que evalud especificamente el nimero de publiocaciones
que incurrian en este tipo de error (van Walraven et al., 2004). Los sesgos temporales ocurren
cuando los datos relativos a la exposicion a una determinada variable (en nuestro caso, la
reintervencién) se conocen al inicio del analisis. Ademas, es posible estimar la direccion del
sesgo en funcion de los resultados; por ejemplo, si la exposicion a ese factor no produce
ningun efecto en el tiempo, el analisis sesgado temporalmente mostrara una prolongacion; si
existe un efecto de prolongacién de la supervivencia, el analisis con sesgo evidenciara una
prolongacion todavia mayor; pero, si, por el contrario, existe un efecto de aceleracion (menor
supervivencia), el analisis con sesgo mostrara, al menos, un efecto menos pronunciado. El
articulo de Beyersmann y colaboradores demuestra mediante formulas simples este tipo de
sesgo al estudiar la neumonia adquirida en una Unidad de Cuidados Intensivos en un centro
asistencial de Berlin durante un afio. De forma similar a nuestro trabajo, realizan dos tipos de

analisis; el primero considera la infeccion como una variable fija en el tiempo, de manera que
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Unicamente los pacientes que no sufren este evento adverso estan incluidos en el grupo
control, el segundo; la considera como una variable tiempo-dependiente de manera que todos
los pacientes estan incluidos al inicio del estudio en el grupo control y las transiciones de
grupo se producen Unicamente en el momento en el que se desarrolla la exposicion. Al tratar
a la neumonia nosocomial como variable tiempo-dependiente se observa un aumento de la
estancia en UCI, sin embargo, si este factor no se tiene en consideracion, se observa un
aumento de la estancia todavia mayor, probablemente debido al sesgo de temporalidad

(Beyersmann et al., 2008).

El tiempo que transcurre desde el diagnostico hasta la recurrencia de la enfermedad y
la eventual reoperacion no es predecible, y por ello, este procedimiento es una variable de
naturaleza tiempo-dependiente. Por tanto, ignorar el momento de la exposicion en una
variable dependiente del tiempo, como es un procedimiento quirdrgico puede generar
resultados erréneos. Algunas publicaciones recientes tienen en cuenta este sesgo y consideran
el impacto pronostico de las reoperaciones en glioblastoma utilizando regresiones de Cox con
covariables dependientes del tiempo. Goldman y colaboradores detectaron que, con el uso de
la metodologia clasica, la reintervencion estaba asociada con un menor riesgo de fallecer
[HR: 0.62; IC 95% (0.43-0.90); p=0.001] y que el empleo de regresiones con covariables
tiempo-dependientes modificaba completamente las conclusiones, al evidenciar que este
procedimiento podia tratarse de un factor de riesgo asociado a mayor mortalidad [HR: 2.19;
IC 95% (1.47-3.28); p<0.001] (Goldman et al., 2018). Otro trabajo de un grupo espariol con
cohortes de tamafio muy similar a nuestro estudio realiza un estudio retrospectivo en
glioblastomas durante once afios, excluyendo previamente las biopsias del analisis. Realizan

diferentes métodos estadisticos tiempo-dependientes como el test de Simon-Makuch (R.
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Simon & Makuch, 1984) o el “landmarking test”, asi como regresiones de Cox clasicas y
tiempo-dependientes. El “landmarking test” es otra herramienta matematica que consiste en
la creacion percentiles de tiempo y la valoracion de las diferencias de supervivencia entre
grupos en ese momento. Los pacientes que componen el grupo varian en el percentil a estudio
en funcion de si se han expuesto al factor a estudio (en este caso la reintervencion). En este
articulo se describe una diferencia inicial en la supervivencia global estadisticamente
significativa entre grupos (22.2 versus 11.8 meses; test log-rank; p<0.001). La regresion de
Cox clasica también evidencia a la reoperacion como una variable con HR significativo para
la OS [HR: 0.649; IC 95% (0.434-0.97); p=0.035]. Sin embargo, aplicando test estadisticos
para corregir los sesgos temporales, se observa que las diferencias son insignificantes
[regresion de Cox tiempo-dependiente para OS: HR: 0.997, IC 95% (0.976-1.018); p=0.750]
o incluso, que los datos de supervivencia son peores en el grupo de reintervenidos (Delgado-

Fernandez et al., 2020).

La generalizacion de sesgos de origen temporal en la mayoria de trabajos que abordan
esta cuestion ha suscitado la creacion de un meta-andlisis reciente. En él, se analizan 21
articulos que proporcionan datos de supervivencia en recurrencia de glioblastoma para
interpretar los datos de una manera clasica o considerando la reoperacién como una
covariable dependiente del tiempo. De nuevo, se observa una inversion de los resultados al
evaluar la reintervencion con metodologia estadistica tiempo-dependiente. Al considerarla
como covariable fija en el tiempo se observa que esta asociada con mejor OS [HR: 0.66; IC
95% (0.61-0.71); p<0.001] y PPS [HR: 0.70; IC 95% (0.57-0.88); p<0.001]; sin embargo, el

efecto beneficioso sobre la supervivencia desaparece si se analiza como covariable tiempo-
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dependiente [0S HR: 2.19; IC 95% (1.47-3.27); p<0.001 y PPS HR: 0.95: IC 95% (0.82-

1.10); p=0.51] (Y.-H. Zhao et al., 2019).

Nuestros resultados evidencian el mismo fenémeno, pese a que en el analisis

multivariante clasico ya se obtenia una pérdida de la significacion estadistica. Recopilamos

los resultados de los modelos de Cox realizados en nuestra serie y centrandonos

especificamente la reoperacion, encontramos:

OS: Los resultados del analisis univariante clasico muestran la reintervencion
como factor asociado de manera estadisticamente significativa a mayor
supervivencia [HR: 0.54; IC 95% (0.34-0.83); p=0.006]. La regresion
multivariante la asocia con una tendencia hacia mayor supervivencia, pero sin
significacion estadistica y apunta a que la relacion encontrada en el modelo
univariante podria ser debida a la presencia de otras variables subrogadas con
mayor impacto pronostico [HR: 0.75; IC 95% (0.46-1.21); p=0.248]. En la
regresion de Cox considerando a la reintervencion como variable tiempo-
dependiente, esta resulta ser factor de riesgo estadisticamente significativo [HR:
1.76; 1C 95% (1.10-2.80); p=0.017].

PPS: La reintervencion no demuestra influencia sobre la PPS (HRs de 0.73 y 0.76
en la regresion uni y multivariante respectivamente, con valores de p no
significativos e intervalos de confianza que incluyen el valor 1). Considerando la
reintervencion como variable tiempo-dependiente, tampoco observamos un
impacto pronostico significativo sobre la PPS [HR: 0.98; 1C95% (0.77-1.13),

p=0.531].
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5.16. ; Debemos contraindicar las reintervenciones por suponer un factor de

riesgo?

A pesar de los resultados obtenidos, la reintervencion quirdrgica no debe, en ningdn
caso, ser desterrada de entre las opciones terapéuticas a plantear en el paciente con recidiva
de glioblastoma. Es importante recordar que la cirugia también tiene un papel en el alivio
sintomatico para el paciente, mejorando su calidad de vida al disminuir el edema asociado, la
hipertensién intracraneal o los requerimientos de corticoesteroides. La consideracion de la
reintervencién con metodologia tiempo-dependiente en los analisis de supervivencia deberia
ser la norma de los nuevos trabajos que evallen la eficacia de intervenciones multiples en la

progresion del glioblastoma, con el fin de evitar sesgos temporales.

Postulamos diversas terorias para explicar la ausencia de beneficio de la reoperacion
sobre la supervivencia global o la supervivencia post-progresion de los pacientes
reintervenidos. Una de ellas podria radicar en que un nuevo procedimiento obliga a suspender
durante las 4 semanas previas, el tratamiento con bevacizumab; y posteriormente, se produce
también un retraso en el inicio del tratamiento complementario. Asi mismo, algunos trabajos
demuestran que el tiempo libre de progresion influye de manera significativa sobre el valor
prondstico de la reintervencion, es decir aquellos pacientes con un fenotipo tumoral mas
agresivo seran los que presenten recidivas mas tempranas y, en ellos, la reintervencion
probablemente tenga un escaso papel (Y.-H. Zhao et al., 2019). Otro factor a considerar es
que el objetivo de reseccidn en reintervenciones suele ser la zona captante de contraste, sin
tener en cuenta los cambios de sefial adyacentes en secuencias T2 o FLAIR, que son mas

difusos y por tanto mas complejos de tratar en la reseccién macroscépica. Es posible que, en
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el momento de la reintervencion, un nuevo procedimiento quirdrgico no tenga ningun efecto
sobre la llamada enfermedad microscopica, que podria estar ya extensamente diseminada a

través de las comisuras interhemisféricas o de las fibras blancas largas y cortas en “u”,

impactando de forma nula o incluso negativamente sobre el pronastico.

5.17. Reseccion supramdxima

La consideracion del area de alteracion de sefial adyacente a la captacion de contraste
en secuencias T1 como enfermedad ha suscitado una nueva tendencia en el campo de la
neurooncologia de los gliomas de alto grado, y algunos autores hablan de la reseccion
supraméaxima, gque tiene como objetivo mejorar el prondstico del enfermo al incidir
quirdurgicamente sobre ella. Existen varias revisiones sistematicas y meta-analisis recientes
que han evaluado su utilidad en glioblastoma de nuevo diagnostico. Aungue los estudios
incluidos no gozan de buena calidad, parecen evidenciar que la extirpacion del area adyacente
a la zona captante podria mejorar tanto la OS como el PFS, sin un aumento en la tasa de
complicaciones (Dimou et al., 2020; C. Jackson et al., 2020). Sin embargo, la definicion
anatomica o radioldgica de lo que se considera reseccion supramaxima no esta bien
delimitada ni es homogénea entre los estudios, por lo que se antoja necesaria la creacion de
estudios bien disefiados, prospectivos y aleatorizados. Recientemente, el grupo de Shah
encuentra diferencias significativas de supervivencia en pacientes a los que les practica una
lobectomia en casos de glioblastoma que asientan sobre parénquima no considerado
elocuente al compararlos con una reseccion clasica del area captante (Shah et al., 2020). De

todas maneras, esta practica se esta valorando Unicamente en glioblastomas de nueva
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aparicion y todavia no se ha publicado ningun trabajo que haya estudiado su impacto en las

recurrencias.

5.18. La reintervencion en pacientes de edad avanzada

Los gliomas de alto grado se presentan con frecuencia en pacientes de edad avanzada.
Cada vez existen mas publicaciones cientificas que analizan especificamente la repercusion
de las distintas terapias y el prondstico en este grupo de edad, definiéndolo arbitrariamente
como superior a los 65 o 70 afios, seglin los autores. En general, la literatura reporta
resultados e indices de complicaciones similares a los encontrados en los pacientes mas
jovenes, por lo que no postulan a la edad como factor limitante de un tratamiento agresivo en
la progresion, si estd indicado por otros factores clinicos o radiologicos (D’ Amico et al.,
2015; Zanello et al., 2017). Hemos analizado las diferencias en términos de supervivencia y
complicaciones de los 4 pacientes reintervenidos en nuestra serie con mas de 70 afios.
Aunque el numero es muy escaso para poder establecer conclusiones definitorias,
observamos pocas diferencias en relacion con el grupo de sujetos mas jovenes. Un paciente
presentd una complicacion catalogada como grado I, lo que supone una tasa del 25% que esté
en consonancia con el 30.3% de los controles de menores de 70 afos. Con respecto al
beneficio de sobrevida, el test de rango logaritmico tampoco encuentra diferencias
significativas (p=0.345). De nuevo, es posible que la vision de un prondstico ominoso y el
caracter paliativo de estos procedimientos puede propiciar que se infraindiquen las
reintervenciones en pacientes de edad avanzada, teniendo resultados y complicaciones

comparables a las de los sujetos mas jovenes. Por ello, pensamos que, si la citorreduccion
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tiene como objetivo la mejoria sintomadtica del paciente, la edad no debiera de ser un factor

limitante a la hora de la indicacion.

5.19. Analisis especifico en gliomas grado 111

La catalogacion de gliomas anaplasicos carece de vigencia en la actualidad, ya que
esta deberia hacerse en base al estado de la mutacion IDH y de la codeleccion Ipl9q. Sin
embargo, debido a la extension temporal de nuestra serie, carecemos de dicha informacién en
un gran numero de casos, por lo que se realiza un analisis del grupo de gliomas grado III de la

OMS segun la clasificacion de 2007 (Louis et al., 2007).

Observamos una gran diferencia en términos de supervivencia entre las cirugias con
intencion radical y las biopsias, sobre todo con respecto a la OS (79 frente a 9 meses,
p=0.000). Las dieferencias en la mediana de la PPS entre grupos fueron menos significativas

(17 frente a 7 meses; p=0.051), probablemente debido al escaso nlimero muestral (n=77).

