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PRESENTACION

La presente tesis doctoral fue inscrita durante mi ultimo afio de residencia en
Neurocirugia en el Hospital Clinic de Barcelona, tras la finalizacion del Programa de Doctorado.
El interés que despertdé en mi la investigacion en el campo de la Neurooncologia, junto con la
oportunidad que brindaba el Hospital Clinic a los residentes que concluian su formacién, hizo
que solicitara la beca “Premio Fin de Residencia”, la cual me fue concedida unos meses mas

tarde con el proyecto titulado:

ANALISIS DE FACTORES PRONOSTICOS CLINICO - EPIDEMIOLOGICOS
Y MOLECULARES DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y SOBREVIDA EN
PACIENTES CON GLIOMAS DE ALTO GRADO

Dicho proyecto centraba sus bases en la idea original de la memoria realizada para la
inscripcion de la tesis, pero con objetivos mdas ambiciosos, ampliando el enfoque de la
investigacion no so6lo a los astrocitomas anapldsicos sino también a otros tipos de gliomas de
alto grado.

En esta memoria se recogen los frutos de la linea de trabajo iniciada entonces, y ha sido
estructurada en tres capitulos precedidos de una introduccidén general. A su vez cada uno de los
capitulos consta de un primer apartado de justificacion y objetivos, seguido de otro de material
y métodos, discusion y conclusiones.

En la ultima parte, se encuentran los anexos con informacién que puede ser util para el
lector en relacion a las tablas y escalas empleadas. Ademas, los tres capitulos han sido
publicados o aceptados para su publicacion en revistas indexadas, adjuntandose los

correspondientes articulos en los Anexos VII, VIII, y IX:

Prognostic significance of O6-methylguanine-DNA methyltransferase determined by
promoter hypermethylation and immunohistochemical expression in anaplastic gliomas.

Brell M, Tortosa A, Verger E, Gil IM, Vifiolas N, Villa S, Acebes JJ, Caral L, Pujol T, Ferrer I,
Ribalta T, Graus F.

Clin Cancer Res. 2005 Jul 15;11(14):5167-74
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Factor de Impacto en 2005: 5.715

Implicacion del patron radiologico en el prondstico de los tumores oligodendrogliales;
correlacion con el perfil genético.

Brell M, Castafier S, Pujol T, Boluda S, Ribalta T, Bruna J, Martinez M, Verger E, Villa S,
Viiolas N, Gil M, Graus F, Tortosa A.

Rev Neurol 2010 (En prensa)

Factor de Impacto en 2010: 1.234

0O6-Methylguanine-DNA methyltransferase protein expression by immunohistochemistry in
brain and non-brain systemic tumours: systematic review and meta-analysis of correlation
with methylation-specific polymerase chain reaction.

Brell M, Ibanez J, Tortosa A.

BMC Cancer 11(1):35 (2011)

Factor de Impacto en 2010: 2.736
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INTRODUCCION

El término glioma fue introducido por Virchow en 1883 para definir aquellas neoplasias
primarias del sistema nervioso originadas a partir del tejido glial. En 1926, Bailey y Cushing
llevaron a cabo el primer intento de clasificacion segin la morfologia de las células,
recogiéndola en su tratado "Classification of the Tumors of the Glioma Group on an
Histogenetic Basis with a Correlation Study of Prognosis". Esto condujo a la observacion en la
clinica de que la supervivencia de los pacientes se relacionaba con aspectos anatomopatoldgicos
del tumor como son el subtipo histologico, la presencia de atipia nuclear o necrosis, la
celularidad y la proliferacion vascular. Por ello, desde entonces y hasta nuestros dias nuevas
clasificaciones propuestas por diversos autores se han sucedido, siempre con la intencion de
identificar subgrupos de pacientes con similar evolucion clinica y pronostico parecido.

En la actualidad, la investigacion dirigida al conocimiento de los factores prondsticos de
supervivencia y predictivos de respuesta a la terapéutica en estos tumores, sigue siendo de
interés prioritario y la clasificacion histopatoldgica universalmente aceptada es la elaborada por
la OMS, que data de 1993 (Kleihues et al., 1993) y que fue actualizada por tltima vez en 2006
(Louis et al., 2007).

Ademads de los datos histopatologicos, determinadas variables clinicas han demostrado
tener de igual modo, una importante influencia pronostica. De entre ellos, la edad del paciente
en el momento del diagnostico y su situacion funcional valorada por escalas de calidad de vida
(Burger y Green, 1987; Salminen et al., 1996) han sido las variables clinicas que de manera
reiterada han permanecido como factores de prondstico independientes en los andlisis
multivariantes de supervivencia.

Por otra parte, el gran avance en las técnicas de neuroimagen acontecido en las tltimas
décadas y su mayor disponibilidad cada vez en mas centros de nuestro entorno, ha permitido
profundizar en la busqueda de caracteristicas radioldgicas con valor pronostico. Asi, la
localizacion anatomica del tumor en el neuroeje, el volumen planimétrico y geométrico del
mismo, la presencia de necrosis radioldgica, la captacion de contraste, el deposito de
radiotrazadores isotdpicos, el analisis espectroscopico, o el patron de perfusion-difusion de las

lesiones, han sido y contintan siendo en la actualidad objeto de estudio y analisis por
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numerosos grupos de investigacion, habiéndose demostrado su influencia prondstica en algunas
series (Cao et al., 2006).

Del mismo modo, el desarrollo y la universalizacion en las ultimas décadas de
numerosas técnicas de laboratorio, ha permitido también analizar el valor prondstico de
determinadas caracteristicas bioldgicas tumorales como el indice de proliferacion celular (Ki-
67), los diferentes tipos de necrosis, etc. (Kleihues y Ohgaki, 1999).

Sin embargo, el gran avance en el conocimiento de la biologia molecular de los gliomas
acontecido fundamentalmente en los ultimos afios, ha permitido demostrar que muchas de las
variables clinicas, radioldgicas o histologicas clasicas pierden su valor prondstico si se analizan
conjuntamente con los nuevos aspectos de la genética tumoral (Cairncross et al., 1998; Shinoura
etal., 1996; Zhu et al., 1996).

Los conceptos actuales de la biologia molecular establecen la hipdtesis de que las
alteraciones en las vias genéticas que regulan la susceptibilidad a la apoptosis o muerte celular
programada, estdn implicadas en la evolucion hacia la malignizacion de los tumores y son
también responsables de su resistencia intrinseca a los tratamientos. Por ello, los esfuerzos en
investigacion deben dirigirse en la actualidad, hacia la descripcion de la carga genética tumoral,
y hacia la deteccion de genes defectuosos. Ello permitird un conocimiento mas preciso del
comportamiento tumoral, una prediccion mas ajustada del prondstico del paciente al tiempo que
se abriran nuevas dianas y por tanto nuevas opciones terapéuticas (Fueyo et al., 1998; Fueyo y
Gomez-Manzano, 1998; Rainov et al., 1997). De este modo, la aplicabilidad de la genética
molecular serd prioritaria en un futuro muy proximo, contribuyendo a la toma de decisiones en
la practica clinica.

Ahora bien, la relevancia final de cualquier factor genético debera siempre medirse
junto con la de los parametros clinicos clasicos con valor predictivo y/o prondstico conocido
como son la edad, la puntuacion en la escala de Karnofsky o el grado histoldgico del tumor (Ino
et al., 2000; Newcomb et al., 1998; Olson et al., 1998; Rasheed et al., 1999).

Todos estos aspectos, tienen especial relevancia en el caso especifico de los gliomas
anaplasicos (GA) (grado III de la OMS) cuyo comportamiento y evolucidon clinica son
especialmente heterogéneos (Donahue et al., 1997).

Es una realidad bien conocida el hecho de que gliomas con caracteristicas
histopatologicas muy similares presentan una amplia variabilidad en su evoluciéon y en su
respuesta a una misma terapia y por ello, en su prondstico (Sawamura y de Tribolet, 2000). La
presente tesis doctoral se ha centrado fundamentalmente en el estudio de este subgrupo de

gliomas.
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1. EPIDEMIOLOGIA Y ASPECTOS GENERALES

Los datos epidemiologicos mas actualizados y detallados referentes a tumores
cerebrales provienen de Estados Unidos. Segun el Registro Central de Tumores Cerebrales de
los Estados Unidos (Central Brain Tumor Registry of the United Status - CBTRUS 2007-2008)
en su ultimo informe correspondiente al periodo 2007-2008 (CBTRUS, 2009) la incidencia de
tumores primarios y malignos del SNC en general (excluyendo linfomas, leucemias, tumores
hipofisarios, pineales y tumores olfatorios de la cavidad nasal) fue de 4.52 a 8.84 casos/100.000
habitantes-afio.

Esta tasa fue algo mayor en varones (7.6 casos/100.000 habitantes-afio) que en mujeres
(5.3 casos/100.000 habitantes-afio).

Asi mismo, la incidencia fue mayor en los paises mas desarrollados respecto a los de
menor desarrollo.

La tasa de prevalencia para tumores cerebrales en adultos estimada segin el CBTRUS
es de 29.5 casos/100.000 habitantes para tumores malignos, 97.5 casos/100.000 habitantes para
tumores benignos y 3.8 casos/100.000 habitantes para tumores de comportamiento incierto.

En los paises occidentales, las neoplasias del SNC representan por tanto el 1.4-2% de
todas las neoplasias y son responsables del 2.4% de las muertes por céncer.

No obstante, a pesar de su relativa baja incidencia, el impacto social de esta entidad es
desproporcionadamente elevado. Asi, se calcula que la media de afios de vida perdidos en los
pacientes afectos de un glioma maligno de es alrededor de 20 afios/paciente, siendo en un
estudio britanico la primera causa de afios de vida perdidos entre un total de 17 enfermedades
(Burnet et al., 2005).

No disponemos de datos epidemiologicos detallados sobre la incidencia y prevalencia

de los tumores del SNC en Espafia, pero si de la mortalidad atribuible a los mismos (Tabla 1.).
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Tabla 1. Mortalidad por tumores del SNC en Espaiia

Afo N° varones Tasa* N° mujeres Tasa*
2007 1.462 6,60 1.096 4,83
2006 1.387 6,45 1.120 5,04
2005 1.289 6,07 1.102 5,02
2004 1.338 6,39 1.041 4,80
2003 1.410 6,65 1.035 4,48
2002 1.337 6,24 1.050 4,0
2001 1.208 5,67 988 3,81
2000 1.224 5,84 959 3,63
1999 1.127 5,44 911 3,85
1998 1.217 5,99 885 3,49
1997 1.124 5,60 895 3,60
1996 1.130 5,64 849 3,53
1992 939 5,14 685 3,71

*Tasa por 10° habitantes/afio

Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia (http://cne.isciii.es).

Respecto a los diversos subtipos histoldgicos, los astrocitomas son los tumores

cerebrales primarios mas frecuentes constituyendo mas del 50% de todos ellos (Figura 1.), con

una incidencia anual estimada de 5-7 nuevos casos/100.000 habitantes (Kleihues et al., 1993;

Salmon et al., 1994).

Constituyen la segunda causa de muerte por cancer de la poblacioén por debajo de los 35

afios de edad.

Tesis Doctoral

Marta Brell



Introduccién 23

Figura 1. Distribucion de los tumores primarios del SNC por subtipos histologicos
CBTRUS 2004-2005 (n = 26.630) (CBTRUS, 2008)
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2. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS Y BIOLOGICAS DE LOS
GLIOMAS ANAPLASICOS

Entendemos por gliomas anaplasicos (GA) o de grado III de la OMS aquellos gliomas
infiltrativos y malignos, que afectan fundamentalmente a pacientes adultos, se localizan
preferentemente en los hemisferios cerebrales y que se caracterizan histologicamente por
presentar atipia nuclear, aumento de la celularidad y actividad proliferativa relevante. A
diferencia de los glioblastomas (GB), los GA no presentan proliferaciéon microvascular ni
Necrosis.

Los GA pueden originarse por progresion a partir de un glioma precursor de bajo grado
(grado II de la OMS) o bien surgir de novo sin evidencia de lesion precursora de bajo grado
previa.

A su vez, poseen una tendencia inherente a progresar a GB (Louis et al., 2007). De entre
los GA, los astrocitomas anaplasicos (AA) estan constituidos por astrocitos neoplasicos y son el
subtipo histologico mas frecuente, mientras que los oligoastrocitomas anaplasicos (OAA) y los
oligodendrogliomas anaplasicos (OA) se caracterizan por la presencia de oligodendrocitos y

astrocitos neoplasicos (Smith y Jenkins, 2000).

2.1. ASTROCITOMAS ANAPLASICOS

Los astrocitomas anaplasicos son tumores neuroepiteliales, que se definen segun la
OMS como astrocitomas difusamente infiltrativos, malignos y que presentan anaplasia focal o
dispersa.

Se pueden originar a partir de un astrocitoma de bajo grado, aunque no resulta
infrecuente en la practica clinica diaria hacer el diagnostico de astrocitomas anaplésicos en
primera instancia sin evidencia de que el paciente haya presentado previamente un tumor
precursor de bajo grado. Como todos los gliomas anaplasicos, presentan una tendencia
intrinseca a la progresion hacia GB.

Se consideran lesiones grado III en la clasificacion de la OMS y corresponden al codigo

morfologico 9401/3 de la “Internacional Classification of Diseases for Oncology” (ICD-0) y
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de la “Systematized Nomenclature of Medicine” (SNOMED), siendo el /3 el codigo
correspondiente a tumores malignos (Kleihues et al., 2007).

La incidencia de astrocitomas anaplasicos ajustada por edad a la poblacion
norteamericana del afio 2000 fue de 0.40 (0.39-0.42)/100.000 habitantes-afio, 0.47 (0.45-
0.50)/100.000 habitantes-afio para varones y de 0.34 (0.32-0.37)/100.000 habitantes-afio para
mujeres.

La incidencia fue mayor en pacientes de raza blanca 0.44 (0.42-0.46)/100.000
habitantes-afio, que en pacientes de raza negra 0.19 (0.16-0.23)/100.000 habitantes-afio
(CBTRUS 2007-2008, 2009).

La edad de presentacion de estos tumores es algo mayor que la de los pacientes con
astrocitomas de bajo grado y algo inferior que la de pacientes con glioblastoma, siendo la
tercera y cuarta décadas de la vida aquellas en las que se describe mayor incidencia de este tipo
de lesiones (Cavenee et al., 2000; DeAngelis, 2001; Perry et al., 1999; Tortosa et al., 2003).

Del mismo modo que los astrocitomas de bajo grado, los astrocitomas anapléasicos
pueden originarse en cualquier zona del SNC. No obstante, la localizacién mas frecuente es la
supratentorial, es decir se originan fundamentalmente en los hemisferios cerebrales y
principalmente en los l6bulos frontal y temporal.

La presentacion clinica en forma de crisis comiciales es habitual, si bien en la
anamnesis del paciente no es infrecuente detectar que algiin déficit neuroldgico sutil precedid a
las crisis pero paso desapercibido. El intervalo de tiempo que transcurre desde el primer sintoma
hasta el diagndstico suele ser de pocos meses. Es también frecuente la presentacion en forma de
empeoramiento de una focalidad neuroldgica previa, de reapariciéon o agravamiento de crisis
comiciales o de instauracion de signos y sintomas de hipertension intracraneal en un paciente
previamente diagnosticado de astrocitoma de bajo grado.

Desde el punto de vista de neuroimagen, los astrocitomas anaplasicos se muestran como
lesiones heterogéneas en la TC sin contraste. Es infrecuente la presencia de calcificaciones
intratumorales excepto en aquellos casos de transformacion maligna de un astrocitoma de bajo
grado previo. Pueden presentar focos de hemorragia en su interior. En la RM aparecen como
lesiones heterogéneas, de limites mal definidos y con areas de alta y baja intensidad tanto en
secuencias potenciadas en T1 como en T2. Su caracter infiltrativo ocasiona que incluso lesiones
de gran tamafio no ejerzan un efecto de masa significativo sobre las estructuras cerebrales
adyacentes. Tras la administracion de contraste pueden presentar cualquier tipo de patron de
captacion de contraste, solida, anular, e incluso no captar contraste (Ginsberg et al., 1998; Scott

et al., 2002). Suelen rodearse de edema peritumoral (Osborn, 1994).
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El estandar de oro para el diagndstico de estas lesiones continua siendo en la actualidad
el estudio histolégico del tejido ya que, aunque en la ultima década numerosos grupos de
investigacion han dirigido sus esfuerzos hacia el desarrollo de tecnologia que permita hacer un
diagndstico preciso por imagen basandose en el estudio del flujo sanguineo cerebral por RM,
del perfil espectroscdpico por RM o en el depdsito de determinados radiotrazadores isotopicos
en el PET cerebral, estas técnicas de neuroimagen no permiten hasta la fecha, una distincion
precisa entre los gliomas de grado III (gliomas anaplasicos) y los de grado IV (glioblastoma)
(Cao et al., 2006; Stadlbauer et al., 2006; Torii et al., 2005), y por tanto, hoy por hoy no
sustituyen en absoluto al diagndstico histologico.

Macroscopicamente, los astrocitomas anaplasicos son lesiones de limites mal definidos,
y que en ocasiones s6lo producen un ensanchamiento y aplanamiento de las circunvoluciones
cerebrales que infiltran, o un aumento de la consistencia de las mismas respecto al parénquima

sano (Figura 2.)

