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Prefacio

No recuerdo claramente el momento exacto en el que tomé la decision
definitiva de estudiar Medicina, pero sin duda sé que lo hice hace ya mucho tiempo.
Es posible que esta circunstancia no fuese producto de un hecho puntual, pero no
tengo ninguna duda de que son precisamente los contactos y conversaciones
puntuales con otras personas del entorno, las que finalmente te impulsan a tomar
una gran mayoria de tus decisiones. Visto asi, tiene sentido afirmar que la “vida
social” y, entre otras cosas, esas personas a las que me refiero y con las que
convivimos diariamente tienen por tanto un impacto muy importante en lo que al final
somos y hacemos.

Esta Tesis trata precisamente de eso, de las relaciones entre los diferentes
aspectos de un enfermo y su enfermedad, de su evolucién y por ultimo de su
desenlace. Intenta ademas, de un modo muy pretencioso, averiguar el modo en el
que todas estas caracteristicas se relacionan e interaccionan entre si, influyendo en
mayor o0 menor medida unas sobre otras.

En mi caso, algunas de esas personas de las que hablo han estado ahi desde
hace muchos afos y otras se han ido incorporando con el paso del tiempo, otras sin
embargo desgraciadamente ya no estan, aportandome muchos de esos contactos y
conversaciones que me han dirigido finalmente hasta lo que soy y hago a dia de
hoy.

Muchas pertenecen a mi entorno laboral. No solo me refiero a todos y cada
uno de mis compafieros en el Servicio de Oncologia Médica, sin cuyo apoyo hubiese
sido totalmente imposible iniciar y, por supuesto, acabar esta tesis. También han
contribuido de forma importante desde otros muchos servicios del hospital. Me
gustaria destacar en este sentido a los compafieros de Anatomia Patolégica por
haberme ayudado con las técnicas y permitido compartir con ellos algunas que otras
horas de microscopio.

Como no, gracias a los enfermos, que tantas horas aguardan pacientemente
a las puertas de las consultas para poder contarnos sus multiples preocupaciones
con la esperanza de que podamos, al menos, escucharlos.

Por supuesto, no debo olvidarme de mis amigos del departamento de
“Matematica Aplicada y Ciencias de la Computacion” que, como grandes docentes
gue son y mejores personas, se han tenido que armar de una inmensa paciencia
para intentar meter en la dura mollera de un médico profano unos minimos
conceptos de estadistica que espero sea capaz de retener en mi cabeza por algun
tiempo.
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Organizacion de la Tesis
1. Estructura

Esta Tesis esta organizada en seis capitulos. El primero resume el estado del
arte en relacion con la epidemiologia, las principales caracteristicas moleculares, los
aspectos diagndésticos y terapéuticos del glioblastoma multiforme (GBM). Ademas se
hace una breve introduccion a la metodologia de las redes bayesianas (RB).

Tras exponer la hipoétesis de trabajo y los objetivos de la Tesis, en el segundo
capitulo, se dedica el tercero a describir la poblacion objeto de estudio, las variables
analizadas y la metodologia empleada.

Los resultados obtenidos tras el analisis de la serie clinica son expuestos en
el capitulo cuarto. Alli se empieza con observaciones clinicas y luego se describen
los andlisis de supervivencia y la investigacion de variables potencialmente
relacionadas con ésta. En el mismo apartado se exploran distintos subgrupos
prondsticos y se realizan andlisis centrados en esas subpoblaciones especificas.
Para cerrar este capitulo se proponen varios modelos probabilisticos generados a
partir de datos y variables clinicas y moleculares.

El capitulo quinto consiste en la discusion y puesta en contexto de los
resultados obtenidos. ElI orden de este apartado remeda el de los objetivos
previamente expuestos en el segundo capitulo.

Finalmente, en el capitulo sexto, se presentan las conclusiones finales de la
Tesis y las lineas futuras de investigacion.

2. Oportunidad en el contexto actual

El glioblastoma multiforme (GBM) es una neoplasia relativamente frecuente
entre las del sistema nervioso central (SNC), que se caracteriza por su excepcional
agresividad y por acarrear altas tasas de mortalidad.

Su incidencia ha ido en aumento progresivo durante los ultimos afios. La
etiologia de estos tumores es una incognita, no existiendo aun a dia de hoy datos
concluyentes ni asociaciones claramente demostradas en este sentido.

Tras una tentativa quirargica inicial con doble intencion, diagnéstica y
terapéutica, el estdndar de tratamiento actual consiste en una combinacion de
radioterapia (RT) y quimioterapia (QT). Desgraciadamente, aun cuando se logre una
extirpacion aparentemente total y se complete un posterior programa de RT y QT
adecuadas, la recaida tumoral es la norma. Asi la supervivencia libre de recaida o
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progresion (SLRP) y la supervivencia global (SG) en las series clinicas mas
numerosas no van en general mas alldA de 6-8 meses y 14-16 meses
respectivamente, permaneciendo vivos escasamente un 25% de los enfermos a los
2 afios del diagnastico.

Aparte de los factores prondsticos clasicos, que son la situaciéon general del
enfermo (performance status, PS) y quizas el volumen de tumor resecado por el
neurocirujano, no existen variables clinicas de suficiente fiabilidad para determinar si
los pacientes se agrupan en distintas clases prondsticas. Mas aun, a pesar de que
cada vez se conocen mas datos acerca de los mecanismos oncogénicos
subyacentes y las alteraciones moleculares en el GBM, tampoco existe confirmacion
definitiva de que ninguna variable molecular sea de utilidad pronéstica en la practica
cotidiana.

Por otro lado la mayoria de los trabajos llevados a cabo en este tipo de
neoplasias analizan de forma conjunta tanto las caracteristicas de los enfermos
como los resultados de supervivencia obtenidos tras aplicar los tratamientos, sin
hacer distinciones en funcidon de factores que a priori pudiesen ser de relevancia,
como por ejemplo el tipo de cirugia practicada.

A la vista de lo anterior, seria sin duda deseable el hecho de poder disponer
de mas informacion pronostica contrastada para tratar de orientar las decisiones
terapéuticas tomadas durante la practica asistencial diaria en este contexto.
Probablemente sea la suma de la existencia o no de varios de estos factores clinicos
(huésped) y moleculares (tumor) junto con todas sus potenciales interacciones, la
gue quizds pueda ser capaz de aproximarse de forma mas fiable a una tedrica
evolucidn en cada uno de estos enfermos.

En este contexto se ha llevado a cabo este trabajo con la intencion de tratar
de conseguir identificar varias de estas caracteristicas clinicas y/o moleculares que
puedan ayudar a clasificar a los enfermos con GBM, tratar de generar herramientas
tiles a la hora de clasificar a estos enfermos en diferentes subgrupos prondésticos
en funcién de sus probabilidades de supervivencia y con todo ello, en definitiva,
intentar contribuir a la toma de decisiones, adecuando asi el esfuerzo terapéutico a
emplear en cada subpoblacién en funcion de su pronéstico.

3. Listado de abreviaturas y acronimos

AA: Astrocitoma anaplasico.
BHE: Barrera hematoencefalica.

Bx: Biopsia.

4 Organizacion de la tesis



DFH: Difenilhidantoina.

Dx: Diagnostico.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

GBM: Glioblastoma multiforme.

IQ: Cirugia.

IHQ: Inmunohistoquimica.

MGMT: 06-metilguanin-ADN metiltransferasa.

PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas.
PS: Performance Status o situacion fisica general del enfermo.
QT: Quimioterapia.

RB: Redes bayesianas.

RC: Reseccion tumoral completa.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

RP: Reseccién tumoral parcial.

RT: Radioterapia.

RTK: Receptores de factores de crecimiento ligados a tirosina quinasas.
RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa “en tiempo real”.
Rx: Radiologia.

SG: Supervivencia global.

SLP: Supervivencia libre de progresion.

SLR: Superviviencia libre de recaida.

SLRP: Supervivencia libre de recaida o progresion.

SNC: Sistema nervioso central.

Sv: Supervivencia.

TAC: Tomografia axial computadorizada.

TMA: Tissue microarray.

TMZ: Temozolomida.

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial.

Organizacion de la tesis



Organizacion de la tesis



l. Introduccion

Introduccion 7



Introduccion



l. INTRODUCCION

1. Tumores del sistema nervioso central

Las neoplasias primarias del sistema nervioso central (SNC) constituyen un
grupo heterogéneo de tumores originados a partir de distintas estirpes celulares.

Los datos epidemiolégicos disponibles proceden fundamentalmente de
registros realizados en EEUU y Europa, aunque algunos registros regionales en
Espafa arrojan cifras similares.

Segun las cifras de GLOBOCAN 2012 este tipo de tumores representa,
dependiendo de las éareas geogréficas, entre el 1,3 y el 1,8 % de todas las
neoplasias malignas y es responsable del 2,6 % de todas las muertes relacionadas
con cancer. La incidencia de estos tumores oscila entre los 3-10 casos / 100.000
personas-afo. La tasa de mortalidad anual ajustada a la edad fue de 2,5/ 100.000
personas-afio. Segun este mismo registro, en Espafia la incidencia es de 5,1 casos
/100.000 personas-afio (3.717 casos, que los sittan en 15° lugar entre las
neoplasias soélidas) y la mortalidad es de 3,3 muertes / 100.000 personas-afio (2.668
fallecimientos, que suponen la 102 causa de muerte por cancer). En resumen, se
trata de neoplasias con un alto potencial deletéreo.*

A pesar de que son tumores relativamente poco frecuentes, su incidencia
viene experimentando un crecimiento progresivo en los ultimos 50 afios. EI motivo
de este incremento es desconocido, ya que la etiologia de estos tumores es una
incégnita. Se atribuye este fenOmeno en parte a la introducciébn de técnicas
diagnésticas no invasivas como la TAC o la RMN vy al paulatino mayor acceso de
poblacién anciana a los sistemas sanitarios. Sin embargo, aun dentro de los paises
muy desarrollados viene observandose un aumento de la incidencia, sin clara
relacién con la etnia, el sexo o el area geogréfica.?

Son interesantes en este punto los estudios epidemioldgicos llevados a cabo
en poblaciones migratorias. Se ha visto que los individuos que se trasladan desde
una zona menos desarrollada, en principio de baja incidencia, hacia un pais mas
industrializado adquieren, tras un periodo de permanencia, las tasas de incidencia
correspondientes al nuevo asentamiento. Este hecho sustentaria la hipétesis de una
etiopatogenia ligada a factores ambientales. Sin embargo, los analisis dirigidos a
identificarlos no han sido concluyentes.?

En cuanto a las caracteristicas generales de los pacientes, parece existir un
ligero predominio entre la poblacion masculina y la raza caucasica. El pico de
incidencia para este tipo de neoplasias esta entre la 62 y 72 décadas de la vida. El
GBM, por ejemplo, raramente se presenta antes de los 15 afios, aumentando su
incidencia de forma progresiva a partir de los 45 afios.'*
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La mayoria de los tumores “primarios” del SNC son gliomas. A su vez, la
mayor parte de éstos se encuentran dentro del grupo de los denominados como
astrocitomas. Estas neoformaciones se clasifican siguiendo el esquema propuesto
por la OMS.®> Hasta el 80% de estos tumores, dependiendo de las series, estan
emplazados dentro del grado IV de la OMS. Si se tiene en cuenta el hecho de que
éste es el subgrupo que presenta un comportamiento “mas agresivo”, se pueden
justificar con facilidad las cifras de mortalidad referidas anteriormente para este
grupo de tumores.®

2. Astrocitomas de alto grado. Glioblastoma multiforme

Los astrocitomas se agrupan desde el punto de vista anatomopatolégico
segun el esquema de clasificaciéon de la OMS del afio 2007. En funcién de sus
caracteristicas histologicas (microscopia 6ptica) y eventualmente por la presencia de
ciertas alteraciones genéticas, se distinguen cuatro categorias. (tabla 1) Ordenados
de menor a mayor agresividad, existen gliomas de bajo grado (grupos | y Il de la
OMS) y gliomas de alto grado (grupos Il y V). Dentro de este ultimo grupo, el grado
[Il corresponde al astrocitoma anaplasico (AA) y el grado IV esta conformado por el
glioblastoma multiforme (GBM).

Tabla|l. Gradacion OMS de los tumores del SNC

Modificada de “Table 2 WHO Grading of Tumours of the Central Nervous System”.

Astrocitoma subependimario de
células gigantes

Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma pilomixoide X
Astrocitoma difuso X
Xantoastrocitoma pleomoérfico X
Astrocitoma anaplasico (AA) X
Glioblastoma (GBM) X
Glioblastoma de células gigantes X
Gliosarcoma X

Entre otras caracteristicas, las categorias diagnosticas vienen definidas
principalmente por la actividad mitética y la atipia celular. El grado IV o GBM, el mas
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frecuente y agresivo de los gliomas, se caracteriza por un patron abigarrado, con
intensa proliferacién vascular y con areas de necrosis intratumoral.® (Fig.1)

Lrasins aa "‘. ﬂ%’q 3 . ";» D :,s‘;%ﬁ‘;
Figura 1. Glioblastoma multiforme (Hematoxilina eosina)

Tomada y modificada de www.oncolink.org

Desde el punto de vista patogénico, se distingue el GBM “secundario” (5% de
los casos) cuando proviene de la progresiva malignizacion de un astrocitoma de bajo
grado preexistente, en contraposicion al GBM “primario” o de novo (95%) que se
manifiesta de entrada como tal. A continuacion se describen sus respectivas
alteraciones genéticas.’

2.1 Genética molecular del GBM

Su origen y progresion van unidos a una serie de alteraciones por las cuales
las células tumorales incrementan de forma descontrolada su ritmo de proliferacion.
Estas alteraciones estan comprendidas dentro de alguno de los siguientes
apartados: activacion de oncogenes promotores, inhibicion de genes supresores,
desactivacion de genes inductores de apoptosis y lesion de los genes implicados en
la reparacion de dafios del ADN. Dichos mecanismos no son excluyentes entre si y
de hecho suelen coexistir en un mismo tumor.

Algunas alteraciones aparecen tipicamente asociadas al GBM. A continuacion
se citan las més relevantes.

Via TP53/MDM2/p14ARF, La génesis de los gliomas de bajo grado exige la
presencia de al menos dos de los mecanismos enumerados anteriormente: la
inactivacion del gen supresor de tumores TP53 y la pérdida de determinadas
secuencias de bases situadas en el cromosoma 22q, aln por identificar.®

El gen TP53 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p) y
codifica para la sintesis de la proteina p53, pieza fundamental en la regulacion del
ciclo celular. Esta proteina desempefia un importante papel en procesos como el
“arresto” o suspension del ciclo celular en caso de detectarse alguna anomalia o
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dafio a nivel del ADN hasta que se lleva a cabo su reparacion, o en caso de no ser
posible esto, la induccion de apoptosis celular. A su vez MDM2, cuya transcripcion
es inducida por la forma no mutada de TP53, es capaz de unirse a TP53 inhibiendo
su actividad (“feed-back” de autorregulacion). Por ultimo el producto protéico de la
expresion de p14ARF actla también como regulador de este proceso inhibiendo en
este caso a MDM2. Por lo tanto, la deficiente regulacion de procesos de replicacion
celular y apoptosis frecuentemente implicados en la oncogénesis del GBM en
relacion con una disfuncion de TP53, podria ser consecuencia de la pérdida de
funcién o de variaciones en la expresion de cualquiera de estos tres genes.®

La inactivacion de TP53 suele ser resultado de la existencia de una mutacion
previa en uno de los alelos seguida de la pérdida posterior del alelo restante. Este
fendbmeno, al parecer, juega un papel tanto en la génesis de los gliomas de bajo
grado como en la transformacion de estos en GBM secundarios, por ello es facil
comprender como dicha alteracion esta presente en menos de un tercio de los GBM
primarios y en contraposicion hasta en un 57% de los denominados GBM
secundarios. Las mutaciones son, en su mayoria, del subtipo “missense” y suelen
afectar a regiones del gen que codifican aminoacidos implicados en la unién de p53
al ADN (exones 5, 7, 8), perdiéndose de este modo la funcionalidad de la proteina.’

Alteraciones en otros componentes relevantes que forman parte de esta ruta
de sefializacion intracelular como MDM2 y p14RF muestran diferentes frecuencias
de aparicion. Asi mientras la amplificacion de MDM2 esta presente en menos del
10% de los GBM, apareciendo de forma exclusiva en pacientes con GBM primarios
sin mutaciones de TP53, la pérdida de expresion de pl4~RF ocasionada
generalmente por delecion homocigota o metilacion de su promotor de dicho gen se
observa hasta en un 76% de los casos.®

Alteraciones en la “familia” de receptores de crecimiento ligados a
tirosina quinasas (RTK). La amplificacion aberrante, la delecion o mutacion de
alguno de los RTK se detecta hasta en el 67,3% de los GBM.

El principal miembro de esta familia, y el mas estudiado en este contexto, es
el receptor para el factor de crecimiento epidermoide (EGFR). Las alteraciones de
este gen localizado en el brazo corto del cromosoma 7 (Cr7p), estan descritas hasta
en un 57,4% de estos tumores, estando este fendmeno fundamentalmente asociado
con el desarrollo del GBM primario (40%) aunque dicho gen también se puede
encontrar ocasionalmente sobreexpresado en algin GBM secundario (8%). Es
significativo el hecho de que este fendmeno no se ha observado en los GBM con
inactivacion de TP53, estando la mutacion presente de forma global en el 30% de
los GBM.2 La variante mas frecuentemente amplificada de esta anomalia, 50% de
los casos, es el denominado EGFRuvIIIl originado a partir de una delecion en los
exones 2 a 7 que confiere al receptor la capacidad de “autoactivarse” de forma
constitutiva e independiente de la unibn a su correspondiente ligando. Esta
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activacion da lugar a una sefial mitogénica que favorece la proliferacion y la
supervivencia celular e inhibe la apoptosis mediante la activacion de la via efectora
RTK/ RAS/ fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) / Akt / mTOR.°

El receptor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGFR) es otro de los
componentes de esta familia que puede estar alterado en los GBM. Este evento
acontece en una etapa precoz dentro de la génesis de los tumores cerebrales siendo
por ello mas frecuente entre los GBM secundarios y estando por tanto con cierta
frecuencia asociado a la alteracion de TP53. La hiperactividad observada en este
receptor, principalmente PDGFRA, o sus ligandos, generalmente PDGF-3, suele
estar mediada por la presencia de un fenomeno de amplificacion génica. Los
reordenamientos o mutaciones a este nivel son menos comunes. Dicho hallazgo
esta presente hasta en un 11% de los GBM, siendo considerada asi como la
segunda en frecuencia después de las anomalias descritas en EGFR. Esta
alteracion sugiere la presencia de mecanismos auto y paracrinos que unidos a su
accion activadora sobre la via de sefializacion intracelular PI3K / Akt / mTOR, dan
como resultado una promocién del desarrollo y posterior progresion tumoral de los
GBM.1!

Otros miembros pertenecientes a este grupo de moléculas de la familia de los
RTK implicados en el proceso de replicacion celular y, por tanto, candidatos a
presentar alteraciones que participen en el proceso de “tumorogénesis”, serian MET,
IGF-1, bFGF, FGF-2, o el TGFa. Sin embargo, el papel de estas proteinas en la
formacioén de los gliomas de alto grado, es menos conocido.

Perdida de heterocigosidad del cromosoma 10 (LOH Cr10) / PTEN. El gen
PTEN / MMAC1 esta localizado a nivel del brazo largo del cromosoma 10 (Crl10q).
Los productos de su expresion estan directamente implicados en el control del ciclo
celular, perteneciendo este gen al denominado subgrupo de los llamados “genes
supresores de tumores”. La mutacion de PTEN da lugar al sindrome de Cowden
(individuos afectos de tumoraciones en multiples localizaciones entre las que se
incluye el SNC).

La pérdida de heterocigosidad del cromosoma 10 (LOH Cr10q) se describe en
torno a un 60-85% de los casos de GBM, tanto “primarios” como “secundarios”,
estando afectado PTEN hasta en un 15-40% de las ocasiones, fundamentalmente
en los GBM primarios. Asi ésta es la alteracion genética mas frecuente en este tipo
de neoplasias. Este hecho parece formar parte de las anomalias que intervienen en
la posible progresion de las células de la glia cerebral o gliomas de bajo grado hacia
GBM.1?

La pérdida de funcion de PTEN, al igual que el aumento de la actividad de los
factores de crecimiento ligados a tirosina quinasas, ocasiona una desregulaciéon de
la cascada de sefializacion intracelular mediada por los ejes PI3K/Akt y Ras/MAPK,
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que a su vez da lugar a un incremento en el ritmo de proliferacion celular. Este
mecanismo junto con la disminucion de la capacidad para inducir apoptosis celular
es, como ya se ha comentado, una pieza clave en el proceso de desarrollo tumoral.

(Fig.2)

Dentro de esta misma via, la amplificacién de PI3BKCA, componente también
de esta via, es poco frecuente en estos tumores (5-13%).13

Otros genes importantes en la transicion hacia gliomas de alto grado.
Existen otros genes involucrados en la transformacion de los gliomas de bajo grado
(OMS | y II) hacia AA o GBM. Destacan la inactivacion de genes supresores
tumorales presentes en los cromosomas 9p, 13q, 22q y 19q. Esta ultima anomalia
presenta especial interés por tratarse de una mutacion exclusiva de los gliomas,
presente fundamentalmente en el caso de GBM secundarios (54%). Esta alteracion
no estd descrita en ningun otro tipo de cancer en humanos,siendo por otra parte,
comun a todos los subtipos de gliomas malignos.

Las alteraciones del brazo largo del cromosoma 13 (Crl3q), asiento del
conocido como “gen del retinoblastoma” (RB1), tienen lugar en aproximadamente un
tercio de los astrocitomas de alto grado. La presencia de metilacion del promotor
como mecanismo de inhibicion de la expresion de dicho gen es frecuente,
fundamentalmente de nuevo en los GBM secundarios.

Por ultimo, hasta dos tercios de estas neoplasias presentan deleciones en
ambos alelos de determinadas regiones del brazo corto del cromosoma 9 (Cr9p). En
esa localizacibn se encuentran genes como CDKN2A (también denominado
pl6INK4A / MTS1) o CDKN2B (MST2). Los productos protéicos derivados de su
expresion (pRb, p1l4ARF, pl15, pl6, CDK-4, ciclina D,...) son fundamentales para la
adecuada regulacion del ciclo de proliferacion celular. Todos ellos participan de
forma activa en los diferentes “puntos de control” que acontecen durante dicho
proceso, encargandose de controlar el paso de una a otra fase dentro del mismo
(G1-S y G2-M “checkpoints”).®

La (Fig.2) resume de una forma muy esquematica las principales vias
implicadas en la génesis de este tipo de neoplasias.
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Figura 2. Vias y genes implicados en la génesis de los GBM
Tomada y modificada de Fig.5 en “Comprehensive genomic characterization defines human
glioblastoma genes and core pathways™°

IDH-1. Este gen situado en el brazo largo del cromosoma 2 (Cr. 2q), codifica
una enzima implicada en el metabolismo oxidativo mitocondrial (ciclo de Krebs). En
los ultimos afios se han descrito mutaciones frecuentes en gliomas de bajo grado y
consecuentemente en algunos casos de GBM (8-10%), principalmente secundarios,
qgue son capaces de estimular la produccion de “factor inducible por hipoxia” (HIF-1a)
y con ello la proliferacion tumoral. Segun algunos autores estas mutaciones parecen
conferir una mayor respuesta al tratamiento con RT y con ello un mejor prondstico y
evolucién de los enfermos que las presentan.!*

A modo de resumen de todo lo anterior, en funcién de la presencia o no de
unas u otras de entre todas estas alteraciones moleculares, implicadas en la
patogenia tumoral, se subdivide, como ya se ha mencionado previamente, a estas
neoplasias en dos grande grupos GBM “primarios o secundarios”. En la (Fig. 3) se
resumen las diferentes frecuencias de aparicion de dichas mutaciones en los dos
subtipos.
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Figura 3. Alteraciones genéticas en GBM primarios y secundarios

Tomada de Fig.3 en “Genetic Pathways to Primary and Secondary Glioblastoma” 8

Por dltimo, tanto la frecuencia aproximada como el patron de asociacion de
las alteraciones genéticas presentes en este tipo de tumores se han tratado también
de analizar mediante técnicas de secuenciacion masiva de Ultima generacion
fundamentalmente dentro de proyectos internacionales (Proyecto Atlas del Genoma
del Cancer).?® Los resultados observados han confirmado los datos previamente
referidos y ademas han sugerido la existencia de diferentes “subtipos” de GBM,
caracterizandolos en base a modelos de agrupacion fundamentados en la presencia
0 no en el tejido tumoral de dichas anomalias.

Angiogénesis. Se puede afirmar que los gliomas malignos son, en general,
tumores muy “vascularizados”. Por otro lado, la presencia de proliferacion
microvascular intratumoral es indicativa de un alto grado de agresividad de la
neoplasia. Es ampliamente conocido el hecho de que entre la trama vascular de los
AAy la de los GBM existe una gran diferencia.

La molécula méas estudiada dentro de los factores que favorecen el
crecimiento de los neovasos es el VEGF. Este factor, cuyo gen esta situado en el
brazo corto del cromosoma 6 (Cr6p), es capaz de unirse a determinados receptores
transmembrana pertenecientes a la familia de los receptores ligados a tirosina
quinasas presentes en la superficie de las células endoteliales (VEGFR). De esta
forma se activa una cascada de sefializacion intracelular que desemboca en la
formacién de neovasos.
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Otra proteina con capacidad para estimular el proceso de angiogénesis, es la
cadena beta del PDGF (PDGFB) que también posee receptores especificos en la
superficie del endotelio vascular a tal efecto.®

En condiciones fisiolégicas, el principal estimulo para que se produzca en el
organismo un incremento de la producciéon de VEGF es la respuesta celular ante una
situacién de hipoxia. En esa circunstancia, los tejidos responden con un incremento
en la sintesis del denominado “hypoxia-inducible factor” (HIF-1a) que a su vez es un
mediador de la activacion transcripcional del gen del VEGF.