Tras aplicar los mismos criterios de exclusion que en los gliomas de grado IV,
podemos analizar tinicamente 15 sujetos, de los que (n=8) fueron tratados con una nueva
intervencion y (n=7) solo con tratamiento sistémico. El andlisis comparativo entre grupos
tiene una limitacién importante, debido de nuevo al reducido niimero de sujetos a estudio.
Adn asi, no se detectan diferencias en las variables estudiadas: edad, sexo, comorbilidades,
volumen tumoral, complicaciones y grado de reseccion tras la primera intervencion, estado

clinico tras el diagnostico o en la progresion, cumplimiento del régimen de Stupp o esquemas
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quimioterapicos de segunda linea (tabla 37). La tinica diferencia con significacion estadistica
entre grupos fue el patrén radioldgico de progresion, ya que todos los pacientes en los que se
indico la reoperacion, y solamente uno de los pertenecientes al grupo de tratamiento
sistémico, presentaban recaidas catalogadas como locales sin invasion de zonas elocuentes

(test ¥*; p=0.009).

El escaso numero muestral afecta también al analisis comparativo de supervivencia
entre los grupos de interés, pudiéndose observar valores de supervivencia claramente
superiores en la cohorte de reintervenidos, aunque sin alcanzar significacion estadistica (OS:
43 meses en reintervenidos frente a 20 meses en grupo control; p=0.161 y PPS: 21 meses en

reintervenidos frente a 12 meses en grupo control; p=0.096).

Aunque parece que la reintervencion podria tener mas impacto prondstico en los
gliomas de menor grado histolégico, el tamafio muestral de nuestra serie es insuficiente para
poder realizar dicha afirmacion. De hecho, a pesar de que existe mucha literatura acerca de la
utilidad de la reintervencion en glioblastoma, las publicaciones cientificas que evalGan
especificamente este tipo de procedimientos en gliomas grado I11 son muy escasas y
pertenecen a la era pre-Stupp (Barker et al., 1996), probablemente por su menor prevalencia.

Un estudio reciente analiza la PPS en un pequefio grupo de pacientes reintervenidos
de astocitomas anaplasicos con resultados menores a los obtenidos en nuestra serie (mediana
de 13 meses) (Salvati et al., 2019). Consideramos que la creacion de nuevos trabajos
multicéntricos obedeciendo a la nueva clasificacién de la OMS (Louis et al., 2021) es una
herramienta indispensable para dirimir esta cuestion. En la creacion de modelos prondsticos

se deberia incluir también el intervalo libre de progresion, factor que en nuestro analisis se
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evidencia muy diferente entre grupos, aungue sin significancia estadistica, de nuevo
influenciado por el escaso tamario de la muestra (PFS: 26 meses en reintervenciones frente a

13 meses en grupo control; p=0.183).

5.20. Limitaciones

Existen una serie de limitaciones en nuestro estudio, que desarrollamos a

continuacion:

En primer lugar, todos los estudios de naturaleza retrospectiva comparten una serie de
condicionamientos. La significacion de los resultados finales y la potencia estadistica del
estudio podrian estar mermadas por la falta de algunos datos en la historia clinica o la
estimacion indirecta de algunos parametros, como las escalas de valoracion funcional, que en
casos puntuales fueron recogidas a partir de cursos clinicos de los informes médicos.
Asimismo, la falta de uniformidad en las indicaciones de la reintervencion al tener en cuenta
una serie de 15 afios da lugar a inevitables sesgos de seleccion. Por motivos éticos, hasta la
fecha no se han publicado resultados procedentes de estudios aleatorizados y controlados
considerando la reintervencidon como tratamiento a estudio, probablemente debido a la
controversia que existe en la literatura acerca de su impacto en la supervivencia de estos
enfermos. Sin embargo, en la actualidad existe un ensayo clinico aleatorizado y controlado
fase II en desarrollo, llamado RESURGE. El objetivo principal de este ensayo aleatorizado
iniciado en 2015 es el de comparar los resultados de la PPS en 120 pacientes asignados de

forma aleatoria a razén 1:1 a los grupos a estudio (reintervencion seguida de quimioterapia de
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2% linea frente a quimioterapia de 2* linea como Unico tratamiento). Pretende realizar de
forma auxiliar un analisis de subgrupos en funcion del grado de reseccion (completa /
incompleta). Los detalles relativos al ensayo clinico pueden consultarse en

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02394626.

Adicionalmente, se ha puesto en marcha otro ensayo clinico prospectivo multicéntrico
y aleatorizado que pretende testar si una nueva intervencion prolonga la OS como minimo 3
meses desde la inclusion en el estudio (Patel et al., 2022). En ¢€l, se implicaran 250 pacientes
en los que el cirujano prevé que un segundo procedimiento en la progresion puede aumentar
las cifras de supervivencia y la calidad de vida. Los sujetos serdn aleatorizados en los grupos
a estudio (reintervencion y tratamiento estdndar versus tratamiento estandar sin
reintervencion) a razon 1:1 con balance entre cohortes en relacion a factores prondsticos,
como la edad, el estado funcional y el grado de metilacion del promotor del gen MGMT. Los
detalles del ensayo, que prevé su finalizacion en 2031 pueden consultarse en

https://clinicaltrials.eov/ct2/show/NCT04838782.

Por otro lado, a pesar de que se trata de una serie que recoge 15 afios de investigacion,
el hecho de que el presente estudio sea unicéntrico limita también el tamafo de la serie y
reduce la potencia estadistica de los resultados, en comparacion con otros obtenidos de
manera multicéntrica (Audureau et al., 2018; Ringel et al., 2016; Suchorska et al., 2016;
Zanello et al., 2017). Sin embargo, una ventaja del andlisis de una base de datos procedente
de una tnica institucion radica en la disminucion de los posibles efectos de confusion entre
diferentes unidades neuroquirtrgicas y el contraste entre grupos mas homogéneos. Ademas,
nuestra evaluacion considerando la reintervencién como covariable tiempo-dependiente,

agregara datos para futuros meta-analisis que empleen este tipo de metodologia.
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De forma adicional, debemos tener en consideracioén que las escalas de valoracion

funcional no examinan todos los matices en relacion con la calidad de vida de los pacientes.

La tendencia racional actual es la de evaluar el impacto de las terapias médicas no sélo en la
supervivencia, sino también en los aspectos referentes a la calidad de vida. En este sentido, el
trabajo del grupo de Mukherjee y colaboradores analiza la repercusion de la reintervencion en
el cuestionario SF-36 (Short Form 36) que interroga sobre aspectos en relacion con el dolor
fisico, la vitalidad, la salud mental, el funcionamiento social y la vitalidad, entre otros
(Mukherjee et al., 2020). La condicion retrospectiva de nuestro andlisis impide su evaluacion,

que juzgamos indispensable en nuevos trabajos que asesoren esta cuestion.

Por ultimo, cabe destacar que los avances en medicina molecular han modificado por

completo la clasificacion de la OMS de los tumores del SNC (Louis et al., 2021), ya que la
determinacion del estado mutacional de /DH y otros atributos moleculares son indispensables
para su categorizacion. Teniendo en cuenta este nuevo prisma, tumores que exhiben mutacion
IDH deberan considerarse dentro de un mismo grupo, con independencia de sus
caracteristicas histopatologicas. De forma contraria, se puede emitir el diagndstico de
glioblastoma ante un tumor /DH-wildtype que presenta alguna de las siguientes
anormalidades genéticas (mutacion del promotor de TERT, amplificacion de EGFR o
anomalias cromosomicas 7 /10) con independencia de si presenta proliferacion microvascular
o areas de necrosis. Nuestro analisis comienza en 2005, afio en el que el estado mutacional de
IDH no formaba parte de la caracterizacion molecular rutinaria en gliomas por parte de la
mayoria de las instituciones en entre las que nos incluimos; y por ello, el analisis
anatomopatologico se basa mds en criterios microscopicos que de biologia molecular,

siguiendo una clasificacion precedente (Louis et al., 2007). Aunque ya apreciamos algunos
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ejemplos en la literatura (Patel et al., 2022), los futuros trabajos deberan considerar la
homogenizacion del perfil molecular de los casos a estudio siguiendo las nuevas
clasificaciones, con el fin de evitar los sesgos que inherentemente se produciran al examinar

tumores con distinto comportamiento biologico.
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6. CONCLUSIONES

La repercusion de la reintervencion en las recidivas de gliomas de alto grado contintia
siendo controvertida en la actualidad y motivo de debate en las publicaciones cientificas que
abordan especificamente este problema.

Considerar a la reintervencion como el tnico factor prondstico relevante en la
supervivencia global o post progresion supone un exceso de simplificacion, ya que implica la
asuncion de que las cohortes a comparar son homogéneas en el resto de sus caracteristicas. A
ello, debe sumarse la reflexion de que es posible que se sobreestimen los beneficios en
términos de supervivencia al evaluar la reintervencion como variable fija en el tiempo.

A dia de hoy, los trabajos que examinan las cirugias de rescate han demostrado un
minimo impacto en la sobrevida de estos enfermos y més estudios con metodologia tiempo-
dependiente son necesarios para afirmar que realmente este procedimiento pueda suponer un
factor de riesgo.

Se antoja indispensable la creacion de trabajos de naturaleza multicéntrica,
prospectiva y aleatorizada, con grupos que presenten caracteristicas clinicas e indicaciones
quirargicas homogéneas; y que obedezcan a los nuevos sistemas de clasificacion basados en
la biologia molecular del tumor, para el correcto analisis del efecto de la reintervencion sobre
la supervivencia y calidad de vida de los pacientes afectos de recidivas de gliomas de alto

grado.
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Capitulo 11

ANALISIS DE LOS CAMBIOS DEL ESTADO DE
METILACION DEL PROMOTOR DEL GEN
MGMT MEDIANTE PIROSECUENCIACION EN

RECIDIVA DE GLIOBLASTOMA
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1. JUSTIFICACION

A pesar de los recientes avances en neuro-oncologia, los gliomas de alto grado siguen
estando asociados a mal prondstico vital. Es posible que la comprension de los mecanismos
que subyacen a las anomalias genéticas presentes en estas lesiones pueda favorecer la
creacion de nuevos farmacos y dianas terapéuticas que modifiquen la historia natural de la
enfermedad, hasta convertirla en un proceso cronico o incluso propiciar su curacion. Hasta la
fecha, las unicas alteraciones genéticas que han demostrado de forma consistente su relacion
con la supervivencia son la mutacion IDH y el estado de metilacion del promotor MGMT,
mientras en que otras (amplificacion del gen EGFR, mutacion TP53, pérdida de
heterocigosidad del cromosoma 10), los resultados son contradictorios.

Aunque el estado de metilacion de MGMT se ha postulado como factor prondstico y
de respuesta terapéutica hace mas de dos décadas (Esteller et al., 2000), existen una serie de
incognitas acerca de su papel en los gliomas de alto grado que atn a dia de hoy siguen siendo
motivo de debate en la literatura médica. Entre ellas, destaca el hecho de que se han
documentado cambios en el patrén de metilacion MGMT al comparar dos muestras separadas
en el tiempo procedentes del mismo paciente, tras el tratamiento con radio y quimioterapia.
Como se destaco en la Introduccion, se teorizan diversos mecanismos para explicar este
fendmeno entre los que destaca la seleccion clonal inducida por la temozolamida. Ademas, es
posible que los procesos postulados no sean excluyentes y en su conjunto puedan explicar
parte de las diferencias encontradas.

El segundo trabajo de esta tesis doctoral tiene como objetivo estudiar los posibles
cambios en el estado de metilacion del promotor del gen MGMT en una cohorte homogénea

de pacientes diagnosticados y tratados por glioblastoma y reintervenidos en la recidiva
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nuestro centro, utilizando la pirosecuenciacion como técnica de diagndstico molecular. Esta
permite conocer el porcentaje de metilacion de cada uno de los dinucleotidos CpG del
promotor estudiados. Hipotetizamos que es posible que cambios mas sutiles puedan pasar
desapercibidos al emplear técnicas de uso mas frecuente en las publicaciones cientificas,
como la MSP y que la metodologia basada en pirosecuenciacion pueda cuantificarlos. Resulta
de especial interés la uniformidad del tratamiento recibido por la cohorte de pacientes
reintervenidos, ya que casi la totalidad han completado los seis ciclos de temozolamida que
abarca el régimen de Stupp. Por ello se quiere estudiar si existe un decremento porcentual en
el estado de metilacion de los CpG interrogados en las muestras iterativas del paciente
obtenidas en la segunda intervencion tras el curso de la radioquimioterapia. Ademas, se
pretende cotejar la magnitud de estos cambios con los datos de supervivencia de los

pacientes.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis de trabajo: La hipdtesis que se pretende verificar o refutar es la existencia
de un decremento porcentual en el estado de metilacion de los CpG interrogados en el
promotor del gen MGMT mediante la técnica de pirosecuenciacion en pacientes
reintervenidos de glioblastoma que previamente han recibido tratamiento con radioterapia y

temozolamida.

Objetivo General: Estudio de la variabilidad del grado de metilacion del promotor
del gen MGMT mediante pirosecuenciacion en muestras pareadas procedentes del mismo

paciente antes y después de haber sido tratados con temozolamida.

Objetivos especificos:

1. Estudio de la variacion porcentual del grado de metilacion del promotor del gen
MGMT mediante pirosecuenciacion en pacientes reintervenidos de glioblastoma.

2. Estudio de los cambios de metilacion del promotor del gen MGMT mediante
pirosecuenciacion considerando esta variable como categoérica en relacion a puntos de
corte validados.