Figura 2. Imagenes intraoperatorias de un astrocitoma anaplasico

Desde el punto de vista histopatologico se componen de astrocitos neoplasicos bien
diferenciados sobre una matriz poco estructurada y en ocasiones microquistica. La celularidad
aumentada, la presencia de atipia nuclear y de marcada actividad mitdtica los caracterizan y
distinguen de los gliomas de bajo grado, mientras que la presencia de glomérulos
microvasculares y focos de necrosis, caracteristicos del glioblastoma son incompatibles con el

diagnostico de astrocitoma anaplasico.
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Es tipica la inmunoreactividad para GFAP, proteina S-100, vimentina y af-cristalina.
La expresion de VEGF suele estar limitada a algunos vasos tumorales. La fraccion de
crecimiento, o indice de proliferacion celular, determinado mediante inmunohistoquimica con

anticuerpos para Ki-67/MIB-1 suele oscilar entre 5 y 10% (Kleihues et al., 2007).

2.1.1 GENETICA MOLECULAR

Dado que los astrocitomas anaplasicos representan desde un punto de vista clinico,
morfoldgico y genético un estadio intermedio en la progresion del astrocitoma de bajo grado a
glioblastoma, presentan las alteraciones genéticas caracteristicas de los astrocitomas de bajo
grado (mutaciones de 7P53 o LOHI7p) y algunas propias de los glioblastomas (LOHI0g,

mutacion de PTEN etc.) tal como puede observarse en la Figura 3.

Figura 3. Alteraciones genéticas y secuencia de aparicion en el tiempo Modificado de

Riemenschneider et al. (Riemenschneider y Reifenberger, 2009)
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Ademas de las alteraciones expuestas en la Figura 3., los astrocitomas anaplésicos
pueden mostrar alteraciones en los cromosomas 7p (hasta un 11%) (Miwa et al., 2009), 64 (30-
75%) (Ichimura et al., 2006), 9p (hasta un 39%) (Dehais et al., 2006), //p (hasta un 30%)
(Smith y Jenkins, 2000), /9¢g (hasta un 46%) (Huang et al., 2009) y 22g (entre el 20-30%)
(Smith y Jenkins, 2000). Asi mismo presentan mutaciones de /DH1 con una frecuencia similar a

la de los astrocitomas difusos (Yan et al., 2009).

2.2. OLIGODENDROGLIOMAS ANAPLASICOS

Los tumores oligodendrogliales constituyen en general entre el 25 y el 33% de todos los
gliomas (Daumas-Duport et al., 1997; Kapoor et al., 2009). Los oligodendrogliomas anaplasicos
son tumores difusamente infiltrativos compuestos fundamentalmente por células que
morfologicamente se asemejan a la oligodendroglia. Presentan ademas caracteristicas
histologicas de malignidad focales o difusas, se consideran lesiones grado III de la OMS y
corresponden al codigo 9451/3 de la“Internacional Classification of Diseases for Oncology”
(ICD-0) y de la “Systematized Nomenclature of Medicine” (SNOMED) (Reifenberger et al.,
2007).

La incidencia ajustada por edad en la poblacién norteamericana del afio 2000 fue de
0.12 (0.12-0.13)/100.000 habitantes-afio; 0.14 (0.12-0.15)/100.000 habitantes-afio para varones
y de 0.11 (0.10-0.13)/100.000 habitantes-afio para mujeres.

Una vez mas la incidencia fue significativamente mayor en el grupo de poblacién de
raza blanca: 0.14 (0.13-0.15)/100.000 habitantes-afio frente a 0.04 (0.03-0.06)/100.000
habitantes-afio en la poblacion negra (CBTRUS 2007-2008, 2009), si bien otros autores
sostienen que la incidencia es similar en blancos, afroamericanos o hispanos.

Existe conocimiento de asociacion familiar, aunque extremadamente infrecuente
(Jaeckle et al., 2006).

Se manifiestan fundamentalmente en adultos, con un pico de maxima incidencia a los
45-50 afios y se acepta que existe, tal como expresan las estadisticas norteamericanas, una
discreta predominancia en varones (1.5:1) (CBTRUS 2007-2008, 2009; Ohgaki y Kleihues,
2005).

Los oligodendrogliomas anaplasicos afectan al cortex y a la sustancia blanca

principalmente de los hemisferios cerebrales, aunque se han descrito casos en la practica
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totalidad del SNC. El 16bulo frontal es el lugar de localizacion mas frecuente, seguido del 16bulo
temporal (Smith y Jenkins, 2000).

La presentacion clinica es indistinguible de la de otros gliomas anaplésicos, y del mismo
modo que en el caso de los astrocitomas anaplasicos, la existencia de sintomatologia de larga
evoluciodn previa al diagnostico, sugiere la preexistencia de un oligodendroglioma de bajo grado
en el paciente, si bien pueden también aparecer de novo (Reifenberger et al., 2007). No obstante,
la presentacion clinica en forma de crisis comiciales es mas frecuente que en otro tipo de
gliomas (Buccoliero et al., 2005). Otros sintomas frecuentes son la cefalea, el deterioro
cognitivo, o cualquier tipo de focalidad neuroldgica variable en funcion del area de
asentamiento de la masa tumoral.

En lo concerniente al diagnostico por imagen, cabe destacar que en general, los
oligodendrogliomas son los tumores intracraneales que con mayor frecuencia muestran
calcificaciones. En la TC sin contraste se muestran tipicamente como lesiones heterogéneas,
parcialmente calcificadas, con degeneracion quistica, necrosis, o hemorragia intratumoral en
grado variable. En la RM presentan sefial mixta, hipo o isointensa con el parénquima cerebral
circundante en secuencias potenciadas en T1; en T2 muestran areas de hiperintensidad. Tras la
administraciéon de contraste tanto en TC como en RM suelen presentar un realce homogéneo o
parcheado, si bien en algunos casos puede aparecer captacion anular (Osborn, 1994,
Reifenberger et al., 2000). Globamente presentan realce de algun tipo tras la administracion de
contraste mas de 80% de los oligodendrogliomas anaplésicos, a diferencia de los de bajo grado
que solo presentan captacion de contraste en menos del 10% de los pacientes (Jaeckle et al.,

2006).
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Figura 4. Aspecto macroscopico de un oligodendroglioma anaplasico
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Desde el punto de vista histopatologico se definen como oligodendrogliomas con
caracteristicas histologicas de malignidad de forma difusa o focal. Asi, presentan celularidad
aumentada, atipia marcada, y alta actividad mitotica. Pueden incluso mostrar proliferacion
microvascular y necrosis. Sus células en la mayoria de los casos son desde el punto de vista
morfologico reminiscencia de las células oligodendrogliales es decir, con nucleos redondos ¢
hipercromaticos, halo perinuclear y escasos procesos celulares. Sin embargo algunos casos
pueden presentar un pleomorfismo marcado con células multinucleadas gigantes, células en
huso, oligodendrocitos gliofibrilares o minigemistocitos. Ninguna de estas caracteristicas ha
mostrado influencia prondstica, de igual manera que la presencia de proliferacion microvascular
o necrosis en ellos no determina, a diferencia de lo que sucede en los astrocitomas, una mayor
agresividad (Reifenberger et al., 2007).

No existe hasta la fecha ningin marcador inmunohistoquimico especifico de tumor
oligodendroglial.

Del mismo modo que los tumores astrocitarios muestran inmunorreactividad positiva

para proteina S-100, gamma-enolasa, GFAP o vimentina.

2.2.1 GENETICA MOLECULAR

La principal caracteristica genética de los tumores oligodendrogliales es la presencia de
delecion, denominada también pérdida de heterocigosidad, de Ipl/9qg (LOHIp19q). Dicha
alteracion parece deberse a una traslocacion no balanceada entre los cromosomas 1 y 19:
t(1;19)(q10;p10), centromérica o pericentromérica (Weller et al., 2007) (Figura 5.).

Los genes supresores eventualmente responsables de la génesis tumoral y situados en

dichos cromosomas no son todavia conocidos. A su vez LOH/p se asocia a LOH/Y9g.
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Figura 5. Traslocacién 1p;19q. Modificado de Griffin et al. (Griffin et al., 2006)

der (1;19)(q10;p10) 1 der (1;19)(q10;p10)

Propuesta para el mecanismo de traslocacion Ipl9g en
oligodendrogliomas. Una copia de cada uno de los cromosomas 1 y 19 sufre
un proceso de intercambio reciproco de sus respectivos brazos largos a nivel
del centromero. Se originarian de este modo dos cromosomas derivativos:
der(1;19)(p10;q10) y der(1;19)(q10;p10) tal como se muestra en el esquema.

El cromosoma derivativo que contiene el brazo corto del cromosoma
1 y el brazo largo del cromosoma 19 se pierde a continuacion,

permaneciendo el otro cromosoma derivativo
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En general y en la poblacion adulta, se observa LOHIpi9g en el 63-74% de los
oligodendrogliomas anaplasicos y en el 34-52% de los oligoastrocitomas anaplasicos
(Cairncross et al., 1998; Ino et al., 2001).

En los oligodendrogliomas de bajo grado parece ser mas frecuente aun que en los
anaplasicos, describiéndose hasta en el 80-90% de los casos en algunos trabajos, si bien existe
cierta controversia al respecto. En la poblacién infantil, sin embargo, estas deleciones no
parecen ser tan frecuentes (Aldape et al., 2007; Jaeckle et al., 2006; McDonald et al., 2005;
Reifenberger et al., 1994; Walker et al., 2004). La fuerte asociacidon de ambas deleciones sugiere
un efecto sinérgico que conferiria una ventaja en el crecimiento de manera selectiva a las células
oligodendrogliales (Reifenberger y Louis, 2003).

Pueden también presentar mutaciones de I/DHI hasta en un 70% de los casos
(Riemenschneider y Reifenberger, 2009), asi como alteraciones en los cromosomas 9y /0q (en
el 21-55%) (Kapoor et al., 2009; Kuo et al., 2009). Las mutaciones de PTEN y las deleciones de
10q suelen estar presentes en alrededor de 19-25% de los casos, y generalmente en aquellos
tumores que no presentan LOH/p/9g de modo que ambas alteraciones parecen ser mutuamente
excluyentes (Aldape et al., 2007; van den Bent et al., 2008). La pérdida parcial o completa de
10qg se ha asociado con un comportamiento agresivo y con mal prondstico en pacientes con
oligodendrogliomas, independientemente de la quimiosensibilidad de los mismos (Lavon et al.,

2007).
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Figura 6. Alteraciones genéticas y secuencia de aparicion en el tiempo Modificado de

Riemenschneider et al. (Riemenschneider y Reifenberger, 2009)
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Deleccion / metilacion de pI14*%F
Deleccion / mutacion de CDKN2C Sobrexpresion de VEGF

Metilacién de RBI Amplificacion de CDK4, EGFR, PDFRA
Pérdida de heterocigosidad de 10q (infrecuente)

Mutacion de PTEN (infrecuente)
Mutacion TP53 (infrecuente) v

Oligodendroglioma anaplasico (Grado III)

2.3. OLIGOASTROCITOMAS ANAPLASICOS

El diagnéstico de oligoastrocitoma anaplasico es dificil y controvertido (Kleihues et al.,
2002). Para que un tumor sea clasificado como tal se requiere del reconocimiento en el mismo
de dos poblaciones celulares que inequivocamente deben ser neoplasicas: la astrocitaria y la
oligodendroglial. Ademas, el tumor debe presentar caracteristicas histologicas de malignidad
como celularidad aumentada, atipia nuclear, pleomorfismo y actividad mitdtica elevada.

Son consideradas lesiones grado III de la OMS y su coédigo provisional de
la“Internacional Classification of Diseases for Oncology” (ICD-0) y de la “Systematized
Nomenclature of Medicine” (SNOMED) es 9832/32 (von Deimling et al., 2007).

No existen datos epidemioldgicos especificos de incidencia de oligoastrocitomas

anaplasicos. En el estudio CBTRUS se hallé una incidencia ajustada para gliomas mixtos de
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0.17 (0.16-0.18)/100.000 habitantes-afio, no especificando qué proporcion de ellos fueron
anaplasicos (CBTRUS 2007-2008, 2009). De hecho, debido a la laxitud de criterios a la hora de
definir un tumor como oligoastrocitoma, la incidencia de este subgrupo histologico varia de
manera sustancial entre los diversos estudios y de institucion a institucion (Mueller et al., 2002).

La edad de presentacion, la localizacion, la presentacion clinica, y el aspecto
radiologico o macroscopico, no son especificos de esta entidad tumoral presentando
habitualmente caracteristicas propias del astrocitoma anaplasico y del oligodendroglioma
anaplasico.

Desde el punto de vista histopatologico puede dividirse en variedad “bifasica” o
“compacta”, en que las areas de componente oligodendroglial y astrocitario estan yuxtapuestas
y claramente definidas, o variedad “entremezclada” o “difusa” en la que ambos componentes se
funden sin que exista una frontera clara entre ellos. La proporcién necesaria de ambas
poblaciones tumorales para llegar al diagnéstico de oligoastrocitoma es un tema debatido en la
literatura. Mientras que algunos autores consideran un tumor como oligoastrocitario si posee
una proporcion de células atrocitarias igual o superior al 10% (Krouwer et al., 1997), la EORTC
(European Organization for Research and Treatment of Cancer) y la RTOG (Radiation
Therapy Oncology Group) definieron como oligoastrocitomas aquellos tumores astrocitarios
que contuvieran una proporcion igual o superior al 25% de celularidad oligodendroglial (van
den Bent, 2000). Los signos histolégicos de malignidad pueden estar presentes en el

componente oligodendroglial, en el astrocitario o en ambos (von Deimling et al., 2007).

2.3.1 GENETICA MOLECULAR

No se conocen alteraciones genéticas especificas que distingan los oligoastrocitomas
anaplasicos de los oligodendrogliomas anaplésicos o de los astrocitomas anaplasicos, siendo las
alteraciones genéticas y cromosomicas en los gliomas mixtos muy heterogéneas (Reifenberger y
Louis, 2003). Mientras que en algunos estudios las alteraciones genéticas en la parte
oligodendroglial y astrocitaria del tumor han mostrado ser idénticas, indicando un origen
monoclonal del oligoastrocitoma, otros trabajos publicados han demostrado la existencia de
heterogeneidad en las alteraciones genéticas observadas en la parte astrocitaria u
oligodendroglial de la lesion (Kraus et al., 1995; Qu et al, 2007; Riemenschneider y
Reifenberger, 2009).
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Aproximadamente un 30% de los oligoastrocitomas presentan alteraciones genéticas
tipicas de los astrocitomas difusos, esto es, mutaciones de 7P53 y 17p y ausencia de LOHIp19q
(Mueller et al., 2002; Reifenberger et al., 1994; Walker et al., 2006).

Por el contrario el 50-70% de los oligoastrocitomas presentan alteraciones moleculares
tipicas de los oligodendrogliomas, esto es, presencia de LOH/p (Reifenberger et al., 1994; Ueki
et al., 2002) de modo que aquellos que presentan delecion de Ip también presentan LOH/9¢g
(Smith y Jenkins, 2000). Del mismo modo que en los oligodendrogliomas puros, la pérdida de
heterocigosidad de Ipl9q presente en el 50-70% de los oligoastrocitomas, lo estd con
independencia del grado histoldgico, lo que sugiere que esta alteracion genética es un evento
precoz en el desarrollo de las neoplasia (Kraus et al., 1995; Reifenberger et al., 1994; Smith y
Jenkins, 2000; Ueki et al., 2002).

Es importante tener presente que dadas las diferencias en los criterios de diagndstico de
oligoastrocitoma, la comparacion de series y resultados procedentes de instituciones distintas
puede no ser adecuada, siendo en ocasiones las eventuales diferencias encontradas mas
atribuibles en realidad a la variabilidad diagnostica, que a diferencias bioldgicas reales

(Reifenberger y Louis, 2003).
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Figura 7. Alteraciones genéticas y secuencia de aparicion en el tiempo Modificado de

Riemenschneider et al. (Riemenschneider y Reifenberger, 2009)

Células precursoras gliales bipotenciales?

Localizacion no temporal Localizacion_temporal
Predominantemente oligodendroglial Predominantemente astrocitario
Pérdida de heterocigosidad de 1p 19q Mutacién TP53

Traslocacion t(1519)(q10;p10) Pérdida de heterocigosidad de 17p

Ganancia de 7

v

Oligoastrocitoma (Grado II)

Pérdida de heterocigosidad de 9q
Deleccion / metilacion de CDKN2A/B

Deleccién / metilacién de p14%F Amplificacion de EGFR, PDFRA (infrecuente)
Deleccion / mutacion de CDKN2C Otras ganancias cromosdmicas

Pérdida de heterocigosidad de 10q

Mutacion de PTEN

Otras pérdidas cromosdmicas

Oligoastrocitoma anaplésico (Grado III)
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3. TRATAMIENTO ACTUAL

Después de varias décadas sin cambios significativos en la supervivencia de los gliomas
malignos, asistimos en el ultimo lustro a una tendencia firme hacia un aumento de supervivencia
en estos pacientes.

Ello es probablemente debido, en opinion de los expertos, a diversos avances en los
estandares de tratamiento de los Gltimos afios, de modo que nos encontramos en la actualidad en
un momento de cierto optimismo (Van Meir et al., 2010).

Como sera expuesto en el apartado siguiente, los factores pronosticos clinicos clasicos
como la edad y el estado funcional continian demostrando un valor pronostico decisivo, de
manera que en este sentido, los avances terapéuticos no parecen haber aportado demasiado, no
siendo capaces todavia de modificar la historia natural de la enfermedad. Sin embargo, existe un
subgrupo seleccionado de pacientes en el que los avances terapéuticos estan mostrando sus
frutos, y por ello resulta cada vez mas frecuente el observar curvas de supervivencia con
medianas que superan los datos clasicos.