Este factor de crecimiento es expresado en gran cuantia dentro del tejido que
forma parte de los GBM y se ha observado que su concentracion es mas elevada en
la periferia de las areas de necrosis tumoral, presumiblemente como consecuencia
del ambiente de hipoxia generado en torno a estas. Esta proteina, sin embargo, no
ha sido aislada en astrocitomas de bajo grado. Teniendo en cuenta esta
observacién, se piensa que a lo largo del proceso de transformacién desde
tumoraciones menos agresivas hacia neoplasias con mayor “potencial invasivo”, la
adquisicion por parte de las células de la capacidad para expresar estos factores de
crecimiento vascular puede jugar un papel protagonista.l’18

2.2 Diagnéstico

Desde un punto de vista clinico, como se puede imaginar, la sintomatologia
originada por estas tumoraciones va a depender fundamentalmente de su
localizacion y tamafio. La clinica sera por lo tanto producto de la invasion directa del
tejido nervioso por parte de la neoplasia, de la compresion de las estructuras
adyacentes o del aumento de la presién intracraneal ocasionado por la
expansividad local del tumor (sangrado intratumoral, edema perilesional,...) Sin
embargo, su diseminacioén fuera del SNC es anecdética.®

Segun los hallazgos de algunas de las series mas grandes de pacientes con
astrocitomas de alto grado (AA o GBM) el sintoma de presentaciéon mas habitual es
la cefalea, presente al diagnostico hasta en un (53-57%) de los casos. Las crisis
comiciales son frecuentes en el caso de los AA (56%), formando parte del debut en
solo un (23%) de los pacientes. Otros sintomas referidos por estos enfermos son los
déficit motores o sensitivos, las alteraciones del comportamiento, los déficit de
memoria o lenguaje, los sintomas visuales, etc.?°

Ante la sospecha de la existencia de cualquier proceso intracraneal, es
mandatorio realizar un estudio de imagen dirigido. Tanto el TAC (Fig. 4A) como la
RMN craneales (Figs. 4B y 4C) son de gran utilidad en este contexto, siendo de
eleccion esta dltima por tratarse de un método con mayor capacidad para aportar
informacion precisa acerca de la localizacién y extension tumorales. Generalmente
los gliomas malignos aparecen como lesiones “hipointensas” con captacion
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heterogénea de contraste en las secuencias potenciadas en T1, posibilitando estas
imagenes hacer la distincion entre el tejido tumoral y el edema perilesional. Mientras,
en las secuencias T2, tanto la lesibn como el edema son hiperintensas, siendo
imposible discernir entre ambos. Este margen observado en las secuencias T2 es,
aunque de forma imprecisa, la manera mas aproximada de intentar determinar el
limite o frente de invasién tumoral. Sin embargo, células aisladas podrian extenderse
mas all4 de esta linea. Esta circunstancia explicaria el frecuente patron de recidiva
local observado tras la extirpacion quirdrgica aparentemente completa en este tipo
de neoplasias?%22:23

Fig 4B RMN craneal (Secuencia T1} Fig 4C RMN craneal {Secuencia T2}

Figura 4. Imagenes radiolégicas de GBM

Técnicas de imagen mas sofisticadas, como la RMN funcional, los estudios de
difusién y/o perfusion o la espectroscopia, estan aun en fase de experimentacion
aunque es posible que todas ellas pudieran aportar informacion muy valiosa a la
hora intentar diferenciar entre el éarea afecta por el tejido tumoral, con su
correspondiente funcionalidad, y el edema asociado. Como es légico, esta cuestion
es de gran relevancia a la hora de plantear por ejemplo un abordaje quirdrgico
preciso que garantice una extirpacion radical del tumor, minimizando en lo posible
los dafios ocasionados en el tejido cerebral sano circundante. Otro escenario en el
cual estas técnicas pudiesen ser quizas de especial utilidad, es el de la
diferenciacion entre tumoraciones primarias del sistema nervioso central y otro tipo
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de procesos intracraneales, incluidas metastasis. Por dltimo hay quién incluso
propone este tipo de estudios como una herramienta con capacidad de establecer
grupos pronosticos o evaluar la potencial eficacia obtenida con los tratamientos
antitumorales empleados en funcion de caracteristicas radiologicas del tumor como
el flujo sanguineo o la densidad de vascularizacion detectada mediante este tipo de
test.?*

El SPET o el PET son exploraciones dirigidas a la obtencién de imagenes
funcionales. Mediante estas técnicas, analizando el comportamiento de las lesiones
intracraneales a estudio, se puede intentar aventurar la naturaleza benigna o
maligna de las mismas. Las imagenes logradas con el SPET con talio 201 (TI-201)
parecen aportar informacién importante a este respecto.?® En cuanto al PET, puede
ser de gran utilidad en determinados contextos como la deteccion tras una cirugia de
intencién radical de un tejido tumoral “residual”, el seguimiento de la posible
respuesta tumoral “metabdlica” y, sobre todo, la posibilidad de poder diferenciar
entre una sospecha de recidiva tumoral y un area de radionecrosis secundaria a los
tratamientos recibidos. Para realizar este tipo de estudios el radiotrazador mas
comunmente empleado, la fluorodesoxiglucosa (*3FDG), no es de utilidad. En este
contexto son claramente mas efectivos otros compuestos como la C-metionina
(MET) o la fluoroethiltyrosina (FET), cuyo acceso estd mas restringido en nuestro
medio.23:26

A pesar de todos estos avances tecnoldgicos, se debe tener en cuenta que el
diagnéstico diferencial de este tipo de procesos intracraneales incluye numerosas
entidades patologicas con muy diversas etiologias (neoplasicas, infecciosas,
vasculares, inflamatorias,...) que obviamente presentan entre si grandes diferencias
en cuanto a su manejo terapéutico, prondstico, etc. Por este motivo, como en la
mayoria de las neoplasias solidas, el diagnostico definitivo de cualquier tumoracion
intracraneal pasa por la obtencion de una muestra de tejido procedente de la lesion
observada o biopsia. Este procedimiento es obligado fundamentalmente en la
situacion de un paciente sin diagndstico histolégico previo, pero también puede ser
necesario en algunos casos con sospecha de recidiva tumoral, si los resultados de
los test anteriormente mencionados son contradictorios.

2.3 Manejo terapéutico actual

Los GBM son neoplasias con un comportamiento clinico muy agresivo.
Teniendo en cuenta tanto este aspecto como las peculiaridades del asiento
anatomico de este tipo de tumores, es facil deducir que su tratamiento es
habitualmente dificultoso y muy complejo, que exige la participacion de equipos
multidisciplinares.

Las 3 grandes modalidades para el tratamiento de cualquier neoplasia son la
cirugia (IQ), la radioterapia (RT) —ambas de accidén puramente locorregional- y el
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tratamiento sistémico, que incluye la quimioterapia (QT) y las modernas terapias
“bioldgicas”.

Se analizara mas detalladamente a continuacion cual es el papel de cada una de
ellas dentro del tratamiento de los pacientes con GBM.

Cirugia. La extirpacion quirtrgica de la lesion, cuando ésta es factible, es el
tratamiento de eleccion para estos tumores.

No esta claro si en el caso de los GBM, teniendo en cuenta su gran capacidad
infiltrativa -con margenes de invasion generalmente poco definidos-, es posible
lograr la curacion de los pacientes mediante el empleo exclusivo de esta maniobra.
Asi, la recidiva local es la regla en estos pacientes.

La idea de que la extension de la reseccidn quirdrgica es un factor pronodstico
independiente en estos enfermos, es aun a dia de hoy controvertida. Son muchos
los estudios publicados, prospectivos y retrospectivos, a favor y en contra de la
misma. En este sentido, los ultimos datos publicados sugieren que una reseccion
tumoral “total” o casi completa, por encima del 75-80% del volumen tumoral, podria
asociarse con un beneficio en términos de supervivencia y evolucion de estos
pacientes.?’-?8 En resumen, y a pesar de que no existen datos concluyentes al
respecto, el objetivo principal para la mayor parte de los profesionales implicados
consiste en alcanzar una extirpacion tumoral maxima, preservando al mismo tiempo
la funcionalidad neuroldgica. Este logro es sin duda mas facil de obtener mediante el
empleo durante el acto quirdrgico de técnicas como el mapeo y la
electroestimulaciéon funcional, incorporadas a este &mbito en los Gltimos afios.?°

En estrecha relacion con lo anterior, en estos pacientes cobra especial
relevancia el lugar o centro en el cual se va a llevar a cabo la intervencién quirurgica.
Parece claro que en hospitales que poseen amplia experiencia en este tipo de
cirugias, la morbi-mortalidad postoperatoria es mucho menor.*

Como ya se ha comentado previamente, el diagnoéstico definitivo de una
tumoracion intracraneal implica indefectiblemente la realizacion de una biopsia y su
posterior analisis por parte del patologo del tejido tumoral.

La biopsia estereotdxica puede ser una alternativa valida para aquellos
pacientes en los cudles la reseccion completa no es factible, por ser el tumor
irresecable o el enfermo inoperable. Este es por tanto el minimo procedimiento
quirargico a llevar a cabo ante un paciente con una lesion intracraneal. La tasa de
exito diagnostico de esta técnica esta entorno al 96% Yy, en contrapartida, las
complicaciones posquirdrgicas acontecen en aproximadamente un 6-8%. Su
mortalidad se sit(a en torno al 1%.3*
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Datos recientes obtenidos por algunos grupos de investigacion proponen el
analisis del ADN tumoral circulante en LCR, obtenido mediante puncion lumbar,
como una alternativa util y menos agresiva en este contexto. Estos interesantes
resultados estdn sin embargo aun en fase de investigacion y deberdn ser
correctamente validados.3?

En el contexto de la recidiva tumoral, el beneficio de una potencial cirugia de
rescate estd muy cuestionado. No existen aun estudios aleatorizados y las series
retrospectivas, aunque muestran una mejoria sintomatica inicial y un ligero aumento
de la supervivencia libre de progresion (SLP), no aportan ninguna mejoria clara con
respecto al tratamiento de soporte en términos de SG. Quizas esta opcion podria ser
una alternativa razonable para pacientes altamente seleccionados.33

Radioterapia. A la vista del frecuente patrén de recidiva local que presentan
los gliomas de alto grado, incluso tras llevar a cabo una cirugia inicial “ambiciosa”, es
l6gico plantear la posibilidad de afiadir otras modalidades terapéuticas
locorregionales que puedan mejorar los resultados obtenidos. Entre estas maniobras
destaca el tratamiento con radioterapia (RT).

Existen al menos 3 estudios aleatorizados, llevados a cabo durante los afios
70, que demuestran la utilidad del tratamiento adyuvante con RT en los gliomas de
alto grado. Inicialmente se utilizé RT holocraneal a una dosis de entre 50-60 Gy.
Estos protocolos demostraron un beneficio a favor de la RT en términos de SG,
incremento de 29 semanas, en pacientes con GBM y una cirugia “subdptima”
(biopsia). Esta aportacion fue menor, solo 11 semanas, en el caso de emplearse
dosis menores de irradiacion y, por otra parte, no aumentaba con una dosificacion
superior a la referida.343536 Como consecuencia de estos resultados la RT externa
paso desde entonces a ser un estandar de tratamiento para estos enfermos.

La técnica empleada actualmente administra esta dosis dividida en sesiones
de entre 1,8 a 2 Gy diarios, durante unas 6 semanas de tratamiento, en el area
correspondiente a la imagen tumoral de las secuencias potenciadas en T2 de la
RMN preoperatoria, afiadiendo un margen de seguridad de unos 2-3 cm. en el tejido
circundante.® (Figs.5A y 5B)

Figura 5A. Planificacion de RT externa

Cedida por el Servicio de Oncologia Radioterapica
(HUMV)

Introduccion 21




Figura 5B. Planificacion de RT externa

Cedida por el Servicio de Oncologia Radioterapica (HUMV)

Existen dosificaciones y pautas alternativas que pueden ser consideradas en
determinados subgrupos de pacientes. Por ejemplo, en enfermos mayores de 60
afios con un estado funcional subdptimo, se ha ensayado la posibilidad de
administrar tratamientos de menor duracién que los convencionales (40 Gy en 15
sesiones, durante 3 semanas) obteniéndose resultados similares.38

Se ha explorado también la posibilidad de incrementar las tasas de éxito
logradas mediante la utilizacion de otras estrategias como la RT intersticial, la
braquiterapia, la irradiacibn con particulas de alto peso molecular, neutrones o
particulas con carga electromagnética, o la practica de radiocirugia. No se ha
observado de forma clara ningan beneficio adicional derivado de su empleo con
respecto a la utilizacion de RT externa convencional en los estudios aleatorizados
diSpOl’]ib'GS.39’40’41’42’43

Las denominadas sustancias “radiosensibilizadoras”  (misonidazol,
bromodeoxiuridina, DFMO, CDDP, 5-Fu, paclitaxel,...) tampoco han aportado
mejoria alguna dentro del tratamiento de este tipo de neoplasias.*445:46

En el caso de los pacientes con recidivas o tumores en progresion, la RT no
suele ser de gran ayuda por varias razones entre las que destaca la potencial
“neurotoxicidad” ocasionada por la reirradiacion de un é&rea ya tratada. Esta
limitacion, unida a la inclusion de la RT postquirargica inicial dentro del estandar de
manejo actual para estos enfermos, hace que la Unica posibilidad tedrica para poder
plantear el empleo de esta modalidad en enfermos con una recaida tumoral pase por
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la incorporacion de técnicas de braquiterapia, estereotaxia o radiocirugia. Los
resultados disponibles con estas maniobras no arrojan aun, salvo en pequefias
series de pacientes muy seleccionados, ningun beneficio con respecto al tratamiento
de soporte o sintomatico.*’

Quimioterapia. El papel de la quimioterapia en estos tumores estaba
clasicamente restringido a aquellos pacientes con recidivas tumorales, siendo su
papel por tanto puramente paliativo.

Su utilidad en este tipo de tumores ha sido hasta hace poco muy cuestionada,
fundamentalmente por la existencia de la denominada barrera hemato-encefalica
(BHE) que, al menos tedricamente, podria impedir el acceso de los farmacos al lugar
de asiento del tejido tumoral, el SNC. Ademas, la presencia de sistemas de
“proteinas- bomba” como la glicoproteina P o la ABCG2, capaces de expulsar los
farmacos fuera del SNC, es muy habitual en dicha localizacién.*®

Han sido muchos los farmacos testados hasta la fecha en este escenario
clinico, inicialmente todos ellos en ensayos fase Il (nitrosureas por via sistémica o
mediante dispositivos de “liberacion local”’, temozolomida, compuestos de platino,
irinotecan, etopodsido, procarbacina,...). La tasa de respuesta obtenida con el empleo
de un agente Unico en todos los casos esta situada en torno al 40% vy la duracién de
la misma es de unos 6 meses, no habiéndose logrado especificamente con ninguno
de ellos un mayor beneficio en términos de supervivencia y siendo estos logros
perfectamente superponibles a los conseguidos por los esquemas de
poliquimioterapia.*®

Hace ya tres décadas, comenzd a considerarse la posibilidad de utilizar estos
tratamientos sistémicos, de forma combinada con la RT con intencién adyuvante o
complementaria tras una cirugia inicial.

El primer ensayo aleatorizado llevado a cabo con este planteamiento
asignaba a pacientes con diagnostico de GBM o0 AA, tras la cirugia, a uno de estos
cuatro brazos: seguimiento, carmustina (BCNU), RT holocraneal o RT y BCNU
concomitantes. La supervivencia media de los grupos que recibieron RT, con o sin
BCNU, fue idéntica siendo en ambos casos superior al subgrupo de seguimiento (35
vs 14 semanas). En este estudio fue también valorada la supervivencia a “largo
plazo” (18 meses) siendo superior en el brazo del tratamiento combinado (19 vs
4%).3% Este avance, tedricamente atribuido al efecto beneficioso de la terapia
concomitante, se confirmo6 en un segundo protocolo de investigacion desarrollado
por el mismo grupo de investigadores unos afios mas tarde, esta vez con BCNU o
procarbacina.®® Sin embargo, esta practica quedara consolidada definitivamente
como un estandar en base a los datos aportados por dos metandlisis que
demuestran un incremento significativo en la supervivencia a uno y dos afos (10.1y
8.6% respectivamente). También se observa un aumento de unos 2 meses en la
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supervivencia media de la poblacion, en comparacion con el empleo de la RT como
Gnica maniobra adyuvante, para los pacientes tratados con la combinacion de QTy
RT.51’52

El siguiente paso consisti6 en explorar la utilidad de esquemas de
poliquimioterapia, principalmente combinaciones de procarbacina o cisplatino con
una nitrosurea (BCNU) o hidroxiurea, en este mismo escenario de concomitancia
con la RT. Se han realizado varios estudios en este sentido arrojando éstos
resultados poco concluyentes. En resuman, no se logra un incremento significativo
en el tiempo a la progresiéon tumoral para el caso de los GBM.%354 Por otro lado, los
datos de un metandlisis con 2.100 pacientes incluidos dentro de estudios
aleatorizados apuntan hacia la posible existencia de un efecto deletéreo de las
combinaciones de QT en el contexto adyuvante en comparacion con la
monogquimioterapia.>®

Los Ultimos avances en este campo han llegado de la mano de la
incorporacion de un agente alquilante, la temozolomida (TMZ). Entre las principales
cualidades de este farmaco destaca su excelente biodisponibilidad, cercana al
100%, lo cudl posibilita su empleo por via oral. Ademas es liposoluble, motivo por el
que es capaz de atravesar con relativa facilidad la BHE accediendo de esa forma al
SNC.

Su utilidad se ha puesto de manifiesto principalmente tras conocerse los
resultados definitivos de un ensayo multicéntrico fase Ill con mas de 500 pacientes
diagnosticados de GBM llevado a cabo por Stupp et al. En este protocolo, tras la
cirugia inicial, los participantes eran aleatorizados a dos brazos de tratamiento: RT
adyuvante (60Gy) o ese mismo tratamiento asociando TMZ (75mg/m2/dia) de forma
concomitante durante toda la RT. Posteriormente, en la rama experimental, los
enfermos recibian seis ciclos mas de tratamiento complementario con el mismo
farmaco en monoterapia (150-200mg/m2/dia, 5 dias cada 4 semanas). Al final del
periodo de seguimiento se obtuvieron diferencias significativas a favor del brazo de
tratamiento combinado en cuanto a supervivencia libre de progresiéon (6.9 vs 5
meses), probabilidad de estar vivo a los 2 afios (26 vs 10%) y supervivencia global
(14.6 vs 12.1 meses).%® Este beneficio asociado al tratamiento con el esquema de
RT y TMZ postquirdrgicas, se ha confirmado posteriormente con un mayor tiempo de
seguimiento.®’ Existen ademas datos procedentes de estudios fase Il mas pequefios
que corroboran la utilidad de esta estrategia e incluso apuntan la posibilidad de que
esquemas con dosis menores de TMZ, o de menor duracion, podrian aportar
resultados similares obteniéndose de este modo una importante disminucion en la
toxicidad.5®

Una cuestién a tener en cuenta es el hecho de que no todos los pacientes con
GBM se benefician de igual forma del tratamiento adyuvante con QT. Por este
motivo, se estan realizando importantes esfuerzos por parte de la comunidad
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cientifica para identificar marcadores que ayuden a optimizar el uso de estas
terapias. Uno de estos posibles factores predictores de respuesta al tratamiento,
seria la presencia en el tejido tumoral de una metilacién de la region promotora del
gen que codifica para un enzima denominado 06-metilguanin-ADN metiltransferasa
(MGMT). Esta es una proteina que interviene en el proceso de reparacion de los
dafios ocasionados por los agentes alquilantes sobre el ADN. Mediante este
fendmeno epigenético tiene lugar una inhibicion de la expresion de dicho gen, o lo
que es lo mismo, una disminucion en la produccion de la MGMT v,
consecuentemente, de la capacidad de las células para reparar el ADN. De este
modo estas células serian, por decirlo de algin modo, mas sensibles a la accion de
los agentes alquilantes, obteniéndose al menos tedricamente en estos casos una
mayor respuesta tumoral.5%%% Desde un punto de vista clinico, destacan los datos
aportados por el analisis retrospectivo de esta caracteristica genémica en los GBM
de la subpoblacion a estudio incluida en el brazo de tratamiento con TMZ dentro del
ensayo de registro. La presencia de la metilacion estd claramente asociada a una
mayor supervivencia libre de progresion (10,3 vs 5,3 meses) y global (21.7 vs 15.3
meses) en los sujetos portadores tratados con TMZ, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (HR 0.51). También, en este subgrupo, son mas los
pacientes vivos a los 2 afios, hasta un 46%.%! Estos datos sugieren la existencia de
una aparente capacidad predictora de respuesta, al menos a una terapia basada en
TMZ, asociada con esta caracteristica molecular.

Sin duda, esta informacion es de gran utilidad a la hora de plantear futuros
ensayos que exploren de forma prospectiva este campo. De hecho, ya estan en
marcha varios protocolos que exploran la posibilidad de emplear esquemas de alta
densidad de dosis con este mismo farmaco en pacientes que presenten esta
peculiaridad molecular.

Otra alternativa terapéutica, aprobada dentro de este escenario clinico, es la
implantacion durante el acto quirdargico de tabletas de liberacion local controlada de
carmustina (Gliadel®). Esta estrategia fue postulada inicialmente como de eleccion
Unicamente en caso de diagnosticarse una recurrencia tumoral. Sin embargo, un
estudio aleatorizado, multicéntrico, “doble ciego”, con 240 pacientes (207 con GBM),
parecia demostrar su utilidad, asociandose a la RT estandar, dentro del campo de la
adyuvancia. La supervivencia media inicialmente reportada fue de 13.9 vs 11.6
meses a favor del grupo con Gliadel®, apareciendo también una mayor tasa de
complicaciones locorregionales. Sin embargo este beneficio desaparecié tras
realizarse un mayor seguimiento de los pacientes.®?%3 Con posterioridad otros
grupos han intentado repetir la experiencia sin alcanzar un claro beneficio asociado
con el empleo de estas tabletas por lo que se debe concluir que, a dia de hoy, esta
alternativa terapéutica no puede ser considerada un estandar.

A modo de resumen, se puede afirmar que actualmente el manejo estandar
de los enfermos con un GBM comporta una estrategia multimodal que incluye una
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cirugia inicial, tan “radical” como sea posible, seguida de una combinacion de RT y
TMZ concomitante, seguida de otros 6 meses de tratamiento con dicho farmaco en
monoterapia.

Nuevas opciones terapéuticas. Parece evidente, a la vista de la
supervivencia media de estos pacientes obtenida con los tratamientos actuales, la
existencia de una necesidad de explorar nuevas opciones terapéuticas dentro de
este campo.

Son multiples las estrategias, tanto sistémicas como locorregionales, que han
sido testadas a este respecto en los ultimos afios. Dentro de las primeras existen en
la actualidad un gran numero moléculas, fundamentalmente dentro de las
denominadas “terapias dirigidas”, en fase de experimentacion. Un ejemplo de éstas
son los *“oligonucledtidos antisentido” contra la proteinquinasa C o el IGF-IR,
pertenecientes a las proteinas de membrana celular que intervienen en la regulacién
del ciclo de proliferacion celular. Otros compuestos también testados son los
farmacos dirigidos a inhibir la actividad de las farnesiltransferasas, piezas
fundamentales dentro del mecanismo de activacion de la via mediada por
Ras/MAPK, o las drogas inhibidoras de los factores de crecimiento como el EGFR o
el PDGFR.

Desafortunadamente la mayoria de ellos estan en etapas precoces, algunos
incluso en fase preclinica, dentro de su desarrollo y presentan por tanto resultados
que, aunque en ocasiones son esperanzadores, aun tienen poca
consistencia. 64:65.66.67,68,69

Por otro lado las drogas antiangiogénicas como la talidomida, la suramina, los
inhibidores de la proteinquinasa C beta (enzastaurin), los anticuerpos contra el HIFa
o los farmacos dirigidos contra las MMPs (marimastat), familia de proteinas ligadas a
la capacidad de invasion tumoral, también son objeto de estudio en este
contexto.’0:71.72.73

De entre estos compuestos ensayados en estos enfermos con actividad
antiangiogénica, destacan los resultados reportados en los ultimos afios con
bevacizumab. Este anticuerpo monoclonal antiVEGF representa la Unica alternativa
aprobada por la agencia americana del medicamento (FDA) para el tratamiento de
las recurrencias en pacientes con GBM. Esta indicacion se sustenta principalmente
en el beneficio observado con el empleo de este anticuerpo en monoterapia o
asociacion con irinotecan, en los pacientes de ensayo clinico fase Il aleatorizado, en
términos de tasa de respuesta (TR) (28-38%), supervivencia libre de progresion
(SLP) a los 6 meses (43-50%) y mediana de supervivencia global (SG) (9,2-8,7
meses).”* A la vista de estos resultados, se iniciaron dos ensayos fase Il
aletorizados y controlados con placebo en busca de demostrar la utilidad del
bevacizumab afiadido a la terapéutica estdndar posoperatoria o en “primera linea”
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con TMZ y RT. Desafortunadamente y a pesar de alcanzarse diferencias
significativas a favor del grupo experimental en el tiempo a la progresion de esta
poblacién (10,6 / 10,7 vs 6,2 / 7,3 meses), la SG fue similar para las dos ramas de
tratamiento. Estos datos han frenado la aprobacion del farmaco en el contexto de
primera linea, habiéndose incluso cuestionado a raiz de los mismos por parte de
algunos autores su potencial utilidad a la recaida.” 76

Otra via experimental, mediante la cual se ha tratado de combatir este tipo de
tumores, la constituyen las terapias o0 agentes biolégicos que tratan de estimular
sistema inmunitario del huesped con el fin de que sea éste mismo el encargado de
atacar a las células neoplasicas. Dentro de estos compuestos destacan el interferon
alfa y beta, la interleuquina-2 (IL-2), los agentes virales o las vacunas antitumorales.
Los resultados obtenidos por este grupo de terapias tampoco son
definitivos.?7:78.79,80,81

La terapia génica, cdmo en otros dmbitos de la medicina actual, es una
opcion al menos atractiva a considerar en los pacientes con neoplasias cerebrales.
Las posibilidades dentro de este campo son casi infinitas ya que este tipo de
tratamientos puede ser empleado tanto para estimular el sistema inmune del
huésped, como para reemplazar genes dafiados implicados en la génesis del tumor,
incrementar la sensibilidad a los diferentes tratamientos a emplear o incluso
transfectar directamente a las células tumorales con virus “tumoricidas” como el VHS
o diferentes tipos de retrovirus, ...

Dentro de las opciones experimentales de manejo locorregional, destacan los
logros obtenidos por las técnicas de radioinmunoterapia. La tenascina es una
glicoproteina de la matriz extracelular que Unicamente se encuentra expresada en
los gliomas de alto grado, no apareciendo sin embargo en el tejido cerebral normal.
La administracion intracerebral de “radioinmunoconjugados” contra esta proteina ha
sido objeto de varias tentativas experimentales, todas ellas fase Il, consiguiéndose
con esta intervencién resultados cuando menos alentadores.®?

Pero sin ninguna duda, la novedad mas trascendente en este sentido es la
reciente aprobacion por parte de la agencia reguladora americana (FDA) de un
dispositivo, el NovoTTF®-100A System (Optune®), capaz de general campos
eléctricos alternantes de frecuencia intermedia (TTFields) (Fig. 6). Estos campos
logran interferir el proceso de replicacion de las células tumorales alterando el huso
mitotico, induciéndolas asi a entrar en apoptosis.
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Figura 6. Sistema NovoTTF-100A

Tomada de http://www.medgadget.com.

El dispositivo ya fue aprobado en el afio 2011 para su empleo como
alternativa a la QT en pacientes con recidiva, por alcanzar dentro de un ensayo
clinico aleatorizado, similares resultados en términos de supervivencia que otras
alternativas como la QT, pero eso si, a costa de un menor numero de efectos
secundarios.®* Resultados mas recientes aportados por un ensayo fase lll que
compara la adicién o no de este dispositivo al periodo de TMZ de mantenimiento,
tras la QT-RT, refieren un beneficio a favor de la rama experimental. Segun este
protocolo, la tasa de supervivencia a 2 afios pasa del 32 al 48% (p=0.0058), la SLP
de 4 a 7,1 meses (HR:0,62, p=0.001) y la mediana de SG de 15,6 a 20,5 meses
(HR: 0,64, p=0.004).8%> Estos datos han llevado recientemente a la FDA a extender
también su aprobaciéon del NovoTTF™-100A System a la primera linea de
tratamiento de pacientes con GBM.86

2.4 Prondstico

La supervivencia media de estos enfermos a pesar de recibir el mejor de los
tratamientos disponibles, esta situada en torno a los 12-18 meses. Dicho de otro
modo, aun con el empleo de las modernas estrategias multimodales de tratamiento,
la proporcion de supervivientes a largo plazo, mas alla de los 2 afios, en este
contexto clinico unicamente se ha incrementado en las Ultimas décadas de menos
de un 5% hasta en torno a 15-25% segun las series mas optimistas.-6.87

Los principales factores prondsticos para la supervivencia en cualquier tipo de
tumor cerebral son, la edad, el estado general (“performance status”, PS o KPS) y el
grado tumoral (I a IV de la OMS). Ademas, aunque con menor peso, influyen
también la duracion de los sintomas, el estado cognitivo del paciente al diagndstico
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(puntuacion en el “minimental score” o MMS), el tamafio tumoral y, posiblemente, la
reseccion completa de la tumoracién.®® Es llamativo el hecho de que alin no son
muchos los ensayos clinicos dedicados especificamente a analizar este aspecto.

Existe una clasificacién prondstica ya clasica aplicable tanto a GBM como a
AA, el “Recursive partitioning analysis” (RPA), descrita inicialmente por el Radiation
Therapy Oncology Group (RTOG) americano y recientemente validada por la
European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) (tabla 1),
que trata de combinar varios de estos factores en un intento de establecer diferentes
categorias prondésticas.8%%

Tabla Il. Sistemas de clasificacion prondéstica en GBM

Clase RPA RTOG (AA y GBM) EORTC (GBM)

Edad < 50 afios, AA, estado mental anormal.
11l o)
Edad<50 afios, GBM, KPS 90-100
Edad <50, GBM, KPS < 90
o)
Edad = 50, AA, KPS 70-100

Edad < 50 afios,
GBM, PS 0-1

Edad<50, GBM, PS2

@)
< 3meses desde primer sintoma al inicio de
v ; Edad = 50, GBM,
tratamiento.
5 MMS= 27, reseccion
. . y quirdrgica.
Edad = 50, GBM, Buena funcién neurolégica, reseccion
quirargica completa.
250, GB, KPS 70-100
Funcién neuroldgica que impide trabajar. Reseccion Edad= 50, GBM,
V parcial o solo biopsia con radioterapia al menos 54,4Gy MMS<27, solo
0] biopsia

Edad 250, GBM, KPS <70. Funcioén neurolégica normal.
Edad = 50, PS2, Estado mental anormal.
O
VI .
Edad = 50, PS 0-2, GB, Biopsia y menos de

54.4 Gy de RT.

A dia de hoy, no esta aun claro cual es el impacto prondstico de las
alteraciones genéticas descritas en estos tumores. En las algunas revisiones
realizadas en torno a este asunto se ha observado que tanto las mutaciones de
PTEN, como las alteraciones de cualquiera de los componentes de la via de
sefalizacion relacionada con el gen Rb, parecen estar asociadas a una disminucion
en la supervivencia media de los enfermos con AA y GBM.%! Mientras, la

Introduccion 29



amplificacion de EGFR seria en principio un marcador de buen prondéstico, o mayor
supervivencia, en pacientes mayores de 60 afios con diagnéstico de GBM. También
previamente se ha mencionado el aparente buen prondstico asociado con la
presencia de mutaciones a nivel de los genes de la IDH-1/2 en estos tumores.**

Se han comparado asimismo de forma retrospectiva en algunos trabajos las
caracteristicas genéticas de los tumores de pacientes cuya supervivencia habia sido
superior a 3 aflos con las de otros con supervivencias menores de 18 meses. El
subgrupo de mayor supervivencia presentd mayores niveles de expresion de MDM2
y p53, siendo la tasa de replicacién tumoral menor en estos tumores. 2

Sin embargo, ninguno de los datos anteriormente enumerados se ha
consolidado de forma definitiva como factor pronostico en esta poblacion de
pacientes. No obstante, es importante reconocer que la relacidbn entre estas
anomalias y la evolucion clinica del paciente es mas compleja de lo que podria
parecer en un principio, ya que se ha visto como el significado de estos marcadores
genéticos puede variar con la edad del sujeto que desarrolla la neoplasia.®

Es por tanto probablemente la suma de la existencia o no de alguno o varios
de estos factores clinicos (caracteristicas del huésped) y moleculares
(caracteristicas del tumor), junto con todas sus potenciales interacciones, la que
quizads pueda ser capaz de aproximarse de una forma teodrica mas fiable a la
evolucion clinica real individualizada.