3. Estudio comparativo de supervivencia entre los pacientes con diferentes grados de
metilacion del promotor del gen MGMT.

4. Estudio de correlacion entre el porcentaje de CpGs metilados y supervivencia.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Seleccion de pacientes y variables a estudio.

Para la seleccion de casos y el estudio de algunas variables clinicas se empled la
matriz de datos utilizada en el primer trabajo de la tesis, incluyendo los casos disponibles en
los afios 2020 y 2021. Unicamente los pacientes con confirmacion histolégica de
glioblastoma segun los criterios de la tltima clasificacién de la OMS (Louis et al., 2021) que
fueron sometidos a mas de una intervencion entre los afios 2005 y 2021 se incluyeron en el
analisis. Por ello, los casos de transformacion maligna (p.ej. gliomas grado III de la
clasificacion en la primera intervencion que evolucionaron a grado IV en la reintervencion),
los diagnosticos de radionecrosis en la recidiva sin evidencia de tejido tumoral viable y las
lesiones de grado IV que presentaban mutacion de /DH fueron excluidas del andlisis. Las
muestras de tejido tumoral incluidas en parafina y fijadas con formol se obtuvieron

retrospectivamente del banco de tejidos del Servicio de Anatomia Patologica.

Se recopilaron las siguientes variables clinicas para crear una segunda matriz de datos

de menor tamano:
-Sexo.

-Edad al diagnostico.

-Tipo de tratamiento tras la primera intervencion: Debido a que son pacientes en los

que se plante6 una segunda intervencion, se trata de un subgrupo con mejor

pronostico y cifras de intervalos libres de progresion mas largas. Es por ello que
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todos los pacientes comenzaron el esquema Stupp y vamos a distinguir unicamente
dos situaciones:

=  Stupp completo: El paciente realizé radioquimioterapia

concomitante y posteriormente recibid los 6 ciclos de
temozolamida adyuvante, pudiendo recibir algun tipo de
quimioterapia adicional si el centro se encontraba en fase de
participacion de algin ensayo clinico multicéntrico.

= Stupp incompleto: El paciente realiz6 la fase concomitante del

tratamiento, pero no pudo finalizar los 6 ciclos de adyuvancia con
TMZ debido a toxicidades de diferente tipo, progresion de la
enfermedad u otras causas.

-Grado de metilaciéon del promotor del gen MGMT en la primointervencion y en la

recidiva: La evaluacion por pirosecuenciacion se determiné de forma retrospectiva en
la primointervencion y en la reintervencion. En algunos de los casos mas nuevos de
la serie ya se habia realizado esta determinacion en alguna de las intervenciones, por
lo que en estos casos no fue necesario repetir el andlisis. Debido a que la
pirosecuenciacion es un método de naturaleza cuantitativa, el grado de metilacion se
expresd como variable categorica, utilizando puntos de corte recientemente validados
con valor prondstico (Gurrieri et al., 2018) y también como variable cuantitativa
continua (en porcentajes) con el objetivo de sutilizar el analisis estadistico. Los
puntos de corte utilizados fueron:

= Promotor hipermetilado: >29% de metilacion en los CpGs

interrogados.

= Metilacion intermedia; Entre 9-29%.
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=  Promotor no metilado: <9%.

Al igual que en el primer trabajo de esta tesis, los eventos a estudio (variables
dependientes) fueron OS, PFS y PPS. Los pacientes que continuaban vivos al fin del periodo
de seguimiento (31.12.2021) fueron considerados casos censurados.

-0S: Tiempo expresado en meses entre la fecha de la primera intervencion y la fecha

de éxitus (determinada en todos los pacientes).

-PFS: Tiempo expresado en meses entre la fecha de la primera intervencion y el

diagnostico de progresion mediante neuroimagen (RM) segun los criterios RANO
(Wen et al., 2010).
-PPS: Tiempo expresado en meses que discurre entre el diagnostico de progresion y la

fecha de éxitus.

3.2. Anadlisis del grado de metilacion del promotor del gen MGMT mediante

pirosecuenciacion.

3.2.1.Generalidades sobre la pirosecuenciacion.

La pirosecuenciacion es un método empleado en medicina molecular que permite la
deteccion de una determinada secuencia de ADN gracias a reacciones de luminiscencia. Se
trata de un procedimiento de secuenciacidn por sintesis, en el que la incorporacién de un
nuevo nucleotido a la cadena de ADN va a producir la liberacion de pirofosfatos, moléculas

capaces de emitir luz tras una sucesion de reacciones enzimaticas.
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Para llevar a cabo la pirosecuenciacion, la cadena de ADN es desnaturalizada
formandose ADN monocatenario que se hibridara con primers especificos. En el tubo de
reaccion se afiadiran ademas diferentes enzimas (luciferasa, ATP sulfurilasa, ADN polimerasa
y apirasa) y sustratos (luciferina y adenosin-5-folfosulfato). Los nucle6tidos seran anadidos a
continuacion de uno en uno.

Si el nucledtido afiadido se corresponde con el que necesita la ADN polimerasa, se
incorporara a la cadena en formacion y se liberara pirofosfato. El enzima ATP sulfurilasa, en
presencia de adenosin-5-fosfosulfato va a transformar el pirofosfato en ATP, que se acoplara a
la molécula de luciferina. El complejo ATP-luciferina serd el sustrato del enzima luciferasa
para producir oxiluciferina, generando una sefial luminosa de intensidad proporcional al
numero de nucledtidos incorporados. La sefnal luminica sera capturada por sensores
especificos y representada de forma grafica en un pirograma. Finalmente, el enzima apirasa

degrada los nucledtidos que no han sido incorporados.

3.2.2. Procedimiento técnico.

Tras seleccionar los bloques de parafina, las muestras para estudio fueron revisadas
microscopicamente por el neuropatdlogo con el fin de identificar las areas que contenian un
mayor contenido de células neoplasicas. Este paso previo al andlisis tiene como objetivo
evitar la contaminacion por parte de células no tumorales, como ocurre en el caso de areas de
necrosis o infiltrados inflamatorios que son frecuentes en las muestras. El procedimiento
cuenta con las siguientes etapas, que se describen de forma resumida a continuacion:

1. Extraccion del ADN de las muestras.
2. Conversion con bisulfito.

3. Amplificacion mediante PCR
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4. Inmovilizacion de los productos mediante reaccion con sefarosa.

5. Preparacion de los productos como paso previo a la pirosecuenciacion.

6. Técnica de la pirosecuenciacion.

7. Analisis del pirograma mediante software correspondiente.

1. Extraccion de ADN: La extraccion de ADN genodmico de las muestras

preseleccionadas incluidas en parafina se llevo a cabo mediante un kit de purificacion

de ADN denominado QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, Valencia, CA). La

casa comercial establece una serie de pasos encaminados a extraer la parafina de las

muestras, generar la lisis de membranas celulares y prevenir los enlaces cruzados que

se producen con formol. Posteriormente, a través del pase por distintos medios, se

eliminan los restos de organelas, fibras de coldgeno y otros componentes celulares

con el objetivo de extraer y recuperar al maximo el ADN genémico.

La cantidad y la calidad del ADN fue cuantificada mediante un espectrofotometro

(Nanodrop). Esta herramienta permite cuantificar la absorbancia (cantidad de luz de

una determinada longitud de onda absorbida por una solucién) y proporciona

diferentes indices que indican la presencia de proteinas, fenoles u otros

contaminantes. Un valor elevado en estos indices permite desechar la muestra por

falta de calidad de la misma.
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Imagen 1. Preseleccion
de muestras por parte
del neuropatélogo donde
se evidencia el marcaje
de &reas de mayor tejido
tumoral.
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2. Conversion con bisulfito: Como se describid en la Introduccion, el tratamiento del

ADN con bisulfito convierte los residuos de citosina a uracilo, sin afectar a los
residuos de 5-metilcitosina. El paso mas importante para una correcta determinacion
del patron de metilacion es la conversion completa de citosinas no metiladas en
uracilo, que se consigue exponiendo el ADN a altas concentraciones de bisulfito de
sodio, en condiciones de temperatura elevada y pH bajo. Estas duras circunstancias
pueden provocar la fragmentacion del ADN y posterior pérdida en las fases de
purificacion (necesarias para eliminar sales de bisulfito y otros agentes quimicos que
después pueden interferir en la secuenciacion). Por ello, este proceso se llevo a cabo
con el sistema EpiTect Bisulfite Kit (QIAGEN, Valencia, CA), que aporta tecnologia
especifica para proteger el ADN y mantener altas tasas de conversion
simultdneamente. El procedimiento comprende una serie de reacciones: la

sulfonacion, la desaminacion hidrolitica y la desulfonacion.

3. Amplificacién de la region de interés mediante PCR: La amplificacion de la
secuencia que incluye los 4 sitios CpG a analizar se realizo con el kit comercial
Therascreen MGMT Pyrokit (QIAGEN, Valencia, CA). La secuencia a amplificar se
encuentra en el exon 1 del gen MGMT, situado en el cromosoma 10 desde la posicion
131.265.519 hasta 131.265.537 (YGAYGTTYGTAGGTTTTYG). Las letras Y
representan las probables citosinas metiladas y los conjuntos YG marcados en
negrita, los dinucle6tidos CpG que se desean estudiar, correspondientes a los sitios
CpG 76 a 79 de la isla.

En esta fase, se prepara una mezcla que contiene todos los componentes para la
reaccion PCR, que incluye primers o cebadores directos e inversos (estos ultimos

marcados con una molécula de biotina denominados biotinilados). A la mezcla de
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reaccion se va a anadir el ADN previamente convertido con bisulfito a razon de
20ul/5ul en el tubo de reaccion PCR para iniciar el proceso de ciclado térmico.

El protocolo programado en el termociclador es el indicado por el fabricante.
Comienza con un calentamiento inicial a 95°C para producir la activacion de las ADN
polimerasas, para posteriormente producir hasta 42 ciclos de 3 pasos a diferentes
temperaturas. Cada ciclo consta de tres fases (desnaturalizacidn, alineamiento y

extension).

o Desnaturalizacion: 20 segundos a 95°C. Gracias a este paso se induce la

formacion de ADN monocatenario.

o Alineamiento: 30 segundos a 53°C. El descenso de la temperatura favorece
la unidn del primer a su secuencia complementaria de ADN. Los puentes
de hidrogeno, estables entre las cadenas de ADN, sélo se forman cuando la
secuencia del primer es muy similar a la secuencia del ADN molde.
Posteriormente, 1a ADN polimerasa unira el hibrido de la cadena molde y
el cebador, y comienza a sintetizar ADN. Los cebadores actuaran como
limites de la region que va a ser amplificada.

o Extension: 20 segundos a 72°C. En esta fase se produce la elongacion de la

cadena.

Tras realizar la totalidad de los ciclos, se lleva a cabo una fase de elongacion

final (5 minutos a 72°C), para asegurar que cualquier ADN de cadena simple restante

sea totalmente ampliado.
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Imagen 2. Termociclador
utilizado en el laboratorio
de anatomia patoldgica del
Hospital Son Espases.

MJ Research

4. Inmovilizacién de los productos PCR mediante reaccion con Streptavidina-Sefarosa:

Tras la amplificacion, debe llevarse a cabo una reaccidon con Streptavidina-Sefarosa
para conjugar los amplicones que llevan biotina (biotinilados) y de esta manera,
poder capturarlos posteriormente (la molécula de Streptavidina-Sefarosa tiene la
capacidad de unir con una alta afinidad a las moléculas de biotina).
Para llevar a cabo dicho procedimiento, se mezclaran en el tubo de reaccion
PCR los preparados de Streptavidina-Sefarosa y los productos de la PCR a razon de
70ul/10ul. A continuacion, los tubos de reaccion se sellaran y se agitaran durante

10minutos a 1400rpm.

5. Preparacion de las muestras previa al andlisis por pirosecuenciacion: Este paso tiene

como objetivo seleccionar y capturar inicamente las hebras amplificadas y descartar
los fragmentos de ADN que no pertenecen a la region de interés. Un cebador
especifico se unira a la hebra molde que se quiere estudiar. Para ello, se diluyen los
cebadores especificos en una solucion tampdn sobre una placa de pléstico que

contiene 24 pocillos.
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Posteriormente, mediante una herramienta que produce vacio, se aspiraran
unicamente las preparaciones que contienen las moléculas de Streptavidina-Sefarosa
con las hebras molde inmovilizadas en el paso anterior, y tras una serie de lavados se
depositan en la placa con pocillos que serd analizada por el PyroMark Q24 (QIAGEN,
Valencia, CA). La preparacion de las muestras finaliza con un calentamiento y un

enfriamiento posterior.

Imagen 3. Preparacion de las
muestras previo a la
pirosecuenciacion. La fotografia
muestra la aspiracion de las
hebras inmovilizadas con
sefarosa para posteriormente
realizar lavados con el fin de
excluir productos no deseados.