En conjunto, el estandar terapéutico para los gliomas malignos contintia siendo en la
actualidad multidisciplinar y basado en cirugia, radioterapia y quimioterapia. Las Guias de
Practica Clinica en Oncologia de la “National Comprehensive Cancer Network” (“NCCN
Clinical Practice Guidelines in Oncology”), en su ultima actualizacion de 2010 recomiendan
como norma general que los pacientes con tumores cerebrales sean referidos a profesionales con
experiencia en el manejo y diagndstico de estos (www.nccn.org). El algoritmo de estas guias

para los pacientes con gliomas anaplasicos se expone en la Figura 8.:
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Figura 8. Algoritmo terapéutico para gliomas anaplasicos (www.nccn.org)

= . o
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resection not feasible or
Subtotal resection
(MRI after resection}"
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PATHOLOGY ADJUVANT FOLLOW-UP®
TREATMENT
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Consider 1p19q analysis + | or Combined chemoradiation! |— |every 2-4 mo
(category 1 for prognostic marker) (category 3 off clinical trial, for 2-3y, then

category 2A on trial) less frequently

This pathway includes the classification of mixed anaplastic oligoastrocytoma (AOA), anaplastic
astrocytoma (AA), anaplastic oligodendroglioma (AO), and other rare anaplastic gliomas. NCCN
Categories of Evidence and Consensus: Categoryl - There is uniform NCCN consensus, based on high-
level evidence, that the recommendation is appropriate. Category 24 - There is uniform NCCN consensus,
based on lower level evidence including clinical experience, that the recommendation is appropriate.
Category 2B - There is non uniform NCCN consensus (but no major disagreement), based on lower-level
evidence including clinical experience, that the recommendation is appropriate. Category 3 - There is
major NCCN disagreement that the recommendation is appropriate. All recommendations are category 24
unless otherwise noted.

El tratamiento debe basarse, tal como puede observarse en el esquema en la maxima

reseccion segura, debiéndose confirmar el grado de exéresis mediante una prueba de imagen. La
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aplicacion de quimioterapia local con obleas de carmustina (Gliadel®) es recomendado con un
grado de evidencia 2B.

En cuanto al tratamiento complementario, se considera como estandar la radioterapia
postoperatoria (Stupp et al., 2006), si bien por analogia con el glioblastoma se acepta el
tratamiento con radioterapia y quimioterapia (temozolamida), aunque se acepta para esta
recomendacién un nivel de evidencia 2A en el seno de ensayos clinicos y 3 fuera de éstos.

El conjunto de variables que probablemente hayan influido en el incremento de la
supervivencia de los pacientes con glioma maligno son por una parte las nuevas herramientas en
radioterapia, que permiten una mejor conformacion de los campos de irradiacién y un ajuste al
maximo de las dosis optimizando de este modo la eficacia con minima toxicidad. Por otro lado
la quimioterapia con temozolamida ha supuesto una importante mejoria en lo referente a
eficacia, perfil de toxicidad y comodidad para el paciente. En cuanto a la cirugia, determinados
avances acontecidos en los ultimos afios han supuesto también un incremento de la eficacia y
sobre todo de la seguridad para los pacientes de los procedimientos neuroquirtirgicos.

En el siguiente apartado se exponen los principales aspectos relacionados con el

tratamiento quirurgico de los gliomas anaplasicos.

3.1. CONSIDERACIONES SOBRE EL TRATAMIENTO QUIRURGICO DE
LOS GLIOMAS ANAPLASICOS

Los gliomas anaplasicos constituyen, tal como se ha expuesto previamente, un grupo
heterogéneo de lesiones con comportamiento bioldgico diverso, sin embargo, en todos ellos el
neurocirujano posee un papel relevante. En los tltimos tiempos, y debido fundamentalmente al
avance en el conocimiento de la biologia molecular de algunos tumores y de la terapéutica del
cancer en general, a los procedimientos quirurgicos clasicos con fines diagnosticos o exeréticos,
se ha sumado un resurgir de las terapias locales. Ello ha supuesto un fuerte nexo de union entre
neurocirujanos, oncdlogos médicos, oncologos radioterapeutas y demds especialistas implicados.

Por otra parte, el desarrollo de sofisticadas técnicas de neuroimagen y su aplicabilidad
practica en el disefio de la estrategia quirurgica o durante el propio acto quirurgico, han
reforzado la relacion entre neurocirujanos y radidlogos. Por todo ello, los equipos
multidisciplinarios son en la actualidad el pilar fundamental sobre el que se sostiene el

diagnostico y tratamiento de los pacientes con tumores del sistema nervioso central, debiendo
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entenderse la cirugia como una parte complementaria de las otras disciplinas y éstas, asi mismo,
como complementos de la cirugia.

La cirugia debe contribuir en primer lugar a un diagnostico preciso. Las nuevas técnicas
de neuroimagen basadas en el estudio del flujo sanguineo cerebral por RM, espectroscopia o
PET, han supuesto un gran avance en la presuncion diagnostica de los tumores cerebrales. Sin
embargo, el estudio anatomopatoldgico de la lesion continua siendo en la actualidad el estandar
diagndstico. De ello depende no sélo el tratamiento del paciente, sino que la obtencidén de
material suficiente para la caracterizacion molecular de las lesiones (Brell et al., 2005;
McLendon et al., 2005).

En aquellos tumores no tributarios de reseccidon quirurgica, la obtencion de muestra para
diagndstico puede efectuarse mediante técnicas de estereotaxia clasica, estereotaxia sin marco
guiada por neuronavegacion, endoscopia o cirugia a cielo abierto. En este caso, el problema de
las discrepancias diagnosticas puede verse agravado debido al menor tamafio de la muestra,
habiéndose descrito discrepancias entre el diagndstico obtenido por biopsia y por reseccion en
mas de un tercio de los casos (Jackson et al., 2001). Por otro lado, la heterogeneidad
caracteristica de los gliomas supone que en el seno del mismo tumor puedan coexistir areas con
diferente grado histoldgico. Por ello, el neurocirujano consciente de este problema, procura
seleccionar varias dianas de biopsia en el intento de mejorar la representatividad de la misma.
Desgraciadamente la seleccion de las areas a biopsiar se efectia, ain hoy en dia, en la mayoria
de los centros de nuestro entorno, basandose en la presencia o no de captacion de contraste. No
obstante, es bien conocido que entre el 9 y el 30% (segun las series) de los gliomas no captantes
de gadolinio son de alto grado, que alrededor del 20% de los gliomas de bajo grado captan
contraste y que incluso un 4-5% de los GB no captan (Ginsberg et al., 1998; Scott et al., 2002).
El desarrollo de nuevas técnicas de neuroimagen y la universalizacion de las mismas permitira
una seleccion guiada de las dianas disminuyendo asi las probabilidades de “infradiagnosticar” la
lesion (Roessler et al., 2007).

Pero ademas, la cirugia de los tumores del sistema nervioso tiene como objetivo
prioritario el alivio sintomatico del paciente y con ello una mejora en su calidad de vida. En
situaciones con masas tumorales de gran volumen que producen hipertensiéon intracraneal o
compresion medular severa el tratamiento quirtirgico es prioritario y debe realizarse lo antes
posible. El desplazamiento de la linea media, es un hecho frecuente en los pacientes afectos de
tumores cerebrales habiéndose determinado su existencia hasta en un 74% de los casos en
algunas series; el tratamiento con terapias adyuvantes es casi imposible si previamente no se

efectia una disminucidon del efecto de masa y de la presion intracraneal. La focalidad
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neurologica del paciente puede mejorar tras la intervencion quirdrgica al disminuir el efecto de
masa que sobre las estructuras nerviosas adyacentes ejerce el tumor (Whittle et al., 1998), e
inclusive algunas series de la literatura relacionan una mayor tasa de complicaciones quirurgicas
y secuelas neurologicas tras las resecciones parciales (Brell et al., 2000; Sawaya et al., 1998).

Es importante destacar que independientemente del subtipo histologico, en
aproximadamente un 7% de los gliomas que asientan sobre areas elocuentes, existe funcion
neuroldgica preservada en el seno del tumor (Sawaya et al., 1998; Sawaya, 1999).

En estos tumores las técnicas de RM funcional, la tractografia, la magnetoencefalografia,
etc., son de vital importancia en el disefio de la estrategia quirurgica y la neuronavegacion, las
técnicas de imagen intraoperatoria y sobre todo la estimulacion cortical intraoperatoria,
herramientas imprescindibles para el neurocirujano.

Debido a que el estado funcional del paciente condicionara el tratamiento
complementario radio y quimioterapico a seguir, la cirugia debe perseguir como objetivo que el
maximo numero posible de pacientes sean tributarios de estas terapias, inclusive aquellos que
preoperatoriamente no lo serian.

La extirpacion de un tumor cerebral supone ademas en muchas ocasiones la
erradicacidon de un foco epileptogeno librando en algunos casos al paciente de la necesidad de
tratamiento farmacoldgico y disminuyendo el riesgo potencial de comicialidad refractaria
(Glantz et al., 2000; van Breemen et al., 2007).

A su vez, el tratamiento quirurgico permite en muchas ocasiones disminuir de forma
significativa o incluso suspender la dosis de corticoides de los pacientes. Esto posee una
importancia vital en la calidad de vida de éstos, ya que desgraciadamente en ocasiones
desarrollan efectos secundarios severos tras tratamientos prolongados. Los corticoides
interaccionan, ademas con algunos farmacos anticomiciales, dificultan la interpretacion de las
pruebas de neuroimagen en el seguimiento evolutivo de los pacientes y, lo que es mas
importante, algunos estudios sefialan que pueden disminuir la eficacia del tratamiento
quimioterapico por inducir en el tumor expresion de MGMT (Ueda et al., 2004; Weller et al.,
1997).

Por ultimo destacaremos que la cirugia disminuye el “pool” de células neoplasicas
favoreciendo la actuacién de las terapias complementarias. De hecho, cada vez se concede
mayor importancia al volumen de tumor residual tras la intervencion (Lacroix et al., 2001)
frente al volumen de tumor extirpado. Los ensayos clinicos multicéntricos mas recientes sobre
tratamiento radio-quimioterapico en gliomas confirman una mayor respuesta al tratamiento en el

grupo de pacientes sometidos a resecciones completas (Gorlia et al., 2008; Stupp et al., 2007).
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Desde un punto de vista patogenético los gliomas son una enfermedad clonal en la que
la acumulacidon de determinadas alteraciones genéticas origina la aparicion de una primera
célula neoplasica y a partir ésta se origina el tumor. Durante el crecimiento y progresion del
mismo van sumandose nuevas alteraciones moleculares produciéndose la heterogeneidad
genotipica y fenotipica caracteristica de los gliomas, y una evolucion hacia formas
biologicamente mas agresivas. Por ello, al menos en un plano tedrico, deberia existir alguna fase
incipiente del glioma en la que éste podria ser curable mediante exéresis quirurgica.
Desgraciadamente, la realidad de la practica clinica diaria es que en el momento del diagnostico
de un glioma, las células tumorales infiltran el parénquima cerebral mas alla de los limites
definidos por la captacion de contraste en la TC o RM, e incluso superan el area de hipersefial
peritumoral de las secuencias potenciadas en T2 de la RM. Se calcula que menos de un 50% del
volumen real del tumor queda incluido en el area de realce de contraste que en realidad
representa simplemente la disrupcion de la barrera hematoencefalica.

De este modo, si asumimos que un glioma de alto grado contiene entre 10'' - 10"
células cuando es diagnosticado, una exéresis de un 90-99% (es decir de 1 a 2 log) del mismo
supondria que entre un 10° - 10"’ células permanecen en el lecho de reseccion (Saleman et al.,
1996). Sin embargo, la densidad de células malignas infiltrantes decrece con la distancia al
centro de la masa tumoral y por ello a mayor radicalidad de la reseccion, menor poblacion de
células neoplésicas residual sobre las que deberan actuar las terapias complementarias (Mitchell
et al., 2005).

Existen otras razones tedricas por las que las terapias complementarias incrementan su
eficacia tras las resecciones completas y estan sustentadas por trabajos experimentales: tras la
cirugia se suceden en el parénquima cerebral cambios en el flujo sanguineo y en el metabolismo,
se eliminan células resistentes, se facilita la apertura de la barrera hematoencefalica y por tanto
la capacidad de penetracion de los agentes quimioterapicos, y se produce una redistribucion de
células quiescentes a un estado metabolico mas activo por reduccion de la poblacion celular
(Salcman et al., 1996).

En el ultimo lustro, las nuevas técnicas de neuroimagen funcional y la estimulacion
cortical intraoperatoria han cambiado muchos de los convencionalismos sobre irresecabilidad de
lesiones asentadas en las llamadas areas elocuentes. El planteamiento cldsico asumia una
estructura cerebral de acuerdo a una organizacion funcional fija e idéntica en todos los
individuos. Sin embargo hoy sabemos que existe una gran variabilidad interindividual de estas
areas y que algunos gliomas de crecimiento lento pueden provocar una remodelacion funcional

de las zonas que invaden, lo que podria explicar porqué a pesar de ser lesiones de crecimiento
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infiltrativo, no producen focalidad neurologica en algunos pacientes (Tzourio-Mazoyer et al.,
2004).

Por lo tanto, la organizacion funcional del cerebro no es estatica sino que existe cierta
plasticidad cerebral en el adulto. Los fundamentos neurobioldgicos de esta plasticidad no son a
dia de hoy conocidos, del mismo modo que se desconocen los motivos por los que ésta se pone
de manifiesto so6lo en algunos pacientes (Duffau et al., 2002; Duffau, 2005). Entre los
mecanismos que se barajan como implicados en la misma se especula con fenomenos de
modulacion en la eficacia sinaptica (Byrne, 1997), aparicion de conexiones latentes (circuitos
redundantes) (Jacobs y Donoghue, 1991) o mecanismos de neurogénesis (Gross, 2000).

La recidiva o progresion de los tumores gliales tras el tratamiento es desgraciadamente
una constante y por ello la necesidad de considerar un re-tratamiento una situacion muy
frecuente en la practica clinica.

Si bien una vez mas no existe evidencia clase I al respecto, las Guias de Practica Clinica
en Oncologia de la NCCN incluyen la reseccion quirtirgica como primer paso, siempre que sea

posible, en el tratamiento de los gliomas de alto grado en recidiva o progresion (Figura 9.):
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Figura 9. Algoritmo terapéutico para gliomas anaplasicos en recidiva/progresion

(www.nccn.org)
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This pathway includes the classification of mixed anaplastic oligoastrocytoma(AOA), anaplastic astrocytoma (AA),
anaplastic oligodendroglioma (A0), and other rare anaplastic gliomas. NCCN Categories of Evidence and Consensus:
Categoryl - There is uniform NCCN consensus, based on high-level evidence, that the recommendation is appropriate.
Category 24 - There is uniform NCCN consensus, based on lower level evidence including clinical experience, that the
recommendation is appropriate. Category 2B - There is non uniform NCCN consensus (but no major disagreement),
based on lower-level evidence including clinical experience, that the recommendation is appropriate. Category 3 -
There is major NCCN disagreement that the recommendation is appropriate.

All recommendations are category 24 unless otherwise noted.

En los pacientes con diagndstico de glioma grado III en recidiva o progresion, la
obtencion de una nueva muestra histologica permitird ademas valorar el eventual viraje de la
lesion hacia un grado histologico mas agresivo, asi como plantear la opcion de efectuar algun
tipo de terapia local.

En los tultimos afios asistimos a un resurgir de las terapias locales en el tratamiento de
los gliomas. El fundamento sobre el que se sustentan todas ellas es por una parte el hecho de
que obvian muchas de las limitaciones de los tratamientos convencionales, por ejemplo la
toxicidad sistémica de la quimioterapia, la dificultad de penetracion al neuroeje de algunos

farmacos por la existencia de barrera hemato-encefalica o los efectos secundarios de la
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radioterapia, y por otra parte, sobre el hecho de que la velocidad de replicacion de las células en
un glioma de alto grado es tan elevada, que un tratamiento cuyo efecto comience en el mismo
momento de la intervencion tendria tedricamente ventajas claras en términos de eficacia.

Esta modalidad terapéutica implica especialmente a los neurocirujanos puesto que
requiere de la colocacidn de catéteres en el seno del tumor o en la cavidad del lecho quirargico,
y la instilacion de farmacos durante dias. Los catéteres son implantados mediante
procedimientos estereotacticos o tras la reseccion del tumor a cielo abierto. Los pacientes
requieren de vigilancia y cuidados especificos por parte del neurocirujano y la tasa de
complicaciones derivadas de los propios tratamientos o de la técnica de administracion del
farmaco no es desdefiable. Por el momento, excepto los implantes de carmustina, el resto se
efectian en la mayoria de los casos en el seno de ensayos clinicos y en pacientes en recidiva o
progresion.

En la Tabla 2. se resumen de manera esquematica las principales modalidades de terapia

local:
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Tabla 2.: Principales tipos de terapia local para tratamiento de los gliomas de alto grado

Tipo Sustancia

Fundamento

Resultados

Quimioterapia local Polimero: poly (acido

Gliadel® carboxifenoxipropano/sebacico)
anhydrido + carmustina (3.85%;
7.7mg/oblea)
Radioterapia Solucién acuosa I 125 (dosis
intracavitaria media 50Gy)
Gliasite®

Terapia virica
Cerepro®

Vectores virales y virus
oncologicos

Terapia con Transferrin- CRM107

citotoxinas (transferrina + toxina diftérica
Transmid® modificada genéticamente
Inmunoterapia Inmunoestimulantes, vacunas,
anticuerpos especificos, citokinas,
linfocitos tratados
Biorreactores Endostatina
Stem cells

Se alcanzan mayores
concentraciones locales,
liberacion durante 2-3
semanas.