3. Sistemas inteligentes probabilisticos. Redes bayesianas

En las dltimas décadas, se han desarrollado numerosas técnicas en distintas
areas de la inteligencia artificial para analizar y modelizar la gran cantidad de
informacion disponible en numerosos problemas practicos. El objetivo de estas
técnicas de aprendizaje automatico es preprocesar de forma rapida y fiable la
informacion, capturando distintos patrones de conocimiento (reglas, grafos de
dependencias, funciones, etc.) que sean apropiados para resolver un problema
dado, y que resuman la informacién disponible haciéndola manejable. Se trata de
gue estos sistemas operen de forma objetiva y automatica, precisando de la minima
intervencién humana en los procesos de modelizacién e inferencia; la liberacion de
este tipo de tareas permite incrementar esfuerzos en trabajos mas creativos como el
disefio, supervision e interpretacion del sistema.

Durante los ultimos afios se ha producido un notable desarrollo de este tipo
de herramientas en distintas areas del conocimiento: aprendizaje automatico
(machine learning), computacion neuronal, estadistica, computacion paralela, bases
de datos, etc. En la ultima década se ha acufiado el término Mineria de Datos (Data
Mining) para referirse a este area interdisciplinar que extrae conocimiento de forma
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automatica a partir de un conjunto de datos.®* Los sistemas resultantes se
denominan sistemas inteligentes, 0 mas genéricamente, sistemas expertos, pues
permiten modelizar un problema, obtener conclusiones, e incluso tomar decisiones
de forma casi automatica.

La (Fig. 7) muestra el esquema general de un sistema inteligente con sus dos
componentes principales: la base de conocimiento y el médulo de razonamiento. La
base de conocimiento almacena de forma estructurada (utilizando algun patrén de
conocimiento adecuado, como reglas, grafos, etc.) la informacién relevante para un
problema dado. En los antiguos sistemas expertos, este conocimiento era obtenido
de un experto humano. En los modernos sistemas inteligentes, este conocimiento se
extrae directamente de los datos utilizando algoritmos de aprendizaje automatico.%®

ﬁms (historial)

Base de

Relacidn con .
Conocimiento

el entomo N\ estructura de datos
Vista SISTEMA [ Solucién
Dido INTELIGEMTE — Toma de decisiones
ete. T Madulo de

Razonamiento
Infaerancia

Figura 7. Esquema de un sistema inteligente

Tomada de “Redes probabilisticas y neuronales en las ciencias atmosféricas”.%

Por otra parte, una vez adquirido el conocimiento, el moédulo de razonamiento
ha de ser capaz de extraer las conclusiones apropiadas a partir de una evidencia
concreta, por ejemplo, debe ser capaz de determinar el desenlace clinico de un
paciente, a partir del valor ya conocido de ciertas variables clinicas en ese enfermo
concreto, para un problema particular. ElI moédulo de razonamiento esta
implementado en funcion del tipo de patron de conocimiento empleado en el
sistema. Por tanto, la forma de obtener conclusiones sera distinta en cada caso. Por
ejemplo, un sistema basado en reglas tiene un mddulo de razonamiento que
consiste en “disparar” aquellas reglas cuya premisa se conozca (forme parte de la
evidencia), obteniendo las conclusiones indicadas en la regla, que a su vez pasaran
a formar parte de la evidencia para tratar de seguir disparando reglas. En otros
sistemas inteligentes mas modernos, que utilizan patrones de conocimiento mas
abstractos, el proceso de razonamiento es mas complicado y menos intuitivo.
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Dos ejemplos notables de estas nuevas metodologias son los algoritmos
inspirados en la Biologia, como las redes neuronales, y los algoritmos de
aprendizaje estadistico, como las redes probabilisticas.

3.1 Redes probabilisticas

Las redes probabilisticas combinan grafos y funciones de probabilidad para
definir de forma eficiente modelos probabilisticos que contengan las relaciones de
dependencia deseadas para un problema y que sean tratables computacionalmente.

La base de conocimiento de estos sistemas es una funcion de probabilidad
conjunta (FPC) de todas las variables del modelo, mientras que el modulo de
razonamiento implementa técnicas eficientes de calculo de probabilidades
condicionadas. Estos sistemas inteligentes basados en probabilidad, son fruto de un
largo esfuerzo investigador para desarrollar modelos que permitan tratar problemas
con incertidumbre que involucren un nimero elevado de variables. Estos modelos
codifican de forma apropiada la probabilidad conjunta y las relaciones de
dependencia entre las variables del problema, de forma que permiten calcular
probabilidades marginales y actualizar éstas cuando se dispone de nueva
informacion (evidencia):

- Por una parte, la base de conocimiento estd dada en términos de
probabilidades, a través de la FPC que cuantifica las relaciones inciertas entre las
variables del problema.

- Por otra parte, el médulo de razonamiento lo constituyen los algoritmos de
calculo de probabilidades condicionadas, que permite obtener conclusiones a partir
de informacion particular (o evidencia) conocida en un instante concreto.

Una ventaja de estos modelos es que tanto la estructura grafica como las
probabilidades (los parametros del modelo factorizado resultante) pueden ser
aprendidas directamente de los datos, con algoritmos de aprendizaje apropiados, y
sin necesidad de supervision humana. Por tanto, pese a su complejidad tedrica,
estos modelos son bastante intuitivos y faciles de aplicar en situaciones practicas.

Dependiendo del tipo de grafo utilizado (dirigido, no dirigido, mixto) y de la
forma de codificar las relaciones de dependencia en el mismo, se tienen distintos
tipos de redes probabilisticas. Las mas famosas son las redes bayesianas (grafos
dirigidos aciclicos) y las redes de Markov (grafos no dirigidos).®’

3.2 Redes bayesianas

Una red bayesiana (RB) es un modelo probabilistico de una funcion de
probabilidad conjunta (FPC) definido por un grafo dirigido aciclico (DAG) y un
conjunto de funciones de probabilidad condicionada, de forma que la estructura de
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dependencia/independencia mostrada por el DAG puede ser expresada en términos
de la funcion de probabilidad conjunta mediante el producto de varias distribuciones
condicionadas, como sigue:

n
Pl x0) = | [pCalm)
i=1

donde m; es el conjunto de los padres del nodo x; en el grafo, conjunto de nodos
desde los que parte una flecha que termina en x;.° De esta manera, las relaciones
de independencia/dependencia del grafo son inmediatamente traducidas al modelo
probabilistico de una manera muy practica.

Los grafos recogen por una parte las variables o caracteristicas de la
poblacién (nodos) y los unen en funcion de las relaciones de dependencia o
independencia existentes entre todos ellos (lineas o flechas). Cada variable o nodo
es dependiente de un conjunto de nodos (en ocasiones un nodo Unico) denominados
padres y a su vez puede influir sobre otros nodos, hijos (Fig. 8). Cada nodo es
independiente de sus no-descendientes dados sus padres. Es importante tener en
cuenta que el hecho de que dos nodos se encuentren unidos entre si solo indica la
existencia de una relacion probailistica directa entre ambas variables, pero sin
embargo el sentido marcado por las flechas no necesariamente expresa una relacion
causa-efecto entre dichas variables.

. Nodo referencia . . . . .
. Padres

O. Ascendientes .' .

@ s Q & O T
O. Descendientes . .

. g & O

Figura 8. Red bayesiana

Tomada y modificada de J. Ordofiez Wordpress.%°

Una vez definido el grafo y la estructura de la FPC resultante, es necesario
asignar un valor a los parametros del modelo (es decir, a las distintas funciones de
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probabilidad condicionada que definen la factorizacion). De esta forma se dota al
modelo, por ejemplo, de la informacién necesaria para que sepa en que medida o
cuantia un determinado nodo depende de sus padres. O dicho de otro modo, una
vez especificado el modelo completo (grafo + FPC + parametros ), la utilidad de las
redes probabilisticas consiste en hallar de forma eficiente la probabilidad de
cualquier nodo (o conjunto de nodos), dada una cierta informacion (evidencia). Este
proceso se denomina inferencia o razonamiento probabilistico y permite cuantificar
la incertidumbre de las distintas variables y eventos del problema a medida que se
va teniendo nueva informacion, o evidencia.

Un concepto de gran relevancia en este tipo de redes es el del Markov
blanket de un determinado nodo o variable. El Markov blanket de una variable es el
conjunto de variables que aisla completamente a dicha variable del resto de las
variables incluidas en la red. Este conjunto estd conformado por los padres, los hijos
y otros padres de esos hijos, de dicha variable objetivo. Asi una variable en una red
bayesiana es condicionalmente independiente de las otras variables conocido el
estado de su Markov blanket. La independencia condicional significa que cuando se
conoce el estado del Markov blanket de una cierta variable X , afiadir conocimiento
de otras variables deja la probabilidad de X sin cambios. Este es un concepto
importante porque el Markov blanket es el Gnico conocimiento que se necesita para
predecir el comportamiento de esa variable.® (Fig. 9)

. MNodo referencia

@ racres
O @ Ascendientes
. Hijos
© @ Descendientes
() otres

Figura 9. Markov blanket (area sombreada)

Modificada de J. Ordofiez Wordpress.99

Este tipo de modelos o sistemas estan siendo cada vez mas empleados en el
campo de la biomedicina, y mas concretamente en poblaciones con GBM,
generalmente con la intencidn de analizar la gran cantidad de informacion genética
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generada por las técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacion y tratar de
sintetizarla. En definitiva tratando de crear modelos tedricos, “in silico”, de
comportamiento clinico que puedan generar informacion predictiva o prondstica a
partir de datos clinicos y analiticos de pacientes, que contribuya a su vez a intentar
optimizar la estrategia terapéutica a seguir en cada caso de una forma
individualizada. 01,102,103

Dependiendo del caracter discreto o continuo de las variables, hay tres tipos
de redes bayesianas:

- Redes bayesianas multinomiales . En ellas se considera que todas las
variables son discretas, es decir, cada variable tiene un nimero finito de posibles
estados. Asimismo se considera que la probabilidad condicionada de cada variable
dados sus padres es multinomial y por tanto, queda especificada por la tabla de
probabilidades correspondientes a las diferentes combinaciones de estados entre las
variables implicadas.

- Redes bayesianas gaussianas . Se considera que las variables tienen una
distribucion normal multivariante continua.

- Redes bayesianas Mixtas. Incluyen ambos tipos de variables, discretas y
continuas.
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Il. Descripcion del proyecto
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ll. DESCRIPCION DEL PROYECTO

1. Hipotesis de trabajo

Los pacientes con GBM presentan evoluciones clinicas dispares a pesar de
seguir pautas de tratamiento bastante homogéneas. Deben por tanto existir factores
de indole clinico o molecular que justifiguen estas diferencias de comportamiento.
Siendo esto asi, seria deseable la existencia de herramientas o metodologias
capaces de clasificar a estos enfermos en subgrupos prondsticos en funcion de
dichas caracteristicas.

2. Objetivos

1. Describir la poblacion de pacientes con diagnoéstico de GBM tratados en el
servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla entre
los aflos 2000 y 2010.

2. Tabular los resultados obtenidos con los tratamientos aplicados. Ademas,
pormenorizadamente: a) analizar el impacto prondstico de factores clinicos; b)
investigar el impacto pronostico de factores moleculares.

3. Comprobar el impacto de esos factores en dos subpoblaciones especificas:
aguellos con reseccidon completa frente a los pacientes tratados con reseccion
parcial o biopsia.

4. Construir modelos matematicos (sistemas inteligentes) capaces de
clasificar a los enfermos en subgrupos prondésticos en base a su supervivencia y de
identificar largos supervivientes.
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lIl. PACIENTES Y METODOS

1. Poblacion incluida

Nuestra serie esta conformada por pacientes con diagndstico histolégico de
GBM atendidos de forma integral (cirugia, quimio y radioterapia,..) en nuestro centro,
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, entre los afios 2000 y 2010.

Para obtener estos casos se ha realizado una busqueda en el registro de
Anatomia Patoldgica del hospital, utlizando los términos “glioblastoma”,
“gliosarcoma” o “glioma de alto grado”, entre los afios previamente referidos. En una
posterior revision de estos diagndsticos se han excluido aquellos casos con
diagnoéstico definitivo distinto a GBM o gliosarcoma, como por ejemplo los
astrocitomas anaplasicos.

Los datos y valores de las variables clinicas han sido recogidos a partir de la
revision retrospectiva de la informacién contenida en las historias clinicas de los
enfermos.

Se han desechado también aquellos pacientes remitidos desde otras
comunidades Unicamente para ser intervenidos en nuestro centro, por no poder
garantizarse una correcta recogida de la mayoria de las variables estudiadas y no
disponer de datos fiables relacionados con los tratamientos posteriormente indicados
o el seguimiento de estos enfermos.

2. Variables a estudio

Las variables analizadas en nuestro trabajo aparecen recogidas y descritas
en las siguientes tablas:

2.1. Caracteristicas de los pacientes

Se enumeran en la tabla Ill.

Tabla lll. Carateristicas de los pacientes

- Hombre
Sexo Sexo de los enfermos _
- Mujer

) ARos
Edad Edad de los pacientes

(media y rango)
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Tabla Ill. Caracteristicas de los pacientes (cont.)

Habito tabaquico al

- Fumador de < 10

Variable Definicién Categorias Unidades

-PS0O

Performance -PS1

Situacion clinica del
Status (PS)* al . -PS2
enfermo al diagnéstico

debut -PS3
-PS 4
- No fumador

Paquetes-afios

diagnostico

- Bebedor de > 80

Tabaquismo S - Fumador de 10 — 20 105
lagnostico -afos
g - Fumador de > 20 (Pq )
- Exfumador (> 20 afios)
- No bebedor
. - - Bebedor de < 40 Gramos de
, Habito endlico al .
Enolismo - Bebedor de 40 — 80 etanol al dia

(gr OH/dia)1%®

- Exbebedor
) . Existencia de un glioma | - Si
Glioma previo _ .
de bajo grado previo | - No

Clinica al debut

Sintoma guia o
dominante en el
momento del

diagnostico

- Deficit neuroldgico
- Cefalea

- Crisis comicial

- Déficit y cefalea

- Déficit y crisis

- Déficit y crisis y cefalea

Fecha de inicio
de sintomas

Fecha de inicio de los
sintomas referida por el

paciente

Fecha de
diagnéstico
radioldgico

Fecha de realizacion de
primer test radiol6gico
que detecta el tumor

Demora

diagnéstica

Tiempo desde inicio de
los sintomas hasta
diagndstico radiologico
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2.2 Caracteristicas del tumor.

Estan representadas en la tabla IV.

Variable ‘

Localizacion

Definicion

Localizacion anatémica
en SNC

Tabla IV. Caracteristicas de los tumores

- Lobulos temporales (izg/drcho.)
- Lébulos parietales (izg/drcho.)
- Lobulos frontales (izg/drcho.)

- Lébulos occipitales (izg/drcho.)
- Ganglios basales

- Multicéntrico

Tamafo

Diametro maximo en
TAC o RMN al debut

cm

(media y rango)

2.3 Caracteristicas del tratamiento

La tabla V muestra estas variables.

Variable

Tipo de cirugia (IQ)

Definicion
Cirugia realizada

(criterio del cirujano)

Tabla V. Caracteristicas de los tratamientos utilizados

Categorias

- Biopsia

- Reseccién parcial

- Reseccién completa

Unidades

Fecha de 1Q

Fecha de la cirugia

Demora a cirugia

Tiempo desde

diagndstico hasta IQ

Complicaciones
postquirdargicas

Morbimortalidad
postquirargica

- Déficit neuroldgico
- Hematoma

- Infeccién

- Crisis

- Otros

Anticonvulsivantes

Farmacos antiepiléticos

- No pautados.
- Difenilhidantoina (DFH)
- Acido Valproico

- Otros
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Tabla V. Caracteristicas de los tratamientos utilizados (cont.)

Variable

Corticoterapia

Corticoide altas dosis

Definicion Categorias Unidades

- Si
Radioterapia (RT) Tratamiento con -No
externa radioterapia externa | - Si
Fechadeinicio RT Fecha de inicio de RT | ----
Tiempo desde cirugia .
Demora a RT o Dias
hasta inicio de RT
Implante de carmustina | - No
Implante QT o )
en el lecho quirdrgico | - Si
Quimioterapia (QT) Tratamiento con QT | - No empleada
sistémica sistémica - Si (Temozolomida)
. Fecha de inicio de
Fecha de inicio QT .
tratamiento con QT
Tiempo desde cirugia
Demora a QT o Dias
hasta inicio de QT
) Fecha de fin de
Fechade fin QT .
tratamiento con QT
- No
. _r -g.1
) Emesis maxima
Emesis -g.2
durante QT
-g.3
-g4
- No
L -9.1
. Neutropenia maxima
Neutropenia -9.2 Escala NCI-
durante la QT
-9.3 CTCAE
-g.4 v3.0107
- No
. : -g.1
) i Trombocitopenia g
Trombocitopenia o -g.2
méxima durante QT 3
- g.
-g.4
. Otras toxicidades g.3 | - No
Otras toxicidades _ )
0 superior - Si
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2.4 Caracteristicas a larecaida o progresiéon tumoral y evolucién

Estan resumidas en la tabla VI.

Tabla VI. Caracteristicas a la recaida o progresion

Variable Definicion Categorias Unidades
Recaida o progresion Recaida o progresion | - No
tumoral (¥) - Si
Fecha de la recaida o Fecha de la recaida o

progresién progresion (Rx o clinica)
PS alarecaidao Situacion general del -PSO
progresion paciente a la recaida | -PS1

-PS2

-PS3

-PS 4
Cirugia alarecaida o Rescate quirdrgico - No
progresion - Si
RT alarecaidao Reirradiacion - No
progresion - Radiocirugia

- RT externa
QT de segunda linea QT sistémica de -No

segunda linea - TMZ
- Irinotecan

- Irinotecan + bevacizumab
- Sal de platino

- Implante de Carmustina

- Otros

QT de terceray

posteriores lineas

QT sistémica de tercera

linea o posteriores

- No

- Irinotecan

- Irinotecan + bevacizumab
- Sal de platino

- Fotemustina

- Otros

Muerte

Fallecimiento de
paciente

- No
- Si

Fecha de muerte

Fecha de la muerte

(*) En funcién de si la cirugia inicial fue completa (recaida) o biopsia/parcial (progresion)
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3. Estudios de patologia molecular

3.1 Inmunohistoquimica

En nuestros casos las determinaciones seran llevadas a cabo en la muestra
tumoral, parafinada, extirpada durante la intervencion quirargica inicial y utilizada
para realizar el diagnoéstico.

Con vistas a uniformar y facilitar el desarrollo de las determinaciones de
inmunohistoquimica (IHQ), se construiran varios microarrays de tejido (TMA) (Fig.
10). Para esta labor se empleara el dispositivo manual Becker Instruments Inc®
MTA1-M2. Previa seleccion de forma conjunta con el anatomopatélogo de los
bloques de parafina a estudiar, con este aparataje, fueron construidos 4 TMA de 12
X 9 mm. que incluyeron las muestras de cada enfermo por duplicado junto a dos
controles de tejido cerebral sano por cada microarray. De cada uno de estos se
realizaron cortes de 5 micras de grosor sobre los cuales se llevé a cabo la técnica de
tincion IHQ descrita en el (ANEXO 1), adjunto al final de esta tesis.

Figura 10. Fragmento de microarray

Se han tratado de escoger aquellas determinaciones de marcadores
moleculares representativos de los principales receptores de membrana y vias
intracelulares habitualmente alterados durante la génesis de estas neoplasias.

La tabla VII describe estas determinaciones, los anticuerpos utilizados, la
interpretacion de los resultados obtenidos y su potencial implicacion en los procesos
de oncogénesis:

48 Pacientes y métodos



Tabla VII. Caracteristicas moleculares

Determinacion

Implicacién en

Retinoblastoma
binding protein 6
antibody (ab55787)

Dilucién: 1/100
20 min

Recuperacion
High

(-) <5%
(+) 5-50%

(++) >50%

Anticuerpo (*) Técnica Interpretacion , .
oncogénesis
p53 Patrén nuclear.
Ready To Use
Dako Flex p53 y (-) Ausente
protein MxH Clon 20 min Regulador de
DO-7 (+) <5% is. 108
Recuperacion apoptosis.*
- 0,
(IR 616) High (++) 5-60%
(+++) > 60%
EGFR Patron
Dako Anti-Human Dilucién: 1/10 | Citoplasmatico
Epidermal Growth _ 0 membrana. Proliferacion
Factor Receptor Al
. (-) Ausente celular e
Clone E30 Recuperacion invasion. 109
i +) <50%
(M 7239) aldl o
(++) >50%
PTEN Dilucion:1/100 | Patr6n nuclear
Dako Anti-Human . o citoplasmatico. )
PTEN Clone 6H2.1 20 min Regulador de vias
. (-) <5% de proliferacion
(M3627) Amplificador p
. (+) 5-50% celular.110
Recuperacion
High (++) >50%
p16 Dilucién 1/50 | Patron nuclear.
BD Pharmingen 20 il (-) Ausente
Anti-Human p16 - Regulador del
i +) <
(G175-405) Amplificador | (*) <5% ciclo celular.111
Recuperacion | (++) 5-50%
High (+++) >50%
pPRD Abcam Anti- Patrén nuclear.

Regulador de
proliferacion

celular.112
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Tabla VII. Caracteristicas moleculares (cont.)

Determinacion

Anticuerpo (*)

Técnica

Interpretacion

Implicacién en

oncogénesis

Chemicon
International Anti-
MGMT MT3.1
(MAB16200)

Dilucién 1/150
30 min
Amplificador

Recuperacion
high

Ki67 5
Dako Flex Ki-67, Ready To Use Patron nuclear.
MxH, Clon MIB-1 20 min () <10% Indicador de
roliferacion
(IR 626) 2
Recuperacion | (+) 10-50% celular.13
Low (++) >50%
CD105 Dilucién: 1/10
(endoglina) .
Dako Clon SN6h 20 min
(M3527) Amplificador Patron de Angiogénesis. 114
L membrana
Recuperacion
High N° de vasos
tefiidos en
CD31 Ready To Use ¢
(PECAM-1) Dako Flex CD31 St muestra
min i i
Endothelial Cell (m|c-roscop|a
MxH (JCT0A) Amplificador Optica 20x) Angiogénesis. 15
Recuperacién
Low
MGMT

Patrén nuclear.
(-) < 10%

(+) > 10%

Enzima
reparadora de
ADN.116

(*) Todos los anticuerpos empleados son de origen murino.

A continuacion se muestran algunos ejemplos de los

representativos obtenidos con las tinciones de IHQ (Fig.11):

resultados mas
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MGMT (-) MGMT (+)
Figura 11. Determinaciones de inmunohistoquimica (IHQ)

Cada caso, contenido a su vez por duplicado en los TMA, ha sido evaluado
por dos observadores (patdlogo e investigador) y solo en caso de existir
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discordancia en el resultado referido por ambos, se ha procedido a una tercera
revision conjunta de la tincion con el proposito de obtener un consenso.

3.2 RT-PCR para metilaciéon del promotor de MGMT

La técnica escogida para determinar la presencia de metilacién del promotor
de MGMT en nuestro trabajo es la PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) con
enzimas de restriccion. El kit empleado a tal efecto es el OneStep gMethyl™ de
Zymo Research.” En comparacién con los métodos habitualmente utilizados para
este fin esta metodologia, libre de bisulfitos, es mas rapida y menos costosa ya que
Gnicamente tiene paso o procedmiento. Con ello ademas también reduce la
posibilidad de cometer errores.

Previa extraccion del ADN de las muestras tumorales parafinadas mediante
un protocolo estandar al uso de Cobas (Roche Diagnostic)!*® (ANEXO 2), este kit
permite la deteccion de metilaciones a nivel de regiones especificas del ADN
mediante la amplificacion selectiva de las citosinas metiladas en las islas CpG del
promotor del gen MGMT.

2
/3

Reference

z
3

Reference

Reference

z
3

Reference

A i i A i s
a

DNA DNA DNA DNA DNA DNA
H Sample 17 Sample 13 Sample 19 Sample 20 Sample 21 Sample 22

Figura 12. Kit One Step gMetil®

Inicialmente se divide el ADN a estudio en dos partes: una "reaccion de
prueba" y una "reaccion de referencia” (Fig. 12). El ADN en la reaccion de prueba se
digiere con enzimas de restriccion sensibles a metilacion (MSRES) mientras que el
ADN en la reaccion de referencia no se lleva a cabo este proceso (mock digerido). El
ADN de ambas muestras se amplifica usando PCR en tiempo real (RT-PCR) en
presencia de SYTO® 9, un colorante fluorescente, y luego se cuantifica. Los valores
umbral de ciclo (Ct) para las muestras de ensayo y del ADN de referencia variaran
dependiendo del estado de metilacion de las mismas.
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Estas diferencias son caracteristicamente mayores en el caso del ADN no
metilado y seran posteriormente utilizadas para cuantificar posteriormente el estado
de metilacion en la muestra a estudio.(Fig.13)

A. Non-methylated DNA Input B. Methylated DNA Input
Is .
.l *e
ol .
Test Reference Test Reference
Reaction  Reaction Reaction Reaction
01 ) e o
s L1 LAdd
o] 'Y 'Y
) Mock | Mock
| Digest ¢ Digest | Digest b Digest
oo oo
L L] L1
0 ( 1 ] L1}
J Real-time | Real-time ) Realtime ) Real-time
PCR PCR PCR PCR
Limited Robust Robust Robust
Amplification Amplification Amplification Amplification
Higher Ct Walue Lowsr Ct Value Lowear Ct Valug Lowver Cf Walue
C. D

Amplification Amplification

RIPU (10°3)
b @
1

Test & Reference o :
A —— Samp|es ......... P P oo

0 20 » 4@ a "0 0 30 40
Cyeles Cycles

Figura 13. RT-PCR de las muestras de ADN (esquema)

El nivel de metilacion para cualquier regién amplificada se puede determinar
usando la siguiente ecuacion:

Porcentaje de metilaciéon = 100 x 2 - 4¢t

Donde ACt = valor promedio de Ct de la reaccion de prueba menos los de la
reaccion de referencia.

Cuando se emplea la PCR cuantitativa como técnica de estudio de metilacion
de ADN el punto de corte minimo habitual para considerar este nivel como
clinicamente relevante suele ser del 30%. Existen sin embargo autores que
proponen un nivel del 50% en el caso de la metilacion de los promotores de para
poder asegurar la existencia de una interferencia o inhibicion efectiva de la expresiéon
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de dicho gen.''®120 | a potencial utilidad pronéstica de ambos puntos de corte sera
explorada durante nuestro trabajo.

4. Analisis de supervivencia

Con la intencién de intentar simplificar la interpretacion de los resultados
obtenidos por los andlisis de supervivencia y ademas tratar de optimizar la
informacion aportada por los casos clinicos disponibles en la serie estudiada, se
dicotomizaron las variables exploradas en las que existian mas de dos categorias
para realizar estos calculos.

La tabla VIII expone las equivalencias de las variables clinicas y moleculares
previamente descritas, en formato dicotémico.

‘ Tabla VIII. Variables dicotomizadas ‘

Edad > 0 < 50 afios
>0 < 60 afios

>0 < 70 afos

Performance Status -PSO -PS0-1
(PS) al debut -PS1 -PS 23
-PS2
-PS3
-PS 4
Tabaquismo - No fumador - No Fumador / Ex /Fum

- Fumador de < 10 <10

- Fumador de 10 — 20 - Fumador > 10
- Fumador de > 20

- Exfumador (> 20 afios)

Enolismo - No bebedor - No bebedor/Ex
- Bebedor de < 40 - Bebedor

- Bebedor de 40 — 80
- Bebedor de > 80

- Exbebedor

Pacientes y métodos 55



Tabla VIII. Variables dicotomizadas (cont.)

Variable

Clinica al debut

Categorias

- Deficit neuroldgico

Dicotobmica

- Déficit neuroldgico

- Cefalea - Otros
- Crisis comicial
- Déficit y cefalea
- Déficit y crisis
- Déficit y crisis y cefalea
Demora diagnostica <0 >90 dias

Localizacién

- Lébulos temporales (izg/drcho.)
- Lébulos parietales (izg/drcho.)
- Lobulos frontales (izq/drcho.)