6. Proceso de pirosecuenciaciéon: Las hebras molde estan preparadas con su cebador

especifico para poder llevar a cabo la sintesis de la hebra complementaria. El
mecanismo de accion de describio de forma general antes de comenzar con la
enumeracion de los pasos especificos. Para llevar a cabo la pirosecuenciacion, los
preparados enzimaticos (que incluyen los enzimas ADN polimerasa, sulfurilasa,
luciferasa y apirasa) se disuelven en agua y se mezclan. A continuacion, se realiza un
llenado de los depdsitos de un cartucho especifico de la casa comercial, con la

mezcla enzimatica preparada recientemente, la mezcla sustrato a estudio y
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nucledtidos (A,T, C,G) y se siguen las recomendaciones realizadas en el software de

PyroMarkQ24.

Iméagenes 4 y 5. Preparacion del cartucho con la mezcla enzimatica, sustrato y
nucleotidos (izquierda). Colocacidn del cartucho cargado en el pirosecuenciador
(derecha).

El pirosecuenciador comenzara el proceso de reaccion enzimatica anadiendo
los nucledtidos que correspondan para generar la hebra complementaria, proceso que
dura aproximadamente 25 minutos. Para asegurar que existe una conversion correcta
en la reaccion con bisulfito, en la placa de reaccion han de existir dos pocillos con
muestras preestablecidas que actian como control, una hipermetilada (proporcionada
por la casa comercial) y otra que solo contiene agua ( en la que no se va a producir
ninguna reaccion). La conversion incompleta con bisulfito puede dar lugar a una

cuantificacion sesgada del grado de metilacion.
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Imagenes 6 y 7. Reacciones de fotoluminiscencia captadas por el pirosecuenciador y
exhibidas en la pantalla del sistema (izquierda). Pirosecuenciador PyroMark g24
(derecha).

7. Analisis del pirograma: Una vez finalizadas las reacciones de luminiscencia por

sintesis, a través de un dispositivo USB se analiza el pirograma en un ordenador del
laboratorio. El pirosecuenciador contabiliza el porcentaje de amplicones metilados en
cada CpG analizada (4 en total). Después, se realiza una media aritmética por parte

del facultativo para obtener el porcentaje final.

Imagen 8. Resultado de la
pirosecuenciacion. Se
observa que en las 4 CpGs
analizadas existe un
promedio de 16, 34, 34y
39% de amplicones
metilados respectivamente.
Esto produce una media
aritmética de 30.75%, por lo
que resulta que la muestra
es hipermetilada
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3.3. Anadlisis estadistico

El software estadistico utilizado para la evaluacion de los resultados fue el SPSS
version 22.0 (IBM, Armonk, NY). Inicialmente se procedid a investigar el patron de
distribucién de nuestros datos, mediante la prueba de normalidad de Saphiro-Wilk, ya que el
numero de casos era inferior a 30. Previo al analisis de las muestras pareadas, se aplico la
prueba de normalidad a la variable diferencia (grado de metilacion antes y después de la
reintervencion).

Debido a nuestros hallazgos, se utilizé la prueba no paramétrica de los rangos con

signo de Wilcoxon para comparar el rango medio de dos muestras relacionadas y determinar

si existen diferencias entre ellas debido a la influencia del tratamiento.

Para evaluar la relacion entre el grado categdrico de metilacion (hipermetilado,
metilacion intermedia, no metilado) y los datos de supervivencia se utiliz6 el test log-rank
obteniendo las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. Asimismo, se realizé un segundo

analisis de correlacion mediante el test de Spearman (no paramétrico), considerando el grado

de metilaciéon como variable cuantitativa continua:

- Porcentaje de metilacion en la primera intervencion con OS y PFS.

- Porcentaje de metilacion en la segunda intervencion con OS y PPS.
Dicho test proporciona un coeficiente de correlacion denominado Rho de Spearman, que
puede oscilar entre 1 y -1 y que indica el grado de correlacion positiva o negativa entre las
variables a estudio. En todos los test, los valores de p < 0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos
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4. RESULTADOS

4.1. Criterios de inclusion y exclusion

Se determino el status de metilacion en 24 de los 36 pacientes de la serie
reintervenidos con diagnostico inicial de glioblastoma. Los motivos de exclusion se relatan a
continuacion: se documentaron 4 casos de transformacion maligna de gliomas anaplasicos en
la primointervencion, en 5 casos no pudo obtenerse tejido tumoral viable y apto para el
analisis de pirosecuenciacion, en dos casos se obtuvo el diagnostico de astrocitoma grado IV
con mutacion de IDH, y el caso restante fue excluido del estudio debido a la obtencién de un

diagndstico histoldgico de radionecrosis.

4.2. Descripcion general del subgrupo

La mediana de edad en la cohorte de pacientes estudiados fue de 55 afos (36-70). Con
respecto al sexo, se contabilizan mas casos de hombres (13 casos, 54.1%) que de mujeres (11
casos, 45.9%). Todos los pacientes fueron tratados mediante reseccion microquirurgica de su
lesion, acompanados por diferentes asistentes quirtrgicos incluyendo la neuronavegacion,
fluorescencia oncoldgica proporcionada por el 5-ALA y la resonancia magnética
intraoperatoria, dependiendo de su disponibilidad en el afio en el que se realiz6 el
procedimiento y la preferencia del facultativo.

La reseccion quirurgica basada en RM postoperatoria precoz se catalogd como total

(GTR) en 22/24 casos (91.6%). Veintiun pacientes (87.5%) completaron la totalidad del
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protocolo Stupp tras la primera intervencion. En el resto (3 casos, 12.5%); la quimioterapia
adyuvante se interrumpio antes del sexto ciclo debido a toxicidades de diferente tipo
inducidas por la temozolamida o a recidivas detectadas antes de la finalizacion de la
adyuvancia. Todos los pacientes salvo uno habian fallecido al finalizar el periodo de

seguimiento (31.12.2021).

4.3. Resultados de la determinacion del grado de metilacion del promotor MGMT

mediante pirosecuenciacion

Con respecto al andlisis retrospectivo del estado de metilacion del promotor del gen
MGMT y basandose en los puntos de corte de Gurrieri y colaboradores se obtuvieron los
siguientes resultados en relacion con las muestras obtenidas de la primera intervencion:

- Hipermetilacion promotor (>29%): 8 muestras (33.3%)

- Metilacion intermedia (9-29%): 10 muestras (41.7%)

- No metilado (£9%): 6 muestras (25.0%)

El analisis subsiguiente de las muestras pareadas revelo que en 15 casos (62.5%) los tumores
exhibian un grado de metilacion del promotor similar al previo y correspondian a la misma
categoria, mientras que en 9 casos (37.5%) ésta se habia modificado. Por categorias, se
obtienen los siguientes resultados en relacion a las muestras procedentes de las
reintervenciones:

- Hipermetilacion promotor (=29%): 6 muestras (25.0%)

- Metilacion intermedia (9-29%): 9 muestras (37.5%)
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Tal y como se muestra en la tabla 1, se detectaron modificaciones del estado de

No metilado (<9%): 8 muestras (33.5%)

metilacion en el promotor del gen MGMT en ambas direcciones, se resaltan los casos en los

que se advierte un cambio de categoria hacia superior (3 casos, 12.5%, color amarillo) o hacia

inferior (6 casos, 25.0%, color azul).

Pac | Sexo | Rese Metilacion R | Metilacion | PF | OS | Diferen
Edad cc Primointerv | Q Reinterv. S cia
1 H,47 | GTR | HM (57.5%) | C | HM (59.2%) | 25 36 +1.7%
2 H,66 | GTR | HM(30.2%) | C | UM (7.0%) | 16 23 -23.2%
3 H,45 | GTR IM (13.5%) C | IM(14.5%) 8 17 +1.0%
4 M,69 | GTR | HM (82.2%) | C | HM (92.7%) | 47 56 +10.5%
5 H,60 | GTR IM (12.7%) C | HM (58.2%) | 11 20 +45.5%
6 H53 | GTR| HM (46.5%) | C | HM (36.7%) | 28 97 -9.75%
7 M, 61 | GTR IM (14.0%) C| IM((215%) | 12 29 +7.5%
8 M, 66 | GTR IM (22.2%) C | IM(18.2%) 9 25 -4.0%
9 M, 55 | GTR IM (27.2%) C| UM((7.5%) | 10 16 -19.7%
10 | H70 | GTR| HM(29.7%) | C | UM (8.0%) | 20 30 -21.7%
11 | M, 62 | STR UM (4.0%) I UM (6.2%) 7 13 +2.2%
12 | M,59 | GTR UM (6.2%) C| UM (.5%) | 13 25 -0.7%
13 | M, 56 | GTR IM (20.7%) C | IM(23.0%) | 12 16 +2.2%
14 | H,64 | GTR| UM (7.0%) I | IMQ2.7%) | 7 12 | +5.7%
15 | M,61 | GTR IM (15.2%) C | IM (14.0%) 9 16 -1.2%
16 | H,48 | GTR UM (4.7%) C | IM(16.5%) | 26 43 +11.7%
17 | H,36 | GTR UM (3.5%) C | UM (6.0%) | 18 26 +2.5%
18 | H,48 | GTR IM (24.5%) C | UM (4.7%) 9 12 -19.8%
19 | M, 47 |[GTR| IM(112%) | C | IM(10.0%) | 16 | 45 | -1.2%
20 | H,37 | GTR UM (3.7%) | UM (6.0%) | 10 19 +2.2%
21 | H,64 | STR | HM (74.0%) | C | IM (28.0%) 6 32 -46.0%
22 | H,51 |GTR| HM(40.7%) | C | HM (31.2%) | 14 | 18 | -9.4%
23 | M,58 | GTR| HM (39.7%) | C | HM (29.7%) | 103 | 110 -10%
24 | M,53 | GTR IM (20.0%) C| UM (8.5%) | 24 36 -10.5%

4.4. Resultados del andlisis de muestras pareadas

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la serie. Leyenda: Pac: paciente (N.°), Resecc:
reseccion, GTR: reseccion total, STR: reseccion subtotal, HM: promotor
hipermetilado (229%,), IM: promotor con Metilacion intermedia, UM: promotor no
metilado (<9%), por sus siglas en inglés “unmethylated”, RQ: radioquimoterapia,
C: Stupp completo, I: Stupp incompleto, PFS: intervalo libre de progresién, OS:

distrit supervivencia global.

brado

de metilacion en la primera y en la segunda intervencion del mismo paciente. Debido al
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numero de pacientes, se aplico la prueba de normalidad de Saphiro-Wilk, obteniéndose un
valor de p inferior a 0.05, por lo que se concluye que para el correcto estudio estadistico
deben utilizarse pruebas no paramétricas.

El valor de la mediana resultante teniendo en cuenta las muestras de la primera
intervencion fue de 20.35%. Dicho valor disminuye a 14.25% al estudiar las muestras
procedentes de las reintervenciones. El test de la suma de rangos de Wilcoxon (no
paramétrico) fue empleado para comparar el estado de metilacion entre las muestras pareadas

de los distintos pacientes, obteniéndose un resultado no significativo (p=0.346).

4.5. Anadlisis de supervivencia con respecto al grado de metilacion del promotor de

MGMT

Posteriormente se realiz6 un analisis mediante el test log-rank para determinar la
relacion entre la supervivencia global y el grado de metilacion del promotor MGMT segin las
categorias preestablecidas. La mediana de supervivencia global resulto ser de 32, 17y 19
meses en los distintos grupos. El modelo indica que existe una relacion entre el grado de
metilacion determinado por pirosecuenciacion y la supervivencia, estadisticamente

significativo (test log-rank, p=0.05).

Metilacion primointervencion Mediana OS con IC95% (meses)

N.° eventos /
N. ° casos

Hipermetilado (>29%) 32.0 (23.6 - 40.3) 7/8
Metilacion intermedia (9-29%) 17.0 (10.8 - 23.1) 10/10
No metilado (<9%) 19.0 (4.5-33.4) 6/6

Tabla 2. Relacion entre el grado de metilacion determinado en la primera intervencion y la
supervivencia global (n=24).
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Funciones de supervivencia

10 I Metilacion en la
' primera intervencién

Hipermetilado
—IThetilacion intermedia
08 No metilado
Hipermetilado-censurado
Metilacidén intermedia-
censurado

|'L No metilado-censurado
0§

L

Supervivencia acumulada

02

00

0 20 40 &0 a0 100 120

Supervivencia global (0S)

Figura 1. Representacion grafica de las funciones de supervivencia sobre los
grupos analizados. Se observa que el grupo de pacientes con tumores

hipermetilados (azul) presenta mayores tasas de supervivencia acumulada a
lo largo del tiempo respecto a los pacientes con metilacion intermedia (rojo)
o0 no metilados (verde). EI modelo alcanza significacion estadistica (p=0.05).

De forma similar se investigé la relacion entre el grado de metilacion del promotor y
el intervalo libre de progresion de la enfermedad. Se obtienen medianas de PFS de 20, 10 y
10 meses para los distintos grupos ordenados en orden descendente segln el grado de
metilacion. El modelo vuelve a concluir que esta relacion es estadisticamente significativa

(test log rank, p=0.024).
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Metilacion primointervencion Mediana PFS con 1C95% N.° eventos /
(meses) N. ° casos

Hipermetilado (>29%) 20.0 (7.5-32.4) 7/8
Metilacion intermedia (9-29%) 10.0 (6.9 — 13.0) 10/10
No metilado (<9%) 10.0 (2.7 -17.2) 6/6

Tabla 3. Relacion entre el grado de metilacion determinado en la primera intervencion y el
intervalo libre de progresion (n=24).