Menor toxicidad que la
radioterapia convencional
con dosis equivalentes

Toxicidad selectiva sobre
las células neoplasicas

Toxicidad selectiva sobre
las células neoplasicas

Estimular la respuesta
inmune frente a la neoplesia

Liberacion local y
controlada del agente toxico

Células con capacidad de migracion y “persecucion” de células

tumorales, manipuladas genéticamente para producir sustancias
con actividad terapéutica

Demostrada su eficacia
en estudio fase III para
glioblastoma en primera
linea y recurrencias

Poca toxicidad.
Resultados sobre
eficacia preliminares
aunque positivos

Poca toxicidad.
Resultados sobre
eficacia preliminares

Poca toxicidad.
Resultados sobre
eficacia preliminares

Resultados dispares

Fase experimental

Fase experimental
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4. VALORACION PRONOSTICA: UN PROBLEMA CLINICO

De todo el espectro de tumores gliales, los gliomas anaplasicos, y en especial los
astrocitomas anaplasicos son los mas enigmaticos debido a los criterios patologicos de
diagnostico, al comportamiento bioldgico incierto y a su curso clinico impredecible.

La supervivencia global y libre de enfermedad de los pacientes afectos varia desde
algunos meses (similar a la de los pacientes con diagndstico de glioblastoma) a varios afios
(similar a la de los pacientes con diagnostico de glioma de bajo grado). Esto hace que en la
actualidad, no exista para estos tumores una estrategia Optima y universalmente aceptada de
tratamiento.

Al margen de la potencial heterogeneidad real, muchas de las diferencias y
contradicciones reportadas en la literatura pueden atribuirse a problemas metodoldgicos (See y
Gilbert, 2004). En primer lugar, existen pocos estudios realizados en series puras de gliomas
anaplasicos, incluyendo la mayoria de las series pacientes con diagnostico de glioblastoma,
cuyo comportamiento y prondstico son radicalmente distintos.

En segundo lugar, debido a que los gliomas son tumores histolégicamente heterogéneos,
los pequefios fragmentos obtenidos para diagnostico mediante procedimientos estereotaxicos,
pueden no ser representativos de la totalidad del tumor. Asi Jackson et al. (Jackson et al., 2001)
demuestran en una serie de pacientes sometidos a biopsia estereotaxica y posteriormente
reintervenidos para exéresis en un plazo de 60 dias desde la primera cirugia, un 38% de
discordancias entre el diagnéstico histoldgico inicial y el de la pieza completa. Del mismo modo
McGirt et al. (McGirt et al., 2003) describen disparidad de resultados en el 21% de los casos de
una serie de 43 pacientes. Este dato, que de entrada puede parecer poco relevante, resulta
fundamental si se analizan detalladamente las escasas series publicadas centradas
exclusivamente en gliomas anaplasicos. Sorprendentemente en algunas de estas series, mas del
40% de los diagnosticos histoldgicos fueron efectuados sobre muestras obtenidas mediante

procedimientos estereotaxicos (Tabla 3.):
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Tabla 3.: Series de gliomas anaplasicos
Biopsias
Serie / Autor / afio n .
(%)

Long-Term Survival in Treated Anaplastic Astrocytomas 149 38
Fischbach et al., 1991
Influence of an Oligodendroglial Component on the Survival of Patients with
Anaplastic Astrocytomas: A Report of Radiation Therapy Oncology Group 83-02 109 45
Donahue et al., 1997
Clinicopathologic Study of 85 Similar Treated Patients with Anaplastic Astrocytic
Tumors 66 43
Perry et al., 1999
Prognostic Implication of Clinical, Radiologic, and Pathologic Features in Patients
with Anaplastic Gliomas 95 30
Tortosa et al., 2003
Diagnostic, treatment, and demographic factors influencing survival in a
population-based study of adult glioma patients in the San Francisco Bay Area 105 31

Wrensch et al., 2006

"Porcentaje de pacientes diagnosticados mediante biopsia estereotéxica

En tercer lugar, aunque hoy en dia la clasificacion histoldgica universalmente aceptada

y mas extendida es la de la OMS, existen otras clasificaciones que no son estrictamente

superponibles a €sta, y que han sido empleadas en el pasado, lo que debe tenerse muy en cuenta

a la hora de comparar distintas series o extrapolar resultados de las mimas (Tabla 4.):
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Tabla 4.: Clasificaciones histopatolégicas. Tomado de See et al. (See y Gilbert, 2004)
Grading System Grades
Grade I diffuse Grade III anaplastic Grade IV glioblastoma
WHO 2006 .
astrocytoma astrocytoma multiforme
Well-differentiated Increased cellularity. Poorly differentiated,
fibrillary or Nuclear pleomorphic
gemistocytic neoplastic  atypia. Marked mitotic astrocytic neoplastic cells,
astrocytes. Moderately activity. marked nuclear atypia. Brisk
increased cellularity. No microvascular mitotic activity.
Mitotic proliferation Microvascular
activity generally OF necrosis. proliferation and/or necrosis.
absent.
. I jate- . .
Ringertz Astrocytoma ntermediate-ype Glioblastoma multiforme
astrocytoma
Mi ;
idly mere ased Moderate pleomorphic
cellularity. .
. . astrocytes. Markedly pleomorphic
Mild nuclear atypia. . L
Mitotic activity present. astrocytes.
Scant . ;
o . Moderate vascular High cellularity. Frequent
mitotic activity. No . . S .
vascular proliferation mitotic activity. Increased
; ) may be seen. No vascularity. Necrosis present.
proliferation or .
. necrosis.
necrosis.

Astrocytoma grade 1,

Kernohan and fibrillary Astrocytoma grade 2, Astrocytoma grade 3 and 4,
Sayre and protoplasmic astroblastoma glioblastoma multiforme
astrocytoma
Increased cellularity. Marked
ereased celtariy. e it
well differentiated bpap P ' bp o
X No activity. Vascular
neoplastic astrocytes. N .. . .
mitotic activity or proliferation
necrosis. and necrosis present. The
degree of above changes
separates grade 3 from 4.
t. Anne-M
S clrlili(eeria ayo Astrocytoma grade 2 Astrocytoma grade 3 Astrocytoma grade 4
1. Nuclear atypia
2. Mitotic a(.:nvny . . Three or four criteria
3. Endothelial One criterion present. Two criteria present. resent
proliferation p '
4. Necrosis

The translation of a grade from one grading schema to another is demonstrated by the overlap of the cells in the table;
for example, astrocytomas with mitotic activity, cellular pleomorphism, and microvascular proliferation would be
classified as “intermediate-type astrocytoma” or “GBM” according to the Ringertz or WHO schema, respectively.

The Kernohan schema can also be described to separate astrocytomas into two groups, low-grade astrocytomas
(Kernohan grades 1 and 2) and high-grade astrocytomas (Kernohan grades 3 and 4).
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El ultimo aspecto a considerar y motivo de debate en foros actuales de neurooncologia,
es el hecho de que existe un cierto componente de subjetividad en la interpretacion
histopatologica de cualquier lesion tumoral, lo que disminuye claramente la reproducibilidad y
la coincidencia en los diagndsticos incluso entre neuropatologos expertos (Compostella et al.,
2007; Gadji et al., 2009).

La OMS establece como caracteristicas histopatoldgicas principales de los gliomas
anaplasicos el ser difusamente infiltrativos, con celularidad aumentada, atipia nuclear y marcada
actividad mitotica (Louis et al., 2007). En el caso concreto de los oligoastrocitomas anaplasicos
al no existir marcadores especificos, el diagnéstico puede resultar especialmente complejo en
casos con considerable pleomorfismo. Por ello, un tumor clasificado como glioma anaplasico
por un determinado patdlogo puede no serlo segun el criterio de otro. En el estudio
multicéntrico fase II de temozolomida en pacientes con recidiva de astrocitoma anaplasico y
oligoastrocitoma anaplasico publicado en J Clin Oncol (Yung et al., 1999), sélo el 69% de los
casos incluidos inicialmente en el estudio, fueron considerados tras la revision histopatoldgica
central como astrocitomas anaplésicos u oligoastrocitomas anaplasicos.

Todos estos datos llevan a la conclusion de que los criterios de diagnostico clasicos
basados en la histologia tumoral que, no s6lo se emplean en la actualidad, sino que siguen
siendo el estandar de oro para el diagnostico de los tumores gliales, son claramente imperfectos.
Por ello, resulta de vital importancia avanzar en la investigacion de la genética molecular de los
gliomas para que, a medida que se profundice en el conocimiento de la misma, puedan irse
definiendo factores moleculares que de manera objetiva clasifiquen el tumor de una forma
precisa y reproducible en cualquier centro. Ello conducird en un futuro probablemente no muy

lejano, a una reclasificacion de estos tumores, mas alla de aspectos puramente histopatologicos.

5. FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS

“A prognostic factor is any measurement available at the time of surgery that
correlates with disease free or overall survival in the absence of systemic adjuvant
therapy and thus conveys information on the natural course of the disease. In
contrast, a predictive factor is any measurement associated with response to a

given therapy” (Riemenschneider y Reifenberger, 2009)
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“An ideal predictive marker should allow selection of patients for a certain therapy,
which would be useless in the absence of that test result”

(van den Bent y Kros, 2007)

La informacion sobre los factores prondsticos y predictivos inherentes a cada tumor y a
las distintas variantes de los mismos es la base para poder efectuar un manejo Optimo del
paciente y un tratamiento adecuado en cada caso (Louis et al., 2007).

Los factores prondsticos se relacionan con la supervivencia global o libre de progresion.
Aunque por definicion no implican respuesta al tratmiento, pueden influir en la toma de
decisiones en la practica clinica, por ejemplo a la hora de indicar tratamiento complementario a
un paciente concreto tras la intervencion quirurgica, o a la hora de disefiar la estrategia de
seguimiento y planificar la frecuencia con la que efectuar las pruebas radioldgicas de control.
Ademas, suelen ser empleados para definir subgrupos homogéneos de pacientes en los ensayos
clinicos (Riley et al., 2009).

Por el contrario, son factores predictivos aquellos que indican la probabilidad de que un
determinado paciente se beneficie de un tratamiento especifico, es decir, se relacionan
directamente con la respuesta a un determinado tratamiento (McShane et al., 2005).

Se publican cada afio cientos de estudios relacionados con potenciales factores
prondsticos en cancer, pero desafortunadamente la calidad metodologica de la mayoria de ellos
es cuestionable. La evidencia ha puesto de manifiesto en la ultima década que bien por
problemas de disefio, por andlisis inadecuado o por acumulo de sesgos, los estudios sobre
factores prondsticos resultan en demasiadas ocasiones contradictorios o confusos (Kyzas et al.,
2007).

Por otra parte, la variabilidad clinica, histopatologica, biomolecular y genética
caracteristica de los gliomas supone un desafio constante para los clinicos que carecen hasta el
momento de un modelo predictivo y prondstico suficientemente sensible y especifico (Ramirez
et al., 2010). Se hace por ello necesario un progreso en este sentido para que los resultados

obtenidos sean suficientemente sélidos y clinicamente relevantes (Hinestrosa et al., 2007).
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5.1. FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS CLINICO-PATOLOGICOS

5.1.1. CLINICOS

Del mismo modo que en el glioblastoma, la edad, el estado funcional valorado segun la
escala de Karnofsy (Anexo I) y el estado cognitivo medido por el Minimental Test de Folstein
(Anexo III) (Burger y Green, 1987; Curran et al., 1993; Folstein et al., 1975; Kleihues et al.,
2002; Salminen et al., 1996) en el momento del diagndstico, son las variables clinicas con
mayor influencia pronostica en los pacientes con glioma anaplasicos, ya sean astrocitomas
anaplasicos, oligodendrogliomas anaplasicos u oligoastrocitomas anapldsicos (Buckner, 2003;
Curran et al., 1993; Daumas-Duport et al., 1997; Korshunov et al., 2002; Perry et al., 1999;
Puduvalli et al., 2003; Tortosa et al., 2003).

Es universalmente aceptado que la edad avanzada es un factor de mal prondstico en los
gliomas anaplasicos, si bien el punto de corte que determina los subgrupos de mejor o peor
pronostico para esta variable no ha sido claramente establecido y varia en las distintas series
publicadas. Probablemente el valor pronéstico de la edad, traduzca en realidad determinadas
alteraciones moleculares (Kunwar et al., 2001).

El otro factor pronostico clinico relevante es el estado funcional post-cirugia, de modo
que aquellos pacientes con diagndstico de glioma anaplasico y KPS > 80 presentan una clara
ventaja prondstica en la serie de Tortosa et al. (Tortosa et al., 2003). Otro factor clinico que ha
mostrado influencia prondstica fundamentalmente en algunas series de tumores
oligodendrogliales es la presentacion clinica en forma de crisis comiciales (Jaeckle et al., 2006).
Sin embargo, es un hecho evidente que los factores clinicos solo explican parte de la

variabilidad evolutiva de los pacientes.

5.1.2. RADIOLOGICOS

El gran avance en las técnicas de neuroimagen de las ultimas décadas y su mayor
disponibilidad, han permitido profundizar en la busqueda de caracteristicas radioldgicas con
valor pronostico.

El desarrollo de nueva tecnologia que permita identificar determinados aspectos

radiologicos con valor prondstico o predictivo fiables y reproducibles resultara de gran utilidad
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en la practica clinica diaria. En este sentido la localizacion anatomica del tumor, el volumen
planimétrico y geométrico del mismo, la presencia de necrosis radioldgica, la existencia de
captacion de contraste y el patrén de la misma o el depdsito en el tumor de determinados
radiotrazadores isotopicos, han mostrado influencia prondstica en algunas series (Buckner, 2003;
Cairncross et al., 1998; Cao et al., 2006; Tortosa et al., 2003). Ahora bien, persiste en la
actualidad cierta controversia al respecto ya que los resultados de muchas de estas series no han
podido ser reproducidos por otros autores.

Del mismo modo, las técnicas de perfusion-difusion por RM han sido empleadas para
predecir preoperatoriamente el grado histologico de los gliomas, sin embargo, la enorme
heterogeneidad del flujo y volumen sanguineos (rCBV y rCBF) de estos tumores y en especial
de los oligodendrogliomas, hace que hasta la fecha no existan resultados soélidos al respecto
(Kapoor et al., 2009), y que por tanto, hoy por hoy ninguna de estas técnicas haya podido
sustituir al estandar de oro (el andlisis histologico del tejido) en el diagndstico y valoracion
prondstica de los pacientes.

Por otra parte, es imprescindible sefialar que el gran avance en las técnicas de
neuriomagen acontecido en las ultimas décadas, ha supuesto también un cambio en el
planteamiento terapéutico de muchas de estas lesiones, permitiendo al neurocirujano realizar
una planificacion del abordaje quirGrgico con un mayor conocimiento de la localizacién
anatdmica de las areas funcionales, y de sus vias de proyeccion y su relacion respecto al tumor.
Esto ha permitido por una parte plantear una cirugia con fines exeréticos en algunos pacientes
en los que previamente se hubiera considerado exclusivamente la biopsia, pero ademas, es
probable que haya contribuido probablemente a una disminuciéon de la morbilidad del
tratamiento quirargico. Ello resulta de vital importancia ya que el estado funcional del paciente
en el periodo postoperatorio, condicionara el tratamiento complementario de radio-
quimioterapia que recibira. Por todo lo anteriormente expuesto, técnicas como la RM funcional,
o la tractografia (DTL: “Difusion Tensor Imaging”) han demostrado ser tremendamente utiles
para en neurocirujano tanto en la planificacién de la intervencién como en la ejecucion misma
del acto quirurgico. La generalizacion en el uso de estas técnicas junto con el apoyo de nuevos
asistentes quirtrgicos como la neuronavegacion, ha incrementado la confianza del cirujano a la
hora de identificar el tumor y de proteger las areas elocuentes proximas a o infiltradas por el

mismo (Piepmeier, 2009).
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5.1.3. HISTOLOGICOS

La clasificacion histologica contintia siendo en la actualidad esencial para disefiar la
estrategia terapéutica, y el estdndar para determinar el prondstico de los pacientes con glioma
(Ramirez et al.,, 2010). Algunas caracteristicas histologicas tienen una clara influencia
pronostica en los pacientes con diagnostico de glioma anaplasico. Asi, por ejemplo, la presencia
de un componente oligodendroglial se asocia a mayores supervivencias globales y libres de
progresion (Ohgaki y Kleihues, 2005).

Sin embargo, tal como ya se ha repetido en numerosas ocasiones a lo largo de este
trabajo, los gliomas son tumores muy heterogéneos, no sélo en lo que respecta a su curso clinico
y a la respuesta a los tratamientos, sino también desde el punto de vista histologico y molecular.
En términos generales, se acepta por lo tanto, que el prondstico es basicamente dependiente de
los aspectos histologicos pero que dentro de cada subgrupo histologico y de cada grado la
variabilidad es clinicamente significativa. Tal como se ha expuesto previamente, algunos
estudios han mostrado que al menos en parte, la variabilidad y, en ocasiones, los resultados
contradictorios, podrian deberse a diferencias de criterio entre neuropatdlogos (Behin et al.,
2003; Donahue et al., 1997).

Otras variables como el indice de proliferacion celular (Ki-67) (Coons et al., 1997), los
diferentes tipos de necrosis (Kleihues y Ohgaki, 1999; Korshunov et al., 2002; Ralte et al., 2001;
Tortosa et al., 2003) o la sobrexpresion de PTEN (Korshunov et al., 2002), han demostrado
también influencia pronoéstica en algunos estudios. No obstante, el valor prondstico de estos
factores contintia siendo controvertido en la actualidad y son por tanto necesarios mas estudios
que permitan profundizar en el andlisis del valor prondstico de estas y muchas otras
caracteristicas histoldgicas. Por ello, cada vez mas lineas de investigacion se centran en otro tipo
de marcadores, ya sean aspectos clinicos, radioldgicos o moleculares que complementen los

factores histologicos clasicos.

5.1.4. GRADO DE RESECCION

El valor pronostico del tratamiento quirdrgico en los astrocitomas malignos ha sido, y
sorprendentemente contintia siendo hoy en dia, punto de controversia en algunos foros y motivo
reiterado de publicaciones cientificas. A pesar de que los avances diagnosticos y terapéuticos

permiten en la actualidad a muchos pacientes con gliomas continuar con su vida cotidiana
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durante mas tiempo, y han supuesto un aumento considerable en el nimero de largos
supervivientes, la triste realidad es que la mediana de supervivencia de algunos de estos tumores
continua siendo similar a la del glioblastoma.