- Lébulos occipitales (izg/drcho.)
- Ganglios basales

- Multicéntrico

- Hemisféricos

- Diencefélicos (ganglios
basales) y multicéntricos

Tamaino

< 0 > Media de la serie

Tipo de cirugia (1Q)

- Biopsia
- Reseccién parcial

- Reseccién completa

- Bx / R. Parcial

- R. Completa

Demora a cirugia

< 0 > Media de la serie

Complicaciones - Déficit neuroldgico - No secuelas
postquirdargicas - Hematoma - Si secuelas
- Infeccion
- Crisis
- Otros
Anticonvulsivantes - No pautados. -No
- Difenilhidantoina (DFH) - Si

- Acido Valproico

- Otros

Demora a RT

< 0> 42 dias

Demora a QT

< 0> 30dias
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Tabla VIII. Variables dicotomizadas (cont.)

- Irinotecan + bevacizumab
- Sal de platino

- Fotemustina

Variable Categorias Dicotomica
PS alarecaida o -PSO -PS0-1
progresion -PS1 -PS 2-4
-PS2
-PS 3
-PS 4
RT alarecaida o - No - No
progresion - Radiocirugia - Si
- RT externa
QT de segunda linea -No -No
-TMZ - Si
- Irinotecan
- Irinotecan + bevacizumab
- Sal de platino
- Implante de Carmustina
- Otros
QT de terceray - No - No
posteriores lineas - Irinotecan - Si

(++) >50%

- Otros
p53 (-) Ausente Negativo (- / +)
(+) <5% Positivo (++ / +++)
(++) 5-60%
(+++) > 60%
EGFR (-) Ausente Negativo (-)
(+) <60% Positivo (+ / ++)
(++) >50%
PTEN (-) <5% Negativo (-)
(+) 5-50% Positivo (+ / ++)
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Tabla VIII. Variables dicotomizadas (cont.)

Variable Categorias Dicotémica
pl6 (-) Ausente Negativo (-)
(+) <5% Positivo (+ / ++)

(++) 5-50% (+++) >50%

PRDb (-) <5% Negativo (-)
(+) 5-50% Positivo (+ / ++)
(++) >50%

Ki67 (-) <10% Negativo (-)
(+) 10-50% Positivo (+ / ++)
(++) >50%

CD105 (endoglina) N° de vasos tefiidos en < 0 > Media de la serie
CD31 (PECAM-1) muestra (microscopia éptica 20x)
MGMT (IHQ) (-) <10% Negativo (-)

(+) >10% Positivo (+)
Metilacion del promotor | <0 >30% No metilado / Metilado
MGMT (RT-PCR) <0 >50% No metilado / Metilado

4.1 Variables temporales

Todos los casos recogidos en este trabajo disponen de confirmacion
histoldgica de su GBM, conseguida mediante la exéresis quirdrgica de una muestra
tumoral. La fecha de dicha intervencién es tomada por tanto como referencia
inicial para cuantificar todos los seguimientos y caracterizar los tiempos a recaida,
progresion y muerte.

Se definen las siguientes variables temporales para realizar los analisis
evolutivos:

- Supervivencia libre de recaida (SLR) (meses): Tiempo desde la cirugia
con reseccion completa hasta constatacion radioldgica de reaparicion tumoral o
muerte.

- Supervivencia libre de progresion (SLP) (meses): Tiempo desde la cirugia
con biopsia o reseccion parcial hasta constatacion radiologica o clinica de progresion
tumoral o muerte.

- Supervivencia global (SG) (meses): Tiempo desde la cirugia hasta ultima
consulta, fallecimiento o pérdida de seguimiento.
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4.2 Metodologia estadistica

Los analisis estadisticos en relacion con los datos de supervivencia y la
deteccidon de potenciales variables clinico-moleculares con capacidad prondstica en
estos enfermos, se han llevado a cabo mediante la utilizacién del software SPSS de
IBM® (version 17.0) Para ello previamente se ha generado una ficha informatizada o
registro para recoger y almacenar las variables y sus correspondientes valores en
cada uno de los casos.

Los modelos y test estadisticos empleados son:

- Estimacion de medianas de SLR 6 SLP 6 SG: curvas de supervivencia de
Kaplan-Meier.'?! Este test se emplea para estimar la probabilidad de supervivencia
actuarial para las distintas variables de supervivencia analizadas: supervivencia
global, supervivencia causa especifica, supervivencia con &érgano primario
preservado y supervivencia libre de enfermedad. Estas técnicas permiten estimar la
probabilidad de supervivencia o de cualquier otro evento temporal en un grupo de
pacientes, incluso si estan todavia vivos 0 su seguimiento es incompleto. Para
elaborar cada una de estas curvas se manejan en cada caso dos variables, una de
tiempo (el tiempo transcurrido desde el inicio hasta que sucedi6 el evento estudiado
y si no ha sucedido, hasta el ultimo seguimiento) y otra de estado (con tres
posibilidades: que haya sucedido el evento -muerto-, que no haya sucedido -vivo-, 0
gue se haya perdido el seguimiento -perdido-; en los casos con seguimiento perdido,
el paciente si estaba libre de evento en el Ultimo seguimiento consta como vivo).

- Analisis univariante en busca de asociacion de cada variable y medianas de
supervivencia: log-rank test (Mantel-Cox).1?? Este método fue disefiado para
detectar una diferencia entre curvas, cuya mortalidad en un grupo fuera
consistentemente mayor que la correspondiente al segundo grupo, siendo la relacion
entre las mortalidades constante en el tiempo. La informaciéon que suministra es el
resultado de la comparacién entre dos o0 mas curvas, considerando cada una de
ellas en toda su extension. Es el método méas sensible de los desarrollados en la
actualidad pues al contrario que otras pruebas detecta cualquier diferencia entre las
distribuciones de supervivencia por pequefa que esta sea.

- Busqueda de correlacion entre variables: test de Pearson, Spearman, chi-
cuadrado o test exacto de Fisher en funcion de las caracteristicas cualitativas o
cuantitativas de las variables estudiadas.123

- Andlisis multivariante en busca de asociacibn de multiples variables e
interacciones entre si y medianas de supervivencia: modelo de regresiéon de
Cox.%?* Uno de los objetivos de este modelo consiste en cuantificar la relacién entre
supervivencia y las variables explicativas, para relacionar el efecto de cada
covariable con la funcidn de supervivencia. La prueba estima un juego de
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coeficientes de regresion. Para estimar los coeficientes de regresion y el orden de
importancia en las variables se ha empleado un procedimiento “paso a paso”
condicional hacia delante con un nivel de entrada del 5%, de forma que las variables
independientes van entrando en la ecuacion de regresion de una en una hasta que
esta es satisfactoria. El orden de insercién se determind mediante el método de
méxima verosimilitud (loglikehood) en los factores prondsticos, que cuantifica la
importancia de cada variable todavia no introducida en el modelo o ecuacién de
regresion. Por este procedimiento, la primera variable seleccionada es la mas
importante en predecir la supervivencia, la segunda es la segunda mas importante y
asi consecutivamente. De esta forma el proceso suministra una seleccion y
ordenamiento sucesivos de las variables independientes segun su importancia
relativa. Las distintas covariables deben ser dicotdbmicas y a cada una se le asignha
un Riesgo Relativo, junto con un intervalo de confianza con una p menor o igual de
0,05. Cuando el riesgo relativo para una de las posibilidades de una covariable es
menor de 1 es que el factor protege del evento, de forma significativa si su intervalo
de confianza no llega a 1 y con mas intensidad cuanto mas se aleje de este valor, y
si es mayor de 1 es que el factor lo es de mal prondstico, de forma significativa si su
intervalo de confianza no incluye el 1 y de nuevo con mas intensidad cuanto mas se
aleje.

En todos los casos se consideran significativas las diferencias observadas si
hay un p valor < 0,05. Siempre se han aplicado los test de forma bidireccional. Los
intervalos de confianza calculados, son en todos los casos del 95%.

4.3 Modelos probabilisticos. Redes bayesianas

En nuestro caso, para generar estos modelos a partir de los datos clinicos y
moleculares de los pacientes, se ha empleado el software Hugin (version 8.2), uno
de los programas comerciales mas usados para la creacion y desarrollo de redes
bayesianas. Se utizaran durante esta labor todas las variables estudiadas
previamente en los analisis uni y multivariante en relacion con la supervivencia de
los enfermos en su forma dicotdmica (tabla VIII, pag. 55) salvo para el caso de la
edad y la SG (variable objetivo), que serdn manejadas en forma de una sola variable
con varias categorias (tabla IX):
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Tabla IX. Categorizacion de variables para RB

Edad < 50 afos
Entre 50 y 60 afios
Entre 60 y 70 afios

> 70 afios

Supervivencia global (SG) - SG < 12 meses
- SG de 12 a 18 meses

- SG de 18 a 24 meses
- SG > de 24 meses

Este software utiliza ficheros texto plano en los que cada columna representa
una variable y cada fila un caso, los datos estan separados por comas. Por este
motivo en nuestro caso concreto, en primer lugar, ha sido necesario transformar los
datos recogidos en la tabla con formato SPSS a este tipo de formato.

Una vez preparados los datos, para poder generar la red se ha usado el
algoritmo NPC para el aprendizaje estructural, es decir, generar el grafo a partir de
los datos. El algoritmo NPC esta especialmente indicado cuando se dipone de una
muestra de datos pequefia. El grafo va a codificar todas las relaciones de
dependencia/independencia entre las variables o nodos. Este algoritmo permite
modificar parcialmente o corregir algunas de estas relaciones segun su plausibilidad
y en funcién de nuestro criterio experto, teniendo en cuenta que cada una de estas
modificaciones puede dar lugar a nuevas asociaciones entre los nodos, todo ello con
el fin de mantener integra la capacidad predictiva del modelo global.

Por dltimo, una vez se ha definido la estructura de la red, o dicho de otro
modo se ha conformado el grafo, es necesario estimar las tablas de probabilidad,
aprender o entrenar el modelo. A partir de nuestra muestra, el algoritmo EM
(Expectation Maximization) construye las tablas de probabilidad para cada uno de
los nodos teniendo el cuenta las relaciones de dependencia/independencia definidas
en el grafo (funciones de probabilidad condicionada), dotando asi a la red de
capacidad para predecir la probabilidad para cada uno de los estados de un nodo o
variable concreta en funcion de la evidencia disponible (valor de las variables) para
aguellos otros nodos cercanos o relacionados (padres, hijos...).

Cada RB se definira fundamentalmente mediante la descripcion de la
conformacion del Markov blanket correspondiente a la variable o nodo obijetivo, en
nuestro caso la SG.

Generaremos tres redes o modelos a partir de los datos de los pacientes
incluidos en el total de la serie:
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a) Red clinico-molecular (Red total). Incluye en el estudio todas las
variables (relacionadas con las caracteristicas clinicas de los enfermos al debut y a
la recaida o progresion, los tumores, los tratamientos y las caracteristicas
moleculares de las neoplasias)

b) Red clinica. Solo incluira las variables relacionadas con caracteristicas
clinicas de los pacientes al debut y recaida o progresion.

c) Red molecular. Como su nombre indica, incluye Unicamente las
caracteristicas moleculares determinadas en las muestras tumorales.

Para intentar confirmar la “capacidad de generalizacion” (validez externa) de
los modelos generados, se preservaran de forma aleatoria durante el proceso de
creacion de los mismos los datos correspondientes a 17 pacientes (10% de la serie)
con el fin de que, una vez aprendido el modelo, estos valores sean utilizados como
test “prospectivo” para comprobar la utilidad de dichas herramientas. Este proceso
sera llevado a cabo con la ayuda de un generador de numeros aleatorios
consecutivos no repetitivos.1?°

Ademas, mediante el mismo software con el que se realizara la generaciéon de
la RB, se simularan aleatoriamente dos series de casos virtuales, segun
caracteristicas de la serie completa y de forma mas especifica solo con pacientes
con RC, con el fin de aumentar el nimero de datos disponibles para realizar la
validacion y poder de este modo determinar de forma mas fiable la capacidad tedrica
de cada modelo para clasificar adecuadamente a los enfermos de la serie y su tasa
de acierto (precision o exactitud) en el desempefio de esta labor.

Ademas, nos focalizaremos de nuevo en la tarea de intentar utilizar estos
modelos para tratar de identificar a los largos supervivientes (SG mayor de 24
meses) en la serie global y en enfermos con reseccion completa. En este sentido se
obtendran datos referentes a la pericia de los modelos (AUC de la curva ROC),
mediante la interpretacion de las correspondientes tablas de contingencia o matrices
de confusioén y la generacién de curvas ROC.126

5. Subpoblaciones especiales. Analisis especificos

5.1 Pacientes con reseccion tumoral completa

Se consideran dentro de este subgrupo a aquellos enfermos en los que,
segun el criterio del cirujano, la reseccion tumoral practicada ha sido aparentemente
completa, no hay tumor residual.
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En esta poblacion se consideran de especial interés aquellos casos con una
SG superior a los 24 meses, denominados como “largos supervivientes”.%:127

5.2 Pacientes con biopsia o reseccion tumoral parcial

Estos enfermos corresponden con los casos en los que Unicamente se ha
llevado a cabo una biopsia diagnéstica, guiada o no por estereotaxia, o la resecciéon
tumoral alcanzada ha dejado un residuo tumoral.

En todos los casos se tratard de identificar a estos individuos con una
evolucion especialmente favorable, mediante la construccion y utilizacion de un
modelo matematico al uso compuesto por varias de las caracteristicas clinicas o
moleculares analizadas en este trabajo.

6. Consideraciones practicas

Como ya se ha mencionado, los datos clinicos, los tratamientos administrados
y resultados derivados del empleo de éstos, serdn obtenidos a partir de la
informacion contenida en las historias clinicas de los pacientes. Se observan en todo
momento las cautelas oportunas respecto a la confidencialidad clinica.
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IV. RESULTADOS
1. Caracteristicas generales de la poblacion

Entre los afios 2000 y 2010 en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
han sido atendidos un total de 169 enfermos con diagnéstico histolégico de GBM.

La distribucién por sexos de esta poblaciéon es de 56% (95) / 44% (74),
hombres y mujeres respectivamente. La edad media al diagnéstico es de 60,9 afios
(28 - 82 afios), siendo este pardmetro similar para ambos sexos. En cuanto a su
situacion clinica inicial, un 74% (125) de los casos presentan un performance status
(PS) de 0-1 en el momento del diagnéstico, mostrando PS 2 Unicamente un 19%
(32) y PS 3un 7% (12). (Fig. 14)

Un 64% (102) de los enfermos son no fumadores o exfumadores de hace mas
de 20 afios. Hay en contraposicion un 6% (10), 8% (13) y 22% (35) de pacientes
fumadores activos en cuantia leve (menos de 10 pags-afios), moderada (10-20
pags-afios) o elevada (mas de 20 paqgs-afios), respectivamente.

En cuanto al habito endlico, un 77% (130) de los pacientes no beben o son
exbebedores. Mientras, el 5 (9), 8 (13) y 6% (10) de los enfermos refieren una
ingesta diaria de menos 40, de 40 a 80 6 mas de 80 gr de etanol.

Sexo Performance Status
(% “PS 0-1
iHombres . “PS 2
& Mujeres PS 3

Figura 14. Distribucién por sexos y PS

Un 2,3% (4) de los casos de GBM se han desarrollado a partir de la
transformacién de un glioma de bajo grado previamente diagnosticado.

El debut clinico consiste en el desarrollo de un déficit neurolégico (motor,
sensitivo, deterioro cognitivo-conductual...) hasta en un 71% (116) de los casos,
siendo éste sintoma exclusivo en un 52% (88) de las ocasiones al diagnostico. Otros
de los sintomas guia por orden de frecuencia, solos o en combinacién con el
anterior, son la cefalea 34% (58) y las crisis comiciales 16% (10). (Fig. 15)
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Figura 15. Sintomas al debut

El tiempo medio entre la primera manifestacion clinica referida por el enfermo,
muchas veces identificada “a posteriori”, y la deteccion “radiolégica” del proceso fue
de 43,9 dias (0 - 361, desviacion estandar (SD) 56,4 dias).

Un 46,8 % (79) de los tumores se asientan en el hemisferio derecho y un
42,1% (71) en el izquierdo, con casi idéntica reparticion entre los I6bulos frontales
24,9% (42), parietales 30,2% (51) y temporales 31,4% (53), y siendo menos
frecuente su aparicion en otros lugares como los I6bulos occipitales 2,4% (4),
ganglios basales 3% (5) o en forma de tumores multicéntricos 8,3% (14). (Fig. 16)

El diametro medio de las lesiones, estimado mediante TAC y/o RMN,
determinado en 113 casos, es de 4,3 cm (1 - 8).

Ganglios Multicénntricos
Basales \ 8%

. %
Occipitales

2%

Frontales
25%

Figura 16. Topografia de los tumores en SNC
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2. Maniobras terapéuticas

a) Cirugia (1Q). En nuestro grupo de enfermos la biopsia estereotaxica
exclusiva es el procedimiento indicado en un 40,2% (68) de las ocasiones. Mientras,
la reseccion parcial o paliativa es de eleccién en un 20,7% (35), siendo finalmente
posible el abordaje de intencién radical o extirpacidbn macroscopica aparentemente
completa en el 39,1% (66) de los casos (Fig.17). Hay complicaciones postquirargicas
hasta en un 28% (46) de los casos. Las de mayor frecuencia en esta serie son la
presencia de déficit neurolégico secundario a edema 11% (19), el desarrollo de un
hematoma 14% (23) y con mucha menor frecuencia otras morbilidades como las
infecciones o las crisis comiciales 1% (4). La mortalidad postoperatoria, en los 30
primeros dias tras la cirugia, es del 10% (17) relacionandose en la mayoria de las
ocasiones con alguna de las complicaciones previamente referidas y aconteciendo a
su vez fundamentalmente en pacientes sometidos a biopsia, 65% (30) de los casos.

Los resultados de los test de correlacién para el PS al diagndstico y el tipo de
cirugia realizada confirman una asociacion significativa entre ambas variables (chi-
cuadrado de Pearson p< 0.001). Este asunto sera explorado con mas detalle en
proximos apartados.

uBiopsia =R. Parcial R. Completa

39% 40%

Figura 17. Tipo de cirugia

En la linea del anteriormente mencionado intento de tratar de medir la rapidez
de actuacion en este contexto clinico, la demora media desde el hallazgo radioldgico
del tumor hasta la cirugia, es en nuestro medio de 19,6 dias (0 - 150, SD 20,3 dias).
Mas adelante valoraremos el potencial impacto de este valor en la evolucién clinica
del enfermo.
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b) Terapia de soporte postoperatoria. EIl empleo de corticoides a altas
dosis, 4 mg de dexametasona cada 6-8 horas, es universal. Los farmacos
anticonvulsivantes se indican en un 72% (120), siendo la DFH la droga mas
frecuentemente utilizada para este fin, 61% (73).

c) Radioterapia (RT). La administracién de RT externa postoperatoria, con la
dosificacion y volumen de irradiacién estandar en este contexto, es utilizada hasta
en un 63% de los enfermos en la serie global, alcanzandose un 88% en aquellos
pacientes en los que se habia obtenido una aparente reseccion completa del tumor.
En contraposicion, en la subpoblacion sometida a biopsia o reseccion parcial esta
herramienta terapéutica es empleada Unicamente en un 47% de los casos.

De nuevo, en términos de demora terapéutica, el periodo medio entre la
cirugia y la administracion del tratamiento con RT es de 52,9 dias (4 - 221, SD 31,8
dias).

d) Quimioterapia topica. La implantacion en el lecho quirdrgico del tumor de
un dispositivo de liberacion topica con carmustina (Gliadel®), cuando se ha logrado
una reseccion completa, era considerada en ese tiempo un estandar de tratamiento
para estos enfermos.%? Este procedimiento se ha llevado a cabo en el 15,4% (26) de
nuestros pacientes.

e) Quimioterapia (QT) sistémica. La temozolomida (TMZ), como alternativa
mas consolidada dentro del tratamiento tanto complementario como paliativo de
estos enfermos, ha sido utilizada en un 63% (107) de la cohorte global. En el caso
concreto de su empleo tras una cirugia radical, con reseccién aparentemente
completa, segin el esquema de Stupp®®, o al menos inicialmente de forma
concomitante con RT, un 64% (108) han recibido este farmaco.

La demora media de inicio para esta modalidad desde la fecha de la cirugia
es de 33,9 dias (4 - 207, SD 25,7), siendo este valor muy similar tanto para enfermos
que reciben el tratamiento de forma complementaria tras la intervencion, como en la
cohorte tratada con intencidn paliativa tras una biopsia o reseccion parcial.

La duracion media de la QT es de 3,7 meses (1 - 12, SD 2,5 meses), siendo
ésta cifra ligeramente mayor en el grupo con tratamiento complementario 4,5 meses
(1 -8, SD 2,3 meses), que en aquellos pacientes con terapia paliativa 3,1 (1 - 12, SD
2,6 meses).

En cuanto a la toxicidad asociada con esta alternativa terapéutica, cabe
destacar la existencia de un 9% (14) de emesis en grado moderado (g.2) y un 8%
(13) de trombopenias graves (g.2 60 3) y un 5% (8) de neutropenias (g.3) como
efectos secundarios mas destacables.

La tabla X resume la distribuciéon de los tratamientos sistémicos utilizados en
primera linea.
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Tabla X. QT de primera linea

Modalidad Indicacién (%) Demora Inicio (dias)
Gliadel® 15,4 --
RT externa 63 52,9
Temozolomida 63 33,9

La recaida o progresion tumoral se evidencia durante el seguimiento en 168
de los 169 casos revisados. El estado general de los pacientes (PS) se ha
deteriorado con respecto al inicialmente observado, conservando un 26% (43) de los
enfermos un PS 0-1 en ese momento. El resto de enfermos presentan un PS2, PS3
0 incluso PS4; 30 (50), 37 (62) y 7% (11) de los casos respectivamente. (Fig. 18)

uPS0-1

uPsS?2

0
326 PS 3

uPS4

Figura 18. PS a larecaida o progresion

Considerando esta circunstancia es facil justificar el hecho de que solo se
haya planteado el rescate quirargico como alternativa factible en el 8% (14) de los
pacientes. La “reirradiacion” ha sido una opcién de tratamiento anecdética en este
contexto, solo 1 enfermo se ha tratado con esta modalidad. Las terapias sistémicas
utilizadas en 22 y posteriores lineas quedan recogidas en la tabla XI:
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Tabla XI. Terapia sistémica de 22 y posteriores lineas

Farmaco n (%) ‘
T™MZ 12 7
Irinotecan 24 14
Sal de platino 7 4
Bevacizumab 19 11
Fotemustina 2 1

La (Fig. 19) resume las terapias empleadas tras la recaida o progresion tumoral:

64%
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Figura 19. Tratamiento a larecaida o progresion

3. Patologia molecular

Debemos tener en cuenta la circunstancia de que en todas las
determinaciones, dependiendo de la técnica, se han perdido entre un 3,5 (6) y un
16% (27) de los casos. Esta circunstancia se ha debido fundamentalmente a los
artefactos producidos e inconvenientes sucedidos durante la manipulacion de las
muestras tumorales, la construccion previa de los TMA y el desarrollo de las técnicas
(IHQ y RT-PCR). Por este motivo no se dispone de resultados en el mismo
porcentaje de enfermos para todas las determinaciones.

Los resultados obtenidos tras llevar a cabo las tinciones de IHQ para valorar
los niveles de expresion de diferentes proteinas implicadas en los distintos procesos
oncogénicos que dan lugar a un GBM en las muestras tumorales de los enfermos
incluidos en la serie, estan representados en la (Fig. 20).
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P53 (n=163) EGFR (n=159)

m() =<5%(+) =5-60% (++) =>60% (+++) u() =<50% (+) =>50% (++)

N

PTEN (n=158) P16 (n=149)

#<5% () ®5-500 (+) =>50% (++) m(-) mW<5%(+) =5-50% (++) ®>50% (+++)

.‘m

pPRb (n=142) Ki67 (n=160)

#<5%(-) =5-50% (+) =>50% (++) #<10% () ®10-50% (+) = >50% (++)

f R

Figura 20. Determinaciones IHQ

En cuanto al n® de vasos con tincién positiva para CD31 y CD105 (endoglina),
ambos en principio relacionados con el concepto de densidad de microvasos (DMV)
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del tumor, y por tanto con la neoangiogénesis, los valores medios observados son
de 4,9 (0 - 20, SD 5,1) y 10,8 (0 — 70, SD 9,1) respectivamente. (Fig. 21)

33
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Figura 21. N° vasos CD31 +y CD 105 +

Se evidencia ademas una correlacion significativa entre estas dos variables
(test de Pearson p<0.001); no existiendo sin embargo ningun tipo de asociacion
significativa entre ninguno de estos dos parametros y el Ki67.

El estudio del gen MGMT y su producto transcripcional se ha realizado en
este trabajo mediante dos técnicas diferentes. Por un lado se han medido los niveles
de expresion de la proteina en las células tumorales mediante IHQ y ademas se ha
llevado a cabo una determinacion de los niveles de metilacion del promotor de dicho
gen, responsables de su potencial silenciamiento, mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-PCR).

La RT-PCR cuantitativa, realizada en 144 muestras de la serie, detecta un
nivel medio de metilacion del promotor de MGMT del 47,1% (SD 40,9).
Estableciéndose un punto de corte del 30%, habitual con esta técnica para los
estudios de metilacion de ADN mediante PCR cuantitativa, el 52% (75) de los
tumores presentan metilacién del promotor de MGMT vy, por tanto, el 48% (69) serian
de esta forma tumores no metilados.

La (Fig.22) resume los resultados de las determinaciénes llevadas a cabo con
ambas técnicas, IHQ y RT-PCR:
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Figura 22. Analisis de MGMT

En los analisis de supervivencia, también realizados en este mismo trabajo,
se exploraran ademds otros puntos de corte para estos niveles de metilacion del
promotor en busca de un valor 6ptimo con utilidad pronéstica.

4. Analisis de supervivencia

Con una mediana de seguimiento de 8 meses, de nuestros 169 enfermos,
168 han recaido y 167 han fallecido.

La mediana de supervivencia libre de recaida o progresion (SLRP) es de 4,01
meses (IC95% 3,2 — 4,8). La mediana de supervivencia global (SG) es de 7,9 meses
(IC95% 5,5 — 10,4). Los porcentajes de supervivencia a 12, 18 y 24 meses son: 35,
18 y 9% respectivamente. (Figs.23 y 24)
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Figura 23. SLRPy SG
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4.1 Anédlisis de variables y SLRP

a) Andlisis univariante.

Los resultados aparecen en las tablas Xl a XV.

Tabla XII. Variables de los pacientes (SLRP)

Variable Mediana SLRP p valor Slgnlfl?aglon
meses (IC95%) (log Rank test) estadistica

Sexo

- Hombre (95) 4,3 (3,4-5,1)

- Muijer (74) 3,5(1,5-5,4) 0,79 (ns) No
Edad (afios)

< 50 (30) 5,5 (1,9-9)

> 50 (139) 3,8(<1-3,2) 0,053 (ns) No
< 60 (79) 5,1 (3,7 - 6,6)

> 60 (90) 3,6 (29-473) 0,034 Si
<70 (124) 4,8 (3,7-5,9)

> 70 (45) 29 (1-48) < 0,0001 Si
PS

0-1 (125) 4,9 (3,8-5,9)

2-3 (44) <1 (---) < 0,0001 Si
Tabaco (pags-afios)

- No/Ex/<10 (112) 3,7 (2,9-45)

- Fuma 10-20/>20 (48) | 7,9 (1,8 — 4,5) 0,048 Si
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Tabla XII. Variables de los pacientes (SLRP) (cont.)

. Mediana SLRP p valor Significacion

variabie meses (IC95%) ‘ (log Rank test) estadistica
Alcohol
- No/Ex (139) 4 (3,2-4,9)
- Bebedor >40 (23) 4,2 (2-6,3) 0,13 (ns) No
Glioma previo
- No (165) 4,4 (3,5-5,3)
- Si (4) 2,1 (<1-5,5) 0,94 (ns) No
Clinica Debut
- Déficit (122) 3,8 (2,7-4,5)
- Otros (47) 5,5 (2,9 — 8) 0,09 (ns) No
Demora Dx (dias)
< 90 (150) 3,8(3-4,7)
> 90 (19) 5,2 (2,2 —8,1) 0,3 (ns) No

ns: no significativo

Tabla XIII. Variables de los tumores (SLRP) ‘

Variable (n) Mediana SLRP p valor
meses (IC95%) (log Rank test)

Localizaciéon

Significacion

estadistica

- Hemisféricos (150)

4.4 (3,5 5,3)

- Diencefélicos / Multi (19) | <1 (1,5 -5,4) 0,007 Si
Tamanfo (cm)

< 4,3 (58) 4,4 (3,3-55)

> 4,3 (111) 3,8(2,9-4,8) 0,317 (ns) No

ns: no significativo

Tabla XIV. Variables relacionadas con los tratamientos (SLRP)

Variable (n) Mediana SLRP p valor
meses (IC95%) (log Rank test) estadistica
Tipo de 1Q
- Bx (68) 2,1(<1-3,2)
- R. Parcial (35) 2,7 (1,2-4,2)
- R. Completa (66) 7.8 (6,1 —9,6) < 0,0001 Si
Demora a IQ (dias)
< 19,6 (116) 3,9(31-4,8)
> 19,6 (53) 4,4 (2,9 - 6) 0,22 (ns) No
Secuelas de IQ
- No (122) 4,7 (3,6 -5,7)
- Si (46) 1,5(<1-3,2) 0,002 Si
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Tabla XIV Variables relacionadas con los tratamientos (SRP) (cont.)