Funciones de supervivencia

10 Metilacion

' primointervencion
—THipermetilado
—Metilacidn intermedia
08 1 — Mo metilado
' —+— Hipermetilado-censurado

Metilacion intermedia-
censurado

—t— Mo metilado -censurado
08

02

Supervivencia acumulada

00

1] 20 40 &0 80 100 120

Intervalo libre de progresion (PFS) en meses

Figura 2. Representacion grafica de las funciones de supervivencia de los
distintos grupos a estudio mediante las curvas de Kaplan-Meier. De nuevo, se
observa que los pacientes con tumores hipermetilados presentan mayores
intervalos libres de progresion. EI modelo resulta estadisticamente significativo
(p=0.024).

Por ultimo, se examina de qué manera el grado de metilacion procedente de las
muestras de las reintervenciones influye sobre la supervivencia tras la progresion (PPS). En

este caso, el modelo no resulta estadisticamente significativo (test log-rank, p=0.217). Las

muestras de los pacientes que exhibieron un grado intermedio de metilacion (9-29%)
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presentaron periodos mas largos de PPS (mediana de 16 meses) seguido del grupo de

pacientes con tumores hipermetilados (9 meses) y, por ultimo, el de no metilados (8 meses).

Metilacion reintervencion Mediana PPS con 1C95% N.° eventos /
(meses) N. ° casos

Hipermetilado (>29%) 9.0 3.7-14.2) 7/8
Metilacion intermedia (9-29%) 16.0 (10.4 —36.4) 10/10
No metilado (<9%) 8.0 (5.0-10.9) 6/6

Tabla 4. Relacién entre el grado de metilacion determinado en la reintervencion y la
supervivencia tras la progresion (n=24).

Funciones de supervivencia

Metilacién
reintervencion
— THipermetilado
—TMetilacidn intermedia
Mo metilado
I Hipermetilado-censurado

Metilacidn intermedia-
censurado

Mo metilado -censurado

08

08

0,4

Supervivencia acumulada

02

0,0

0 20 40 &0

Supervivencia post-progresion

Figura 3. Representacion gréfica de las funciones de supervivencia a traves de las
curvas de Kaplan-Meier, relacionando el grado de metilacion determinado en la
reintervencién y la supervivencia tras la progresion. En este escenario, aunque el
grado de metilacion intermedio se asocia a mayores indices de supervivencia tras la
progresion, el modelo no resulta estadisticamente significativo (p=0.217).
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Figura 4. Diagrama de barras que muestra el grado de metilacién del
promotor en la primera intervencion (azul) y en la reintervencion (naranja) en
todos los pacientes de la serie (n=24).

4.6. Anadlisis de correlacion entre el porcentaje del grado de metilacion y las

variables de supervivencia.

Aunque el uso de andlisis de correlacion no supone una practica estadistica habitual
en referencia a los andlisis de supervivencia en las ciencias médicas, se realiz6 un estudio
adicional para estudiar la relacion entre el grado de metilacion considerada como variable
cuantitativa y el tiempo de las distintas variables de supervivencia. Inicialmente se investigd
la distribucién de los datos empleando la prueba de normalidad de Saphiro-Wilk. Se
analizaron las variables correspondientes al grado porcentual de metilacion en la primera y en

la segunda intervencion, obteniéndose puntuaciones inferiores a 0.05 (p=0.004 y p<0.001
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respectivamente). Por tanto, el test concluye que las variables estudiadas no siguen un patrén

de distribucion normal y deben emplearse pruebas no paramétricas para su estudio.

El test de correlacion de Spearman se utilizo para analizar la relacion entre las

variables a estudio. En primer lugar, se realiza el analisis incluyendo el porcentaje de

metilacion en la primera intervencion con las variables OS y PFS:

El porcentaje de metilacion determinado en la primointervencion estéd relacionado
con la OS. El coeficiente de correlacion (Rho de Spearman) fue 0.383 (IC95%
0.026-0.683). El resultado no alcanza significacion estadistica (p=0.059)

La correlacion entre el porcentaje de metilacion y el PFS es positivo, pero menor.
El coeficiente de correlacion (Rho de Spearman) fue de 0.332 (IC95% -0.085-

0.650). La significacion estadistica es menor (p=0.105).

Por ultimo, se indaga sobre la relacion del porcentaje de amplicones metilados en las

reintervenciones y las variables de supervivencia:

La correlacion entre el grado porcentual de metilacion en la reintervencion y la
OS es positiva [coeficiente Rho de Spearman = 0.609, 1C95% ( 0.270-0.814)],
siendo estadisticamente significativa (p=0.001).

De manera similar, se encuentra una correlacion positiva entre el porcentaje de
metilacion del promotor MGMT y la supervivencia tras la progresion [coeficiente
Rho de Spearman = 0.414, IC95% (0.010-0.702)], alcanzando también la

significacion estadistica (p=0.040).
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Figura 6. Ejemplo de la representacion de un diagrama de dispersion que
considera el porcentaje de metilacion obtenido en la primera intervencién
y la OS. Se observa una linea de correlacion con pendiente ascendente
(valor Rho de Spearman= +0.383).
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5. DISCUSION

5.1. La metilacion del promotor del gen MGMT: ;unico mecanismo de represion

transcripcional?

Aunque nuestro segundo trabajo estudia de forma especifica los cambios que se
producen en los indices de metilacion en el promotor del gen MGMT de pacientes que han
sido radiados y expuestos a agentes alquilantes, cabe destacar, como idea introductoria
general, que este no es el Ginico mecanismo epigenético responsable del total silenciamiento

del mismo.

Segun la hipotesis de los dos pasos de Knudson, se requiere la pérdida de los dos

alelos de un gen para producir su completa inhibicion (Knudson, 2001). Asi, mutaciones
presentes en la linea germinal o adquiridas afectarian a uno de los alelos del gen implicado,
constituyendo el primer paso “first hit”’. Para que se produzca la pérdida completa de la
funcién del gen seria necesario que se produjese otro paso “second hit”, que generalmente
implicaria la pérdida del material cromosémico que contiene la otra copia del gen. Dicho

fendmeno es conocido en genética como pérdida de heterocigosidad.

En el caso que nos ocupa, la hipermetilacion del promotor del gen podria constituir el
primer paso de la hipotesis, existiendo tedricamente la posibilidad de una metilacion
monoalélica que lleve a la coexistencia de promotores metilados y expresion de proteina
detectados por los métodos de laboratorio (Ueda et al., 2004). Segun la teoria de Knudson,

para que se origine una inactivacion funcional completa del gen MGMT seria necesaria la
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hipermetilacion simultanea y aberrante de ambos alelos, o bien la hipermetilacion de uno y la
pérdida de heterocigosidad del otro (Soejima et al., 2005).
Por otro lado, el fenomeno de hipermetilacion per se no es suficiente para inhibir la

transcripcion del gen. Ademas, son necesarios mecanismos epigenéticos adicionales que

implican modificaciones en las histonas y adhesion de algunas proteinas reguladoras a los

residuos metilados para que se produzca la interrupcion transcripcional. Estos procesos daran
lugar a un cambio conformacional en la cromatina, produciéndose heterocromatina, que
imposibilitara la union del ADN a los factores de transcripcion, silenciando el gen (Herman
& Baylin, 2003; Soejima et al., 2005). Estos mecanismos podrian explicar los resultados
obtenidos en estudios in vitro, en los que se evidencia un silenciamiento del gen sin la

existencia de promotores hipermetilados, al incidir directamente sobre estos procesos (Ma et

al., 2008).

Ademas, es posible que cambios epigenéticos que afectan al cuerpo del gen y no
unicamente al promotor sean asimismo relevantes en la expresion del enzima MGMT. Un
estudio comparé células de melanoma resistentes al antineoplasico fotemustina frente a sus
lineas parentales, encontrando diferencias en la expresion de MGMT (mucho mayor en las
resistentes). Al estudiar los patrones de metilacion, s6lo se observaron diferencias
significativas en el cuerpo del gen y no el promotor, sugiriendo que, aunque la metilacion a
nivel del promotor parece relacionarse de forma inversa con la expresion de proteina, los
cambios epigenéticos producidos en otras zonas del gen podrian hacerlo de forma directa
(Christmann et al., 2001). Por ello, la ausencia de expresion de MGMT no deberia atribuirse
de forma exclusiva a la hipermetilacion del promotor de su gen , ya que el grado de

metilacion de zonas adyacentes puede asimismo influir en ella (Bhakat & Mitra, 2003).
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Por ultimo, otro aspecto a considerar es el nivel de metilacion del promotor, dado que

este fendmeno podria influir de modo gradual. Las técnicas cuantitativas o semicuantitativas
nos proporcionan informacién acerca del porcentaje aproximado de CpGs metilados en el
promotor y el segundo capitulo de esta tesis intenta esclarecer si el grado de metilacion se
relaciona con la supervivencia de los pacientes a estudio, asumiendo la teoria de que esta
implicada una disminucion en la expresion de la proteina. Sin embargo, nuestro trabajo no
analiza la relacion entre el grado porcentual de metilacion y la expresion de proteina MGMT;
no obstante, esta hip6tesis ha sido propuesta por diversos grupos de investigacion y
corroborada en algunas publicaciones. El grupo de Ogino analiza cuantitativamente mediante
la técnica MethyLight el grado de metilacion de promotores de distintos genes entre los que
se encuentra MGMT en una serie de 272 pacientes afectos de cancer colorrectal. Sus
resultados evidencian una estrecha correlacion entre el grado de metilacion y la expresion de
proteina mediante determinacion inmunohistoquimica (Ogino et al., 2006). De forma similar,
Nagasaka y colaboradores demuestran que el grado de metilacion de dos regiones especificas
del promotor MGMT determinado mediante COBRA est4 relacionado con la disminuciéon o
ausencia completa de expresion de enzima MGMT en una serie de pacientes con cancer
colorrectal (Nagasaka et al., 2008). Por ultimo, Shaw y colaboradores utilizan la
pirosecuenciacion como método de deteccidon cuantitativa para investigar el grado de
metilacion de promotores de diversos genes asociados con el desarrollo de carcinoma
escamoso de cuello (incluyendo MGMT) y su relacion con la expresion de ARNm. Sus
resultados evidencian una estrecha correlacion a la inversa entre ambas mediciones (Shaw et
al., 2008). Con estos datos, podemos hipotetizar que las metilaciones monoalélicas o
parciales no conlleven necesariamente un silenciamiento genético y que el grado de

metilacion pueda influir de modo mas o menos acentuado en la quimiorresistencia tumoral.
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5.2. Mecanismos de regulacion adicionales de la expresion de MGMT

Ademas de la hipermetilacion de los dinucledtidos contenidos en la isla CpG del
promotor, se han descrito otros posibles mecanismos reguladores de la expresion del enzima
MGMT. Diversos estudios apuntan a que no existe una gran congruencia entre el estado de
metilacion del promotor y los niveles de MGMT determinados por inmunohistoquimica
(Brandner et al., 2021; Brell et al., 2005; Wang et al., 2017). Dichos hallazgos hacen teorizar
que la metilacion del promotor no siempre refleja la expresion genética y que el mecanismo
por el cual la hipermetilacion del promotor MGMT produce una mejor respuesta a la terapia
con alquilantes no se conoce con exactitud. Algunos de los mecanismos reguladores se

comentan brevemente a continuacion:

- TP53: Este gen, localizado en /7p13, codifica la proteina p53, implicada en multitud
de procesos entre los que se incluye el control del ciclo celular. Factores genotdxicos
(radioterapia, quimioterapia) o no genotoxicos (isquemia) sobre el ADN propician la
activacion de 7P53 y la acumulacion de p53 en el nucleo celular. Dicho fendmeno conduce a
la activacion transcripcional de los genes diana de p53, que, en general, son responsables del
detenimiento del ciclo celular o el inicio de procesos apoptoticos (Reinhardt & Schumacher,
2012).

p53 parece influir en la expresion de MGMT independientemente del estado de
metilacion del promotor (Rodriguez et al., 2008). La sobreexpresion de pS3 parece inhibir los
procesos transcripcionales de MGMT en cultivos celulares, mediante un posible mecanismo

de unién directa a la region promotora (Blough et al., 2007).
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Sin embargo, cabe recordar que la mutacién de 7P53 es una de las anomalias
genéticas mas frecuentes en glioblastomas y especialmente en gliomas de estirpe astrocitaria
de menor grado histologico, por lo que quizas este mecanismo de regulacion podria no
resultar muy relevante. No obstante, algunos autores han sugerido el planteamiento de
terapias génicas con transferencia del gen 7P53 en combinacion con agentes alquilantes. De
este modo, se produciria una deplecion de enzima que mejoraria la quimiosensibilidad

(Srivenugopal et al., 2001).

- Pérdida de heterocigosidad del cromosoma 10 (LOH10; loss of heterozygosity 10):

Como se comentd en la Introduccion, la pérdida de material genético del cromosoma 10 es
una anomalia presente en una gran parte de glioblastomas y astrocitomas anaplasicos
(Yoshimoto et al., 2002). La region que con mayor frecuencia parece deleccionarse se sitlla
en el brazo largo del cromosoma 10 y estd comprendida entre /10g24 y 10g26, region donde
precisamente hallamos el gen MGMT (10q26). Esta ubicacion implicaria que en aquellos
tumores que exhiben una pérdida de heterocigosidad de /0g, podria existir una insuficiencia
del gen MGMT, suponiendo cambios en la expresion y actividad de la proteina, incluso en
ausencia de metilacion del alelo restante no deleccionado.