No existe evidencia clase I (y es probable que nunca exista) demostrando el impacto
prondstico en general, del tratamiento quirurgico en los pacientes con gliomas malignos. La
mejor evidencia disponible es clase II o clase III.

Afortunadamente, ciertos problemas metodoldogicos severos de los que adolecian la
mayoria de las series publicadas durante la década de los 80 incluso de los 90, van siendo
paulatinamente subsanados al tiempo que la balanza va inclinandose de manera reiterada hacia
la confirmacion del grado de reseccion como factor pronostico independiente de supervivencia
(Hales et al., 2010; Sanai y Berger, 2008). La heterogeneidad en la cohorte de tumores y de
pacientes analizados, junto con el modo en el que se valoraba el grado de reseccidén, han
contribuido en gran medida a la contradiccion de los resultados publicados. En muchos estudios
la determinacion del grado de reseccidon se sustentaba exclusivamente en la impresion del
cirujano y no en pruebas de neuroimagen objetivas, a pesar de que es bien conocido, habiendo
sido objeto de publicacion, el hecho de que sdlo en aproximadamente un cuarto de los casos en
los que en neurocirujano afirma haber efectuado una reseccién completa, ésta se confirma en las
pruebas de imagen postoperatorias (Albert et al., 1994).

En la actualidad, a pesar de las limitaciones persistentes en la calidad de los datos
publicados, cada vez cobra mas solidez el valor prondstico en términos de supervivencia y
calidad de vida, de la reseccion quirdrgica completa en los pacientes con astrocitomas de alto
grado (Buckner, 2003).

Sin embargo, a la hora de establecer la indicacidn de cirugia exerética en un paciente, el
neurocirujano deberd tener siempre presente que un aspecto fundamental es efectuar una
adecuada seleccion de los candidatos. Es probable que el impacto prondstico de la cirugia se
haya hecho mas patente en las ultimas décadas como consecuencia de la posibilidad creciente de
llevar a cabo citorreducciones cada vez mas amplias pero al mismo tiempo cada vez mas
seguras. La estimulacion eléctrica cortico-subcortical intraoperatoria, la neuronavegacion, la
RM vy la TC intraoperatorias, la cirugia guiada por 5-ALA, etc., han permitido a los
neurocirujanos incrementar el grado de reseccion preservando al maximo la funcion neurolégica.
No obstante, el tratamiento quirtrgico de los gliomas debe ser siempre individualizado. Es para
ello imprescindible un conocimiento preciso de la morbi-mortalidad de los procedimientos en
cada centro, y una adecuacion de recursos disponibles para cada caso. Sélo de este modo es

posible ofrecer al paciente y a sus familiares una informacion exacta de los riesgos y un
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tratamiento Optimo-adecuado para su caso particular (lo que clasicamente se ha llamado
“tailored surgery”), sin olvidar nunca que la cirugia como tratamiento, posee una capacidad
limitada sobre el control tumoral (Piepmeier, 2009).

Mencion aparte merecen los gliomas anaplasicos de localizacion medular, ya que
debido a su caracter infiltrativo la reseccidén radical puede ocasionar déficits neuroldgicos
inaceptables. Por ello, el objetivo de la intervencion quirirgica en estos casos debe limitarse a la
obtencion de muestra para diagnostico histoldgico y el alivio, en la medida de lo posible, del
efecto de masa producido por el tumor. El candidato quirurgico ideal es el paciente con
deambulacién autéonoma preoperatoriamente, ya que en ¢l, la intervencién puede demorar la
aparicion de déficits neurologicos por la enfermedad. Los pacientes con déficit motor instaurado,
pueden beneficiarse del tratamiento quirurgico en el intento de preservar la funcién esfinteriana.
Sin embargo, los pacientes que en el momento del diagndstico ya presentan una pérdida
completa de la funcidn neuroldgica, no se beneficiaran de la intervencion desde el punto de vista
sintomatico. En aquellos casos con clinica de instauracion lenta es habitual, y por otra parte
comprensible, que tanto el propio paciente como el neurocirujano opten por la opcidon de
seguimiento y actitud expectante, sin embargo esta estrategia de “wait and see” tiene como
inconveniente que un tumor que en el momento inicial puede ser extirpable, contintie creciendo
haciéndose irresecable o provocando focalidad irreversible a medio plazo (Houten y Cooper,
2000).

A pesar de los avances en las técnicas microquirirgicas y la cada vez mayor
disponibilidad de monitorizacién neurofisiologica intraoperatoria, no existen series en la
literatura que demuestren que el grado de reseccidn en los gliomas malignos medulares influye
de manera significativa en la supervivencia de los pacientes. El papel del tratamiento quirurgico

agresivo en el manejo de estos tumores contintia siendo por tanto controvertido.

5.2. FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS MOLECULARES

Los estudios mas recientes demuestran mediante analisis multivariante, que las
variables clasicamente consideradas como prondsticas o predictivas pueden perder su valor si se
analizan conjuntamente con los nuevos aspectos de la genética tumoral. Por ello, los esfuerzos
en investigacion deben dirigirse hacia el conocimiento de la carga genética y la deteccion de los
genes defectuosos responsables del origen y comportamiento tumorales con el fin de avanzar en

el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas. La aplicacion practica de la genética molecular
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sera prioritaria en un futuro muy proximo, contribuyendo a la toma de decisiones en la rutina
clinica. A medida que se avance en el conocimiento de la identidad genética de los gliomas
malignos y puedan definirse factores moleculares con verdadero valor prondstico o predictivo,
se llevard a cabo una reclasificacion mas alla de los aspectos puramente histopatologicos.

En la actualidad disponemos de un amplio espectro de biomarcadores candidatos que
probablemente contribuiran en el futuro a precisar al maximo la informacién prondstica y
predictiva de cada tumor particular y a optimizar los recursos terapéuticos (Riemenschneider y
Reifenberger, 2009; van den Bent y Kros, 2007; Yan et al., 2009; Yip et al., 2008).

Sin embargo la investigacion en biomarcadores resulta desafortunadamente densa y
prolija, en numerosas ocasiones no concluyente o con resultados carentes de evidencia
suficiente para su implementacion generalizada (Hainfellner y Heinzl, 2010). Incluso en
aquellos tipos de cancer mas prevalente la aplicacion traslacional de los resultados de la
investigacioén en biomarcadores resulta muy prolongada en el tiempo.

Hoy se conocen algunos de los factores determinantes que influyen de manera decisiva

en el ritmo de la investigacion traslacional en biomarcadores de tumores cerebrales:

“Clinically meaningful candidates with low complexity will translate
efficiently whereas high complexity decelerates the translational speed”

(Hainfellner y Heinzl, 2010)

En primer lugar, resultan decisivos los aspectos relacionados con la metodologia. Es
decir, todo aquello que hace referencia a las técnicas de laboratorio necesarias para el estudio de
un determinado biomarcador: su coste econdémico, su complejidad de ejecucion, la fiabilidad y
reproducibilidad de las mismas, la concordancia interobservador, la complejidad de su
interpretacion, o la tecnologia requerida para su universalizacion.

No existen en la actualidad estandares metodoldgicos consensuados ni siquiera para
aspectos basicos. Las conferencias de consenso de la OMS abordan fundamentalmente aspectos
relacionados con el diagndstico y clasificacion de los gliomas y, a diferencia de la investigacion
sobre terapia del cancer, en la que existen unas fases de ensayo clinico perfectamente definidas
y estructuradas, en la investigacion sobre aspectos prondsticos y biomarcadores no existe tal

clasificacion (Yip et al., 2008).
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El creciente conocimiento sobre la biologia molecular de los gliomas, las innovaciones
tecnoldgicas y la cada vez mayor complejidad de los estudios, hace necesario una
estandarizacion de los procedimientos. Por ello en los ultimos afios y fundamentalmente en
Estados Unidos, se han iniciado algunos programas especificos para identificar los factores
clave que mejoren la eficiencia de la investigacion traslacional, e intentar consensuar aspectos
metodologicos (Bast, Jr. et al., 2005).

En segundo lugar la Neuro-oncologia no recibe por lo general la misma financiacion
que otras areas de investigacion en Oncologia, quizas por despertar menor interés de la industria
farmacéutica al ser una patologia menos prevalente, y producir por ello menos impacto social
(Hainfellner y Heinzl, 2010).

En tercer lugar por cuestiones estadisticas. La mayoria de la investigacion en
biomarcadores del cancer es realizada por grupos de investigadores poco interconectados entre
si, sobre muestras poblacionales pequefias poco representativas, e incluyendo en ocasiones
protocolos terapéuticos heterogéneos y no ajustados a los estandares del momento (Chang et al.,
2008). Como consecuencia de todo esto, la potencia estadistica de los resultados obtenidos es
baja y la probabilidad de obtener falsos positivos elevada (George, 2008; Riley et al., 2009). A
fin de incrementar el poder estadistico y por ende la solidez de los resultados, se han
desarrollado también recientemente herramientas estadisticas especificas a partir de otras ya
existentes, que permiten analizar conjuntamente los resultados obtenidos por varios grupos. El
capitulo II daré cuenta de ello.

Por ultimo, en el caso concreto de los biomarcadores neuropatologicos, la eficiencia
traslacional parece estar directamente relacionada con el hecho de que la investigacion se dirija
a mejorar la practica médica y se disefie en funcion de las necesidades de la clinica. Se hace por
ello imprescindible un esfuerzo multidisciplinar y multicéntrico, basado en la colaboracién y en
el intercambio de informacion entre los profesionales de todas las disciplinas implicadas:
neurocirujanos, neurélogos, oncélogos médicos, oncologos radioterapeutas, neurorradidlogos,
neuropatologos, bioestadisticos, epidemiodlogos, etc., del mismo modo que al abordar cuestiones
relacionadas con el tratamiento de los pacientes (Chang et al., 2005).

Ahora bien, tal como se expuso previamente, la relevancia de un factor genético debe
siempre valorarse de manera conjunta con los parametros clinicos clésicos con valor predictivo
y/o pronostico conocido (Riley et al., 2009) como la edad, la puntuacion en la escala de
Karnofsky o el grado histoldgico (Ino et al., 2000; Newcomb et al., 1998; Rasheed et al., 1999).
A fecha de hoy, a pesar de las numerosas alteraciones moleculares ya conocidas y descritas, son

pocas las que han demostrado una influencia prondstica y/o predictiva firme al analizarlas
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conjuntamente con las variables clinicas clasicas. Asi por ejemplo, los datos publicados sobre el
valor pronostico de la mutacion de TP53, la amplificacion de EGFR o de LOHZ0q han resultado
contradictorios (Jarvela et al., 2006; Leenstra et al., 1998). Dos de las alteraciones con mayor
relevancia descritas en los ultimos afios son la metilacion del promotor de MGMT en
glioblastoma como factor predictivo de respuesta a los agentes alquilantes (Esteller et al., 2000;
Gerson, 2002; Gorlia et al., 2008; Hegi et al., 2004; Hegi et al., 2005), y la pérdida de
heterocigosidad de Ipl9g (LOHIpl9g) en los tumores oligodendrogliales como factor
prondstico de supervivencia global y predictivo de respuesta al tratamiento (Burger et al., 2001;
Cairncross et al., 1998a; Ino et al., 2001; McDonald et al., 2005).

En el caso de los gliomas anaplasicos, el valor prondstico y/o predictivo de MGMT
continiia siendo motivo de controversia en la actualidad y por ello el objeto de estudio del

primer y segundo capitulos de la presente tesis.

“La finalidad de la investigacion biomédica que implica a personas debe ser la de
mejorar los procedimientos diagnosticos, terapéuticos y profildacticos y el
conocimiento de la etiologia y patogénesis de la enfermedad.”
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.

Recomendaciones para guiar a los médicos en la investigacion biomédica en personas.

5.2.1. O° METILGUANINA-ADN METILTRANSFERASA

La capacidad de reparacion del ADN dafiado es una funcion celular esencial que
implica a un gran nimero de genes. Algunos mecanismos de reparacion del ADN pueden actuar
sobre varios tipos de lesiones mientras que otros son altamente especificos. Del mismo modo,
algunos procesos de reparacion del ADN celular requieren de reacciones complejas con
participacion de un gran niumero de proteinas, mientras que otros, como el llevado a cabo por la
O0°-Metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) dependen exclusivamente de una sola
proteina y se llevan a cabo en una sola reaccion.

En este sentido, MGMT es capaz, por si sola y en una sola reaccidon, de eliminar
radicales formados en posicién O° de la guanina y O* de la timina restableciendo el ADN
original. Es precisamente la capacidad demetiladora del la O° -metilguanina la que confiere el

nombre a la proteina. Sin embargo, el hecho de que actie de manera eficaz contra grupos
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alquilo en general, hace que en numerosos trabajos se refiera a la misma como O°-
Alquilguanina-ADN alquiltransferasa (AGAT) (Pegg et al., 1995).

La lesion del ADN producida por carcindgenos o quimioterapicos alquilantes mas
relevante desde el punto de vista bioldgico es precisamente la induccion de radicales O°-
alquilguanina (Margison et al., 2003). Por ello, MGMT desempefia un papel fundamental en la
prevencion de mutaciones, no sélo en lo que se refiere a prevencion de la iniciacién tumoral,
sino que ademas, la actividad de la misma confiere proteccion frente a los quimioterapicos
alquilantes como la procarbacina, temozolamida, BCNU, etc. (Jaeckle et al., 1998; Preuss et al.,

1996).

5.2.1.1. ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACCION

MGMT es una proteina de 21 KDa (Figura 10.), formada por alrededor de 207
aminoacidos, cuyo gen se sitia en el extremo telomérico del brazo largo del cromosoma 70

(10q26) (Margison et al., 2003; Pieper, 1997).

Figura 10.: O6-metilguanina ADN metiltransferasa

Se estima que el tamafio del gen es
i superior a 170 kb en el humano (Ueda et al,
2004). La parte del gen con actividad de
promotor ha sido aislada, habiéndose observado
que posee similitudes con muchos otros “genes
guardianes del genoma”.
Para iniciar el proceso de reparacion
MGMT se une al ADN, escanea individualmente

las bases y es capaz de detectar la presencia de

. . s 6 :
radicales metilo en posicion O° de la guanina;

una vez detectados actuia transfiriendo, en una

sola reaccion, el grupo metilo detectado a una cisteina interna (Cis 145) (Friedman et al., 1999;
Issa, 2003; Srivenugopal et al., 2000). De este modo, y como resultado de dicha reaccion, se
reestablece una guanina normal en el ADN celular y se produce un residuo S-metilcisteina que

es incorporado por la proteina reparadora al liberarse del ADN. Este residuo es extremadamente
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estable y no existe mecanismo aparente para eliminarlo, de modo que la molécula de MGMT
sufre un cambio conformacional que la inactiva y finalmente un proceso de proteolisis. La
cinética de este proceso reparador es rapida, la eliminacion del 90% de los grupos metilo ocurre
en aproximadamente 10 min. (Nakasu et al., 2004; Roberts et al., 2006).

Asi, por cada lesion reparada queda inactivada una molécula de MGMT; dicho de otro
modo, la capacidad de reparacion de lesiones en la célula, depende del nimero de moléculas de
MGMT que contiene, y de la tasa de sintesis de novo de la misma (Esteller et al., 1999; Kaina et
al., 2007).

A su vez, la destruccion de una molécula inactiva de MGMT actia como sefial para
iniciar de nuevo la sintesis y el transporte de proteina activa desde el citoplasma al nucleo,
restableciendo asi la célula los niveles de la misma.

Las caracteristicas fundamentales de la proteina MGMT son:

a) que actia de manera independiente sin necesidad de ningun cofactor o de la activacion de
ninguna cascada bioquimica previa,

b) que actiia simultdneamente como transferasa y como aceptor del grupo metilo,

c¢) que a diferencia de otras proteinas reparadoras del ADN, se comporta como proteina suicida
en cuanto que se inactiva en el proceso de reparacion y,

e) que repara de modo estequiométrico y, por tanto, puede llegar a deplecionarse (Gerson, 2002;

Liu y Gerson, 2006).

Existe expresion de MGMT en todos los tejidos sanos, aunque los niveles de la misma
varian considerablemente en los distintos 6rganos, entre individuos e incluso entre las células
del mismo drgano. Existe claramente una variabilidad especifica y tejido-dependiente de la
actividad de MGMT (Kaina et al., 2007). La expresion de MGMT es normalmente alta en el
higado, moderada en el colon y el pulmon, y relativamente baja en el cerebro y en el tejido
linfoide (Margison et al., 2003; Pieper, 1997).

Un aspecto importante a considerar, es que la actividad de MGMT es normalmente
mayor en las neoplasias que en los tejidos sanos de las que éstas se originan (Esteller et al.,
1999; Jaeckle et al., 1998), y que los niveles de MGMT pueden variar de manera importante
entre tumores con histologia y grado similares (Belanich et al., 1996; Silber et al., 1993). Es
decir, la actividad de MGMT en los tumores es heterogénea, y en el caso concreto de los
gliomas se acepta, en términos generales, que alrededor del 30-40% carecen del enzima (Nakasu

et al., 2004; Silber et al., 1998; Weinstein, 2000).
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Para poder actuar, MGMT debe estar presente en el nucleo celular (Lim y Li, 1996), sin
embargo, la proteina no contiene una secuencia transportadora al mismo por lo que se cree que
tras ser sintetizada en el citoplasma, penetra en el nucleo atravesando los poros de la membrana
nuclear en un proceso en el que podria intervenir la fosforilacion y que estaria facilitado por una
proteina accesoria (Gerson, 2002; Issa, 2003; Pieper, 1997), quedando retenida en el interior del
nucleo debido a su capacidad de unidon al ADN.