Anticomiciales

- No (48) 2,7(1,5-4)

- Si (121) 4,9 (3,7-6,1) 0,04 Si
RT externa

- No (63) <1 ()

- Si (106) 7,4 (5,8-8,9) < 0,0001 Si
Demora a RT (dias)

< 42 (42) 7 (3,8—-10,3)

> 42 (64) 3,5(2,5-4,4) < 0,0001 Si
Carmustina tépica

- No (143) 4 (3,1-4,9)

- Si (26) 3,8 (2,7-5) 0,57 (ns) No
QT sistémica

- No (62) <1 (-)

- Si (107) 6,4 (4,3 -8,4) < 0,0001 Si
Demora a QT (dias)

< 30 (64) 7,4 (4-10,7)

> 30 (43) 2,7(15-4) < 0,0001 Si

ns: no significativo

Tabla XV. Variables moleculares (SLRP)

Significacién

p53
(-/+) (109) 4,6 (3,5-5,7)
(++/+++) (54) 3,4 (2,5-4,4) 0,57 (ns) No
EGFR
(-) (58) 4,4 (3,3-5,6)
(+/++) (101) 4 (3-5) 0,64 (ns) No
pl6
(-/+) (105) 4 (3,1-5)
(++/+++) (44) 3,9 (1,6 -6,2) 0,006 Si
pRb
(-) (44) 4,6 (<1-8,8)
(+/++) (98) 3,7 (28-4,7) 0,42 (ns) No
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Tabla XV. Variables moleculares (SLRP) (cont.)

. Mediana SLRP p valor Significacion

Variable (n) meses (IC95%) (log Rank test) estadistica
pPpTEN
(-) (1) 4 (3,2-4,8)
(+/++/C) (107) 4(2,9-5,1) 0,84 (ns) No
Ki67
(-) (83) 4,6 (3,6 —5,6)
(+/++) (77) 3,5(2,2-4,7) 0,44 (ns) No
CD31
< 4,9 vasos (83) 3,8 (3-4,6)
> 4,9 vasos (86) 49 ((3-6,7) 0,01 Si

CD105 (endoglina)
< 10,8 vasos (78) 3,8 (2,8-4,8)

> 10,8 vasos (91) 4,7 (3,3-6) 0,03 Si
MGMT (IHQ)

() (84) 4,2 (3,2-5,1)

(+) (69) 4 (2,5-5,5) 0,87 (ns) No
MGMT30 (RT-PCR)

No Metilado (69) 4,4 (3,4-5,5)

Metilado (75) 4,7 (2,9-6,4) 0,48 (ns) No
MGMT50 (RT-PCR)

No Metilado (86) 4,7 (3,9-5,4)

Metilado (58) 3,6 (2,2-4,9) 0,2 (ns) No

ns: no significativo

b) Analisis multivariante.

Se presentan en la tabla XVI los factores clinicos y moleculares que la
regresion de Cox selecciona como asociados con la SLRP.

Tabla XVI. Analisis multivariante (SLRP)

Variable ‘ HR ‘ 1C95% ‘ p valor
PS al diagnéstico
(0-1) vs (2-3) 1,7 1-29 0,038
Demora diagnostica
< 0> 90 dias 0,4 0,2-0,8 0,010
Tipo de cirugia
- Biopsia/R. Parcial vs R. Completa 0,5 0,3-0,8 0,003
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Tabla XVI. Andlisis multivariante (SLRP) (cont.)

Variable HR IC95% p valor
RT externa
- No vs Si 0,1 0,1-0,3 < 0,0001
Demora a QT
-<0>30dias 1,8 1,1-2,7 0,012
CD105
<vs > 10,8 vasos 0,6 0,4-0,8 0,005

4.2 Andlisis de variables y SG

a) Analisis univariante

Los resultados se resumen en las tablas XVII a XXI.

Tabla XVII. Variables de los pacientes (SG)
- Mediana SG p valor | Significacion
VEITEISE (1) meses (IC95%) (log Rank test)
Sexo
- Hombre (95) 8,6 (58-11,4)
- Mujer (74) 6,2 (1,8-10,7) 0,77 (ns) No
Edad (afios)
< 50 (30) 11,8 (5,1 - 18,5)
> 50 (139) 6,7 (43-9) 0,089 (ns) No
< 60 (79) 11,4 (8,9 — 14)
> 60 (90) 5,6 (4-7,3) 0,032 Si
< 70 (124) 10,1 (7,3-12,8)
> 70 (45) 4,5(28-6,1) < 0,0001 Si
PS
0-1 (125) 10,1 (7,8 - 12,3)
2-3 (44) 29 (15-4,9) < 0,0001 Si
Tabaco (pags-afios)
- No/Ex/<10 (112) 6(3-9)
- Fuma 10-20/>20 (48) | 11,7 (9,2 - 14,2) 0,22 (ns) No
Alcohol
- No/Ex (139) 8,6 (5,9 — 11,4)
- Bebedor >40 (23) 8,7 (2,7 -14,8) 0,06 (ns) No
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Tabla XVII. Variables de los pacientes (SG) (cont.)

Glioma previo

- No (165) 8 (5,6 —10,3)

- Si (4) 2,8 (<1-13,1) 0,78 (ns) No
Clinica Debut

- Déficit (122) 6,2 (3,7-8,7)

- Otros (47) 10,1 (6,3 -14) 0,28 (ns) No
Demora Dx (dias)

< 90 (150) 6,7 (4,5 - 9)

> 90 (19) 15,9 (12,3 -19,5) 0,26 (ns) No

ns: no significativo

Tabla XVIII. Variables de los tumores (SG)

Variable (n) Mediana SG p valor Significacion

meses (IC95%) (log Rank test) estadistica

Localizacién

- Hemisféricos (150) 8,9 (6,5-11,3)

- Diencefalicos / Multi (19) | 2,3 (1,7 - 2,9) < 0,0001 Si
Tamafio (cm)

< 4,3 (58) 9,1 (58-12,4)

> 4,3 (111) 6,7 (4,2-9,3) 0,13 (ns) No

ns: no significativo

Tabla XIX. Variables relacionadas con los tratamientos (SG)

- | Mediana SG | p valor | Significacion

Tipo de 1Q

- Bx (68) 3,7 (2,3-5)

- R. Parcial (35) 5(<1-9,4)

- R. Completa (66) 12,9 (11,9 -13,8) < 0,0001 Si
Demora a IQ (dias)

< 19,6 (116) 6,2 (3-9,5)

> 19,6 (53) 9,1 (7,4-10,8) 0,65 (ns) No
Secuelas de I1Q

- No (122) 9,9 (7,7-12,1)

- Si (46) 2,7 (1,1-4,3) < 0,0001 Si
Anticomiciales

- No (48) 4,2 (2,3-6,1)

- Si (121) 10,1 (7,7 - 12,4) 0,008 Si
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Tabla XIX. Variables relacionadas con los tratamientos (SG) (cont.)

. Mediana SG p valor Significacion
Variable (n) meses (IC95%) (log Rank test) estadistica
RT externa
- No (63) 2,2(1,6-27)
- Si (106) 12,8 (11,6 — 14,1) <0,0001 Si
Demora a RT (dias)
<42 (42) 12,3 (7,4 -17,1)
> 42 (64) 5,6 (3,8-7,5) < 0,0001 Si
Carmustina tépica
- No (143) 6,7 (4,2 -9,3)
- Si (26) 10,7 (6,1 — 15,4) 0,44 (ns) No
QT sistémica
- No (62) 2,3(1,5-3,1)
- Si (107) 12,4 (11 -13,8) < 0,0001 Si
Demora a QT (dias)
< 30 (64) 12,3 (9,2 - 15,3)
> 30 (43) 52@33-71) <0,0001 Si

ns: no significativo

Tabla XX. Variables a la recaida o progresion (SG)

Mediana SG

Significacién

: p valor
VEIEIE () meses (IC95%) estadistica

PS arecaida o prog.

0-1 (43) 16,8 (13,6 — 20)

2-4 (123) 4,5 (3,2-5,8) < 0,0001 Si
IQ de rescate

- No (154) 6,2 (4,1-8,3)

- Si (14) 22,2 (9,7-34,7) < 0,0001 Si
QT de 22 linea

- No (124) 4,2 (3,1-5,3)

- Si (44) 16,9 (13,6 — 20,1) < 0,0001 Si
QT 32lineay post.

- No (159) 6,7 (4,4-9)

- Si (8) 18,2 (8 -28,4) 0,026 Si

ns: no significativo
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Tabla XXI. Variables moleculares (SG)
- Mediana SG p valor Significacion
meses (IC95%) (log Rank test) estadistica

p53
(-/+) (109) 8,9 (6,7 -11,1)
(++/+++) (54) 5,5(2,8-8,1) 0,97 (ns) No
EGFR
() (58) 8,7 (3,7-13,7)
(+/++) (101) 8,2 (5,7 -10,8) 0,59 (ns) No
pl6

(-/+) (105) 8,2 (5,5-11)

(++/+++) (44) 6,7 (2,9 - 12,4) 0,06 (ns) No
pRb
() (44) 10,1 (5,2 - 15)
(+/++) (98) 7,4 (4,3-10,4) 0,19 (ns) No
pTEN
(-) (51) 7,9 (4,9-10,9)
(+/++/C) (107) 7,8 (4,4-11,2) 0,64 (ns) No
Ki67
(-) (83) 8,9 (7-10,8)
(+++) (77) 5,9 (2-9,8) 0,74 (ns) No
CD31

< 4,9 vasos (83) 5,6 (3-8,2)

> 4,9 vasos (86) 9,1 (5,8-12,4) 0,018 Si
CD105 (endoglina)
< 10,8 vasos (78) 6,2 (3,7-8.,7)
> 10,8 vasos (91) | 10,1 (5,8 — 14,3) 0,006 Si
MGMT (IHQ)
(-) (84) 7,8 (4,2-11,4)
(+) (69) 8,7 (4,4-13,1) 0,77 (ns) No
MGMT30 (RT-PCR)
No Metilado (69) 9,9 (6,5-13,3)
Metilado (75) 8,7 (5.7-11,7) 0,79 (ns) No
MGMT50 (RT-PCR)
No Metilado (86) 9,9 (7,4 -12,4)
Metilado (58) 6,6 (3,2-10) 0,08 (ns) No

ns: no significativo

b) Analisis multivariante.

La tabla XXIlI muestra las variables clinicas y moleculares seleccionadas por
el modelo de Cox para la ecuaciéon como asociadas significativamente con la SG.
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Tabla XXII. Andlisis multivariante (SG)
PS al diagnéstico

(0-1) vs (2-3) 1,7 1-29 0,046
Localizacion
- Hemisférica vs Diencéfalo/Multicent. 2,2 1-45 0,031
Secuelas postquirurgicas
- No vs Si 1,8 1,1-29 0,011
RT externa
- No vs Si 0,2 0,1-04 < 0,0001
Demora a QT
-<0>30dias 1,7 1,1-27 0,016
PS ala recaida o progresion

(0-1) vs (2-4) 3,3 19-55 < 0,0001

4.3 Asociaciones entre variables clinicas y tratamientos aplicados

Muchas de estas variables pueden tener asociaciones entre si. Pasamos a
continuacién a describir algunas de las mas relevantes desde un punto de vista

clinico.

El PS presenta una relacién significativa con el tipo de cirugia practicada
(Fig.25), siendo asi mas frecuentes las biopsias como Unica tentativa de tratamiento
quirargico en los enfermos con un peor estado general al diagnéstico (31% vs 66%
en PS 0-1 vs 2-3; p< 0,001). Este mismo pardmetro, aunque se no asocia con un
incremento significativo de secuelas tras la cirugia (23% vs 38% en PS 0-1 vs 2-3; p
0,075), si se correlaciona con una mayor mortalidad posquirtrgica (6% vs 21% en

PS 0-1 vs 2-3; p 0,016)
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Figura 25. Relacion PSy cirugia
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Para el caso de la edad, se observa correlacion entre la poblacion mayor de
70 afos y la cantidad de biopsias practicadas (34% vs 58% en < 70 vs > 70 afos; p
0,015) (Fig. 26). El resto de asociaciones anteriormente mencionadas para el PS no

se cumplen en el caso de la edad independientemente del punto de corte.
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Figura 26. Relacion edad y cirugia

En cuanto a la localizacion tumoral, también existe una clara asociacioén entre
dicho parametro y el tipo de abordaje quirdrgico empleado. En los tumores de
asiento en ganglios basales o de localizacion multifocal hay un predominio de las
biopsias, indicadas en casi en un 90%, en contraposicion con otras alternativas mas
ambiciosas. No ha sido posible alcanzar una reseccion completa en ninguno de
estos enfermos. (Fig.27)
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En relacién con otras modalidades de tratamiento, los enfermos con mejor
situacion general al diagnéstico (PS 0-1), reciben con mayor frecuencia tratamiento
con RT (72% vs 36%; p< 0,001) y QT (74% vs 34%; p< 0,001) que aquellos con una
situacion clinica subdptima en el debut (PS 2-3), (Fig. 28).
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Figura 28. Relacion PS y tratamiento con RT/QT

PS 2-3

En cuanto a la correlacion entre la edad y el uso de RT o QT, no se observa
con puntos de corte de 50 y 60 afios. Considerando un punto de corte de 70 afos
existe una asociacién estadisticamente significativa entre la edad y el empleo de QT
sistémica (no/si), (31 / 69%) vs (53 / 47%), en menores o mayores de 70 afos
respectivamente (p< 0,001), que no existe para el caso de la RT. (Fig.29)
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Figura 29. Relacion edad y QT sistémica

Finalmente, tras la recaida o progresion tumoral, el PS estd intimamente
relacionado con la indicacion de una cirugia de rescate,
exclusivamente en enfermos con PS 0-1, o con la utilizacion de QT sistémica en

llevada a cabo
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segunda y sucesivas lineas, Unicamente se administré en un 8% de enfermos con
PS 2-4 en segunda linea.

5. Analisis de subpoblaciones

5.1 Pacientes con reseccion tumoral completa

De los 169 pacientes con GBM evaluados en nuestro trabajo, en 66 de ellos
(39%) fue posible realizar una cirugia con aparente reseccion completa (RC) del
tumor.

a) Descripcion de la poblacion

La tabla XXIII resume las principales caracteristicas clinicas y relacionadas
con los tratamientos utilizados en este subgrupo de pacientes.

Tabla XXIII. Caracteriticas clinicas de pacientes con RC

Sexo (%)

Hombres / Mujeres 60/ 40
Edad media (afios) 59

PS al diagndéstico (%)

(0-1) / (2-3) 89/11
Tabaquismo (%)

- No/Ex 39

- Activo 41
Alcohol (%)

- No/Ex 81

- Activo 19
Debut clinico (%)

- Déficit Neurolégico 70

- Cefalea 36

- Crisis 18
Demora diagndstica media (dias)

- Media (rango) 23 (0 - 299)
Localizacion (%)

- Hemisféricos 100
Tamafo (cm)

- Media (rango) 35(0-7)
Demora cirugia (dias)

- Media (rango) 12 (1 - 80)
Morbilidad / Mortalidad posoperatoria (%) 21/2
Anticomiciales (%) 85

RT externa (%) 88

- Demora media (dias)(rango) 52,7 (10 — 221)
Carmustina tépica (%) 27

QT sistémica (%) 80

- Demora media (dias)(rango) 30 (11 -111)
- Duracién media (meses) 4.5
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Tabla XXIII. Caracteristicas de pacientes con RC (cont.)

PS alarecaida (%)

(0-1) / (2-4) 44 | 56
Cirugia de rescate (%) 22
QT de segunda linea (%) 46
QT de terceray posteriores lineas (%) 9

En la tabla XXIV, se recogen las caracteristicas moleculares de los tumores
en estos mismos enfermos.

Tabla XXIV. Caracteristicas moleculares de pacientes con RC

P53 (%)

(-/+) VS (++/+++) 66 vs 34
EGFR (%)

() vs (+/+4) 33 vs 67
p16 (%)

(-1+) VS (++/+++) 72 vs 28
PRb (%)

() vs (+/++) 35 vs 65
PTEN (%)

(-) vs (+/++IC) 32 vs 68
Ki67 (%)

() vs (+/+4) 52 vs 48
CD31 (n° vasos)

- Media (rango) 5,4 (0-19)
CD105 (n°vasos)

- Media (rango) 11,6 (0 - 70)
MGMT (IHQ)

(-) vs (+) 58 vs 42
MGMT Met30 (%)

- No metilado vs Metilado 48 vs 52
MGMT Met50 (%)

- No metilado vs Metilado 60 vs 40

En comparacién con la serie global, en estos enfermos hay un PS 0-1 al
debut en un 89% vs el 74% de todos los enfermos. También la demora diagndstica
es inferior, 23 vs 44 dias. Los tumores son menos voluminosos, 3,5 vs 4,3 cm.
Todos los GBM de esta cohorte tienen asiento hemisférico.

En cuanto a las maniobras terapéuticas, la demora desde el diagndstico hasta
la cirugia es inferior a la general, 23 vs 44 dias. La morbilidad quirargica es similar.
Sin embargo, y a pesar de practicarse resecciones en principio mas extensas en
este grupo, la mortalidad es méas baja, 2 vs 10%. El empleo de anticomiciales es
mayor que en el resto de la serie, 85 vs 72%.
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Tanto la RT (88 vs 63%) como la QT tépica (26 vs 15%) y sistémica (80 vs
63%), se indicaron en mas enfermos en este subgrupo. Las demoras de inicio de
todas estas modalidades de tratamiento han sido similares a las de toda la
poblacion.

En el momento de la recaida, el PS se mantiene por encima de lo observado
en la serie general, PS 0-1 (44 vs 26%). Tras producirse este evento, estos
pacientes reciben més tratamientos activos (rescate quirargico 22 vs 8%; QT de 22
linea 46 vs 27%; QT de 32 y posteriores lineas 9 vs 5%).

Por altimo, las caracteristicas moleculares observadas en este subgrupo no
difieren de las de la serie general.

b) Analisis de supervivencia.

En el momento del analisis 65 y 64 de los enfermos de este subgrupo habian
recaido y fallecido respectivamente.

La mediana de SLR es de 7,8 meses (IC95% 6,1 - 9,6) y la de SG de 12,9
meses (IC95% 11,9 — 13,8). Un 58, 32 y 21% de los enfermos en este grupo estan
vivos a los 12, 18 y 24 meses. (Figs. 30y 31)
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Figura 30. SLR y SG de pacientes con RC
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Figura 31. Supervivencia global de pacientes con RC

- Andlisis univariante

Los resultados referentes a las variables que alcanzaron significacion

estadistica estan recogidos en la tabla XXV.

Tabla XXV. Analisis univariante en pacientes con RC

Mediana SLR p valor Mediana SG p valor

Variable (n)
meses (IC95%) (log Rank test) meses (IC95%) (log Rank test)

Edad (afios)

<60 (31) 9,8(8,5-11,5) 15,7 (5,7 — 25,8)

> 60 (35) 55(2-9,1) 0,02 10,1 (5-15,1) 0,048

<70 (52) 8,9 (7,2-10,6) 14,5 (10,5 -18,5)

> 70 (14) 3,1(<1-5,5) <0,0001 52(1,8-8,7) <0,0001

PS

0-1 (59) 8,4 (7-9,9) 13 (11,2 - 14,9)

2-3(7) 5,2 (3,6 — 6,8) 0,03 9(4,1-141) 0,03
T

RT externa

- No (8) 2,6 (<1-6,6) 3,9(33,4-4,3)

- Si (58) 8,7 (7,4-10,1) < 0,0001 13,2 (11,3 - 15,2) <0,0001

Demora RT (dias)

<42 (23) 9,8 (7,5-12,1) 22,2 (5,3-39)

> 42 (35) 7,7 (4,7 -10,6) < 0,008 12,7 (11,1 - 14,4) 0,02

QT sistémica

- No (14) 2,3(1,5-31) 4,4 (2,5-6,2)

- Si (52) 12,4 (11 - 13,8) < 0,0001 14,5 (10,6 — 18,4) <0,0001

Demora QT (dias)

< 30 (28) 3,5(2,2-4,7) 22,2 (10,8 —33,5)

> 30 (24) 9(7,9-10,1) < 0,0001 10,1 (7,7 -12,4) 0,001
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Tabla XXV. Andlisis univariante en pacientes con RC (cont.)
! Mediana SLR ‘ p valor ‘ Mediana SG ‘ p valor
Variable (n)
meses (IC95%) (log Rank test) meses (IC95%) (log Rank test)

PS alarecaida

0-1 (28) NA NA 23,1 (21 - 25,2)

2-4 (36) 9,1 (6,6 —11,6) < 0,0001
IQ de rescate

- No (51) NA NA 11,8 (9,4 -14,1)

- Si(14) 22,2 (9,7 — 34,6) < 0,0001
QT de 22 linea

- No (35) NA NA 7,9 (4,6 —11,3)

- Si (30) 17,1 (7,3 - 26,9) < 0,0001

I

pl16

(-/+) (44) 7,7 (5,9-9,4) 12,7 (11,9 - 13,5)

(++/+++) (A7) 16,2 (6,2— 26,2) 0,001 23,4 (9,3 - 37,4) <0,015
CD31

<5,4vasos (33) | 5,2(2,3-8) 10,5 (6,4 - 10,7)

> 5,4 vasos (19) | 9,3 (8 —10,5) 0,004 14,3 (12 - 16,5) <0,04
CD105 (endoglina)
< 11,6 vasos (33) | 5,5(2,8-8,3) 10,5 (7,1 - 14)
> 11,6 vasos (19) | 9,3 (8,3 -13,2) 0,01 14,7 (9,1 - 20,4) <0,04

NA: No aplicable.

En el ANEXO 3, adjunto al final de la Tesis, estan recogidos los resultados en
relacion ocn el resto de las variables analizadas en este apartado.

- Andlisis multivariante

Las tablas XXVI y XXVII, recogen los resultados obtenidos por el analisis
multivariante. En ellas estan se exponen las variables clinicas y moleculares
escogidas por el modelo para la ecuacion como asociadas significativamente con la
SLRy SG.

Tabla XXVI. Analisls multivariante en pacientes con RC (SLR)

QT sistémica

- No vs Si 0,1 0,1-0,3 < 0,0001
Demoraa QT

< 0> 30 dias 2,8 1,4-5,3 0,002
pl6

(-/+) Vs (++/+++) 0,3 0,1-0,6 0,001
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Tabla XXVII. Analisis multivariante en pacientes con RC (SG)

HR

QT sistémica

- No vs Si 0,1 0,1-0,3 < 0,0001
PS alarecaida

(0-1) vs (2-4) 6,7 2,8-16 < 0,0001
QT de 22linea

- No vs Si 0,5 0,2-1 0,046
MET30 (RT-PCR)

- No metilado vs Metilado 0,4 0,2-0,9 0,015

5.2 Pacientes con bhiopsia o reseccion tumoral parcial

a)

De los 169 pacientes con GBM evaluados en nuestro trabajo, en 103 de ellos
(61%) se realiz6 una biopsia, 68 casos, 0 una reseccion parcial del tumor, 35 casos.

Descripcion de la poblacion

La tabla XXVIII, resume las principales caracteristicas clinicas y relacionadas
con los tratamientos utilizados en este subgrupo de pacientes:

Tabla XXVIII. Caracteristicas de pacientes con Bx o RP

Sexo (%)

Hombres / Mujeres 53 /47
Edad media (afios) 62
PS al diagndstico (%)

(0-1) / (2-3) 64 /36
Tabaquismo (%)

- No/Ex 67

- Activo 33
Alcohol (%)

- No/Ex 77

- Activo 23
Debut clinico (%)

- Déficit Neurologico 74

- Cefalea 30

- Crisis 15
Demora diagndstica media (dias)

- Media (rango) 48 (0 - 361)
Localizacion (%)

- Hemisféricos 81

- Diencefalicos / Multicéntricos 19
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Tabla XXVIII. Caracteristicas de pacientes con Bx o RP (cont.)

Tamafio (cm)

PS ala progresion (%)

- Media (rango) 4,6 (2-8)
Demora cirugia (dias)

- Media (rango) 21 (0 - 150)
Anticomiciales (%) 63
Morbilidad / Mortalidad posoperatoria (%) 31/16
RT externa (%) 47

- Demora media (dias)(rango) 53 (4 — 200)
Carmustina tépica (%) 8

QT sistémica (%) 53

- Demora media (dias)(rango) 34 (4 - 207)
- Duracion media (meses) 3

(0-1) / (2-4) 15/85
Cirugia de rescate (%) 0
RT externa (reirradiacion) (%) 1
QT de segunda linea (%) 14
QT de terceray posteriores lineas (%) 2

En la tabla XXIX, se presentan las caracteristicas moleculares de los tumores

de este grupo de enfermos.

Tabla XXIX. Caracteristicas moleculares de pacientes con Bx o RP

p53 (%)

(-/+) vs (++/+++) 67 vs 33
EGFR (%)

(-) vs (+/++) 39 vs 61
p16 (%)

(-/+) vs (++/+++) 69 vs 31
PRb (%)

(<) vs (+/++) 29vs 71
PTEN (%)

() vs (+/++/C) 33 vs 67
Ki67 (%)

(-) vs (+/++) 52 vs 48
CD31 (n° vasos)

- Media (rango) 4,6 (0 - 20)
CD105 (n°vasos)

- Media (rango) 10,3 (0 - 41)
MGMT (IHQ)

(-) vs (+) 53 vs 47
MGMT Met30 (%)

- No metilado vs Metilado 48 vs 52
MGMT Met50 (%)

- No metilado vs Metilado 56 vs 44
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En comparacién con el global de la serie, este subgrupo exhibe un PS peor al
diagnéstico, PS 0-1 (64 vs 74%). Aqui quedan encuadrados todos los tumores con
localizacion diencefalica y multicéntricos. Las demas variables son similares a las
descritas para el total de la poblacion.

En relacion a la cirugia, se observa un incremento de la mortalidad
postoperatoria, 16 vs 10%. Ademas, menos enfermos reciben anticomiciales, 63 vs
72% en la serie global.

La indicacion de RT y QT se ve disminuida en este grupo respecto a la serie
general (RT; 47 vs 63% y QT; 53 vs 63%).

Tras la progresion, el estado general estda mas deteriorado, PS 0-1 (15 vs
26%). En ningun caso fue factible una cirugia de rescate y asimismo fue excepcional
la indicacion de QT de 22y sucesivas lineas, 14% y 2% respectivamente.

Igual que en los enfermos con reseccion completa, las caracteristicas
moleculares son superponibles a las descritas para el total de la serie.

b) Andlisis de supervivencia.

En el momento del analisis todos los enfermos de este subgrupo (n=103)
habian recaido y fallecido.

La mediana de SLP es de 2,2 meses (IC95% 1,4 - 3) y la de SG de 4 meses
(IC95% 2,3 — 5,6). Un 21, 10 y 1% de los enfermos estan vivos a los 12, 18 y 24
meses. (Figs. 32y 33)
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Figura 33. Supervivencia de pacientes con Bx/RP

- Andlisis univariente

La tabla XXX
estadisticamente significativa con la supervivencia.

resume

las variables que muestran una asociacion

Tabla XXX. Analisis univariante en pacientes con Bx o RP

Mediana SLP p valor Mediana SG p valor
Variable (n)

meses (IC95%) (log Rank test) meses (IC95%) (log Rank test)
PS
0-1 (66) 34 (2-4,8) 55(3-7,9)
2-3 (37) <1 0,009 2,6 (1,9-3,3) 0,001
Clinica Debut
- Déficit (76) 19(1,1-2,6) No significativo
- Otros (27) 4(1,5-6,5) 0,02
Secuelas de 1Q
- No (70) 3,4(24-4,4) 58(3,5-8,1)
- Si (32) <1 < 0,008 2,1(2,4-5,5) <0,0001
RT externa
- No (55) <1 19(1,4-25)
- Si (48) 51 (4,4-5,9) <0,0001 11,4 (9,4 -13,4) <0,0001
Demora a RT (dias)
<42 (19) 4,4 (3,5-5,4) 10,1 (8 — 12,1)
> 42 (29) 15(1-27) < 0,007 29(2,1-3,8) 0,004
QT sistémica
- No (48) <1 18(<1-27)
- Si (55) 4,4 (3,5-5,4) < 0,0001 9,1(5,5-12,7) <0,0001
Demora a QT (dias)
< 30 (36) 4,3(2,8-5,7) 6,7 (2,1 -11,4)
> 30 (19) <1 < 0,0001 2,7(2-3,3) 0,007
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Tabla XXX. Andlisis univariante en pacientes con Bx o RP (cont.)