Ademas, debemos tener en cuenta que esta deleccion implica la pérdida de multiples
loci entre los que pueden encontrarse otros genes supresores de tumores, influyendo sobre el
comportamiento bioldgico del tumor (Maxwell et al., 2006).

- Sitios de unién para “AP-1". elementos sensibles a corticoides v otros factores de

transcripcion: El promotor del gen MGMT contiene varios sitios de union para el factor de
transcripcion AP-1 (Activator Protein-1) y otros elementos sensibles a corticoesteroides

(Pegg, 2000). AP-1 regula la expresion genética en respuesta a diversos estimulos como
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estrés, citocinas, factores de crecimiento o infecciones. Por otro lado, la existencia de
elementos sensibles a corticoides implicaria que, en presencia de estos, podria producirse un
incremento en la expresion del enzima y en la quimiorresistencia tumoral.

Algunos estudios en lineas celulares han de mostrado que la exposicion a
dexametasona supone un incremento de los niveles d¢ ARNm MGMT y proteina MGMT
(Ueda et al., 2004) Por ello, algunos autores sostienen que el tratamiento prolongado con
corticoesteroides supondria un aumento de la expresion de MGMT, conllevando a un peor
pronostico por aumento de la quimiorresistencia a temozolamida (Parkinson et al., 2008).

No obstante, aunque el tratamiento con corticoides ha demostrado ser factor
independiente de mal pronostico en algunas series (Michaelsen et al., 2013a; van Linde et al.,
2017), este mecanismo especifico deberia ser demostrado in vivo con nuevos estudios para
emitir conclusiones sélidas al respecto.

Asimismo, diversos factores de transcripcion se han postulado como potenciadores de
la actividad del promotor de MGMT. Entre ellos destacan la proteina SP-1, el factor nuclear
kappa B y otros tantos que pueden ser revisados en el articulo de Wick y colaboradores (Wick

et al., 2014).

- Modificaciones en las histonas: Se ha demostrado que el incremento del grado de

metilacion de la histona 3 lisina 9 (H3K9) se relaciona con una regulacion a la baja del grado
de transcripcion del gen, mientras que la acetilacion de la H3K9 y la disminucion de la
metilacion de ese residuo se han asociado con una regulacion transcripcional al alza de
MGMT y resistencia a la TMZ en lineas celulares de glioblastoma. En consonancia con estos
hallazgos, se observo que el tratamiento con inhibidores de la acetilasa especifica de histonas

inducia una resistencia adquirida a la TMZ (Kitange et al., 2012).
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- Fendmenos post-transcipcionales: Existe evidencia procedente de estudios in vitro

sobre como procesos post-transcipcionales de fosforilacion pueden inducir una disminucion
de la expresion de MGMT o su inactivacion, modificando de ese modo la actividad
reparadora del ADN de la propia célula (Srivenugopal et al., 2000). Las circunstancias y el
grado en el que el enzima MGMT se regula mediante este mecanismo no esta claramente
definido.

Ademas, también es conocida una regulacion a nivel post-transcripcional, mediada
por distintas especies de microARN especificos que se unen directamente a los productos de
transcripcion de MGMT, produciendo en algunos casos inestabilidad del ARNm o

disminucién de la translacion a proteina MGMT (Kreth et al., 2013).

- Exposicion a agentes genotdxicos: Ya conocemos que la exposicion a genotdxicos

como los agentes alquilantes o la radioterapia pueden propiciar un cambio en el patron de
metilacion del promotor del gen. No obstante, otros autores han intentado demostrar cambios
en el perfil de expresion del enzima al analizar muestras pareadas de pacientes sometidos a
reintervenciones. El estudio de Capper y colaboradores analiza 19 muestras pareadas de
glioblastoma con diferentes variaciones en la expresion (Capper et al., 2008). Aunque el
mecanismo no se conoce con exactitud, se postula que la terapia con alquilantes podria
desencadenar un aumento de la actividad antiapoptotica celular y que el aumento de la
expresion y actividad de MGMT podria formar parte de este. Se ha sugerido que el factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) es capaz de inducir la expresion de ARNm y enzima
MGMT al unirse directamente al promotor del gen, independientemente de su estado de

metilacion (Lavon et al., 2007).
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- Exposicion a agentes no genotoxicos: Existe evidencia cientifica de que la hipoxia

tisular puede aumentar la expresion de MGMT mediante la sefalizacion mediada por el factor
inducible por la hipoxia (HIF-1a), que podria contribuir en la resistencia a la TMZ por parte
de cé¢lulas madre tumorales localizadas en nichos hipoxicos cercanos a tejido necrético

(Pistollato et al., 2010).

Todos estos posibles mecanismos biologicos adicionales no son estudiados por las
técnicas de laboratorio empleadas en la préctica clinica habitual y podrian ser responsables,
en parte, de la relacion entre la expresion y actividad de MGMT, la supervivencia y la
sensibilidad a alquilantes sin tener en cuenta el grado de metilacion del promotor del gen. No
obstante, no conocemos el peso individual de cada uno de estos mecanismos reguladores en
la respuesta a la terapia con alquilantes, y, ademads, en nuestro trabajo no se realizan test de

laboratorio que determinen la presencia o actividad del enzima MGMT.

5.3. Analisis de los cambios del grado de metilacion del promotor del gen MGMT en

pacientes reintervenidos de glioblastoma

Una revision reciente de la literatura que analiza este fendmeno recoge los datos de
476 pacientes sometidos a cirugia de rescate en recurrencias de glioblastoma pertenecientes a
16 estudios diferentes (Feldheim et al., 2019). Su analisis determina la produccion de un
cambio en el patron de metilacion en 115/476 casos (24.0%), siendo mas frecuente el cambio
de hipermetilado a no metilado (71 casos) que viceversa (44 casos). Esta observacion estaria

en concordancia con nuestra hipotesis inicial, en la que presuponemos que el tratamiento con
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agentes alquilantes produce una seleccion de las células tumorales con promotores que
presentan menores indices de metilacion, y, por tanto, mas resistentes a la quimioterapia.

En nuestro estudio observamos que, tras la reintervencion, se produce un cambio de
grupo en 9/24 pacientes (37.5%). Debemos tener en cuenta que en la revision de Feldheim y
colaboradores, 12 de 16 trabajos basan sus resultados en la MSP que sélo otorgan la
distincion entre “metilado” o “no metilado” y los estudios que emplean la pirosecuenciacion
también dicotomizan a los pacientes con referencia a un punto de corte (Hudson et al., 2018;
O’Regan et al., 2018). Nuestro trabajo, basado en puntos de corte recientemente validados
(Gurrieri et al., 2018) considera ademas la categoria de “metilacion intermedia”, por lo que es
posible que exista una sensibilidad aumentada con respecto al fendmeno de cambio.

Sin embargo, constatamos que los cambios se producen en ambas direcciones. En 6
casos (25.0%) se evidencio una modificacion desde patrones hipermetilados o metilacion
intermedia hacia no metilados, mientras que en otros 3 pacientes (12.5%) ocurri6 la situacion
inversa. Dichas observaciones no son congruentes con nuestra hipotesis inicial, ya que
observamos incrementos importantes del grado de metilacion en pacientes que han estado
expuestos a 6 ciclos de temozolamida adyuvante.

Si analizamos el grado de metilacion como una variable cuantitativa continua,
también observamos que se producen incrementos como decrementos con frecuencia similar.
En 11 casos (45.9%) se constaté un aumento del grado de metilacion con respecto a la
muestra de la primointervencion y en 13 casos (54.1%) una disminucion. Al estudiar los
casos en funcién de la intensidad de la variacion, parece que es mas frecuente que se
produzcan pequeiios incrementos o decrementos (> 10%), aunque en algunos pacientes se
registran variaciones importantes (hasta -46% y +45.5%, como limites). Si se considera la

mediana global, este valor disminuye aproximadamente un 6% entre la primointervencion y

304



la reintervencion (de 20.35% a 14.25%). Podriamos concluir que, en nuestra serie, el hecho
de afinar el analisis al considerar la metilacion como variable cuantitativa continua, no pone
de manifiesto ningiin patron de cambio que pudiera no detectarse al tratarla como variable

categorica.

5.4. Grado de metilacion, supervivencia y sensibilidad a alquilantes

En comparacion con trabajos previos, nuestra pequefia serie presenta mayores cifras
de OS y PFS (Montemurro et al., 2016; Stupp et al., 2005), asi como una proporcién mayor
de tumores que presentan altos grados de metilacion del promotor (Gurrieri et al., 2018). En
este ultimo estudio, que comparte nuestros valores umbrales, el 47.0% de los pacientes
presenta tumores no metilados, mientras que en nuestra cohorte este dato es del 25.0% (6 de
24 casos). Estas diferencias pueden traducir que las indicaciones para una nueva intervencion
en nuestro grupo son altamente selectivas. Los pacientes con mal estado funcional o con PFS
inferiores a 6 meses no se consideran candidatos, por lo general. Por ello, nuestra serie podria
estar afectada por un sesgo de seleccidn, ya que estariamos excluyendo a pacientes portadores
de lesiones mas agresivas (por ejemplo, con indices de metilacion del promotor MGMT mas
bajos), que general tienen intervalos libres de progresion menores o peor estado clinico y no

llegan a considerarse nunca para cirugias de rescate.

La relacion entre el grado de metilacion vy la supervivencia global se hace manifiesta

en nuestra serie, al igual que ocurre en la mayoria de trabajos publicados en la literatura

(Hegi et al., 2004). En una cohorte bastante homogénea en términos de tratamiento, el grado
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de metilacion se relaciona con la supervivencia global, tanto si se considera como variable
categorica (OS de 32, 17 y 19 meses en las categorias hipermetilado, metilacion intermedia y
no metilado respectivamente; p=0.05) o variable cuantitativa continua (Rho Spearman =
0.383, p=0.059). Los resultados alcanzan significacion estadistica y estdn en consonancia con
estudios previos que manejan series de mayor tamano, pero utilizan la técnica MSP. A modo
de ejemplo, el grupo de Brandes también calculd una OS de 32 meses en tumores metilados y

de 20 meses en no metilados (Brandes et al., 2017).

La relacion observada entre el grado de metilacidn en la reintervencion v la PPS es

mas discutida en la literatura. Autores como Felsberg y colaboradores han establecido la
conexiodn entre tumores metilacion positiva en la reintervencidon y mayor supervivencia tras la
progresion (Felsberg et al., 2011), mientras que otros, como el grupo italiano de Brandes no
ha encontrado dicha asociacion; los valores de metilacion en la primera o segunda cirugia se
relacionan con la OS, pero no con la PPS. En nuestra serie, la asociacion entre la
determinacion del status de metilacion en la reintervencion y la PPS fue inesperada. Los
tumores que exhibian un grado intermedio de metilacion estaban mas asociados con la PPS
que los hipermetilados, sin alcanzar esta vez significacion estadistica en el test log-rank
(p=0.217). Esta tendencia podria ser explicada por el nimero limitado de pacientes incluidos
en la serie, aunque pueden teorizarse otros mecanismos. Una posible explicacion es que la
presencia de promotores hipermetilados y una probable menor expresion de MGMT, propicie
la acumulacion de otras lesiones en el ADN que podrian conferir un peor pronostico en
comparacion con el grupo de lesiones catalogadas como “metilacion intermedia”. Como
ejemplo, se ha demostrado que la inactivacion epigenética del gen MGMT puede facilitar la

aparicion de mutaciones en 7P53 y otros genes implicados en el proceso de tumorigénesis o
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en la progresion de la enfermedad (Tomicic et al., 2021; Wick et al., 2014). Igualmente, las
lesiones que presentan un indice de metilacion inferior al 9% siguen teniendo peor prondstico
(PPS de 9, 16 y 8 meses en hipermetilados, metilacion intermedia y no metilados

respectivamente).

La correlacion entre el grado de metilacion v la sensibilidad a los agentes alquilantes

puede inferirse de los datos obtenidos del PFS. El intervalo libre de progresion de los
pacientes con tumores que exhiben hipermetilacion del promotor del gen MGMT supone el
doble que el de los otros (20, 10 y 10 meses en los grupos respectivamente), siendo

estadisticamente significativo (p=0.024).