Por todo lo anteriormente expresado, mediante estudios realizados con técnicas de
inmunohistoquimica ha podido demostrarse presencia de proteina tanto en el nicleo como en el
citoplasma de las células, aunque con una clara predominancia en el nucleo celular (Belanich et
al., 1996; Lee et al., 1996; Rodriguez et al., 2008). Ademas, es exclusivamente la proteina de
localizacion nuclear la que se considera activa en las células neoplasicas.

Aunque existe la posibilidad de que se produzca también en la célula alguna forma de
proteina inactiva, o bien que la proteina pueda permanecer en la célula en su forma inactiva tras
haber actuado (Zhukovskaya et al., 1994), la mayoria de las células en las que no se observa
actividad de MGMT carecen de la proteina o del ARNm, aunque si que contienen el gen MGMT
(Qian y Brent, 1997).

Se conocen en la actualidad algunos polimorfismos de linea germinal para MGMT
aunque hasta la fecha, estudios in vitro no han demostrado variaciones en la actividad de las
diversas variantes de proteina (Wiencke et al., 2005). También se han demostrado algunas
mutaciones del gen MGMT en lineas celulares y en algunos canceres colorrectales (Halford et
al., 2005). Del mismo modo, Heighway et al. (Heighway et al., 2008) describen en su estudio
sobre 83 muestras de tejido pulmonar normal, la existencia de diferencias marcadas en los
niveles de expresion de los dos alelos de MGMT, si bien hasta la fecha, este hecho no ha sido
demostrado en tejidos neoplasicos.

La inactivacion completa o parcial del gen MGMT, y por tanto, la ausencia o
disminucion de la expresion de la proteina, no parece deberse a mutaciones ni a delecciones sino
a fendmenos epigenéticos. El término epigenética hace referencia a los cambios transmisibles de
la expresion genética mediados por mecanismos diferentes a la alteracion en la secuencia de
nucledtidos del gen y generalmente de naturaleza reversible (Das y Singal, 2004; Esteller, 2002).
Es decir, los fendmenos epigenéticos influyen en la actividad del gen pero no implican cambios
en la secuencia del ADN (Bae et al., 2002; Kim et al., 2003; Nagarajan y Costello, 2009).

La principal modificacion epigenética que acontece en los humanos es la metilacion de
la citosina localizada en los dinucleétidos CpG. La distribucién de dinucleétidos CpG en el

genoma humano no es uniforme. Existen areas denominadas “islas CpG” de aproximadamente
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500 a 2000 pb de longitud, donde éstos son especialmente abundantes. Estas islas estan
generalmente asociadas a zonas donde comienza la transcripcion del ADN a ARN, es decir a la
zona del promotor del gen, y en condiciones normales, estan protegidas frente a los fenomenos
de metilacién por mecanismos no del todo conocidos en la actualidad (Esteller, 2002; Jones y
Laird, 1999; Paz et al., 2003; Robertson y Jones, 2000). Aproximadamente la mitad de los genes
del genoma humano contienen promotores ricos en “islas CpG”.

La metilacion aberrante de las islas CpG del promotor de MGMT, como fendomeno
epigenético, parece producir alteraciones en la estructura de la cromatina (Costello et al., 1994)
(Figura 11.). Estas alteraciones conducen a la posterior condensacion de la misma formandose
heterocromatina, con la consiguiente inaccesibilidad de los factores de transcripcidén
(Bartolomei y Tilghman, 1997; Das y Singal, 2004; Yu et al., 2004). Ello inactiva la
transcripcion del gen produciéndose un silenciamiento total o parcial del mismo, y por tanto una
disminucién o ausencia total de la expresion de la proteina (Baylin y Herman, 2000; Baylin y
Herman, 2001; Danam et al., 1999; Danam et al., 2005; Jones, 1999; Qian y Brent, 1997;
Robertson y Jones, 2000; Silber et al., 1993).

Figura 11.: Inactivacion de la transcripcion genética por metilacion de las islas CpG del
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El silenciamiento de MGMT por la presencia de hipermetilacion del promotor ha sido
demostrado en algunos tipos de tumores tales como el linfoma, el cancer de pulmodn, el cancer
de colon, el cancer de cabeza y cuello, etc. (Baylin y Herman, 2000; Esteller et al., 1999;
Tanaka et al., 2003; Zuo et al., 2004).

No so6lo puede darse la ausencia de expresion de MGMT en tejidos neoplasicos sino que
curiosamente, también se ha demostrado ausencia de expresion de la misma en tejidos sanos
(Qian et al., 1995), en lesiones premalignas ¢ incluso en el tejido sano que rodea algunos
tumores. Todo ello sugiere por tanto, que la inactivacion de MGMT puede ser un evento precoz
en el proceso de carcinogénesis (Bobola et al., 2001; Laird, 2003; Silber et al., 1998).

En este sentido, Silber et al. (Silber et al., 1996) analizaron la actividad de la proteina en
una serie tumores cerebrales y en el parénquima cerebral situado alrededor de los mismos,
demostrando ausencia de actividad de MGMT en el tejido cerebral histologicamente sano
alrededor de algunos tumores. A la vista de estos resultados, los autores afirman que MGMT
debe estar implicada en el proceso de neurocarcinogénesis, ya que en ausencia de la misma, la
célula pierde en gran parte la capacidad de reparacion de las lesiones que se produzcan en su
ADN. Asi, aquellas células gliales carentes de MGMT adquiriran con mayor probabilidad
mutaciones que se iran acumulando a lo largo de los afios, origindndose finalmente un glioma.

Paraddjicamente, en la secuencia de acontecimientos que se suceden en la génesis de un
glioma maligno, debe incluirse también la readquisicion de actividad de MGMT por parte de la
célula, ya que tal como demuestran Silber et al. en su serie, en mas de la mitad de los casos
analizados se hallé actividad de MGMT en el tejido neopldsico mientras que no se detectd
actividad de la proteina en el tejido cerebral sano peritumoral.

Esta plasticidad en la expresion/actividad de MGMT conferida por mecanismos
epigenéticos podria igualmente interesar otros genes del tejido progenitor implicados en la

neurocarcinogénesis.

5.2.1.2. PRINCIPALES TECNICAS DE LABORATORIO PARA EL ESTUDIO DE MGMT

Dado que MGMT parece conferir resistencia a los agentes alquilantes en un amplio
espectro de tumores humanos entre los que se encuentra el glioblastoma, mediante la reparacion
de la lesion producida por éstos en el ADN tumoral (Baylin y Herman, 2000; Esteller et al.,
1999; Jones y Laird, 1999; Robertson y Jones, 2000), y que ademas, varios estudios han

demostrado que el silenciamiento epigenético de MGMT podria, en si mismo, ser factor
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prondstico (Esteller et al., 2000; Hegi et al., 2005), algunos expertos han propuesto
recientemente que en los ensayos clinicos se estratifique a los pacientes en base al estado de
MGMT (Gorlia et al., 2008; Sadones et al., 2009).

Durante la ultima década, el estudio de MGMT se ha efectuado de manera muy diversa
por los distintos grupos de investigacion, habiéndose empleado numerosas técnicas de
laboratorio cuyos resultados no son por tanto comparables. No existe hasta la fecha consenso
respecto de la estrategia metodologica y el protocolo dptimo que debe ser empleado para el
estudio de MGMT en los gliomas.

En primer lugar se han empleado técnicas para estudio de ADN. Este ha sido el método
mas empleado aunque con importante variabilidad de resultados entre los estudios: MSP (Hegi
et al., 2005), MSO (“methylation specific oligonucleotide” (Zhang et al., 2008)), Nested PCR
(Matsukura et al., 2003), MethyLight PCR (PCR basada en fluorescencia) (Metellus et al.,
2009), QMSP (“quialitative MSP”) (Sadones et al., 2009), pirosecuenciacion (Mikeska et al.,
2007; Shaw et al., 2008), COBRA (Mikeska et al., 2007), MS-MLPA (Jeuken et al., 2007), etc.

En segundo lugar, técnicas centradas en la determinacion de ARMm: RT-PCR (Tanaka
et al., 2005).

Por ultimo, algunos grupos entre los que nos incluimos, hemos recurrido a técnicas de
laboratorio que permitan la evaluacion directa de la proteina, tanto de su expresion como de su
actividad: IHQ (Brell et al., 2005), Western Blot (Hongeng et al., 1997), o inmunofluorescencia
(Belanich et al., 1996).

Ninguna de las técnicas empleadas ha sido, hasta la fecha, estandarizada ni validada
para su uso clinico en la practica diaria. Por ello, la técnica idonea para el analisis de MGMT es
todavia motivo de discusion y controversia en la literatura (Chinot et al., 2007; Idbaih et al.,
2007; Karayan-Tapon et al., 2009; Shaw et al., 2008; Yip et al., 2008), no existiendo a dia de
hoy un método que siendo fiable, rapido, eficaz y rentable, sea universalmente aceptado como
patréon oro para su uso en la practica clinica diaria (Hainfellner y Heinzl, 2010; Wojdacz y
Dobrovic, 2007).

De todas las técnicas anteriormente enumeradas, han sido fundamentalmente la MSP y
la THQ las mas empleadas por los diversos grupos durante la ultima década y por ello nos

centraremos brevemente en ellas:
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- PCR ESPECIFICA DE METILACION (MSP) (Herman et al., 1996):

Se trata de una técnica dirigida al andlisis de la metilacion de ADN, concretamente al
analisis de metilacion de las islas CpG del promotor de MGMT que es una alteracion quimica y
bioldgicamente estable (Widschwendter y Jones, 2002). Se fundamenta en la conversidén
quimica de citosina a uracilo que se produce en el ADN tras someterlo a tratamiento con

bisulfito (Clark et al., 1994) (Figura 12.).

Figura 12.: Fundamento de la MSP. El tratamiento del ADN con bisulfito originara la
conversion de la citosina por uracilo. La presencia de metilacion en la citosina, impedira el

cambio a uracilo.
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La reaccion de transformacion a uracilo sucedera en todas las citosinas excepto en las
que se encuentren metiladas (5-metilcitosina) que son resistentes a la conversion. El ADN
modificado puede ser posteriormente estudiado mediante amplificacion, secuenciacion, etc.

Como es objeto de la segunda parte de este trabajo y sera ampliamente expuesto, no nos
centraremos en este apartado en la exposicion de las ventajas e inconvenientes de esta técnica.
Sin embargo, si que se haran algunas reflexiones importantes sobre la misma.

Se trata de una técnica que permite estudiar tanto material congelado como proveniente
de muestras de parafina (Herman et al., 1996). Sin embargo, es muy dependiente de la calidad
del ADN, siendo la rentabilidad diagndstica y la fiabilidad de los resultados claramente superior
si se realiza sobre muestras de tejido congelado. Por otra parte, el proceso quimico de
tratamiento con bisulfito puede en si mismo degradar el ADN tumoral por lo que si de partida
éste no es de una calidad 6ptima podria verse seriamente deteriorado, no consiguiéndose

resultados validos. Ademas, tanto el disefio de los cebadores como las condiciones del
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termociclador para la PCR, son también criticos en el procedimiento y condicionan de manera
sustantiva los resultados obtenidos (Esteller, 2002).

Resumiendo brevemente, se trata de una técnica que presenta ciertos problemas
metodoldgicos que limitan su aplicabilidad en la rutina del diagnostico clinico,
fundamentalmente su relativa alta complejidad, que el proceso que conlleva la realizacidon de la
misma es prolongado en el tiempo, y que es una técnica altamente dependiente de la calidad de
la muestra que se analiza (Preusser et al., 2008; Yip et al., 2008).

No obstante y a pesar de todas estas cuestiones, desde que en el aflo 2005 Hegi et al.
(Hegi et al., 2005) publicaran sus resultados concernientes al valor prondstico de la metilacion
del promotor de MGMT en una serie de pacientes con diagnostico de glioblastoma tratados con
radioterapia y temozolamida, la MSP ha sido considerada como técnica de referencia y ha sido
la mas frecuentemente empleada para el estudio de la metilacion de islas CpG del promotor de
MGMT (Esteller, 2002; Fraga y Esteller, 2002).

Al mimo tiempo, y también durante los ultimos afios, diversos grupos han desarrollado
algunas modificaciones de esta técnica en un intento de mejorar su eficacia y rentabilidad. Una
via de investigacion iniciada en otros canceres de la economia sistémica, todavia de manera
muy incipiente en los tumores cerebrales, pero sin duda con un gran interés, ha sido el empleo
de la MSP para la deteccion de ADN libre tumoral en sangre periférica o plasma de los
pacientes. Es un hecho conocido desde la década de los 70 que los tumores en general liberan
una cantidad sustancial de ADN a la circulacion sistémica probablemente debido a los
fenomenos de necrosis celular y apoptosis que en ellos se producen. De este modo, algunos
estudios han demostrado mediante la determinacion de ADN libre en plasma o sangre periférica,
que en pacientes con cancer se detectan cantidades elevadas de ADN libre (entre 30-1200
ng/ml), mientras que en pacientes sanos, sin enfermedad neoplasica los niveles detectados son
claramente inferiores (<100ng/ml normalmente) (Weaver et al., 2006). Ademas, el ADN libre
circulante en sangre periférica o plasma, posee las mismas alteraciones genéticas que el tumor
del cual proviene (Ramirez et al., 2003), por lo que algunos estudios han demostrado que es
posible detectar ADN con metilacion del promotor de MGMT circulando en la sangre periférica
de pacientes con glioma (Balafia et al., 2003). Dado que no existe hoy en dia ningun
biomarcador especifico de glioma, la validacién de estos estudios resultaria un enorme avance
y una gran ventaja en el seguimiento del paciente, en la valoracion del efecto de las terapias
complementarias que se le aplican, al tiempo que resultaria de gran utilidad para el desarrollo de

nuevos tratamientos (Das y Singal, 2004; Esteller, 2002; Jones, 2002). Existen sin embargo
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todavia algunas cuestiones sin resolver por lo que se necesitan mas estudios para confirmar

estos hallazgos.

- INMUNOHISTOQUIMICA:

Se trata de una técnica sencilla y ampliamente disponible en la actualidad en cualquier
laboratorio de anatomia patologica. Existe evidencia en la literatura sobre la adecuada
correlacion entre la actividad de la proteina MGMT y la expresion de la misma en la célula
(Chen et al., 1997; Preuss et al., 1995; Zaidi et al., 1996), por lo que desde un punto de vista
tedrico, la IHQ seria una técnica idonea para evaluar la presencia de expresion/actividad de
MGMT y por tanto la quimioresistencia tumoral.

Ademas, es mas sencilla en la ejecucion, mas econémica y mas rapida que la MSP
(Andersson et al., 2004; Capper et al., 2008; Preusser et al., 2008). Consecuentemente, la IHQ
se ha convertido en el método mas cominmente empleado para el andlisis de la expresion de
MGMT en la altima década (Yachi et al., 2008).

Existen varios anticuerpos monoclonales comercializados y disponibles en el mercado.
Sélo se considera como expresion valida la tincion nuclear uniforme, valorandose por tanto
como carentes de expresion de MGMT (inmuno-negativos) aquellos tumores cuyas células
presentan reactividad solo citoplasmadtica o bien tincidn nuclear pero de aspecto granular en
lugar de uniforme (McLendon et al., 1998).

Habitualmente la valoracion de las muestras se realiza de manera semicuantitativa aunque
también puede efectuarse de manera cualitativa. La forma mas comun de realizar la valoracién
semicuantitativa es mediante la cuantificacion del porcentaje de células positivas de un total de
1000. No obstante, las diferencias metodologicas entre los diversos grupos que han elegido esta
técnica para el estudio de la MGMT es precisamente una de las principales criticas que efectiian
los detractores de la misma, y ciertamente uno de sus puntos débiles. Es decir, no existe
homogeneidad de criterios en lo que se refiere a evaluacién de la inmunohistoquimica. Por
ejemplo, el nivel de inmunoexpresion a partir del cual se considera un tumor como positivo, es
decir, el umbral seleccionado para considerar un tumor como positivo es variable en los
diversos estudios publicados. Como sera ampliamente expuesto en la segunda parte de este
trabajo, mientras que algunos autores consideran como inmuno-positivos aquellos tumores con
un porcentaje de celularidad positiva igual o superior al 5%, otros establecen el umbral en el

10%, 25% o incluso el 50%. En otros estudios se establece incluso una escala valorando no sélo
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aspectos puramente cuantitativos, como son el porcentaje de nucleos positivos, sino también la
intensidad de la inmunoexpresion obtenida.

Loégicamente, una de las principales ventajas de la IHQ frente a otras técnicas es que no
precisa de material congelado. Este dato, junto al hecho de que hoy en dia la IHQ es una técnica
de laboratorio rutinaria y ampliamente extendida no sélo en términos de investigacion sino
también con fines diagnosticos en la mayoria de laboratorios de anatomia patoldgica, la hace ser
especialmente atractiva para el estudio de MGMT.

No obstante, y tal como se mostrard mas adelante, esta técnica adolece a su vez de varios
problemas que impiden su consideracién como patrén oro.

Sorprendentemente, los estudios que han evaluado la correlacion entre la presencia de
metilacion del promotor y la pérdida de la expresion de la proteina de MGMT han mostrado
resultados contradictorios, no sélo en tumores cerebrales sino también en otro tipo de neoplasias.
Dado que, tal como se ha expuesto anteriormente, existe una falta de datos objetivos para
recomendar unas técnicas frente a otras, existe necesidad en la actualidad de efectuar un analisis
comparativo riguroso y una validacion de la reproducibilidad intra- e interlaboratorio de los
diversos métodos. De esta forma, podra identificarse el método idoneo para la practica clinica
diaria (Preusser, 2009).

Por todo lo anteriormente expuesto, la segunda parte de la presente tesis la compone una
Revision Sistemdtica y un Meta-analisis de los trabajos publicados en la literatura concernientes

a la relacion entre la IHQ y la MSP.