Variable (n)

Mediana SLP
meses (IC95%)

p valor

(log Rank test)

Mediana SG
meses (IC95%)

p valor

(log Rank test)

PS ala progresion

0-1 (15) NA NA 12,8 (8,4 - 17,3)

2-4 (87) 31(2,2-4,2) 0,01
QT de 22 linea

- No (35) NA NA 29((2-3)9

- Si (30) 15,1 (9,5 -20,7) 0,001

NA: No aplicable.

Tras finalizar la Tesis, en el ANEXO 3, se adjuntan los resultados
correspondientes al resto de las variables analizadas en este apartado.

- Analisis multivariante

Las tablas XXXI y XXXIl, muestran los resultados obtenidos por el andlisis
multivariante. En ellas se exponen las variables clinicas y moleculares escogidas por
el modelo para la ecuacion como asociadas significativamente con la SLR y SG.

Tabla XXXI. Analisis mutivariante en Bx o RP (SLP)

Variable

IC95%

Demora diagnostica
< 0> 90 dias 0,2 0,1-0,5 0,001
RT externa
- No vs Si 0,1 0,1-0,2 < 0,0001
MGMT (IHQ)
(-) vs (+) 1,9 1,1-34 0,03
CD31
< 0> 4,6 vasos 0,5 0,3-0,9 0,03
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Variable

HR

Tabla XXXII. Andalisis multivariante en Bx o0 RP (SG)

1C95%

p valor

Secuelas postquirugicas

-Novs Si 3,5 1,7-7 < 0,0001
Anticomiciales

- No vs Si 0,4 0,2-0,7 0,002
RT externa

- No vs Si 0,2 0,1-0,6 0,002
QT sistémica

- No vs Si 0,3 0,1-0,9 0,02

6. Modelos probabilisticos. Redes bayesianas

A continuacion se describen los modelos probabilisticos generados a partir de
la serie global. Ademas, se exponen los resultados arrojados por las redes para
asignar pacientes a grupos con los intervalos de SG definidos en el apartado de

métodos (tabla VIII. Pag. 55).

6.1 Modelo o red total

El grafo representativo de este modelo esta expuesto en la (Fig.34)
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Figura 34. Red total
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El area sombreada de la Fig. 34 corresponde con el Markov blanket para la
variable SG. Esta compuesto por cuatro variables de indole terapéutica (tipo de
cirugia, RT externa, demora a inicio de QT y QT de 22 linea) y otras dos de tipo
clinico (demora al diagnéstico y PS a la recaida o progresion), siendo todas ellas
padres del nodo objetivo (SG).

La probabilidad que estima el modelo a priori, sin conocerse el valor o estado
de ninguna de las variables asociadas con la SG, para los diferentes estados o
rangos de dicha supervivencia, esta recogida en la (Fig. 35).

SG

61.38 SG <12 m

17.55 SG 12-18m
11.85 SG 18-24m
9.23 SG>24m

Figura 35. Probabiliad de SG a priori (Red total)

Sin embargo, a medida que se vayan aportando los valores disponibles en
cada caso clinico para cada una de las variables relacionadas con el nodo objetivo,
en el modelo se produciran cambios a nivel de los demas nodos asociados y, por
supuesto, de la probabilidad para cada una de las categorias de dicho nodo objetivo,
la SG. Por definicion, una vez disponible toda la evidencia para los nodos que
componen el Markov blanket, el aporte de informacién referente a las demas
variables no afectara esta probabilidad.

Experimento 1: Caso clinico

Paciente vardén de 62 afios, sin antecedentes de interés, ni habitos toxicos.
Diagnosticado mediante RMN de un GBM parietal derecho, de 3 cm de diametro, a
raiz una cefalea de 2 meses de evolucion rebelde al tratamiento con
antiinflamatorios. No hay otros sintomas asociados.
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Finalmente, a las 2 semanas del diagnostico, se lleva a cabo la cirugia

alcanzando aparentemente una reseccion tumoral completa, sin presentar el
paciente secuelas durante el postoperatorio. Se pauta tratamiento anticomicial.
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El informe de anatomia patoldgica es de GBM con p53 (-) y EGFR (+).
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Se decide entonces iniciar QT/RT segun el esquema de Stupp con
temozolomida. El tratamiento comienza 4 semanas después de la intervencion.
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Cirugia (1Q)

56 Cimgia rescate PS recaida
5591 56 <12 m

22.67 56 12-18m _
325 SG 18-24m
17.97 G > 24m

Se completa dicha terapia segun lo previsto y el paciente sigue
posteriormente revisiones periddicas. Todo va bien hasta que, aproximadamente a
los 14 meses de la cirugia, presenta una crisis comicial tras la que persiste una
monoparesia (4/5) del brazo izquierdo como Unico sintoma residual. En ese
momento, se realiza una RMN craneal que describe una extensa recaida tumoral.
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Se desestima el rescate quirdrgico, indicandose una segunda linea de
tratamiento con QT basada en irinotecan y bevacizumab
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A la progresién, 7 meses mas tarde, en base a su buen estado general se
indica nueva linea de tratamiento con fotemustina
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Tras 4 meses de tratamiento, el paciente presenta un deterioro neurolégico
evidente con encamamiento progresivo por lo que se suspende la terapia activa,
pasando entonces a recibir exclusivamente un manejo sintomatico. Fallece 1 mes
mas tarde. La SG finalmente fue de aproximadamente 26 meses.

Experimento 2: Casos prueba

El andlisis de los 17 “casos prueba”, previamente apartados de la serie global
durante la generacion y entrenamiento de la red obtiene los siguientes resultados:

Tabla XXXIII. Tabla de contingencia (Experimento 2). Red total

Realidad
SG12-18m | SG18-24m
Predicién
9 0 0 0
3 2 0 0 0
3 / 0 0 0 0
/ 0 1 1 1

En 3 de los casos, el modelo carece de informacion o evidencia suficiente
para realizar una prediccion, por ello estos datos corresponden a los 14 enfermos
restantes.

La precision o tasa de acierto del modelo en estos casos es del 72%.
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Experimento 3: Series virtuales

a) Serie virtual global

En el caso de los casos generados de forma aleatoria por el software (n =

200). Los resultados del analisis son:

Tabla XXXIV. Tabla de contingencia (Experimento 3a). Red total

Realidad
SG12-18m |[SG18—-24m | SG > 24 m
Predicién
114
S 3 7 4 2
S / 4 4 13 0
/ 2 4 2 10

La precision o tasa de acierto en esta serie es, de nuevo, del 72%.

En relacion con la pericia para detectar con esta red a los largos
supervivientes en la serie global, los resultados de la curva ROC estan

representados en la (Fig. 36)

Cutoff = 0.0833
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Display curve For:|5G > 24 m v |I Calculate Matrix
Wirea under curve = 0,90991

Figura 36. Curva ROC (Experimento 3a). Red total

La precision o exactitud en este caso alcanza el 78% y la pericia (AUC de

curva ROC) es de 0,91.
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b) Serie virtual con reseccion completa (RC)

La tabla XXXV recoge los resultados del modelo aplicado de forma especifica

en la subpoblacién de enfermos con reseccién completa (RC).

Tabla XXXV. Tabla de contingencia (Experimento 3b). Red total (RC)

Realidad
SG<12m |SG12-18m | SG18-24m | SG>24 m
Prediciéon
3 2 7 1 0
3 / 0 0 9 0
SG>24m 1 10 4 26

La precision o tasa de acierto en esta serie es del 74%.

Esta vez, la curva ROC (Fig. 37) y los resultados de eficacia para detectar con

esta red a los “largos supervivientes” son:
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{Area under curve = 0.93674
L

Figura 37. Curva ROC (Experimento 3b) Red Total (RC)

La tasa de acierto en este contexto de enfermos con RC alcanza el 89% y la

pericia es de 0,94.
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6.2 Modelo o red clinica

El grafo correspondiente a este modelo esta representado en la (Fig.38)
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Figura 38. Red clinica

El Markov blanket de este modelo estd conformado por cuatro variables de
las que habitualemente se dispone desde el debut del caso (edad, PS al debut,
tamafio y demora diagndstica) y otro nodo que corresponde con una caracteristica

que aparece a lo largo de la evolucion del paciente (el PS a la recaida o progresion).

La probabilidad a priori estimada por la red para los diferentes estados o
rangos de SG esta recogida en la siguiente tabla.

SG

62.93 SG <12 m

17.58 SG 12-18m

10.29 SG 18-24m
9.19 SG > 24 m

Figura 39. Probabilidad de SG a priori (Red clinica)

Experimento 4: Caso clinico

Volviendo al caso concreto de nuestro paciente, con este modelo el

comportamiento y la evolucion de las probabilidades para la SG serian las
siguientes:
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- Tras la consulta inicial:

Localizacion

Clinica a debut

amaiio tumoral

5G

[ 62.33 SG <12 m
0.00 SG 12-18m

| | 7.53 SG 18-24m

I 30.13 SG > 24 m

PS al debut

- 'Y tras la recaida:

Clinica a debut

‘amano tumoral

SG

0.00 SG <12 m

0.00 SG 12-18m|
| 20.00 SG 18-24m)

.00 SG > 24 m

PS al debut

Experimento 5: Casos prueba

Tras analizar con esta red los 17 “casos de prueba”, los parametros de
eficacia o utilidad de esta red son los siguientes (tabla XXXVI).
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Tabla XXXVI. Tabla de contingencia (Experimento 5). Red clinica

Realidad . . ; ;
Predicion
8 0 0 0
3 1 0 0 0
8 — 24 1 0 1 0
4 0 1 0 1

Con este modelo son 4 los enfermos en los que no se dispone de suficiente
evidencia para clasificar el caso.

La evaluacion de los 13 restantes arroja una exactitud del 77%.

Experimento 6: Serie virtual

Los datos referentes al analisis de la poblacion virtual global (n = 200), se
muestran a continuacion (tabla XXXVII).

Tabla XXXVII. Tabla de contingencia (Experimento 6). Red clinica

Realidad . o o ’
Predicion
129 11 1 5
3 4 14 4 3
8 — 24 1 2 8 6
/ 1 2 2 7

La exactitud es similar a la previa, del 79% en esta ocasion.
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Figura 40. Curva ROC (Experimento 6). Red clinica

La precisién o exactitud en este caso alcanza el 82%. La pericia (AUC de
curva ROC) para detectar a los largos supervivientes es de 0,91 (Fig 40).

Experimento 7: Datos clinicos de “primera consulta”

Por dltimo, se analizan los resultados obtenidos con este mismo modelo
mediante el aporte exclusivo de las 4 variables en la poblacion de entrenamiento
(n=152). Estas caracteristicas, componentes todas ellas del Markov blanket para la
SG, habitualmente son conocidas desde la primera consulta.

Tabla XXXVIII. Tabla de contingencia (Experimento 7). Red clinica

Realidad
SG<12m|SG12-18m |SG18—-24m | SG>24 m
Prediciéon
3 2 8 2 2
3 / 0 0 3 0
/ 0 0 0 0

En este caso la precision baja al 69%.

Para la deteccion de largos supervivientes, la tasa de acierto es del 65% vy la
pericia de 0,88 (Fig. 41).
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Figura 41. Curva ROC (Experimento 7) Red clinica

6.3 Red molecular

Segun estos modelos, no hay asociacion de ninguna variable molecular, con
la SG. (Fig. 42)

CORCPLECD
o i) <>

kie7

> = @

Figura 42. Red molecular
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V. DISCUSION Y COMENTARIOS

Se exponen a continuacion las principales reflexiones realizadas tras llevar a
cabo una evaluacion detallada de los resultados obtenidos por el analisis de los
datos clinicos y variables moleculares de los pacientes con GBM incluidos en
nuestra serie, asi como de sus potenciales implicaciones y aplicaciones practicas.

1. Objetivo primero: Describir la poblacion de pacientes con GBM
tratados en el H.U. Marqués de Valdecilla (2000-2010)

1.1 Caracteristicas clinicas

Nuestra serie se ajusta, en cuanto a las principales caracteristicas
epidemiolodgicas se refiere (distribucion por sexos, edad media de presentacion,
localizacion, tamafio tumoral y PS al debut), a las principales series publicadas en la
literatura cientifica internacional en este contexto.?°

Asi en la serie aparece un ligero predominio del sexo masculino para este tipo
de tumores. Aproximadamente 3/4 de los enfermos presentan una situacion clinica
buena al diagnéstico (PS 0-1) a pesar de los sintomas. La distribucién o localizaciéon
tumoral dentro del SNC es muy homogénea, principalmente son los I6bulos de
mayor tamafio los mas frecuentemente afectados (frontales, parietales vy
temporales). Esa circunstancia explica perfectamente el patron clinico de debut. A
destacar el hecho de que ningun enfermo debuta como hallazgo casual, es decir sin
sintomas. Esto se debe sin duda a que las exploraciones dirigidas a descartar
alteraciones en el SNC, TAC o RMN, no se realizan habitualmente como técnicas de
cribado en individuos asintomaticos.

La principal diferencia encontrada en este sentido es el hecho de que el
sintoma guia mas frecuente en nuestros enfermos es el déficit neurolégico, presente
hasta en un 71% de las ocasiones al debut, mientras que en esas mismas
publicaciones este lugar lo ocupa la cefalea, referida como primer sintoma por el 53-
57% de los pacientes. Este hecho pudiese ser explicado porque al haberse recogido
la informacién de nuestros enfermos de forma retrospectiva a partir de los datos
anotados en la historia clinica, el déficit neurolégico es considerado probablemente
por el profesional médico como una alteracion mas relevante, especifica y objetiva
qgue la cefalea. Esto estaria entonces derivado de un registro en la historia clinica
deficitario, que en ocasiones puede no reflejar de forma exacta los sintomas
referidos o considerados por el paciente. De hecho, este sintoma, muchas veces
sera evidenciado a posteriori como presente en los meses previos, sin haber sido
considerado de especial relevancia hasta no haberse asociado otras alteraciones.
Asi, es posible que la cefalea esté infravalorada en nuestra serie (34 vs 57%) vy, en
contraposicion, el déficit neuroldgico tenga una mayor presencia. Ademas, otra
potencial explicacion para estas variaciones podria fundamentarse en el hecho de
gue en las experiencias publicadas se refieren de forma independiente sintomas
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como las alteraciones conductuales, motoras, sensoriales o de la memoria. Es
posible, sin embargo, que la suma de todas ellas supere a los casos con cefalea
como sintoma de debut. En nuestra serie todos estos sintomas han sido incluidos de
una manera mas simplista bajo el apoéstrofe de déficit neuroldgico, sin haberse
hecho por tanto esta distincién.

Por otra parte, si comparamos nuestra poblacion con los enfermos incluidos
en los ensayos clinicos de registro para este mismo contexto clinico se observa
como, siendo los principales items también superponibles a los descritos en
nuestros pacientes, esta ultima poblacion presenta un mejor estado general (PS 0-1
en 87 vs 74%), obviamente asociado con del hecho de tratarse de enfermos
seleccionados para protocolos de investigacion.®’

1.2 Tratamientos empleados

Comenzando por el tipo de cirugia practicada en estos pacientes, la
distribucion de las diferentes modalidades (biopsia, reseccion parcial o total) no
difiere sustancialmente de forma global en comparacion con la referida en las series
ya mencionadas.?

Una vez mas, existen algunas divergencias entre nuestros datos y los
descritos en los ensayos clinicos en cuanto a la proporcion de biopsias y
resecciones parciales practicadas (40/21% vs 17/44%), manteniéndose eso si las
tasas de resecciéon completa (39 - 40%) y siendo esta Ultima cifra inferior a la de
series clinicas mas actuales.®%?® De nuevo estos valores son derivados
probablemente de una mayor seleccion de los pacientes.

La tasa de complicaciones postoperatorias de nuestro centro duplica la
recogida en series de casos recientemente publicadas en nuestro entorno (28 vs
14%) manteniéndose sin embargo la mortalidad postquirdrgica en similares rangos
(10 vs 8%).'1?° Este incremento en la morbilidad de la cirugia estd asociado
probablemente a la alta tasa de complicaciones desarrolladas fundamentalmente en
los pacientes sometidos a biopsia en los primeros afios de nuestra serie, cuando
este procedimiento aldn no se realizaba con guia de estereotaxia de forma rutinaria.
Esta asociacion ya se ha descrito también en algunas otras series clinicas
sugiriéendose la biopsia como un factor predictivo independiente de morbilidad
postoperatoria.t?® El tiempo de demora entre el diagndstico radiolégico y la cirugia
es inferior a un mes en la mayoria de los casos en todas estas series, incluida la
nuestra.

Todos los enfermos de nuestro centro han recibido corticoides como terapia
de soporte durante su evolucion postoperatoria, este hecho se repite en los datos
aportados por la literatura. El uso de anticonvulsivantes en nuestro contexto (72%),
esta en la linea de lo reportado previamente por otros autores.?°
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Los resultados referentes a los tratamientos utilizados tras la cirugia en estos
enfermos, QT y RT, son también similares en cuanto a los compuestos y
dosificaciones empleadas.

No obstante deben realizarse ciertas matizaciones dentro de este punto. En la
serie internacional publicada utilizada como referencia en este trabajo, se describen
el uso de RT y QT con TMZ en un 87 y 54% de los casos respectivamente.?® Segun
nuestros datos, estas mismas maniobras han sido pautadas en ambos casos en un
63% de los enfermos. La indicacion de implantes o tabletas de carmustina en el
lecho quirurgico se realizé en torno al 15% en ambas series. Los casos recogidos en
esta publicacion corresponden a pacientes tratados entre los afios 1997 y 2000. La
QT concomitante con irradiacion local, ya utlizada previamente, comenzd a
estudiarse en este contexto clinico a finales de la década de los 90, consolidandose
esta asociacion definitivamente como un estandar de tratamiento aproximadamente
una década mas tarde.>! Por Ultimo, la incorporacién de la TMZ a esta combinacion
segun el régimen vigente a dia de hoy esta basada principalmente en los resultados
de eficacia obtenidos posteriormente por el grupo de Stupp.5®57 Asi visto, es posible
que las diferencias temporales existentes entre las fechas de diagnostico y
tratamiento de los enfermos de las dos series justifiquen estas variaciones, por
corresponderse en cada caso los esquemas de tratamiento empleados con un
estdndar mas o menos consolidado para cada época. De hecho en una publicacion
mas reciente que recoge datos de pacientes tratados entre 2008-2010 en Espafia,
previamente referenciada, un 57% de los enfermos recibieron QT/RT postoperatoria
con TMZ, siendo esta cifra mas cercana a la observada en nuestra experiencia. Esta
misma serie, reproduce asimismo de forma muy similar la mayoria de las variables
clinicas hasta ahora comentadas en este apartado.'?®

Es destacable el dato que refleja un aparente mayor esfuerzo terapéutico
invertido en el subgrupo de pacientes en los que la cirugia fue radical o completa en
comparacion con aquellos en los que se realizé una cirugia suboptima. Los primeros
recibieron QT/RT postquirirgica hasta en un 86% de los casos mientras que estas
mismas maniobras Unicamente fueron empleadas en un 47% de los enfermos
biopsiados o0 con reseccion parcial. Esta circunstancia podria estar justificada por el
hecho de que en enfermos con estado general subOptimo al diagndstico,
habitualmente no se indican cirugias agresivas y muchas veces el intento quirdrgico
se limita a obtener una simple biopsia confirmatoria de la sospecha clinica o
Gnicamente una descompresion paliativa. Los resultados de los test de correlacion
para estas dos variables confirman una asociacion significativa entre ambas
apoyando asi esta hipotesis.

La toxicidad clinicamente relevante, g.2 / 3 o superior NCI-CTC%7, de la QT
en nuestra serie, principalmente la trombopenia, es ligeramente inferior a la referida
por los investigadores del estudio de registro (8 vs 12%).5® Esto es posiblemente
debido a una recogida habitualmente mas laxa de este tipo de datos durante la
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practica real de la consulta diaria en comparacion con la realizacion de esta misma
tarea en los pacientes de ensayo clinico.

Por ultimo en este apartado, relacionado con los tratamientos de primera
linea, es destacable el dato de la demora media observada en nuestro centro entre
la cirugia y el inicio de RT, situada en casi 53 dias. Este hecho, no es tan llamativo
en el caso de la QT con TMZ, con casi 34 dias. Este valor es claramente superior al
recomendado por algunos grupos como la RTOG, que tras haber analizado los
resultados de 16 estudios aleatorizados sugieren un impacto significativo en
términos de SLP y SG derivado de una espera superior a 42 dias.13%13L132 Este
aspecto sera analizado y discutido con mayor detalle mas adelante en el apartado
dedicado a comentar de forma especifica los datos del analisis de supervivencia de
nuestra serie.

En cuanto a las terapias de segunda linea, el nimero de enfermos que recibe
Unicamente un manejo sintomatico en ese contexto es similar a lo referido por otros
autores con experiencias mas recientes (60-65%).12812° Como consecuencia de
esto, en general, solamente un 35-40% de los casos son tratados de forma activa
tras la recaida o progresion tumoral. Esto esta sin duda en relacion con el deterioro
franco que presentan la mayor parte de los enfermos en esta circunstancia. Asi,
segun nuestros datos Unicamente un 26% de los casos conservan un PS 0-1 en ese
momento, afadiéndose un 30% mas si se incluyen los pacientes con PS 2, y por
tanto podrian ser potenciales candidatos para recibir una terapia activa en segunda
linea. Cuando se decide continuar con la terapia antitumoral, dentro de las opciones
de tratamiento sistémico el farmaco antiangiogénico bevacizumab, asociado o no
con CPT-11, se sitla como la alternativa mas empleada en estos enfermos, siendo
otras modalidades como el rescate quirurgico o la radiocirugia opciones anecdéticas
reservadas para unos pocos casos muy seleccionados.

1.3 Caracteristicas moleculares

Para comenzar este apartado nos gustaria resaltar el hecho de que, a pesar
de haber llevado a cabo todos los procedimientos de manipulacién de muestras,
fabricacion de los TMA y realizacion de las técnicas de tincion IHQ o RT-PCR, con el
mayor de los cuidados y mediante protocolos estandarizados, existe una tasa de
pérdidas de entre el 3y el 15% de los resultados, dependiendo de la determinacién
considerada. Esta cifra se ajusta a lo que generalmente se reporta en gran parte de
las experiencias clinicas relacionadas con la manipulacion de muestras bioldgicas
por lo que, aunque no deseable, puede considerarse como asumible.

En relacion a los resultados obtenidos con estas determinaciones destacamos
los siguientes aspectos:

- p53. Esta proteina, reguladora de la apoptosis celular, esta codificada por el
gen TP53 situado en el brazo largo del cromosoma 22 (22q). Las mutaciones a este
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nivel estan descritas hasta en un tercio de los GBM primarios y son mas frecuentes,
hasta dos tercios, en los casos de GBM secundarios.® En nuestro trabajo se ha
determinado por IHQ la proteina resultante de la expresion de este gen (p53).

Los enfermos de nuestra serie presentan ausencia de expresion de la
proteina p53 en un 45% de los casos, siendo ademas esta expresion inferior al 5%
en otro 22% de las muestras. En total se podria considerar al 67% de los enfermos
como ‘“negativos” para p53. Teniendo en cuenta que la mayoria de los GBM
incluidos son, en principio, primarios (> 95%) estos valores podrian llamar la
atencion y ser discordantes con lo anteriormente referido y publicado.

Sin embargo, para ponderar adecuadamente estos resultados conviene antes
tener en cuenta a otros participantes en el sistema de regulacion de la expresion del
gen TP53, fundamentalmente a las proteinas MDM2 y p14ARF, Estas moléculas
pueden presentar amplificaciéon, en el caso de la primera, o disminucién de sus
niveles de expresién por metilaciéon de su promotor, en p14ARF hasta en un 10% y
un 6-30% de los casos de GBM respectivamente.®!33 Asi, en caso de estar
presentes estas disregulaciones en la via, podrian dar lugar como consecuencia final
a una mayor inhibicion de la expresion del gen TP53 y con ello una mayor nimero
de GBM p53 (-). Estas proteinas no han estudiadas en nuestro trabajo,
justificandose quizas asi al menos en parte nuestras observaciones. De hecho,
publicaciones recientes en las que se determina por IHQ con diferentes punto de
corte esta proteina, reportan frecuencias de GBM p53 (-) mas cercanas a las
nuestras, y en todo caso superiores al 50% de los casos.33

- EGFR. El aumento de los niveles de este producto de la familia de los
(RTK), como resultado de la sobreexpresion de un gen situado en el brazo corto del
cromosoma 7 (Cr7p), constituye una de las alteraciones moleculares mas
frecuentemente descritas en los GBM, fundamentalmente primarios.?

La amplificacion del gen EGFR, esta presente en un 36% de los GBM. Esta
alteracion parece ser mutuamente excluyente con la existencia de mutaciones a
nivel de TP53. Existen ademas mecanismos alternativos que, en menor frecuencia,
dan también lugar a una sobreexpresion de la proteina EGFR en alrededor del 60%
de los GBM segulin algunos autores.® Este valor se reproduce de forma fidedigna en
los resultados de nuestros enfermos.

- pTEN, pl1l6 y pRb. No hay apenas variaciones significativas entre los
resultados obtenidos en nuestra experiencia y los datos publicados hasta la fecha en
relacién con la presencia o no de este tipo de alteraciones en enfermos con GBM.81?

- indice Ki67. El valor de este parametro, representativo de la capacidad
proliferativa de las células tumorales, ha demostrado en la actualidad tener una clara
capacidad prondstica y, en ocasiones, también predictiva de respuesta al tratamiento
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antitumoral en multiples neoplasias como el cancer de mama, los sarcomas de
partes blandas o los tumores neuroendocrinos, entre otros, 134135136

En el caso concreto de los gliomas y mas aun de los GBM, los datos
publicados son muy escasos. Parece claro que los tumores cerebrales de alto grado
(AA o GBM) presentan un indice Ki67 superior a las neoplasias de bajo grado
(astrocitomas de g.llI). Sin embargo, no se ha establecido un punto de corte 6ptimo
para que este biomarcador permita distinguir grupos prondsticos, existiendo notable
variabilidad entre autores. ¥’

En nuestros pacientes el Ki67 esta por debajo del 10% en mas de la mitad de
los casos (52%), siendo excepcionales los tumores con un valor por encima del 50%
(11%). Esto concuerda con todas las publicaciones previas.

- CD105 (endoglina) / CD31. Estos dos marcadores endoteliales se
relacionan intimamente con el concepto de densidad de microvasos (DMV) en el
tumor y en consecuencia con el proceso de neoangiogénesis, fundamental en la
tumorogénesis. El primero de ellos se ha propuesto por algunos autores como un
indicador mas sensible que el CD31 para valorar este fendbmeno bioldgico. Asi los
valores medios de CD105 en las tinciones de IHQ de muestras de gliomas son
generalmente superiores a los obtenidos con el CD31.13%13® Esto dltimo ocurre
también en nuestro trabajo reforzandose asi esta propuesta. Sin embargo segun los
datos de nuestra serie, y en oposicion a lo ya publicado, a pesar de existir una
correlacion significativa entre los valores de CD31 y CD105 no ocurre lo mismo entre
ambos marcadores y el Ki67. Esta discordancia podria explicarse porque en nuestro
caso, al contrario que en las otras experiencias, el valor del Ki67 no ha sido recogido
como una variable cuantitativa continua sino como un valor semicuantitativo o
discretizado.

-MGMT. Nuestros datos, tanto en relacion con la expresion de la proteina
(IHQ) como con el silenciamiento del gen por metilacion de su promotor (RT-PCR),
son superponibles a los descritos en otras series clinicas y en el ensayo fase Il de
registro.61.128

En todos los casos, existe un ligero incremento del porcentaje de tumores en
los que la proteina finalmente no se expresa en comparacion con las cifras de
metilacion del promotor en las mismas poblaciones. Este fendmeno se debe
probablemente a la existencia de mecanismos alternativos al previamente descrito,
eso si menos frecuentes, que logran en ocasiones evitar la transcripcion del gen por
otras vias.

Como haremos con todas las demas variables, tanto clinicas como
moleculares, la potencial implicacién de la existencia o no de ambas o alguna de
estas circunstancias, expresion de MGMT o metilacion de su promotor, en términos
de supervivencia de los enfermos sera discutida en proximos apartados.
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Como resumen de este apartado, se concluye que los enfermos con
diagnéstico de GBM atendidos en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
entre los afios 2000 y 2010, objeto de nuestro trabajo, representan una poblacion
con caracteristicas clinicas y moleculares semejantes a otros grupos de pacientes
descritos por otros autores. Asimismo, se les ha aplicado un tratamiento acorde con
los estandares aun vigentes.