3.5. Aspectos metodologicos referentes a los métodos de deteccion

Es posible que el valor del grado de metilacion obtenido sea en cierta medida

dependiente del tipo de test de laboratorio empleado. En la actualidad, no existe un consenso
sobre qué determinacion nos proporciona la informacién mas relacionada con el prondstico
de los pacientes y la respuesta a temozolamida. El estudio comparativo de Wang y
colaboradores analiz6 mediante pirosecuenciacion, MSP cuantitativa e inmunohistoquimica
la metilacion del promotor del gen y la expresion de proteina en 350 muestras de gliomas y
gangliogliomas, utilizando la PSQ como técnica de referencia. Sus resultados revelan una alta
concordancia entre las dos técnicas que analizan la metilacion del promotor (superior al
90%); sin embargo, la situacion no se reproduce al comparar los niveles de proteina MGMT

con cualquiera de los dos métodos anteriores (Wang et al., 2017).
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Hasta la fecha, la técnica MSP ha sido la mas utilizada en el estudio de los cambios
producidos en la metilacion del promotor de MGMT (Barresi et al., 2021; Brandes et al.,
2010; Christmann et al., 2010; Hamilton et al., 2011; Jung et al., 2010; Suzuki et al., 2011)
debido a su sencillez y bajo coste. Basandose en la premisa del que los resultados puedan
estar condicionados por los diferentes métodos de analisis molecular, Park y colaboradores
estudian los cambios epigenéticos en el promotor del gen MGMT y en otros genes de
reparacion (MMR) en muestras pareadas de glioblastoma mediante diferentes técnicas de
laboratorio. En el anlisis cldsico de MSP, tinicamente se detect6 el cambio en dos pacientes
de la serie (8.0%), en ambas direcciones; sin embargo, en el examen mediante la técnica MS-
MLPA se evidenci6 un porcentaje de cambio del 75%, generalmente hacia un menor grado de
metilacion en recurrencias (C.-K. Park et al., 2012). El trabajo de Park es uno de los
principales motivadores del segundo capitulo de esta tesis, ya que observa grandes
diferencias en los resultados entre métodos cualitativos y cuantitativos y evidencia una
tendencia a la baja en el grado de metilacién en muestras procedentes de reintervenciones,
que con otra técnica hubieran sido indetectables. En nuestro estudio, sin embargo, la
utilizacion de la pirosecuenciacion como método cuantitativo no ha evidenciado esta

propension.

La positividad de la metilacion del promotor del gen MGMT mediante

pirosecuenciacion se correlaciona con mejorias en la OS y el PFS, tal y como indica un meta-

analisis reciente que recoge un total de 11 series (Zhao et al., 2016). Sus resultados indican,
que, independientemente del punto de corte utilizado (rango: 8-10%), las muestras
consideradas positivas tienen relacion con un menor riesgo de fallecer y con intervalos libres

de progresion mas largos, por lo que puede considerarse una herramienta diagnostica valida.
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Hemos revisado especificamente los articulos en los que se emplea la
pirosecuenciacion para el analisis de los cambios de metilacion en muestras pareadas de
glioblastoma.

El trabajo del grupo de Felsberg es interesante porque estudia muestras pareadas de
glioblastoma empleando tanto la MSP como la pirosecuenciacion. Sus resultados indican que
ambos métodos son comparables, ya que se observa una tasa de cambio de aproximadamente
el 11% con ambas técnicas, utilizando un punto de corte del 8% en el caso de la
pirosecuenciacion para distinguir los estados “metilado y “no metilado” (Felsberg et al.,
2011).

O’Regan y colaboradores publican conclusiones superponibles a las nuestras al
estudiar muestras pareadas de glioblastoma comparando la primointervencion y la recurrencia
mediante pirosecuenciacion. Sus resultados evidencian una tasa de cambio del 36%,
empleando el 9% como punto de corte, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas y con modificaciones en ambas direcciones. Este articulo analiza también,
mediante la misma técnica de laboratorio, el cambio en el grado de metilacion de las
secuencias LINE1 (Long Interspersed Nucleotide Element I), que podria definirse como un
marcador de metilacion global del genoma. Se observa una tasa de cambio del 45%, pero en
este caso se obtienen resultados con significacion estadistica, ya que todas las muestras
procedentes de la reintervencion exhiben grados menores de metilacion al compararlas con
sus homologas. Su andlisis de supervivencia indica que la metilacion del promotor MGMT no
es un factor determinante, pero la de LINE1 si lo es, ya que los casos en los que se detecta
una disminucion en la metilacion global se observa un riesgo de mortalidad casi cuatro veces

mayor. Los autores también concluyen que los cambios de metilacion de genes especificos
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como el MGMT parecen no depender de los cambios en la metilacion global (O’Regan et al.,
2018).

El grupo de Hudson y colaboradores manejan una serie de 19 pacientes en los que
estudian un amplio panel genético en muestras pareadas de glioblastoma. Su estudio incluye
la determinacion de la metilacion del promotor MGMT mediante pirosecuenciacion con un
valor de corte del 13%. Se observa un cambio en Unicamente dos casos (10.5%), ambos hacia

“no metilado” (Hudson et al., 2018).

Los test de laboratorio presentan una serie de limitaciones. Con respecto a los
métodos cuantitativos, la dificultad radica en definir un punto de corte clinicamente relevante
para estratificar a los pacientes. Hemos observado, en el caso especifico de la
pirosecuenciacion, la utilizacion de diversos valores: 8, 9, 10 o 13%. Generalmente, estas
cifras limite se establecen a partir de los valores inferiores de distribuciones de datos
obtenidas de un gran numero de resultados del test. Las distribuciones pueden solaparse y el
comportamiento de las lesiones con valores cercanos al punto de corte no es claro,
influenciado ademas por la posibilidad de que existan patrones de metilacion heterogéneos en
la misma lesion y la contaminacion por parte de células no tumorales. Por ello, la
metodologia empleada en este estudio introduce el término de metilacion intermedia, en la
que se agrupan los tumores que no pueden asignarse inequivocamente a los grupos
“metilado” o “no metilado” y formando asi una “zona gris”. Este concepto es aceptable en
ensayos clinicos, pero no deberia ser utilizado a la hora de determinar decisiones terapéuticas
individuales. Una estrategia posible para estos casos “dudosos” podria incluir la realizacion
de otro método distinto, como la MSP, con el objetivo de catalogar ese caso como “metilado”

o “no metilado”. Aunque este abordaje no proporcionard un resultado inequivoco en todos los
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casos, es posible que disminuya el porcentaje de pacientes sin un resultado definitivo. En
nuestro articulo, utilizamos los puntos de corte analizados por el estudio de Gurrieri y
colaboradores, en la se establecen 9 y 29% como cifras de corte entre grupos. Esta
estratificacion en tres grupos en una cohorte de mas de cien pacientes resulta en una OS de
13.2, 15.8 y 19.5 meses (p=0.0002) y un PFS de 7.9, 11.6 y 15.0 meses (p=0.004) (Gurrieri et
al., 2018). Sin embargo, en nuestro caso no observamos tantas diferencias entre los grupos de
“metilacion intermedia” y “no metilado” en la OS (17 y 19 meses) y en el PFS (10 y 10
meses). Dichas diferencias podrian explicarse por un sesgo de seleccion, ya que en la
publicacion de referencia analizan una serie de pacientes consecutivos y no seleccionados,

mientras que nuestro trabajo constituye una seleccion de pacientes reintervenidos.

Por otro lado, los diversos métodos de laboratorio disponibles en el mercado analizan

diferentes sitios CpG dentro de la isla. Sin embargo, sigue sin estar definido cudntos o que

CpGs especificos deben estar metilados para causar un silenciamiento transcripcional o
correlacionarse con la respuesta al tratamiento o el prondstico vital. Por ello, no conocemos el
valor clinico y prondstico del hecho de que muestras estudiadas por métodos diferentes sean
catalogadas como iguales a pesar de que son diferentes CpGs los que se analizan (Wick et al.,
2014). Esta cuestion es abordada por una revision sistematica Cochrane que analiza diversos
trabajos en los que se analiza un tipo de técnica o se realizan comparaciones entre métodos.
Sus resultados indican que los estudios de metilacion del promotor son mejores predictores
diagnosticos que los niveles de proteina medidos por inmunohistoquimica. Por otro lado, se
postula que la pirosecuenciacion puede ser mejor predictora de la supervivencia que la MSP,

aunque sin respaldo estadistico significativo. En cuanto al proceso de las muestras, sitios
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CpGs analizados o puntos de corte empleados, la revision no arroja datos conclusivos

(Brandner et al., 2021).

Con el objetivo de subyugar estas discrepancias, deberia existir una tendencia hacia
un test estandarizado en todos los pacientes. Esta situacion ideal implicaria el uso de la
misma técnica tanto para ensayos clinicos como en la practica clinica habitual. Dicho test,
deberia ser sensible y especifico, de facil reproducibilidad y aplicable en muestras fijadas en
formol e incluidas en parafina. En la actualidad, la clasificacion actual de la OMS no tiene en
cuenta el estado de metilacion de MGMT para la calificacion molecular de gliomas y existen
opiniones discrepantes acerca de si este dato deberia ser incluido en la proxima clasificacion
por su relevancia clinica. En el caso de ser afiadido, el analisis molecular deberia ser facil de
realizar, sin un equipamiento excesivamente especializado o costoso, para poder llevarse a
cabo en la mayoria de los laboratorios. Con estos requisitos, se argumentaria el uso de MSP
como técnica de eleccion. Ademas, seria de interés el refinamiento de guias terapéuticas en
gliomas de alto grado teniendo en cuenta una estratificacion de los pacientes con respecto a

los datos moleculares de su lesion.

5.6. Aspectos metodologicos referentes a la calidad de las muestras a estudio

Otra causa posible para las diferencias encontradas radica en la calidad de las
muestras. Para evitar resultados sesgados debidos a contaminacion por tejido necrético o
inflamatorio, las muestras tumorales fueron cuidadosamente marcadas bajo microscopico

optico por parte de los neuropatdlogos de nuestro centro con el fin de seleccionar la mayor
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cantidad de células neoplasicas. Posteriormente, los técnicos de Anatomia Patoldgica
proceden con una diseccion mediante bisturi y realizan cortes de 2 um en el microtomo para
después continuar con la extraccion de ADN. Este tipo de metodologia ya esta descrita en
otros trabajos (Barresi et al., 2018), proporcionando una relacion de més del 80% entre
células tumorales y contaminantes. Aunque nuestro trabajo tiene en cuenta este aspecto, no
hemos proporcionado una cuantificacion numérica aproximada de la calidad de las muestras a
estudio, aunque parece poco probable que existan demasiadas alteraciones debidas a este

fendmeno.

Ademas, es meritorio destacar la importancia de las medidas de control de calidad
internas y externas a la hora de realizar los test, ya que, decisiones terapéuticas basadas en el
contexto de falsos positivos o negativos podrian ser perjudiciales para los pacientes. Ademas
de las buenas practicas por parte del personal técnico de laboratorio las medidas de control
deberian incluir controles de calidad en los test diagnosticos, implementacion de medidas
para evitar y detectar contaminacion o guias para la interpretacion de los datos o solucion de
problemas. En nuestro caso, se adoptaron las medidas necesarias incluyendo un control de la

reaccion de conversion con bisulfito en todas las muestras.

5.7. Heterogeneidad intratumoral

La heterogeneidad intratumoral con respecto al silenciamiento epigenético del

promotor del gen MGMT es otras de las posibles causas que pueden explicar los hallazgos

discrepantes y ha sido descrita en varias publicaciones. Un grupo italiano estudié mediante
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MSP la metilacién del promotor en la parte central y periférica del tumor en 24 pacientes con
glioblastoma, 11 de los cuales se reintervinieron realizandose un estudio pareado adicional.
Su serie incluye un porcentaje relativamente alto de glioblastomas /DH-1 mutado (5 casos,
20.0%), ya que algunos suponen transformaciones malignas de gliomas de menor grado
histologico. El andlisis determina que 19 de los 24 casos (80.0%) son homogéneos con
respecto al estado de metilacion, y en los 5 casos restantes se repite siempre el mismo patron:
los tumores son metilados en la parte central y no metilados en la periferia. De las 11
recidivas estudiadas, se documenta un cambio en 3 de ellas (27.0%), siendo todos los tumores
de presentacion heterogénea en la primointervencion. Podria especularse que un tumor
presenta diferentes lineas celulares que exhiben determinados patrones de metilacion y que,
tras la exposicion a diferentes factores, la recidiva esta producida por la expansion clonal de
una de esas lineas (los tumores en la recidiva fueron siempre homogéneos). El tratamiento
con TMZ deberia favorecer la eliminacion de la linea celular hipermetilada, sin embargo, los
resultados son controvertidos ya que, en dos de los casos, la recidiva presenta el promotor

metilado (Barresi et al., 2018).

Della Puppa y colaboradores propusieron el estudio de la metilacién del promotor
MGMT mediante MSP y la expresion de la proteina MGMT mediante inmunohistoquimica en
tumores de 12 pacientes extrayendo muestras de tres zonas concéntricas, postulando que
existe un gradiente hipoxico intratumoral (el core, generalmente quistico o necrotico mas
hipoxico y la periferia, mas vascularizada). Parece que la expresion de la proteina se
relaciona con el drea de adquisicion de la biopsia (mayor expresion en la zona isquémica
central), mientras que la metilacion del promotor no. Estos hallazgos concuerdan con los

obtenidos por Pistollato y colaboradores, quienes postulan al factor inducible por la hipoxia
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(HIF-1a) como mediador del aumento de la expresion del enzima MGMT en zonas hipoxicas
(Pistollato et al., 2010). Se observo un analisis discordante entre capas que evidencia
heterogeneidad en 4 de los 12 tumores estudiados (25.0%), aunque debe tenerse en cuenta la
posible afectacion de los resultados debido al extenso grado de necrosis de las muestras
procedentes de la parte central de tumor. Los resultados son discordantes con los expresados
en el estudio anterior, ya que existen muestras metiladas y no metiladas con independencia de
si el area estudiada era la central o la periférica (Della Puppa et al., 2012). Existe ademas una
discreta correlacion entre la metilacion del promotor y la expresion de proteina, hecho ya
destacado por otros trabajos (Brell et al., 2005). Estos datos vuelven a apoyar que en la
expresion de la proteina MGMT existen otros mecanismos implicados, aparte del
silenciamiento epigenético.