5.2.2. PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD IpI9¢ (LOH IpI9¢q)

La pérdida de heterocigosidad de Ip/9g (LOHIpl9q o co-deleccion Ipi9q) es un
evento genético precoz en la histogénesis de los tumores oligodendrogliales (Bello et al., 1994;
Bello et al., 1995) y es considerado como el distintivo genético de los mismos, estando presente
en alrededor del 80-90% de los oligodendrogliomas puros y en alrededor del 45% de los
oligoastrocitomas (Kraus et al., 1995; Kros et al., 1999; Rasheed et al., 1999; Reifenberger et
al., 1994; Sanson et al., 2002). M4s atn, la presencia en un tumor glial de co-deleccioén /p/9q se
considera hoy marcador diagnostico de tumor oligodendroglial (Aldape et al., 2007).

Cairncross y Macdonald (Cairncross y Macdonald, 1988) describen por primera vez la
mayor tasa de respuestas a la quimioterapia de los tumores oligodendrogliales en relacion a los

tumores astrocitarios, y la asociacion entre esta quimiosensibilidad y la presencia de LOHIp/9¢g
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en el tumor. Posteriormente, numerosos trabajos han reproducido estos hallazgos, y es hoy un
hecho aceptado que la presencia de LOHIp o LOHIpi9g en un glioma anaplasico con
componente oligodendroglial conlleva una mayor quimiosensibilidad, una mayor duracion de la
respuesta a la quimioterapia, asi como mayor supervivencia global y libre de progresion del
paciente, mientras que solo un 25% de los tumores que no presentan dichas delecciones
responderan al tratamiento quimioterapico (Cairncross et al., 1998; Capelle et al., 2009; Hoang-
Xuan et al.,, 2004; Smith et al., 2000; Stupp et al.,, 2006; Vogelbaum et al., 2009).

Ademas de ser factor predictivo de respuesta a la quimioterapia, la presencia de co-
deleccion Ipl9q parece ser ademas predictivo de respuesta a la radioterapia, en cuanto que se ha
asociado también a una mayor supervivencia en pacientes que recibieron exclusivamente
tratamiento radioterapico (Bauman et al., 2000).

Pero LOH/p19¢ no sélo es un biomarcador con valor predictivo, sino que ademas tal
como se ha apuntado previamente, es un factor prondstico. Por lo tanto, la respuesta a la quimio
y a la radioterapia, la duracion de esta respuesta, y la supervivencia global y libre de progresion,
parecen asociarse a la presencia combinada de LOH/p/9¢ (Cairncross et al., 1998; Hoang-Xuan
et al., 2004; Ino et al., 2001; Mueller et al., 2002; Smith et al., 2000; van den Bent et al., 2003).

Mientras que algunos autores afirman que se trata de un factor prondstico con mayor
impacto incluso que las variables clinicas clasicas conocidas como la edad del paciente, el
estado funcional determinado por la escala de Karnofsky, el grado histoldgico de la OMS, el
grado de reseccion quirdrgica o la radioterapia postoperatoria (Aldape et al., 2007; Cairncross et
al., 1998; Ino et al., 2001; Smith et al., 2000), no s6lo en oligodendrogliomas puros, sino
también en oligoastrocitomas y no solo en los gliomas anaplasicos sino también en los de bajo
grado (McDonald et al., 2005; Walker et al., 2004), otros autores afirman que el valor
prondstico de LOHIp79¢ en los gliomas de bajo grado es controvertido (Weller et al., 2007), y
que la presencia de LOHIpI9g no es un factor pronoéstico solido en aquellos pacientes con
tumores oligodendrogliales que no reciben tratamiento radio o quimioterapico (Weller et al.,
2007).

En cualquier caso lo que si parece claro es que existe un remanente de tumores con
componente oligodendroglial, que en algunas series se cifra hasta en un 50% de los casos, que
no responderan al tratamiento quimioterapico y que presentaran un curso clinico agresivo
similar incluso al del glioblastoma (Kapoor et al., 2009; Kuo et al., 2009).

Otro aspecto importante a tener en consideracién es que tal y como demuestran Lavon
et al. en su estudio longitudinal (Lavon et al., 2007), la identidad genética de un tumor

oligodendroglial puede variar a lo largo del tiempo. Asi, los autores demuestran diferencias
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moleculares en el momento de la recidiva/progresion hasta en un tercio de los tumores
analizados, pudiendo implicar estas diferencias tanto a /p como a /9¢, y siendo mas frecuentes
en los tumores mixtos. La interpretacion que realizan de estos hallazgos es que en el momento
de la recidiva/progresion, es probable que se produzca una sobre-representacion clonal de las
células mas resistentes a los tratamientos.

A diferencia de lo que sucede con la MGMT, las razones, al menos en un plano tedrico,
por las que LOH/p19¢g confiere quimiosensibilidad y/o mejor prondstico no son conocidas en la
actualidad. Por ello contintia siendo motivo de investigacion la busqueda de los genes
supresores responsables situados en ambos brazos cromosomicos (Hoang-Xuan et al., 2001;
Huang et al., 2009; Ueki et al., 2002), y que a dia de hoy se piensa residen en las regiones 1p34-
36 y 19q13 (Tews et al., 2006). En concreto, la inusual presencia de LOH/9¢g en tumores no
gliales sugiere la posible existencia de genes supresores especificos gliales (Smith et al., 2000),
que estando inactivos en condiciones basales, pudieran quedar desenmascarados por la pérdida
de heterocigosidad al residir en el alelo remanente (Cairncross et al., 1998; Sanson et al., 2002).
La disminucién o ausencia de expresion del gen STATHMIN situado en Ip parece que pudiera
jugar un papel fundamental en la quimiosensibilidad de estos gliomas (Ngo et al., 2007).

La existencia de una eventual asociacion entre metilacion del promotor de MGMT o
ausencia de expresion de la proteina MGMT y co-deleccidon Ipl9q, sigue siendo motivo de
controversia. Algunos grupos han demostrado una asociacion estadisticamente significativa
entre ambas variables (Brandes et al., 2006; Choi et al., 2010; Kim et al., 2005; Wick et al.,
2009), habiéndose sugerido que la quimiosensibilidad de los gliomas con componente
oligodendroglial podria deberse por tanto a una baja o nula actividad de MGMT en ellos (Levin
et al.,, 2006). Sin embargo, una vez mas, los resultados publicados por diversos grupos al
respecto son contradictorios (Huang et al., 2009; McLendon et al., 2005; Mdéllemann et al., 2005;
Watanabe et al., 2002). La frecuencia de hipermetilacion del promotor parece no obstante ser
superior, y los niveles de proteina MGMT inferiores en los tumores oligodendrogliales respecto
a los astrocitarios, habiéndose descrito metilacion del promotor hasta en un 88% de los
oligodendrogliomas con co-deleccion Ipl/9q (Brandes et al., 2006; Choi et al., 2010;
Mollemann et al., 2005; Nakasu et al., 2004; Silber et al., 1998).

Paraddjicamente y a diferencia de lo que sucede en el glioblastoma, la hipermetilacion
del promotor de MGMT no parece ser factor pronostico independiente en los tumores
oligodendrogliales (Brandes et al., 2006; Choi et al., 2010; Watanabe et al., 2002).

Por otra parte, algunos autores apuntan que la presencia de LOHIp/9g y la sobre-

expresion de p53 parecen ser mutuamente excluyentes (Huang et al., 2009; Ino et al., 2001;
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Ueki et al., 2002; Watanabe et al., 2002), si bien los resultados son también discordantes en los
diversos grupos. De este modo, mientras que entre el 30 y el 50% de los oligoastrocitomas
presentan LOHIp19¢q, y se asemejan por tanto a los oligodendrogliomas, alrededor del 30% de
estos tumores presentan alteraciones genéticas propias de los tumores astrocitarios puros, esto es
mutacion de TP53 y/o LOHI7p, y carecen de LOHIpl9q (Kraus et al., 1995; Mueller et al.,
2002; Reifenberger et al., 1994). Esto sugiere por tanto que los oligoastrocitomas son neoplasias
clonales que se originan de una sola célula precursora y no una composicion de tumores
distintos que se originan y desarrollan de manera sincrénica (von Deimling et al., 2007). La
hipdtesis de la clonalidad de estas neoplasias es la mas aceptada en la actualidad (Kraus et al.,
1995; Louis et al., 2007).

Bajo el epigrafe oligoastrocitoma se incluye por lo tanto, un conjunto de tumores que si
bien son morfoldégicamente similares, genéticamente presentan diferencias relevantes. Asi,
podrian distinguirse por una parte aquellos tumores mixtos que asientan en el l6bulo temporal y
que presentan mutaciones de 7P53. Desde un punto de vista genético, estos parecen ser mas
proximos a los astrocitomas, mostrando incluso un patrén morfolégico con predominio
astrocitario. Por otro lado estarian aquellos localizados en el 16bulo frontal, que presentan con
mayor frecuencia deleccion de Ipl9¢q, y que por lo tanto parecen estar genéticamente mas
proximos a los oligodendrogliomas. En estos ademas predomina el componente
oligodendroglial en la histologia (Eoli et al., 2006; Mueller et al., 2002; Reifenberger y Louis,
2003).

Por todo esto, es hoy opiniéon de algunos expertos que aquellos tumores que se
clasifican rutinariamente como oligoastrocitomas son en realidad a nivel molecular
oligodendrogliomas (si poseen LOHIp/9q) o astrocitomas (si presentan mutaciones de 7P53)
(van den Bent y Kros, 2007).

En el capitulo III de este trabajo, se realiza un estudio detallado sobre esta asociacion
genético-topografica y se analizan estas cuestiones en una serie de tumores oligodendrogliales
que incluye no so6lo tumores mixtos sino también oligodendrogliomas puros.

Algunos estudios recientes sugieren que el significado biolégico LOHIpl19, reside en
realidad en la deleccion de Ip, siendo la de /99 de mucha menor importancia (Piepmeier, 2009;
Thiessen et al., 2003). Y en cualquier caso, en lo que coinciden todos los trabajos es en el hecho
de que tarde o temprano, la mayoria de los tumores oligodendrogliales incluso con LOHIp19¢q
recurrirdn o progresaran y requeriran tratamientos adicionales (Thiessen et al., 2003). Por ello,

la identificacion de aquellos factores responsables del comportamiento tumoral sigue
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despertando un enorme interés ya que su conocimiento preciso resultaria de enorme utilidad en
la practica clinica (Snuderl et al., 2009).

En este sentido, algunos autores han apuntado que la existencia de polisomia en los
oligoastrocitomas, se asocia a recurrencias precoces incluso en los casos de tumores con pérdida
de heterocigosidad de /p19¢ asociada. A pesar de la mayor precocidad de las recurrencias, estas
pueden responder a quimioterapia de segunda linea y su pronoéstico continua siendo mejor que
el de los tumores con alelos intactos (Snuderl et al., 2009). El mecanismo por el que se produce
esta polisomia es desconocido. Dado que la existencia de copias adicionales de los cromosomas
1 y 19 resulta facilmente identificable mediante la técnica de FISH (Fluorescent In Situ
Hybridization), una de las técnicas de laboratorio mas empleada en la practica clinica para el
estudio de /pl9q, en caso de confirmarse estos hallazgos el estudio de polisomia podria ser
facilmente implementado en la rutina clinica diaria.

Por otra parte, aunque se han descrito distintos patrones de LOH Ip (deleccion completa
desde el centromero hasta el teldmero, o bien deleccion parcial intersticial o telomérica)
(Felsberg et al., 2004; Hashimoto et al., 2003) (Figura 13.), solo la delecciéon completa parece
asociarse de manera estadisticamente significativa a la co-existencia de LOH/9Y¢g, al fenotipo
oligodendroglial, y a una mayor supervivencia global y libre de progresion en el paciente. Por el
contrario, la presencia de delecciones parciales de /p no parece asociarse en ninguin caso a
LOH/9q, y es frecuentemente observada en tumores astrocitarios con un comportamiento mas
agresivo (Felsberg et al., 2004; Idbaih et al., 2008). Este dato resulta importante ya que ninguno
de los dos métodos mayoritariamente empleados en la practica clinica, FISH y andlisis de
pérdida de heterocigosidad (LOH) o andlisis de microsatélites en /p36, permiten discriminar la
situacion de deleccion parcial de Ip (Idbaih et al., 2005), siendo necesario para ello el empleo

de técnicas mas sofisticadas.
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Figura 13. Mapas de deleccion de 1p estudiados por diversos autores (modificado de Dong
et al. (Dong et al., 2004))
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Del mismo modo que ocurre para el estudio de MGMT, la técnica idonea para el
analisis de la co-deleccion /p/9q también ha sido motivo de debate en la tltima década (Idbaih
et al., 2005; Jeuken et al., 2001). Desde el punto de vista técnico el andlisis de pérdida de
heterocigosidad o microsatélites tiene la ventaja de la sencillez en la interpretacion de los
resultados, y que detecta todas las pérdidas alélicas. Por el contrario, tiene el inconveniente de
su complejidad y laboriosidad en la ejecucion y que requiere de ADN gendmico que
normalmente se obtiene de sangre periférica del paciente, lo que en la mayoria de los casos
supone una dificultad afiadida.

La técnica de FISH se basa en el empleo de sondas marcadas con fluorescencia y
especificas de locus concretos situados en I/p y 19¢. Tiene la ventaja de que es mas breve en su
ejecucion al implicar menor niimero de pasos, que proporciona informacion in situ, y que no

requiere de ADN genomico. Dado que permite analizar ademas la presencia de polisomias / y
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19, puede resultar mas adecuada en estudios sobre factores predictivos (Snuderl et al., 2009).
Por el contrario tiene el inconveniente de su mayor complejidad a la hora de poner la técnica a
punto en un centro en el que no se use de manera rutinaria, y que no detecta todas las pérdidas
alélicas (Reifenberger y Louis, 2003).

Ambas técnicas han sido, en cualquier caso, validadas en la practica clinica actual y al
compararlas han demostrado una alta correlacion de sus resultados (van den Bent et al., 2003),
de modo que la eleccidon de una u otra obedece mas a preferencias de las distintas instituciones
que a una superioridad real de una frente a la otra y los resultados de ambas se consideran
perfectamente comparables.

Otras técnicas menos empleadas son la llamada CGH (Comparative Genomic
Hybridization) que mediante el empleo de multiples sondas permite determinar el patron de
deleccion de Ip (Idbaih et al., 2008), PCR cuantitativas etc. Idealmente cualquiera de las

técnicas deberia realizarse sobre tejido congelado para disponer de un ADN de maxima calidad.
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Mientras que los glioblastomas, astrocitomas mas frecuentes y mas agresivos, estan
uniformemente asociados a un mal prondstico, las supervivencia de los pacientes con
diagnostico de glioma anaplasico (grado III de la OMS) varia de una manera sustancial
(Donahue et al., 1997; Fischbach et al., 1991; Nakamura et al., 1997; Salcman et al., 1994).

A pesar de un tratamiento Optimo, consistente fundamentalmente en la maxima
reseccion segura seguida de radioterapia y quimioterapia con agentes alquilantes, la respuesta
tumoral y por ende, la supervivencia de los pacientes, oscila considerablemente (Stewart, 2002),
existiendo enfermos cuya evolucion en el tiempo se aproxima mas a la de un glioma de bajo
grado, mientras que otros presentan un curso clinico mas propio de un glioblastoma.

Este hecho sugiere que probablemente un gran nimero de factores incluyendo aspectos
clinicos del paciente, aspectos moleculares del tumor y detalles del tratamiento influyen de
manera conjunta (Buckner, 2003; Tortosa et al., 2003) en el pronéstico final.

A medida que van surgiendo nuevas opciones de tratamiento, se hace imprescindible
una correcta y precisa estratificacion de los pacientes con el objeto de poder, por una parte,
optimizar e individualizar los regimenes mas eficaces para cada caso concreto y, por otra,
minimizar o incluso evitar la toxicidad a medio-largo plazo de muchas de las terapias que se
emplean en pacientes con supervivencias largas.

Por ello, un conocimiento adecuado y detallado de los factores prondsticos resulta
imprescindible para el correcto disefio e interpretacion de los ensayos clinicos, asi como para
avanzar en la investigacion de nuevas dianas y en el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas (Gorlia et al., 2008).

Desde este punto de vista, los gliomas anaplasicos continuan siendo un reto en la
actualidad. Desafortunadamente, carecemos hoy en dia de datos clinicos, radiologicos,
histologicos e incluso moleculares que de una manera solida y reproducible permitan predecir
con exactitud el prondstico de este grupo tan heterogéneo de pacientes.

Resulta por ello imprescindible la identificacion de nuevos factores que permita
diferenciar aquellos pacientes que seguiran un curso clinico rapidamente desfavorable en pocos

meses, de aquellos que tendran supervivencias de varios afios.
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Paraddjicamente, una revision exhaustiva de la literatura pone de manifiesto que son
escasas las publicaciones en las que analizan los factores prondsticos en series puras de gliomas
grado III. La mayoria de los estudios incluyen conjuntamente gliomas anaplasicos y
glioblastomas. Probablemente una de las razones pueda simplemente ser la mayor prevalencia
de estos segundos frente a los primeros. Sin embargo, se trata de entidades muy distintas, y por
ello deben analizarse de manera independiente.

Los agentes quimioterapicos alquilantes causan la muerte celular mediante la
introduccién de un radical alquilo en posiciéon O6 de la guanina con la consiguiente formacion
de uniones letales (cross-links) entre las cadenas de ADN adyacentes. La proteina MGMT
impide la formacidn de estos cross-links, porque es capaz de reparar la lesion que sobre el ADN
tumoral producen los agentes alquilantes (Bae et al., 2002; Jaeckle et al., 1998) (véase mas
detalladamente en la Introduccion).