2. Objetivo_segundo: Analisis de supervivencia. Busqueda de
variables prondsticas.

El prondstico de los enfermos con GBM, adn con el empleo de las mejores
opciones de tratamiento disponibles a dia de hoy, es francamente malo. Tanto es asi
que en ocasiones se cuestiona la rentabilidad de algunas de las estrategias
terapéuticas indicadas en este contexto clinico. Incluso se postula que para ciertos
enfermos la alternativa mas razonable podria consistir en un manejo exclusivamente
sintomético.

La principal duda o inconveniente para tomar esta decision esta ligada al
hecho de no saber identificar correctamente a los pacientes en los cuales se debe
plantear una limitacién del esfuerzo terapéutico y, en contraposicion, en quiénes
debemos indicar maniobras terapéuticas mas ambiciosas en busca de un claro
beneficio clinico.

En este trabajo se han analizado multiples caracteristicas, tanto clinicas como
moleculares, de los enfermos en busca de factores que permitan clasificarles en
subgrupos prondsticos y asi ayuden a orientar hacia la estrategia terapéutica mas
Optima en cada caso.

La supervivencia libre de recaida o progresion (SLRP) y la supervivencia
global (SG) de los enfermos de nuestra serie son de apenas 4 y 8 meses
respectivamente. Estando vivos al afio, 18 y 24 meses, Unicamente un 35, 18 y 9%
de los pacientes.

Estas cifras son sensiblemente inferiores a las obtenidas por el grupo de
Stupp en el ensayo fase Il de registro®®-°’e incluso a las recogidas en otras series
clinicas de pacientes con GBM.1%8129 Atribuimos esto a las diferencias existentes
entre algunas de las principales caracteristicas de nuestra serie y el resto de
experiencias referidas. Asi, por ejemplo, nuestros enfermos fueron sometidos
Gnicamente a biopsia en un porcentaje mayor de casos en comparacion con lo
indicado en los pacientes incluidos en los ensayos (40 vs 17%). Este hecho, como
veremos mas adelante con detalle, es de por si un factor influyente en los resultados
alcanzados en términos de supervivencia de los enfermos con GBM. Ademas estos
casos presentan también con mayor frecuencia otras caracteristicas clinicas que los
dotan de un peor prondstico, como es el hecho de tener un peor PS al debut, y en
consecuencia les privan de recibir posteriormente ciertos tratamientos, limitdndose
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asi el esfuerzo terapéutico para este subgrupo. En definitiva, existen varias
circunstancias que lastran la supervivencia de nuestra serie.

2.1 Variables relacionadas con los pacientes

Segun el analisis univariante, la edad y el PS al diagnéstico son los factores
pronésticos mas relevantes. Asi aquellos casos con un debut por debajo de los 60
afios y un buen PS (0-1) presentan unas medianas de SLRP y SG significativamente
mayores que el resto. Estos resultados son de nuevo consistentes con lo
previamente reportado por la mayor parte de los investigadores en este
contexto.’?®129  Sin embargo hay series y modelos prondésticos, validados
recientemente, que apuntan hacia los 50 afios como punto de corte Optimo para
establecer esta distincién prondstica.8%® Este Udltimo punto de corte no se ha
confirmado en nuestra serie, quizas por ser en nuestro caso pocos los enfermos
diagnosticados por debajo de esa edad, unicamente 30 casos.

Estas dos variables, PS y edad, al contrario de lo que a priori se podria
pensar, no estan correlacionadas entre si en nuestra serie (test Chi-cuadrado y
exacto de Fisher no significativos) por lo que en principio ambas tienen un impacto
en términos de supervivencia de forma individualizada.

De forma sorprendente los pacientes con un habito tabaquico moderado o
importante, por encima de 10 pags-afios, presentan una mayor SLRP. Este tedrico
beneficio inicial no es capaz de traducirse posteriormente en forma de una mayor
SG. Son muchos los datos publicados en relacién con la capacidad de la nicotina
para producir adiccion mediante su unidon a receptores colinérgicos especificos
presentes en el SNC. Sin embargo, es muy escasa y poco conocida la informacion
referente a otras potenciales propiedades farmacoldgicas de esta misma sustancia
que pudiesen contribuir a potenciar determinados fenédmenos implicados en la
carcinogénesis como la estimulacion de la proliferacién, la angiogénesis o la
inhibicion de la apoptosis celular.’4® La implicacién clinica definitiva de estos
recientes modelos celulares estd aun por aclarar. Nuestros resultados van en
principio en contra de esta accién “protumoral” y por tanto contradicen dichos
modelos. No se pueden descartar totalmente, al menos de forma tedrica, posibles
interacciones entre la accion de la nicotina a nivel de las células de los GBM y las de
los farmacos antitumorales habitualmente empleados en estos enfermos, que
pudiesen mediar un incremento de la actividad tumoricida de estos ultimos. Sin
embargo, es justo afirmar que, a pesar de haber realizado una bdsqueda exhaustiva
en este sentido, no somos conocedores de datos en la literatura que soporten esta
hipotesis. Por otro lado, no es menos cierto que hasta la fecha los mecanismos
previamente descritos se han referido fundamentalmente a tumores relacionados
claramente con el habito tabaquico como el cancer de pulmoén. En el caso de los
GBM no existen datos a dia de hoy para pensar en una relacion directa entre el
tabaquismo y el desarrollo de este tipo de neoplasias. Por ultimo hay que considerar
la posibilidad de que nuestros hallazgos se deban Unicamente al azar, teniendo en

120 Discusion y comentarios



cuenta que el valor de la “p” en el analisis practicado en relacion con esta variable
esta muy cercano al limite de la significacion estadistica (p 0,048).

Ninguna de las demas variables clinicas analizadas consigue clasificar de
forma adecuada a los enfermos en subgrupos de mejor o peor prondstico.

Hay grupos que sugieren una aparente mejor evolucion de los pacientes que
desarrollan un GBM a partir de la malignizacion de un glioma de bajo grado
previamente existente.'#! Este fendmeno, responsable de en torno a un 5% de los
casos de GBM, generalmente esta asociado con un mayor tiempo de evolucién de
los sintomas previos al diagnéstico de estos enfermos. Estas dos variables, a pesar
de presentar practicamente una duplicacion de las medianas de SLRP y SG a favor
del subgrupo con este perfil clinico, no han alcanzado diferencias significativas en el
analisis univariante practicado en nuestra serie posiblemente otra vez por ser su
representacion muy escasa (solo 4 casos con glioma de bajo grado previo y 19 con
sintomatologia de mas de tres meses de evolucién al diagndstico).

2.2 Variables relacionadas con los tumores

En este apartado han sido valorados dos parametros, la localizacion y el
tamafio tumoral.

La primera de estas dos variables tiene un claro valor pronéstico, presentando
asi los enfermos con tumores originados en los hemisferios cerebrales de nuestra
serie una mayor SLRP y SG que aquellos pacientes con una localizacién a nivel del
diencéfalo (ganglios basales) o con GBM multicéntricos. Este dato no siempre ha
logrado confirmarse como relevante a la hora de clasificar a estos enfermos en
subgrupos prondsticos, comportandose los tumores multicéntricos de forma similar a
las lesiones Unicas en algunas de estas series clinicas.'?® Parece que tanto la
localizacion a nivel de ganglios basales como la afectacion multifocal estan
asociadas con un mayor numero de biopsias y resecciones parciales, en concreto en
nuestro caso practicadas en 17 y 2 de los 19 pacientes que conforman este
subgrupo respectivamente, no existiendo ninguna reseccion completa. En estos
casos las resecciones quirargicas mas amplias no son técnicamente factibles. Este
hecho condiciona sin duda una peor evolucién de los enfermos como mas adelante
veremos.

El tamafio de los tumores, estimado mediante los test radiolégicos
diagnésticos, no tiene relevancia prondstica en nuestra experiencia. Esto ocurre
igualmente en otras series publicadas.'?8

2.3 Variables relacionadas con los tratamientos

Las maniobras terapéuticas, que hasta la fecha se han demostrado
claramente activas en este contexto clinico (cirugia, RT y QT), debiesen tener
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consecuentemente un impacto fundamental en el retraso de la recaida o progresion
tumorales y con ello en la supervivencia de los enfermos.

Tras el andlisis univariante de los resultados obtenidos en nuestra serie, se
puede afirmar que tanto el tipo de cirugia practicada, y el desarrollo o no de secuelas
derivadas, como el empleo 0 no de RT y QT, con sus respectivas demoras desde la
intervencidn, son todos ellos factores prondsticos relevantes en pacientes con GBM.

De este modo, los enfermos en los que, a criterio del neurocirujano, fue
posible llevar a cabo una reseccion aparentemente completa del tumor tienen una
mayor SLR (8 vs 2,5 meses) y SG (13 vs 4 meses) en comparacion con los casos en
los que solo se realiza una biopsia 0 una reseccion parcial de la lesion. Estas dos
altimas maniobras quirdrgicas, biopsia y reseccion parcial, proporcionan una
evolucion clinica similar a los enfermos con GBM. El impacto en supervivencia de la
extension de la cirugia de este tipo de tumores no esta del todo aclarado. Existen
series clinicas niegan esta capacidad a la cirugia de intenciéon radical?’*?® y en
contraposicion hay otros grupos que afirman la existencia de un claro beneficio
significativo de las resecciones subtotales, incluso serian suficientes para ello
extirpaciones por encima del 75 -80% del volumen tumoral.?®1?® Nuestros resultados
apoyan de forma clara a éstos ultimos. En definitiva a dia de hoy el objetivo de la
cirugia en estos enfermos persigue una reseccion lo mas amplia posible junto con
una minimizacion del riesgo de causar secuelas neurolégicas permanentes
derivadas de ello.

En relacién con estas secuelas postquirlrgicas, su desarrollo estd asociado
significativamente con un detrimento de la SLRP (5 vs 2 meses) y SG (10 vs 3
meses) de estos casos. Este hecho esta posiblemente relacionado con el retraso y
las dificultades que estas alteraciones pueden condicionar a la hora de plantear un
inicio posterior del resto de las terapias habitualmente empleadas.

La demora media desde el diagndstico radiologico hasta llevar a cabo un
abordaje quirdrgico en nuestros pacientes es menor de 3 semanas. Este dato es
similar a lo recogido por otros autores!?® y, con estos tiempos, no tiene impacto
alguno en la evolucién posterior de los mismos.

El empleo de farmacos anticomiciales en estos enfermos, indicados hasta en
un 73% de los casos, parece incrementar de forma significativa su SLPR (5 vs 3
meses) y SG (10 vs 4 meses). Este dato pudiese justificarse por la potencial
existencia de interacciones farmacologicas entre dichas drogas y los compuestos
antitumorales, también usados de forma concomitante en esta poblacion, que fuesen
capaces de modular la eficacia obtenida por estos ultimos. Existen asi datos
preclinicos y resultados derivados de analisis de subgrupos en pacientes de algunos
ensayos que sustentan una potencial actividad sensibilizadora de las células de los
GBM al tratamiento con temozolomida de ciertos farmacos anticonvulsivantes como
el levetiracetam, el &cido valproico o la DFH. Esta accion, ademas de por cuestiones
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farmacocinéticas, esta posiblemente también ejercida mediante un silenciamiento de
la expresion de MGMT alcanzado a su vez a través de un incremento en la
metilacion de su promotor descrito con el empleo de estas sustancias.142143,144,145,146

Segun nuestros datos, los implantes de carmustina tépica en el lecho
quirargico no aportan un claro beneficio en términos de supervivencia a estos
pacientes. Este resultado esta en linea con lo observado tras el seguimiento a largo
plazo de los enfermos incluidos en el ensayo fase Ill con dicho compuesto.®?

El impacto en supervivencia asociado con la administracion de la QT/RT
posoperatoria con temozolomida en pacientes con GBM ha sido claramente
demostrado mediante ensayos fase 11.56:57 En nuestra serie se corrobora claramente
el efecto beneficioso de dichas modalidades de tratamiento, existiendo asi un
incremento sustancial de la SLRP (6-7 vs 1 mes) y la SG (13 vs 2 meses) en
aguellos enfermos que siguen esta estrategia terapéutica.

Son de especial relevancia clinica los resultados observados en relacion con
la influencia de las demoras desde la cirugia en el inicio de la RT y la QT en la
evolucion posterior de estos pacientes. Para el caso concreto de la RT, un retardo
superior a las 42 dias ha sido propuesto por la RTOG como deletéreo en términos
de supervivencia.t3%132 Este hecho se reproduce segun los resultados observados
en nuestra serie, presentando los enfermos con una espera superior a las 6
semanas una peor SLRP (3,5 vs 7 meses) y SG (6 vs 12 meses) en comparacion
con el resto de la poblacion.

Del mismo modo, el inicio de la QT mas alla de 1 mes tras la cirugia, afecta
también de forma negativa a la SLRP (3 vs 7 meses) y SG (5 vs 12 meses) de los
pacientes. Este hallazgo y punto de corte disponen, sin embargo, de menor soporte
bibliografico hasta la fecha.

En el total de la serie, el tiempo medio hasta inicio de la RT y QT fue de 53 y
34 dias respectivamente, ligeramente superiores en principio a lo deseable, y por
ello estos dos registros podrian ser parte de los motivos fundamentales por los que
las cifras de supervivencia de nuestros enfermos son ligeramente inferiores a los de
otras series.

2.4 Variables relacionadas con las caracteristicas clinicas a la recaida o
progresion

En el contexto practicamente universal en nuestra serie de la recaida o
progresion tumorales, tanto la situacion general de los enfermos (PS) como el
empleo de algun tipo de terapia razonable en ese contexto (rescate quirargico, RT o
QT de segunda o posteriores lineas), van ligadas de forma evidente a un incremento
significativo de la SG de los pacientes.
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Estos datos estan justificados por el beneficio clinico, probablemente de
caracter marginal y restringido a subgrupos de pacientes muy seleccionados, que
segun algunos autores se obtiene con el empleo de dichas maniobras terapéuticas
en este escenario clinico.3347.74

2.5 Variables relacionadas con las caracteristicas moleculares

De todas las proteinas analizadas por su tedérica implicacion en el desarrollo
del GBM, solo se encuentran dos asociaciones significativas:

- Expresion de p1l6 y aumento de SLRP de los enfermos, que no se traslada
en un posterior aumento de la SG.

- Aumento por encima de la media de la expresion de los marcadores CD31 y
CD105, con una mejor supervivencia.

Para el caso de pl6, a pesar de ser las medianas de supervivencia estimadas
por el modelo de Kaplan-Meier para ambas poblaciones (pacientes con 0 sin
expresion de este marcador) similares, existe significacion estadistica y la curva de
SLRP es mas favorable para el caso de los enfermos que expresan esta proteina
(Fig.43). Este resultado concuerda con lo sugerido por algunos autores que
relacionan la pérdida de expresiéon de p16 con un peor prondéstico.47.148

IHQ p16

=t (=)
(+)

—=(-) censurado
(+) censurado

1,0

0,84 L
L

067 |

0,44

Supervivencia acum

0,27

0,0+

I [ I I [
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Sv libre de recaida o progresiéon (meses)

Figura 43. SLRP en funcion de la expresiéon de pl16

En cuanto a los otros factores referidos, se dispone de pocos analisis sobre el
papel prondstico de CD31 o CD105 en pacientes con gliomas agresivos, y resultan
contradictorios con nuestras observaciones. Se ha sugerido que la sobreexpresion
de CD105 acarrea un pronostico desfavorable.14%150 Nuestros pacientes, por el
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contrario, evolucionan mejor, tal vez porque los marcadores de angiogénesis quizas
sean relevantes en la génesis del GBM, pero luego, cuando el tumor alcanza el
maximo desorden molecular, la presencia de un incremento en la formacion de
neovasos ya carezca de significado prondstico. Por ejemplo, como se ha visto en
otras neoplasias, un tumor mas vascularizado puede ser mas quimiosensible y
radiosensible, por mejor acceso de la quimioterapia al tumor y menos hipoxia
intratumoral, respectivamente.5!

En nuestra serie, ninguna otra proteina entrafia valor prondstico. Esto es
habitual en la bibliografia, existiendo resultados fundamentalmente negativos o bien
dispares que no han permitido consolidar hasta la fecha ningin biomarcador.*>?

La metilacion del promotor del gen MGMT no parece ser, segun nuestros
datos, un factor prondstico relevante. Sin embargo, otros la han relacionado con
mayor sensibilidad a temozolomida, con su consiguiente beneficio clinico.®* En
relacion con la técnica empleada para su determinacion, la PCR, pensamos que la
anterior discordancia puede ser principalmente explicada por las diferencias
existentes entre las técnicas utilizadas en nuestro caso y las empleadas por los
investigadores que demostraron su utilidad predictiva y pronostica. Mientras que
nosotros hemos realizado una determinacion cuantitativa por RT-PCR, una parte
importante de estos autores usa para este mismo proposito la PCR convencional
especifica para metilacién con conversiéon por bisulfito-1°361 No esta claro ain cudl
de estas técnicas es la mas adecuada para determinar los niveles de metilacion del
promotor de este gen con intencidén de obtener un correlato en términos pronosticos
en esta poblacion de enfermos. Los estudios llevados a cabo para comparar la
utilidad, correlacién y resultados de todas estas metodologias en este sentido son
Contradictorios.154'155'156'157'158

Una técnica alternativa es la determinacion por IHQ de la expresion de la
enzima MGMT. En nuestras manos, sin embargo, tampoco ha servido para estimar
el pronéstico, lo cual concuerda con otras experiencias que hasta la fecha descartan
la utilidad de esa técnica.15%.160.161

Por ultimo, en nuestro caso se han explorado varios puntos de corte para los
niveles de metilacion en busca de detectar su potencial utilidad prondstica, sin
obtenerse ningun éxito.

2.6 Asociaciones entre variables clinicas y tratamientos

La realidad de nuestra practica clinica nos sugiere una asociacion habitual y
l6gica de muchas de estas variables. Existiendo de esta forma ciertos perfiles
clinicos que condicionan a su vez las actitudes terapéuticas posteriores.

Asi en nuestra serie se corrobora una clara correlaciéon entre la situacion
clinica del paciente en su debut y el tipo de cirugia practicada, realizandose mas
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biopsias en el grupo con un menor PS y mas cirugias con reseccion aparentemente
completa en los enfermos con PS 0-1. Ambas circunstancias se asocian en el
analisis univariante con la evolucion clinica de los pacientes. Para el caso concreto
de las biopsias existe ademas un incremento significativo de la mortalidad
posquirdrgica (21 vs 6 %).

También la edad superior a 70 afios o la localizacion diencefélica y los
tumores multicéntricos asocian una mayor tasa de biopsias como Unica alternativa
de tratamiento quirargico empleado.

En el caso de la RT y la QT se observa como otra vez determinados perfiles
clinicos, mejor PS o edad inferior a 70 afios exclusivamente para el caso de la QT,
incrementan el uso de estas alternativas. Este fenbmeno de asociacion de PS y
tratamiento estd ain mas acentuado en el contexto de las recaidas o progresiones
tumorales.

Muchas de estas agrupaciones entre las diferentes variables consideradas
podrian dificultar la valoracion individual del peso de cada una de ellas, asi como de
las interacciones existentes entre si, en la evolucién clinica de los pacientes.

Este inconveniente se tratara de solucionar mediante la interpretacion de los
resultados del analisis multivariante que a continuacion sera discutido con mayor
detalle.

2.7 Andlisis multivariante (Regresion de Cox)

De entre las caracteristicas de los enfermos que alcanzan una asociacion
significativa en el andlisis univariante, solo el estado general del paciente (PS)
conserva esta capacidad prondstica en términos de SLRP y SG en el andlisis
multivariante. Por tanto, segun nuestros hallazgos, parece consistente el hecho de
que los enfermos con mejor PS en el momento del debut presentan una mejor
evolucion clinica posterior. Esto concuerda con la mayoria de lo publicado hasta la
fecha.?812® Mas aln, este mismo parametro en el momento de la recaida o
progresion tumoral, de nuevo se muestra como determinante fundamental de la
evolucion clinica de estos pacientes.

Aunque en el andlisis univariante la existencia de sintomas mas alla de los 3
meses antes del diagndstico no fue signo indicativo de una mejor evolucién
posterior, en el modelo multivariante este dato si va unido con un mayor tiempo a la
progresion o recaida tumoral, que sin embargo posteriormente no se traduce en un
incremento de la SG. Estos casos podrian corresponder con los enfermos que
desarrollan un GBM a partir de otro tumor previo de bajo grado que seria la causa de
dicha sintomatologia y de su curso clinico mas prolongado. Como ya se ha indicado
previamente, hay autores que asocian este subgrupo de pacientes con un mejor
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prondéstico quizas justificado por algunas de las diferencias patogénicas que estos
tumores tienen en comparacion con el resto de los GBM.14

La localizacién tumoral hemisférica se consolida también como un factor de
buen prondstico independiente segin nuestros resultados, asociandose con esta
caracteristica una mayor SG de los enfermos.

En cuanto a las variables relacionadas con las terapias empleadas, los
hallazgos del andlisis multivariante apoyan un impacto favorable de una cirugia
completa en comparacion con la biopsia o reseccion parcial, al menos en forma de
una mayor SLRP. También tiene relevancia el hecho de que se produzcan o no
secuelas postquirargicas, ya que los pacientes que las presentan tienen un
detrimento significativo en su SG, quizas asociado con una dificultad importante
derivada para poder iniciar tratamiento con el resto de modalidades terapéuticas
complementarias disponibles tras esta cirugia y su consiguiente impacto negativo.

La RT externa tiene un peso importante en los resultados de supervivencia
obtenidos a largo plazo. Se corrobora asi la utilidad de esta terapia, apoyada
fundamentalmente por los resultados de los principales ensayos clinicos y revisiones
llevadas a cabo hasta la fecha.®*3> Sin embargo, segln los resultados del andlisis
multivariante no parece ser deletérea una demora de inicio superior a las 6 semanas
de este tratamiento, como parecia insinuarse en base a los datos del log Rank test.
Este punto de corte, propuesto por varios autores y asociaciones,3%132 precisa de
ensayos especificos dirigidos a intentar aclarar esta cuestion que pensamos seran
dificiles de llevar a cabo, por no ser en la actualidad un estandar el empleo de RT
externa de forma exclusiva en este contexto.

En el caso de la QT sistémica, segun los datos obtenidos por del analisis
univariante su empleo en estos pacientes representa un claro beneficio en términos
de supervivencia. De nuevo esto refuerza aun mas el papel de la QT dentro del
tratamiento de los pacientes con GBM. La regresion de Cox pone en este caso
enfasis en la importancia de la demora de inicio para esta modalidad. Asi cuando el
tratamiento comienza mas alla de los 30 dias los enfermos sufren una merma en su
SLRP y SG. Este aspecto no ha sido muy explorado hasta ahora de forma
especifica, quizas por el mismo argumento que anteriormente utilizamos para
justificar la poco probable realizacion de ensayos con RT como tratamiento exclusivo
para estos enfermos.

La Unica variable de caracter molecular que ha conseguido mantener su
capacidad para seleccionar pacientes con una mayor SLRP, no asi de SG, es la
existencia de una tincién positiva para CD105 superior a la media. Las potenciales
explicaciones para este resultado han sido ya discutidas previamente en este mismo
apartado (ver punto 2.5, pagina 124).
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3. Objetivo tercero: Analisis de subpoblaciones

La mayoria de los trabajos realizados en pacientes con este tipo de
neoplasias reportan resultados conjuntos de supervivencia a largo plazo.5"1%8129 En
estas series, por ejemplo, tras una cirugia inicial el planteamiento terapéutico con QT
o RT no esta condicionado por la extension de la reseccién practicada, a pesar de
gue como ya hemos visto este aspecto parece tener un claro impacto en el
pronéstico de los enfermos. Es por ello que debiésemos plantearnos tener mas en
cuenta esta circunstancia, entre otras, a la hora de adecuar el esfuerzo terapéutico a
seguir en cada caso. Sin embargo, a pesar de lo anterior, no existen practicamente
datos individualizados para estas subpoblaciones con prondstico posiblemente muy
distinto.

En base al similar comportamiento clinico y evolutivo observado en nuestro
trabajo entre los casos en los que la cirugia fue parcial o Unicamente fueron
biopsiados y sus claras diferencias con aquellos pacientes sometidos a una
reseccion completa del tumor, se ha decidido analizar estas subpoblaciones de
forma independiente en busca de una justificacion subyacente para estas
observaciones.

3.1 Pacientes con reseccion tumoral completa

Este subgrupo corresponde con un 39% (66 casos) de la serie global. Sus
caracteristicas reflejan un grupo de pacientes que presentan una mejor situacion
general en el momento de ser diagnosticados y quizas por ello reciben un
tratamiento 6ptimo en mayor proporcion que lo observado en la serie global.

Desde un punto de vista clinico, estos enfermos presentan con mayor
frecuencia un PS 0-1 en su debut, siendo su demora diagnodstica sensiblemente
inferior y, posiblemente como consecuencia de esto, sus tumores menos
voluminosos.

Dentro de esta subpoblacion, no hay tumores de asiento diencefalico ni de
presentacion multicéntrica. En estos casos, como se ha mencionado previamente,
no es técnicamente factible una resecciéon completa. La demora hasta la cirugia es
menor y, a pesar de practicarse resecciones en principio mas extensas, la
mortalidad en bastante mas baja (2 vs 10%). De nuevo este ultimo resultado pudiese
estar ligado con una mejor situacién clinica de los pacientes en ese momento.

El empleo de anticomiciales es mayor que en el resto de la serie
probablemente por utilizarse habitualmente estos farmacos con intencion profilactica
tras la cirugia con vistas a evitar complicaciones y facilitar asi el inicio precoz de
otras modalidades de tratamiento complementario.

En la misma linea, tanto la RT como la QT tdpica y sistémica se indicaron en
un mayor numero de enfermos en este subgrupo. Teniendo en cuenta que todas
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estas alternativas de tratamiento han demostrado ser beneficiosas en este contexto
clinico, esto pudiese tener un impacto relevante en la supervivencia de estos
pacientes. Las demoras de inicio de todas ellas han sido similares a las del grupo
general.

En el momento de la recaida, de nuevo el PS de este subgrupo es
sensiblemente mejor que el de la serie general (PS 0-1; 44 vs 26%). Este factor
condiciona sin duda un mayor numero de maniobras terapéuticas posteriores
(rescate quirurgico 22 vs 8%; QT de 22 linea 46 vs 27%; QT de 32 y posteriores
lineas 9 vs 5%), con su consiguiente impacto en la evolucion clinica. Los porcentajes
de indicacién de tratamiento activo en 22 y posteriores lineas son similares a los
recogidos en series clinicas publicadas, coetaneas a la nuestra.'?®

Por ultimo resefiar que, como era de esperar, no existen diferencias
significativas en relacion con las caracteristicas moleculares observadas en los
tumores de este subgrupo y los de la serie completa. Esto es l6gico ya que dichas
caracteristicas provienen de los resultados del andlisis de la muestra tumoral
obtenida durante la cirugia y por tanto no se conocen antes de la misma, por lo que
es imposible que puedan condicionar este abordaje.

Como consecuencia de todo lo anterior, tanto la supervivencia libre de
recaida (8 vs 4 meses) como la SG (13 vs 8 meses) de este subgrupo de pacientes
supera a la observada en la serie global, duplicAndose practicamente las tasas de
supervivencia al aio, 18 y 24 meses (Fig.44). A pesar de existir diferencias entre
ambas poblaciones, estos resultados se acercan mas a los publicados por el grupo
de Stupp en el ensayo fase Il de registro.%6-57
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Figura 44. SG de pacientes con RC vs serie global

El andlisis univariante en esta subpoblacion reproduce lo observado en la
poblacién general. De este modo, con minimas excepciones como la del habito
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tabaquico, el empleo de anticomiciales o el desarrollo de secuelas tras la cirugia, las
variables clinicas y moleculares asociadas de forma significativa con la SLR y SG de
estos enfermos se superponen con las ya discutidas para el total de la serie.

En este subgrupo de pacientes la utilizacion o no de QT sistémica,
complementaria o tras la recaida tumoral, y el tiempo hasta su inicio tras la cirugia
han sido ambas variables con un impacto significativo en la supervivencia de los
enfermos en el analisis multivariante. Estos datos consolidan el beneficio observado
en los ensayos clinicos de registro con esta modalidad terapéutica.>”’4

El PS en el momento de la recaida también emerge en el modelo de Cox
como una caracteristica relevante para identificar enfermos de mejor prondstico.
Esta circunstancia podria conducir a recomendar tratamiento activo tras la
reaparicion del tumor, por ejemplo con QT de 22 linea, y con ello dar lugar a una
mayor SG de estos pacientes.

En relacion con las caracteristicas moleculares, como en la serie global, el
modelo regresivo multivariante asocia la expresion de p16 de forma significativa con
una mayor SLR. Ademas, los pacientes con una ausencia de metilacion del promotor
con un punto de corte en el 30% de este subgrupo, y en contra de lo sucedido en la
serie global, tienen mejor SG. Este resultado, como ya se ha comentado, esta en
linea lo referido por la mayoria de autores, quienes sugieren que la metilacion del
promotor de MGMT proporciona mayor sensibilidad a la temozolomida.5*

3.2 Pacientes con biopsia o reseccion tumoral parcial

Este subgrupo representa un 61% (103 casos) de la serie global. En este
caso generalmente se trata de enfermos con una situacion clinica desfavorable que
condiciona un abordaje terapéutico subdptimo y por ello presenta una peor evolucion
clinica.