Otros estudios han evidenciado una homogeneidad en la metilacion del promotor
MGMT al estudiar muestras histologicas de diferentes partes del mismo tumor. El grupo de
Grasbon-Frodl estudi6 la metilacion del promotor y la expresion de la proteina en muestras
procedentes de varias biopsias estereotacticas en la misma lesion mediante MSP e
inmunohistoquimica respectivamente. De los 25 pacientes y 69 especimenes analizados,
unicamente se detectaron diferencias entre las muestras en un caso. La expresion de la
proteina MGMT también resulto ser igual o altamente similar. Sin embargo, tampoco
encuentran una gran correlacion entre metilacion de promotor y expresion de proteina
(Grasbon-Frodl et al., 2008).

El hallazgo de Hamilton y colaboradores es curioso. El articulo revela que la
determinacion del status de metilacion de MGMT podria variar en funcidn de la técnica de
fijacion empleada para la conservacion de las muestras. Su estudio comporta el analisis de

muestras fijadas por congelacion o por inclusion en parafina de 13 pacientes afectos de
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glioblastoma a los que realizan biopsias de distintas areas del tumor (zona periférica captante
de contraste, zona adyacente a la captacion de contraste y zona central necrotica) para
estudiar, mediante MSP, el estado de metilacion del promotor del gen MGMT. Se observaron
discrepancias en algunas de las muestras procedentes del mismo paciente (4 de 13) en
funcion de si habian sido fijadas por congelacion o incluidas en parafina, aunque se no se
evidenciaron cambios en las diferentes biopsias de la misma lesion al aplicar la misma
técnica molecular. La explicacion a estos hallazgos es desconocida, aunque los autores
postulan que el tiempo que discurre desde la toma de biopsia hasta la fijacion, o el proceso de

fijacion en si podria alterar el estado de metilacion (Hamilton et al., 2011).

Aunque la heterogeneidad intratumoral se postula como una de las posibles razones
que explican la discrepancia entre los resultados obtenidos, s6lo algunos de los trabajos que
analizan especificamente esta cuestion encuentran diferencias en un bajo porcentaje de casos.
En nuestro caso y debido al andlisis retrospectivo de las muestras, no podemos saber con
exactitud el &rea tumoral de la que proceden, aunque es posible que se trate de la zona
captante de contraste, ya que es donde se encuentra la mayor parte del tejido tumoral viable.
Ademas, debido a las limitaciones econdmicas y al elevado coste del andlisis mediante
pirosecuenciacion, s6lo fue posible la evaluacion de una muestra procedente de cada

procedimiento quirurgico.
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5.8. Seleccion clonal por agentes alquilantes

Debido a su mecanismo de accion, la selecciéon clonal inducida por el tratamiento con

temozolamida se propone como el mecanismo principal por el que se explica el remodelado
del patron de metilacion del promotor del gen MGMT 'y la quimiorresistencia que
eventualmente se producen durante el curso clinico de la enfermedad. Los resultados de
estudios in vitro proporcionados por Beier y colaboradores demuestran que la concentracion
de TMZ alcanzada en pacientes tinicamente es suficiente para eliminar las células sin
expresion de MGMT, pero no las células MGMT-positivas (Beier et al., 2008). Bajo esta
premisa, el tratamiento con TMZ produciria una presion citotoxica selectiva, eliminando las
lineas celulares que presenten una expresion baja de la proteina MGMT (con promotores
MGMT hipermetilados) e induciendo por si misma una quimiorresistencia posterior al
seleccionar clones con bajos niveles de metilacion del promotor y alta expresion de proteina,

mucho mas resistentes a la terapia alquilante (Brandes et al., 2010).

Esta teoria ha sido corroborada por varios autores en distintas publicaciones. El grupo
japonés de Suzuki fue uno de los primeros en demostrar mediante MSP la tendencia hacia un
mayor nimero de tumores no metilados en recurrencias de gliomas de distinto grado
histologico tratados con temozolamida (10 de un total de 13). Ademas, evidencian un
aumento de los niveles de ARNm de MGMT en recurrencias, que se correlaciona con la
ausencia de promotores metilados (Suzuki et al., 2011).

Mediante la misma técnica, el grupo de Christmann analiza los cambios de metilacion
en recurrencias de glioblastoma en pacientes tratados con TMZ. Ademads, determinan de

forma paralela la actividad de MGMT medida por actividad radiactiva. Encuentran una gran
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proporcidon de cambio en las muestras pareadas, en las que casi todas las recurrencias son no
metiladas, que se acompana de un aumento de la actividad MGMT (Christmann et al., 2010).
Jung y colaboradores ofrecen otro punto de vista al realizar su anélisis en 18 muestras
pareadas Gnicamente en glioblastomas tratados con diferentes regimenes de quimioterapia.
Todos recibieron temozolamida, y en algunos casos, nimustina combinada con cisplatino de
forma adicional. Su estudio radica en determinar el grado de metilacioén del promotor
mediante MSP y la expresion de proteina mediante inmunohistoquimica. Sefialan un cambio
en el patron de metilacion en 5 de 18 especimenes (27%), casi todos hacia promotores no
metilados; mientras que la expresion de proteina presentaba una tasa de cambio mucho mas
elevada, presentando un 83% de las muestras un aumento en los niveles de MGMT al
compararlas con las precedentes (Jung at al., 2010). Con estos resultados podriamos
hipotetizar que existen mecanismos inducidos por el tratamiento implicados en el aumento de
expresion de MGMT, produciendo quimiorresistencia, sin alterar el patron de metilacion del

promotor en un gran nimero de casos.

El fenémeno de quimiorresistencia tumoral adquirida debida a factores epigenéticos
se ha postulado como un mecanismo general que puede aplicarse a diferentes tipos de cancer
(Brown et al., 2014) y en el caso especifico de MGMT y temozolamida; se ha intentado
explicar mediante un modelo matematico estocéstico (Storey et al., 2019). En el trabajo de
Storey y colaboradores se resefia que la reduccion observada en muchos trabajos en el grado
de metilacion en las muestras procedentes de reintervenciones no puede explicarse por una
seleccion clonal evolutiva, sugiriendo que la TMZ juega un papel activo en esta alteracion

epigenética.
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Debido a que la TMZ es un agente alquilante y actaa transfiriendo grupos
alquilo/metilo en las posiciones N’ u O° de los residuos de guanina, el mecanismo preciso por
el cual este farmaco contribuye a la desmetilacion del promotor MGMT no esté claro. Varias
vias de senalizacion han sido teorizadas en diferentes publicaciones. En el articulo de
Boldogh y colaboradores, se demuestra que agentes alquilantes similares a la TMZ,
activadores de la protein-kinasa C, producen un aumento en los niveles de ARNm MGMT
(Boldogh et al., 1998). Afios mas tarde, el grupo de Lavoie descubre que algunas isoformas
de la protein-kinasa C pueden producir una inactivacion de metiltransferasas (DNMT1)
mediante un proceso de fosforilacion, contrarrestando la metilacion (Lavoie et al., 2011).
Estos resultados concuerdan con los del grupo de Ichimura, que demuestra que la
fosforilacion de DNMT1 se asocia a la presencia de promotores hipometilados (Ichimura et
al., 2009).

Estos estudios nos brindan cierta evidencia experimental sugiriendo que la TMZ
podria contribuir en una regulacion a la baja del grado de metilacion del promotor MGMT,
mediante la activacion de vias de senalizacion celular dependientes de la protein-kinasa C y
la fosforilacion de DNMTTI.

Storey y colaboradores (Storey et al., 2019) también plantean la posibilidad de que la
TMZ pueda afectar a la funcion de las enzimas TET (7en Eleven Translocation), conocidas
por disminuir la actividad de metiltransferasas por medio de mecanismos de oxidacion (Ji et

al., 2014).

Por otro lado, un grupo polaco ha publicado un trabajo reciente en el que se estudian
los cambios que se producen en el ADN con respecto al residuo 5-meticitosina en lineas

celulares de glioma expuestas a TMZ. Aunque 5-mC no es un producto de reaccion

319



producido por la TMZ, los autores analizan los cambios a nivel global en el ADN en esta
marca epigenética principal. Los autores encuentran que, a largo plazo, en las lineas celulares
tratadas con TMZ, se observa un fendmeno de hipometilacion global, probablemente causado
por estrés oxidativo, que podria ocasionar la expresion incontrolada de genes causantes de

quimiorresistencia (Barciszewska et al., 2015).

Sin embargo, el hecho de que tras la exposicion a TMZ se produce un decremento en
el nivel de metilacion, sigue siendo controvertido al evidenciarse en diferentes estudios
incluyendo el nuestro, cambios en la direccion opuesta a la esperable (de no metilado a
hipermetilado) en muestras pareadas de pacientes que fueron tratados con temozolamida
(Barresi et al., 2018; Brandes et al., 2010; Brandes et al., 2017; O'Regan et al., 2018; Park et
al., 2012; Parkinson et al., 2007). Consideramos que nuestra serie muestra un caracter
bastante homogéneo en términos de tratamiento complementario tras la primera intervencion.
Todos los pacientes fueron tratados con radioterapia y TMZ concomitante y en 21 casos

(84.0%) se completaron los 6 ciclos de adyuvancia con TMZ.

Ademas, cabe destacar que algunos autores han encontrado discrepancias en los
patrones de metilacion en recidivas de glioblastoma dependiendo de si los pacientes fueron
tratados con radioterapia seguida de TMZ frente a quimioradioterapia concomitante (Brandes
et al., 2010; Jung et al., 2010). Otros, sin embargo, destacan la pérdida de metilacion en
recurrencias de gliomas de bajo grado en pacientes que no han sido tratados con alquilantes
(Christmann et al., 2010).

Todos estos datos sugieren, en su conjunto, que la dindmica de los cambios

epigenéticos que afectan al promotor del gen MGMT a lo largo del curso clinico de la
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enfermedad, puede ser muy compleja, no estar afectada inicamente por la seleccion clonal
debida a alquilantes y no ser comprendida en su totalidad en el momento actual. Por otro
lado, es posible que la TMZ pudiese generar quimiorresistencia por otras vias bioldgicas
distintas a la metilacion del promotor de MGMT. Segun el estudio de Deeheger y
colaboradores, la exposicion de modelos xenografos derivados de pacientes afectos de
glioblastoma a TMZ aument6 el nimero de células madre precursoras de glioma (GSC,
glioma stem cells). Los autores argumentan que la TMZ produciria una reprogramacion desde
un estado de célula de glioblastoma diferenciada a uno de célula madre indiferenciada,
mediada por factores inducibles por la hipoxia, postulando un nuevo mecanismo de

quimiorresistencia (Deeheger et al., 2014).

5.9. Limitaciones

El presente analisis muestra una serie de limitaciones evidente, que desarrollamos a

continuacion:

Al tratarse de un estudio retrospectivo, existen carencias en su disefio. Aunque existio
una preseleccion y un control de calidad del ADN en todas las muestras, desconocemos el
area tumoral de la que proceden, por lo que podrian existir sesgos inherentes a este hecho.

Por otro lado, debido al elevado coste, inicamente se analizd una muestra por
paciente, asumiendo que existe una gran homogeneidad con respecto al patrén de metilacion

de las areas de los tumores estudiados.
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Por ultimo, cabe destacar el pequefio tamafio muestral de la serie debido a las
selectivas indicaciones de reintervencion en nuestro centro. Ademas de limitar el poder

estadistico de nuestras conclusiones, es posible la generacion de sesgos de seleccion.
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6. CONCLUSIONES

El valor pronoéstico del estado de metilacion del promotor del gen MGMT
determinado mediante técnicas de pirosecuenciacion sobre la supervivencia global, el
intervalo libre de progresion y la sensibilidad a temozolamida es manifiesto, a pesar del
pequefio tamafio muestral de la serie.

Sin embargo, la relacion entre la determinacion de este aspecto epigenético en la
recidiva y la supervivencia post-progresion no es tan concluyente, por lo que es posible que
repetir el andlisis molecular no tenga tanta relevancia en estos casos, al no modificar las
decisiones terapéuticas.

A pesar de la homogeneidad de la serie en términos de diagndstico
anatomopatologico, excluyéndose previamente los astrocitomas grado IV con mutacion de
IDH y de tratamiento complementario con temozolamida; el estudio cuantitativo de muestras
pareadas analizando el grado de metilacion del promotor del gen MGMT evidencid tanto
incrementos como decrementos. Estos datos sugieren que la seleccion clonal inducida por
agentes alquilantes no es el unico factor influyente sobre la compleja dindmica que modula
los cambios epigenéticos en el promotor del gen.

Otros factores, como la heterogeneidad intratumoral en términos de metilacion del
promotor, calidad de las muestras y test de laboratorio empleado han podido influir de igual

modo en los resultados.
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