En linea con lo anterior, de entre las caracteristicas clinicas y tumorales
destaca un peor PS al diagnostico en comparacion con la serie global (PS 0-1; 64 vs
74%). En este subgrupo estan incluidos todos los casos de tumores con localizacion
diencefélica y multicéntricos. Este es un hecho relevante ya que, como hemos visto,
estos tumores habitualmente no se pueden resecar de forma completa y presentan
por ello un peor prondstico. El resto de variables son similares a las descritas en la
serie completa.

En referencia a los aspectos relacionados con la cirugia, resalta aqui un
incremento de la mortalidad postoperatoria (16 vs 10%). Este dato podria explicarse
porque en muchos casos la biopsia no fue realizada con control estereotaxico y
también porque la situacion clinica basal era mas desfavorable. Adicionalmente,
menos enfermos recibieron anticomiciales (63 vs 72% en la serie global), pudiendo
este hecho también deteriorar su supervivencia.
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Otra razon que justifica una peor SLP y SG es que la indicacion de RT y QT
se ve claramente disminuida en este grupo respecto a la serie general (RT; 47 vs
63% y QT; 53 vs 63%).

Como cabia esperar, a la progresion tras una primera tentativa terapéutica, el
estado general esta mas deteriorado (PS 0-1; 15 vs 26%). En ningun caso fue
factible una cirugia de rescate y asimismo fue excepcional la indicacion de QT de 22
y sucesivas lineas (14% y 2% respectivamente). Estos hechos contribuyen
posiblemente al peor devenir clinico observado en este subgrupo.

De nuevo, como en el caso de los enfermos con reseccion completa, las
caracteristicas moleculares de los tumores en este subgrupo son superponibles a las
descritas para el total de la serie.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente descrito, es facil justificar la pobre
SLP y SG obtenidas en esta subpoblacion, 2 y 4 meses respectivamente. También
la proporcion de pacientes vivos al afio, 18 y 24 meses (21, 10 y 1%) es claramente
menor que la alcanzada en el total de la serie (Fig.45). No existen datos muy
especificos en la literatura en relacion a la supervivencia de enfermos con biopsia o
reseccion parcial del tumor ya que en la mayoria de las series estos casos son
analizados en conjunto con el resto de pacientes.128:12°
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Figura 45. SG en pacientes con RC vs Bx 0 RP vs serie global

En el andlisis univariante practicado en esta subpoblacion, se mantienen la
significacidbn y consecuente asociacion con la supervivencia de las principales
variables clinicas relacionadas con pacientes, tumores y tratamientos previamente
detectadas en la serie completa. Dejan de ser relevantes Unicamente en esta
poblacién la edad, el habito tabaquico y el empleo de anticomiciales. Aparece como
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tnica novedad el hecho de que un debut en forma de déficit neurolégico parece
condicionar una progresion mas precoz en comparacion con el resto de los sintomas
en el momento del diagndstico. Esto pudiese estar asociado con un menor esfuerzo
terapéutico realizado en esta situacién tan desfavorable en la que pacientes con un
mal estado general presentan ademas alteraciones neuroldgicas importantes.

Para el caso concreto de la SG, tras la progresion tumoral, el PS y la QT de
22 linea mantienen su asociacion con la supervivencia pero sin embargo, el empleo
de QT de 32 linea no parece aportar nada, aunque ésta fue una maniobra muy poco
utilizada en este contexto.

Por altimo, este tipo de analisis, no observa relacion significativa alguna entre
las caracteristicas moleculares analizadas y la supervivencia, tanto SLP como SG.

En el analisis multivariante, una demora diagndstica superior a los 3 meses
aparece de nuevo como un factor favorable en términos de SLP, quizas como ya
hemos mencionado, por corresponderse estos casos probablemente con GBM
desarrollados a partir de gliomas de bajo grado previos que parecen tener una
evoluciéon mas ralentizada.** Este resultado, sin embargo, no se ha corroborado en
la serie global y tampoco lo ha hecho en los pacientes con reseccion completa,
pudiéndose quizas considerarse como especifico para este subgrupo de enfermos.

Segun la regresion de Cox, el desarrollo de secuelas postquirargicas
condiciona, al igual que en el total de la serie, una peor evolucién de los enfermos.
Tanto el empleo de farmacos antiepilépticos, como la administraciéon de RT y QT
sistémica impactan en la SG de estos pacientes, aunque solo la RT parece tener
también efecto significativo a la hora de retrasar la progresion tumoral.

Finalmente, de entre todas las variables moleculares, la expresion aumentada
por IHQ de MGMT o la disminucion de CD31, eso si Unicamente para el caso de la
SLP, parecen segun este modelo asociarse con una progresion tumoral acelerada o
un peor pronastico.

En el caso de la MGMT, la mayor expresion de este enzima, con capacidad
detoxificadora que tedricamente contrarresta el efecto antitumoral de la
temozolomida, aparece unicamente en este grupo de enfermos como factor
pronostico significativo, no habiéndose demostrado esto en el resto de pacientes. No
obstante, existen dudas acerca de la capacidad de este método de determinacion
para detectar pacientes con una mejor evolucion clinica, siendo los resultados en
este sentido hasta la fecha como ya se ha mencionado dispares.1°%161

Tanto CD31 como CD105 son marcadores que detectan la presencia de
microvascularizacion tumoral y ademas sus niveles de expresion estan
correlacionados (ver punto 3 del aparatado de resultados, pag 70), por tanto su
comportamiento en términos de utilidad pronostica debiese ser similar. En este
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sentido, el aumento de sus niveles de expresion se ha relacionado en ambos casos
con un mal pronéstico de estos enfermos.14%14° | os motivos potenciales por los que
el aumento de expresion de CD31 puede dar lugar a una mejor evolucion clinica, y
por tanto su disminucién a su vez a un peor prondstico, son superponibles a los ya
discutidos en el apartado 2.5 (pagina 124) de este mismo trabajo a propésito de los
hallazgos en relacion con CD105. Los ultimos resultados obtenidos con CD31 en
este subgrupo apoyan esta hipétesis. Sin embargo, si se tiene en cuenta que este
marcador vascular no alcanzé la significacion estadistica en el analisis univariante
practicado en esta misma subpoblacion y que la justificacion de los mecanismos
subyacentes en términos biolégicos es al menos cuestionable, quizas debiésemos
considerar esta potencial asociacion con cierto escepticismo.

Finalmente, como resumen de este apartado se podria afirmar que, en base a
todos estos resultados, en este escenario tan desfavorable los factores clinicos,
como el PS o la sintomatologia, y los tratamientos utilizados adquieren protagonismo
y en contraposicion otro tipo de aspectos en relaciéon con el tumor, incluidas las
caracteristicas moleculares, son menos relevantes.

4. Objetivo cuarto: Creacion de redes bayesianas

Cabe destacar en primer lugar la gran capacidad expresiva y de sintesis
observada en relacién con el empleo de este tipo de modelos probabilisticos para el
analisis de las variables. Asi las RB, como se ha visto a lo largo de nuestro trabajo,
gracias al grafo obtenido y las relaciones establecidas entre sus nodos, son capaces
de recoger de forma muy simple e intuitiva los resultados clinicos obtenidos. No solo
eso, ademas una vez aprendido o entrenado el modelo, como se ha visto en
nuestros experimentos, también son capaces de generar una serie de
probabilidades teoricas para cada una de las variables de interés en funcion del
conocimiento disponible en relacion con el resto. Mas aun, esto se logra con esta
herramienta de una forma dinamica, es decir, en base a las posibles variaciones en
la disponibilidad de dicha evidencia en cualquier fase del seguimiento.

Ya por la primera de estas virtudes, varios investigadores han utilizado estos
modelos para identificar subgrupos pronésticos en distintas neoplasias,
principalmente hasta ahora en funcién de la expresion génica en tejido tumoral por
técnicas de secuenciacién masiva.100.101,102,103

En nuestras manos, estos modelos son consistentes con la ausencia de
relaciones significativas entre las variables moleculares y la SG, como otros han

Por otro lado, las redes “total y clinica”, tienen una mas que aceptable
capacidad para clasificar al paciente en distintas franjas de supervivencia (precision
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0 tasa de aciertos en torno al 70-75%, mayor aun en los casos extremos, con
supervivencia menor de 12 o mayor de 24 meses).

La probabilidad a priori de ser un largo superviviente sugerida por estas redes
es superponible a la del analisis convencional, utilizando tan solo informacion clinica.
La pericia de los modelos (AUC de la curva ROC), a diferencia de la precision o tasa
de acierto, expresa la habilidad del test para identificar esa eventualidad, por méas
infrecuente que sea. En todos nuestros experimentos, la pericia esta por encima de
0,85-0,9, lo que en biomedicina se considera “bueno o muy bueno”.126

A la inversa, estos modelos pueden ser empleados para determinar las
variables con mayor trascendencia a la hora de modificar la probabilidad para
alcanzar un determinado objetivo. Por ejemplo, en nuestro caso, identificar cuales
son las caracteristicas clinicas o tratamientos con mas influencia en la SG. Estas
caracteristicas estaran definidas por el Markov blanket de cada nodo o variable
objetivo en la red.

Debemos resaltar los resultados alcanzados con la “red clinica” en
comparacion con la “total”, pues a pesar de tener menos precision, resulta superior
para identificar largos supervivientes. En este modelo, el PS a la recaida o
progresion tumoral tiene un gran impacto sobre el devenir clinico. Como ya se ha
mencionado, esto podria ser debido a que solo los enfermos con una situacion
general conservada en ese momento evolutivo, pacientes muy seleccionados, serian
los que reciben finalmente tratamientos de segunda y posteriores lineas,
alcanzandose asi en ellos una mayor SG (ver 2.4, pagina 123).

Estos ultimos resultados son, al menos, provocadores ya que cuatro de las
cinco variables que componen el Markov blanket para la SG en esta red clinica son
de facil acceso y estan generalmente disponibles desde la primera consulta, incluso
antes de la cirugia. Por ello, se sugiere la utilidad de estas caracteristicas como
ayuda para tomar decisiones terapéuticas ulteriores y postulamos que las RB serian
una herramienta con aplicacion clinica directa.

Sin embargo, es justo subrayar que estas hipétesis deben ser tomadas con
cautela ya que, aunque las redes han sido generadas y entrenadas con datos
clinicos reales, los parametros de eficacia de dichas herramientas (precision y
pericia) se generan a partir de poblaciones simuladas. También es cierto que estos
valores, en concreto los de precision, son superponibles a los observados tras el
analisis de los “casos prueba”, no implicados en la generacion de los modelos
probabilisticos.
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VI. CONCLUSIONES Y LINEAS FUTURAS

1. Conclusiones de la Tesis

1. Los enfermos con diagnodstico de GBM atendidos en el Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla entre los afios 2000 y 2010 representan una
poblacidn con caracteristicas clinicas y moleculares semejantes a las descritas en la
bibliografia. Asimismo, se les ha aplicado un tratamiento acorde con los estandares
aun vigentes.

2. Observamos medianas de SLRP y SG (4 y 8 meses respectivamente)
sensiblemente inferiores a las descritas en los ensayos de registro y otras series
clinicas.

2a. De los factores clinicos, la edad inferior a 60 afios y el PS 0-1 al
dignéstico auguran mejores SLRP y SG. A la recaida, retiene peso favorable el PS
0-1. Por el contrario, comportan peor evoluciéon los tumores profundos vy
muticéntricos. Con respecto al impacto de la cirugia, la reseccién completa sin
secuelas representa el mejor subgrupo en términos de SLRP y SG. La reseccion
parcial y la biopsia dan lugar a un mal prondstico. El empleo de RT externa y QT
sistémica, con temozolomida, aportan un claro beneficio en términos de SLRP y SG.
Una excesiva demora en aplicar ambas modalidades resulta perjudicial.

2b. No observamos ningun rasgo molecular que permita estimar el prondstico
de estos enfermos, por lo que no recomendamos su empleo en el ambito asistencial.

3. Existen dos subpoblaciones claramente diferenciadas desde el punto de
vista clinico. Por un lado estan los enfermos con reseccién completa, que poseen
rasgos clinicos basales mas favorables, reciben tratamiento antitumoral con mas
frecuencia y tienen mejor supervivencia. En cambio, aquellos enfermos con una
reseccion parcial del tumor o una biopsia muestran el perfil opuesto. Sin embargo,
las caracteristicas moleculares no permiten distinguirlos.

4. Las RB proporcionan una vision muy sintética, dinamica y expresiva del
prondstico del GBM. Solo con variables clinicas disponibles en un primer contacto
ofrecen gran capacidad para identificar largos supervivientes. Las caracteristicas
moleculares no aportan informacion relevante en estos modelos.

2. Lineas futuras de investigacion.

Al margen de los problemas metodolégicos habitualmente asociados con una
recogida retrospectiva de datos y con las diferentes técnicas empleadas durante las
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determinaciones moleculares, causantes ambos de pérdidas de informacion, la
principal limitacion de este trabajo esta prinicpalmente ligada al escaso tamario de la
poblacion analizada.

Asi visto, la principal linea de investigacion en un futuro consistiria en intentar
incorporar a nuestra serie datos de un mayor numero de enfermos con GBM, incluso
de forma prospectiva. Debiésemos tratar ademas de minimizar estas pérdidas de
informacion en la medida de lo posible.

De este modo, por ejemplo, se podrian quizas considerar para el analisis
otras variables, principalmente moleculares, de potencial interés en este contexto.
Méas aun, en el caso concreto de las caracteristicas ya estudiadas, seria también
factible la recogida de mdultiples categorias o estados para cada una de estas
variables, sin ser necesaria la dicotomizacion de las mismas. Asi se exploraria la
potencial existencia de categorias “intermedias” que pudiesen guardar una relacion
significativa con la supervivencia de estos pacientes.

En relacion con las RB, una mayor cantidad de informacion daria lugar a un
apredizaje o entrenamiento del modelo méas 6ptimo. Por otra parte, al disponer de
mMAas casos reales, se podrian reservar sin problemas inicialmente cohortes mas
amplias de validacion, evitandose asi la necesidad de generar series virtuales de
pacientes destinadas a este proposito.
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ANEXO 1. Protocolo de inmunohistoquimica
Los pasos seguidos durante este proceso son los que a continuacion se describen:
1. Recogida de material en parafina (seleccion de bloques)

2. Realizacién de cortes de 5 micras recogiendo el material en portas especiales
para inmunohistoquimica y un corte tefiido con Hematoxilina-Eosina de control.

3. Secado en estufa y desparafinado de los cortes mediante incubacion de los
microarrays a 60° y posterior realizacion de varios bafios en xilol.

4. Recuperacion de antigenos, en el PTLINK, con Buffer a pH alto o bajo segun
especificaciones técnicas requeridas por la ficha de cada anticuerpo (Target Envision
Retrieval Solution Low/High pH Dako®), durante 20 minutos a 90° y después se
pone la muestra a atemperar.

5. Técnica inmunohistoquimica. Realizada automaticamente en tefidor
AUTOSTAINER LINK48 de Dako®.
a) Realizar lavados.

b) Eliminacion de Peroxidasa enddgena, 5 minutos (Flex Peroxidase Block
Dako®)

c) Lavados

d) Aplicacion del Anticuerpo Primario: incubacion de 20 minutos a temperatura
ambiente.

e) Lavados
f) Sistema de visualizaciéon, 15 minutos/20 minutos (Envision Flex’HPP Dako ®)
g) Lavados

h) Afadir cromégeno (Diaminobencidina), 10 minutos (Flex DAB Substrate
Working Solution Dako ®)

i) Lavados

J) Tincion de contraste con Hematoxilina, 5 minutos (Envision Flex Hematoxylin-
Dako®)

k) Lavados
[) Montaje alcohdlico (previa deshidratacidn: alcohol de 96°, alcohol de 100° y
xilol)

6. Interpretacion de los resultados (lectura con microscopia 6ptica).
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ANEXO 2. Extraccion con DNA sample preparation kit
(COBAS. ROCHE Diagnostic)

Los pasos a seguir para realizar esta técnica estan descritos a continuacion:

1) Depositar las 5 secciones seleccionadas de 5 micras de tejido en un tubo
eppendorf rotulado con 500 pl de xileno. Mezclar por agitacion durante 10
segundos. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

2) Anfadir 500 pl de etanol absoluto y mezclar por vortex durante 10 segundos.
Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

3) Centrifugar a 16.000g durante 3 minutos y descartar el sobrenadante sin tocar el
precipitado. Si esta flotando, centrifugar de nuevo durante 1 minuto.

4) Anadir 1 ml de etanol absoluto y mezclar por vértex durante 10 segundos.
Centrifugar a 16.000g durante 2 minutos y descartar el sobrenadante sin tocar el
pellet. Si estad flotando, centrifugar de nuevo durante 1 minuto a la misma
velocidad.

5) Secar el pellet en un termobloque a 56°C al menos durante 10 minutos, con los
tubos abiertos, para que se evapore el etanol.

6) Resuspender en 180 pl de DNA Tissue Lysis Buffer (DNA TLB) y 70 pl de
proteinasa K (PK). Vértex de cada tubo con tejido y TLB/PK durante 30
segundos. Verificar que el tejido esta sumergido en el liquido.

7) Incubar a 56°C durante 2 horas.

8) Vortex del tubo durante 10 segundos. Verificar que el tejido esta sumergido en el
liquido. Incubar a 90°C durante 1 hora.

9) Durante esta incubacion, preparar el nUmero necesario de tubos con filtro junto
con sus tubos de desecho, y rotularlos correctamente con la identidad de la
muestra en el tapén del tubo con filtro. Rotular adicionalmente un tubo eppendorf
de 1,5 ml por cada muestra para recoger el extraido final.

10) Retirar los tubos del termobloque a 90°C, atemperar durante 5 minutos.

11) Realizar un pulso de centrifuga durante 3 segundos. Afadir 200 ul de DNA
Paraffin Binging Buffer (DNA PBB) y homogeneizar mediante pipeteo.
Asegurarse visualmente que la solucién sea homogénea. Incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

12) Anadir 100 pl de isopropanol y homogeneizar mediante pipeteo. Transferir todo
el liquido del tubo mediante pipeteo a la columna.
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13) Centrifugar a 8.000g durante 1 minuto. descartar el tubo de desecho, y
sustituirlo por uno nuevo.

14) Anadir 500 ul de Wash Buffer | a la columna. Centrifugar a 8.000g durante 1
minuto. Descartar el liquido del tubo de desecho.

15) Anadir 500 pl de Wash Buffer 1l a la columna. Centrifugar a 8.000g durante 1
minuto. Descartar el tubo de desecho, y sustituirlo por uno nuevo.

16) Centrifugar a 16.000g durante 1 minuto. Descartar el tubo de desecho y colocar
la columna sobre el tubo eppendorf rotulado.

17) Anadir 50 pl de DNA Elution Buffer (DNA EB) en el centro del filtro, sin tocarlo.
Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Centrifugar a 8.000g durante
1 minuto para recoger el DNA extraido en el tubo eppendorf.

18) Repetir el paso 17 en caso de requerir mas volumen.

19) Desechar la columna.

148 indices y anexos



ANEXO 3. Variables no significativas en el analisis de

supervivencia de subpoblaciones especificas

Pacientes con reseccion tumoral completa (RC)

. Mediana SLR p valor VEGIERERSE p valor
Variable (n)
meses (IC95%) (log Rank test) meses (IC95%) (log Rank test)
Sexo
- Hombre (40) 8,4 (7-9,9) 12,9 (11,8 - 14,1)
- Muijer (26) 6,3 (3,2-9,5) 0,8 12,4 (8,2 - 16,6) 0,9
Edad (afios)
<50 (14) 10,4 (5,8 - 15) 22,2 (8,7 — 35,6)
>50 (52) 7,7 (5,8 -9,6) 0,2 12,4 (9,6 — 15,2) 0,3
Tabaco (pags-afios)
- No/Ex/<10 (42) 6,1 (3,8-8,4) 10,5 (7,4 - 13,7)
- Fuma 10-20/>20 | 9,6 (8,1 - 11,2) 0,2 14,5 (4,6 — 24,4) 0,7
(22)
Alcohol
- No/Ex (57) 8,1 (5,4-10,8) 13,3 (10,9 - 15,7)
- Bebedor >40 (7) 8 (5,6 — 10,3) 0,4 12,3 (10,7 - 13,9) 0,09
Clinica Debut
- Déficit (46) 7,7(56-9,7) 12,4 (9,3 -15,5)
- Otros (20) 8,9 (8,6 - 9,2) 0,6 15,7 (10,4 - 21,1) 0,5
Demora Dx (dias)
< 90 (60) 7,8 (6 —9,6) 12,4 (10,9 - 13,9)
>90 (6) 7,7 (2,3-13,1) 0,9 16,6 (10,2 — 23) 0,9

Tamafio (cm)

<4,3(32) 513-72) 10,5 (5,7 - 15,4)

>4,3(34) 9 (8-10,1) 0,3 13 (12,5 - 13,6) 0,9
0 1

Demora a IQ (dias)

< 19,6 (49) 7,7 (4,7 -10,6) 13 (12-13,9)

>19,6 (17) 9,6 (6,2 —13) 0,08 12,4 (3,7-21,2) 0,5

Secuelas de IQ

- No (52) 8,7 6,9 - 10,6) 13,1 (11 -15,4)

- Si (14) 5,2 (<1-12,3) 0,1 9,5 (<1 -22,5) 0,2

Anticomiciales

- No (10) 7(2-12) 9,9 (2-17,8)

- Si (56) 7,8 (6,1 - 9,6) 0,6 12,8 (11,8 - 13,8) 0,9

Carmustina tépica

- No (48) 8,4 (7-9,9) 13 (11-15,1)

- Si (18) 3,8(2,3-5,3) 0,4 10,7 (4,1 -17,4) 0,4
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Pacientes con reseccién tumoral completa (RC) (cont.)

Variable (n)

Mediana SLR
meses (IC95%)

p valor

(log Rank

Mediana SG
meses (IC95%)

p valor

(log Rank test)

QT 32 lineay post.

test)

- No (58) NA NA 12,3 (9,8 - 14,7)
- Si (6) 23,1 (13,9-32,2) 0,3
p53
(-1+) (43) 8 (6,6 —9,3) 12,9 (11,8 - 14)
(++/++4) (22) 45 (<1-11,1) 0,9 12,4 (6,6 — 18,2) 0,7
EGFR
) (22) 7,7 (3,9 - 11,4) 13,1 (10,3 - 16)
(+/++) (44) 7,8 (5,2— 10,4) 0,6 12,7 (11,2 -14,2) 0,45
pRb
) (19) 9,7 (8,3-11,2) 16,9 (10,8 — 23)
(+/++) (36) 7.7 (4,1-11,2) 0,5 13,2 (10,5 — 16) 0,15
pTEN
() (20) 6,3 (4,3-8,4) 12,8 (11,5 - 14,2)
(+/++/C) (43) 8,9 (6,4 — 11,4) 0,8 13,2 (10,7 - 15,7) 0,5
Ki67
() (34) 8,9 (7,6 - 10,2) 12,3 (10,5 — 14,1)
(+/++) (31) 52(1,1-972) 0,4 13,3 (9,7 -16,9) 0,7
MGMT (IHQ)
() (36) 7 (4,7-9,4) 12,8 (11 -14,7)
(+) (26) 8,7 (6,5 —11) 0,4 14,3 (10,1 — 18,4) 0,2
MGMT30 (RT-PCR)
No Metilado (31) 7,7 (3,7 -11,6) 12,7 (11,6 — 13,8)
Metilado (34) 8,1 (4,4-11,9) 0,3 12,9 (9,1 - 16,8) 0,4

NA: No aplicable.
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Pacientes con biopsia o reseccion tumoral parcial (Bx o RP)

. Mediana SLR p valor Mediana SG p valor
Variable (n)
meses (IC95%) (log Rank test) | meses (IC95%) | (log Rank test)
Sexo
- Hombre (55) 2,7(1,3-4,1) 4,6 (2,8-6,3)
- Mujer (48) 1,9 (<1-3,3) 0,9 2,7 (1,6 — 3,8) 0,9
Edad (afios)
< 50 (16) 2,1(<1-9,2) 2,8 (<1-10,5)
> 50 (87) 2,2 (1,5-2,9) 0,4 4 (2,7-5,2) 0,6
< 60 (48) 2,4 (1,1-3,6) 4,6 (<1-9)
> 60 (55) 2 (<1-3,4) 0,7 3,6 (22-5,1) 0,5
<70 (72 2,2 (1,5-2,9) 3,8 (1,5 - 6)
> 70 (31) 2 (<1-4,3) 03 4,3 (1,8 -6,8) 03
Tabaco (pags-afios)
- No/Ex/<10 (70) 2,2 (1,3-3,1) 4 (2,3-5,7)
- Fuma 10-20/>20 (26) | 3,5 (<1 -6,3) 0,4 6,6 (2,8 — 10,3) 0,6
Alcohol
- No/Ex (82) 2,4 (1,3-3,5) 4,5 (2,4 -6,5)
- Bebedor >40 (16) 2,7 (<1-6,8) 0,3 3,4 (2,4-43) 0,4
Glioma previo
- No (100) 2,2(1,3-31) 4 (2,4-5,6)
- Si(3) 2,1 (<1-5,5) 0,1 2,8(1,4-42) 0,6
Clinica Debut
- Déficit (76) Significativa 3,3(1,6-5)
- Otros (27) 6,6 (2 - 11) 0,8
Demora Dx (dias)
<90 (90) 2,1(1,3-2)9) Significativa
>90 (13) 43(2,4-62) 0,06

Localizaciéon

Demora a IQ (dias)

- Hemisféricos (84) 24(1,1-37) 4,3 (2,7 -6)

- Diencef / Multi (19) <1 (---) 0,6 2,3(1,7-29) 0,08
Tamafo (cm)

< 4,3 (26) 2,1 (<1-5,6) 3,8 (<1-11,8)

>4,3(77) 2,2 (1,4-3) 0,2 4 (2,6 -5,3) 0,5

<19,6 (67) 2,1(1,1-3) 3,4 (1,9-4,8)

> 19,6 (36) 2,4 (<1-4,2) 0,4 6,7 (2,6 - 10,8) 0,5
Anticomiciales

- No (38) 2 (1,6 —2,4) 2,9 (1,6 —4,3)

- S (65) 2,7 (<1-4.6) 0,08 5,4 (2,2-8,7) 0,1
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Pacientes con biopsia o reseccion tumoral parcial (Bx o RP) (cont.)

p valor p valor

Mediana SLR Mediana SG

Variable (n)

(log Rank (log Rank

meses (IC95%)

test)

meses (IC95%)

test)

Carmustina tépica
- No (95) 2,2(1,2-3,2) 4 (2,4-5,5)
- Si (8) 2,4 (<1-5,2) 0,9 2,8 (<1-15) 0,9
QT 3lineay post.

- No (101) NA NA 3,8(2,3-5,2)

-Si(2) 12,8 () 0,3
p53
(-1+) (66) 2,4 (<1 - 4) 4,4 (1,7-7,2)
(++/+++) (32) 2,1 (1,6 -2,5) 0,1 3,8(2,1-5,4) 0,4
EGFR
() (36) 2 (<1-5,9) 3,6 (1,1-6,2)
(+/++) (57) 2,4 (1,3-3,5) 0,7 45 (2,4-6,6) 0,5
pl6

(-/+) (61) 2,4 (<1-3,8) 4(22-57)

(++/+++) (27) 2,2 (<1-3,7) 0,2 4.6 (<1-8,9) 0,8
pRb
() (25) 2,1 (<1-5,6) 2,8 (<1-6)
(+/++) (62) 2,7 (1,4-4) 0,9 45 (2,4-6,6) 0,9
pTEN
() (31) 2,9 (1,4-423) 3,2 (1,7-4,6)
(+/++/C) (64) 2(1,4-27) 0,8 4,3 (2,3-6,3) 0,5
Ki67
() (49) 2,4 (<1-3,8) 3,6 (1,7-6,1)
(+/++) (46) 2,2 (<1-3,7) 0,7 4,1 (2,3-5,9) 0,7
CD31

< 5,4 vasos (52) 2,1 (<1-3,3) 3,6 (1,7 -5,5)

> 5,4 vasos (51) 2,4 (<1-4,3) 0,3 4(1-6,9) 0,4
CD105 (endoglina)
< 11,6 vasos (47) 2,1(<1-3,7) 3,6 (2,1-5,2)
> 11,6 vasos (56) 2,4 (<1-4,2) 0,2 4,1(1,4-6,8) 0,9
MGMT (IHQ)
(-) (48) 2 (<1-4,4) 3,6 (1,2-6,1)
(+) (43) 2,4 (1,2 -3,6) 0,5 4,1 (2,5-5,7) 0,5
MGMT30 (RT-PCR)
No Metilado (38) 2,7 (<1-5,3) 4,6 (3-6,2)
Metilado (41) 2,9 (1,2 -4,5) 0,9 5,6 (2,2-9,1) 0,6

NA: No aplicable.
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