Trabajos experimentales en lineas celulares y modelos animales de gliomas, han
demostrado la existencia de una relacion directa entre la actividad de MGMT vy la resistencia a
los agentes alquilantes (nitrosoureas, radiaciones ionizantes etc.) (Pegg et al., 1995). De hecho,
la deplecion completa de MGMT mediante el sustrato inhibidor analogo O6-bencilguanina,
incrementa la tasa de muerte celular por agentes alquilantes en lineas celulares derivadas de
gliomas (Bobola et al., 1995).

En lo que se refiere a la clinica, existe en la actualidad evidencia que demuestra que la
presencia de metilacion aberrante del promotor de MGMT, se correlaciona con la
quimiosensibilidad a los agentes alquilantes en el glioblastoma y secundariamente con la
supervivencia de los pacientes (Balafia et al., 2003; Esteller et al., 2000; Hegi et al., 2004;
Kamiryo et al., 2004; Paz et al., 2003). De este modo, es hoy en dia un hecho aceptado en
términos generales, que en el glioblastoma el estado de metilacion del promotor de MGMT es
factor predictivo, mientras que su valor como factor prondstico de supervivencia es algo mas
controvertido, no habiéndose corroborado en algunas series publicadas (Andersson et al., 2004;
Mineura et al., 1996; Paz et al., 2004; Rolhion et al., 1999). En cualquier caso, es opinién de los
expertos que, de ahora en adelante, resultara imprescindible la estratificacion de los pacientes en
funcién del estado de metilacion del promotor de MGMT en cualquier estudio clinico o ensayo
terapéutico que se realice en GB (Gorlia et al., 2008).

Una de las posibles causas a la que atribuir en parte esta controversia referente a la
influencia pronodstica per se de MGMT, podria ser una vez mas los problemas metodologicos,
ya que tal como se ha expuesto previamente, la mayoria de los estudios publicados incluyen

series heterogéneas de pacientes con glioma anaplasicos y glioblastomas simultineamente
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(Anda et al., 2003; Andersson et al., 2004; Belanich et al., 1996; Chen et al., 1999; Esteller et al.,
2000; Jaeckle et al., 1998; Kamiryo et al., 2004; Mineura et al., 1996; Paz et al., 2004; Silber et
al., 1999; Tanaka et al., 2003; Watanabe et al., 2005).

Debido por una parte al diferente comportamiento bioldgico de ambas entidades y, por
otra a la mayor quimiosensibilidad de los gliomas anaplésicos respecto de los glioblastomas, el
valor pronostico o predictivo de cualquier molécula, y por tanto de MGMT, debera ser evaluado
de manera independiente en ambos grupos de tumores.

En el presente capitulo se valora este aspecto en una seric homogénea de pacientes,
todos ellos con diagnostico de glioma anaplasico (gliomas III) y tratados de acuerdo a un
protocolo preestablecido y comun. De este modo se ha pretendido minimizar el error derivado
de la heterogeneidad en la muestra de estudio o en el tratamiento aplicado a la misma.

Otro aspecto importante a considerar es la técnica empleada para el analisis de MGMT
dado que algunos problemas metodologicos son, con toda seguridad y al menos parcialmente,
responsables de la disparidad de resultados. Las dos técnicas mas empleadas hasta la fecha han
sido la MSP para evaluar el estado de metilacion del promotor de MGMT, y la IHQ para
analizar la expresion de la proteina MGMT. Sin embargo, existen escasos datos en la literatura
concernientes a la concordancia de resultados entre ambas técnicas, es decir, a la relacion entre
el estado de metilacion del promotor de MGMT y la expresion de la proteina en los gliomas, y
los resultados de estos trabajos son, una vez mas, contradictorios. Es decir, no existe a dia de
hoy evidencia certera de que exista buena correlacion entre los resultados de ambas técnicas y
por tanto, la comparacion de series de la literatura donde se hayan empleado una u otra
indistintamente es del todo cuestionable (Anda et al., 2003; Andersson et al., 2004; Esteller et
al.,, 1999; Mollemann et al., 2005; Nakasu et al., 2004). Este aspecto sera ampliamente
desarrollado en el capitulo II.

El estudio de la expresion proteica de MGMT mediante analisis inmunohistoquimico
posee numerosas ventajas respecto a otros métodos. En primer lugar, resulta técnicamente
menos complejo, en segundo lugar requiere de escasa cantidad de muestra tumoral, en tercer
lugar permite realizar estudios retrospectivos en aquellos centros en los que no se dispone de
banco de tumores donde preservar tejido congelado y, por ultimo, permite discriminar la
proteina presente en las células tumorales de la expresada por células no neoplasicas ubicadas
en el seno del tumor (Capper et al., 2008).

Por otro lado, dado que es la ausencia de proteina reparadora del ADN, esto es la

pérdida de actividad de MGMT lo que se supone asociado a la quimiosensibilidad del tumor, el
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método inmunohistoquimico deberia ser idoneo para el estudio de MGMT en los gliomas
(Nakasu et al., 2007).

Todo esto motivd que se seleccionase la IHQ como técnica de deteccion de la MGMT
en nuestro trabajo, evaluando asi mismo su correlacion con el estado de metilacion del promotor

de MGMT.
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2. HIPOTESIS

Hipotesis conceptual: La expresion de MGMT y/o el estado de metilacion del
promotor de MGMT poseen valor prondstico de supervivencia global y de supervivencia libre

de progresion en los gliomas anaplasicos.

Hipotesis de trabajo: La primera hipdtesis que se pretende verificar o refutar es la
existencia de concordancia entre la expresion de la proteina MGMT determinada mediante
analisis inmunohistoquimico, y el estado de metilacion del promotor de MGMT determinado
mediante MSP.

En segundo lugar se pretende verificar o refutar la hipétesis del valor pronostico de la
proteina MGMT en una serie de gliomas anapléasicos (grado III de la OMS) de nuevo

diagndstico, tratados mediante un protocolo preestablecido comun.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General: Valoracion del valor prondstico de la expresion de MGMT
determinada mediante andlisis inmunohistoquimico y del estado de metilacion del promotor de

MGMT determinado mediante MSP en una serie homogénea de gliomas grado III de la OMS.

Objetivos Especificos:
1. Estudio de la correlacién entre la expresion immunohistoquimica de MGMT y el estado de
metilacion del promotor de MGMT determinado mediante MSP, y evaluacion de la

concordancia de los resultados obtenidos mediante las dos técnicas de laboratorio.

2. Ponderacion de la influencia prondstica en términos de supervivencia global y supervivencia
libre de progresion de la expresion de la proteina MGMT determinada mediante analisis

inmunohistoquimico.

3. Ponderacién de la influencia pronostica en términos de supervivencia global y supervivencia
libre de progresion del estado de metilacion del promotor de MGMT determinado mediante

MSP.

4. Ponderacion de la influencia prondstica en términos de supervivencia global y supervivencia
libre de progresion de la proteina MGMT determinada mediante analisis inmunohistoquimico

en el subgrupo de pacientes que recibieron tratamiento quimioterapico.
5. Ponderacidn de la influencia pronoéstica en términos de supervivencia global y supervivencia

libre de progresion del estado de metilacion del promotor de MGMT determinado mediante

MSP, en el subgrupo de pacientes que recibieron tratamiento quimioterapico.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. RECOGIDA DE MUESTRAS Y SELECCION DE PACIENTES

Noventa y tres pacientes con diagndstico de glioma anaplasico, grado III de la OMS
(astrocitoma anaplasico, oligodendroglioma anaplasico y oligoastrocitoma anaplasico),
atendidos consecutivamente en los Servicios de Neurocirugia del Hospital Universitario de
Bellevitge y del Hospital Clinic de Barcelona, entre enero de 1993 y diciembre de 2001, fueron
incluidos en el presente estudio para el analisis de MGMT.

Las muestras tumorales fueron recogidas durante el acto quirurgico, incluidas de manera
inmediata en formol y posteriormente en parafina para su conservacion y posterior analisis. En
algunos casos fue posible ademas la congelacidon inmediata de una parte de la muestra a -80°C y
su almacenamiento en un banco de tejidos para su posterior procesamiento.

Todos los tumores fueron verificados histolégicamente por dos neuropatdlogos
independientes y clasificados de acuerdo a la clasificacion de la OMS del afio 2000 (Louis et al.,
2007). Aquellos casos en los que existia discrepancia, fueron reevaluados por ambos patoélogos
hasta llegar a un consenso.

El diagnostico de glioma anaplasico se hizo de acuerdo a la presencia de dos o mas de
los siguientes criterios: atipia nuclear, actividad mitética o proliferacion endotelial minima.

Se efectuod el diagnoéstico de oligoastrocitoma anaplasico cuando el tumor presentaba
caracteristicas de anaplasia y areas geograficamente distintas de componente astrocitario y
oligodendroglial.

Todos los pacientes autorizaron su participacion en el estudio mediante un
consentimiento informado. Asi mismo, la recogida y almacenamiento de muestras fueron
autorizados por los Comités de Etica de ambos centro hospitalarios.

Todos los pacientes fueron atendidos de acuerdo a un protocolo de diagndstico y
tratamiento preestablecido y comtin en ambos centros, que incluia tratamiento quirurgico con el
objetivo de alcanzar la méxima reseccion segura, seguido de radioterapia y quimioterapia
adyuvantes.

El grado de reseccion quirdrgica fue valorado sobre la TC o RM craneal con y sin

contraste realizada en el postoperatorio inmediato, siempre antes del 5° dia de la intervencion
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quirargica. La seleccion de una u otra prueba de neuroimagen se efectué en funcion de la
disponibilidad de cada centro. En aquellos tumores que no presentaban captacion de contraste el
grado de reseccion se determind también de acuerdo a los hallazgos de la TC o RM de control
postoperatorio, segun disponibilidad.

Como tratamiento complementario los pacientes recibieron radioterapia y quimioterapia.
La radioterapia consistio en irradiacion focal sobre el volumen tumoral mas 2-3cm de margen
alrededor del mismo. Se empled un sistema de inmovilizacion rigido estandar para administrar
una dosis total de 60Gy en fracciones diarias de 2Gy.

En cuanto a la quimioterapia, ésta consistido en la administracion de carmustina [1,3-
bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea] a dosis de 200 mg/m2 cada 8 semanas durante 6 ciclos, en los
pacientes diagnosticados de astrocitoma anaplasico, y de PCV (procarbacina, CCNU vy
vincristina) a dosis de procarbazina 60 mg/m’ los dias 8-21, CCNU 110 mg/m® el dia 1, y
vincristine 1.4 mg/m’ los dias 8 y 29 cada 6 semanas durante 6 ciclos, para aquellos pacientes
diagnosticados de gliomas anaplasicos con componente oligodendroglial (oligodendrogliomas
anaplasicos y oligoastrocitomas anaplasicos).

La situacion funcional de los pacientes determinada mediante la puntuacion en la escala
de Karnofsky (Karnofsky et al., 1948) (Anexo I) fue evaluada en el momento del diagndstico,
tras la intervencion quirdrgica, en el momento de iniciar la radioterapia y posteriormente a lo
largo del seguimiento, en cada control clinico.

Aquellos pacientes con deterioro del estado general severo o mala situacion funcional
tras la intervencion quirurgica, se consideraron no tributarios de tratamiento complementario
radio o quimioterapico, administrandose exclusivamente tratamiento paliativo y medidas de
confort.

Del mismo modo, fueron excluidos del tratamiento quimioterapico aquellos pacientes
que presentaron progresion de la enfermedad, clinica, radioldgica o ambas, durante la
radioterapia.

La respuesta tumoral al tratamiento fue evaluada mediante RM y de acuerdo a los
criterios de Mcdonald (Macdonald et al., 1990) (Anexo II).

Tras el tratamiento radio y quimioterapico, los pacientes continuaron seguimiento
ambulatorio protocolizado consistente en una evaluacion clinica y un control radioldgico
mediante RM craneal cada 4 meses, o en cualquier momento de la evolucién ante la sospecha
clinica de recidiva/progresion.

Los datos demograficos, clinicos y concernientes a la terapia de los pacientes, se

obtuvieron de una base de datos comun introducida en ambos centros en 1993 y utilizada de
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manera rutinaria en ellos. Otros datos, como por ejemplo los relativos al seguimiento, se

obtuvieron de las historias clinicas.

4.2. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

El andlisis immunohistoquimico se realizé segun el método de estreptavidina-biotina-
peroxidasa (DAKO LSAB2 System, Peroxydase; DAKO, Carpinteria, CA, EUA) y siguiendo el
protocolo previamente publicado (Tortosa et al., 2003) que a continuacidn se expone de manera
resumida.

El procedimiento se efectud sobre secciones de 6pm de las muestras tumorales que se

procesaron siguiendo los siguientes pasos:

1) En primer lugar se efectuo la desparafinizacion de las muestras mediante pase por la
bateria de alcoholes.

2) A continuacion se realizo la inactivacion de peroxidasas enddgenas con metanol/PBS.

3) Posteriormente se procedio al pre-tratamiento de las muestras en tampon citrato
calentado a 90°C durante 20 minutos.

4) A continuacion se efectud el bloqueo de las uniones inespecificas con suero normal
de caballo al 5% durante dos horas a temperatura ambiente.

5) El siguiente paso consistido en la incubacion de las muestras con el anticuerpo
primario durante toda la noche a 4°C: anticuerpo monoclonal de ratéon Ki-67 (DAKO,
Carpenteria, CA, EUA) a una dilucién 1:25, anticuerpo monoclonal de raton MGMT (Ab-1,
clone MT 3.1, NeoMarkers, Westinghouse, Fremont, CA, EUA) a una dilucién 1:20, anticuerpo
monoclonal de ratén p53 (pAb1801; Oncogene Science, Manhasset, NY, EUA) a una dilucién
1:100, y anticuerpo monoclonal de ratéon p16 (Ab-4, NeoMarkers, BioNova, Madrid, Espafia) a
una dilucion 1:50.

6) Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se procedié a la incubacidon con el
anticuerpo secundario biotinilado anti-ratén y anti-conejo IgG durante 10min seguido de
complejo avidina-biotina (LSAB) durante 10 min a temperatura ambiente.

7) Finalmente se efectud el revelado con diaminobencidina al 0.05% (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) y peroxido de hidrogeno al 0.01%. Posteriormente, las secciones fueron tefiidas

ligeramente con hematoxilina.
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El analisis de todas las muestras se acompaiié en todos los casos de controles negativos
y positivos. Para el analisis de MGMT el control positivo empleado fue tejido hepatico humano,
para p53 carcinoma de colon humano, mientras que para Ki-67 y pl6 se empled tejido de
amigdala. Los controles negativos se efectuaron omitiendo el anticuerpo primario.

La lectura e interpretacion de los resultados se efectud de forma cuantitativa para Ki-67
y semi-cuantitativa para MGMT, por dos observadores independientes.

El analisis de los resultados de Ki-67 se realizéo mediante el calculo de un indice de
celularidad positiva a partir de la cuantificacion de células Ki-67 positivas de un total de 1000
nucleos en el campo que presentara mayor nimero de células inmunoreactivas. Las células se
consideraron positivas para la immunoexpresion de Ki-67 si presentaban tincion nuclear difusa.

Para el analisis de MGMT se evaluaron entre 15 y 20 campos de cada muestra a una
magnificacion de x400. La valoracion de la expresion se hizo de manera semi-cuantitativa
estimando para cada muestra la fraccion células immunopositivas y de acuerdo a la siguiente
escala: menos del 5% de células positivas se considerd negativo, entre 5 y 25% de células
positivas se considero6 baja expresion, entre 25 y 50% de celularidad positiva se consideré como
moderada expresion y si el porcentaje de células positivas era superior al 50% se considerd
como alta expresion. So6lo se considerd positiva la célula cuya tincidn fuese nuclear y
homogénea.

Por ultimo p53 y pl6 fueron analizadas de manera cualitativa (inmunoexpresion
presente vs ausente)

Todo el andlisis de las muestras se efectud sin conocimiento de la informacion clinica

por parte de los observadores.

4.3. ANALISIS MEDIANTE PCR ESPECIFICA PARA LA DETECCION DE
METILACION (MSP)

Para realizar el analisis metilacion del promotor mediante la técnica de MSP fue
necesario efectuar en un primer tiempo el procesado de las muestras para la obtencion del ADN
tumoral. En un segundo tiempo el ADN problema se sometio a tratamiento con bisulfito con la
finalidad de conseguir la conversion quimica de las citosinas metiladas a uracilo. Finalmente en
un tercer tiempo, se realizo el analisis de PCR con cebadores especificos de metilacion y de no-

metilacion.
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A continuacién se detallan los protocolos de laboratorio seguidos para cada uno de los

tiempos.

4.3.1. EXTRACCION DEL ADN DE LAS MUESTRAS TUMORALES

El ADN genoémico se aisld de las muestras parafinadas o, cuando hubo disponibilidad,
del tejido congelado. La extraccion del ADN tumoral se efectué de acuerdo al siguiente
protocolo:

1) El primer dia se prepar6 una mezcla con 4ml de solucién de extraccion (EDTA,
Sarkosyl Na, Proteinasa K, RNAasa, Fenol, Cristalizado, Piedras de ebullicion, Trizma base, 8-
hidroxiquinoleina, Tris 100 nM, pH = 8, 3 - mercaptoetanol) + 800ug de proteinasa K en polvo
(200pg/ml) por muestra. En un mortero previamente enfriado a -80°C, se triturd el tejido
tumoral evitando su descongelacion durante todo el proceso y posteriormente se resuspendid en
2ml de la solucion.

2) A continuacién, se procedio a la incubacion de las muestras durante toda la noche a
37°C con agitacion suave.

3) El segundo dia, si el producto presentaba aun zonas sdlidas, se afiadi6 1mg de
proteinasa K (100ul de la alicuota a 10mg/ml), se incubd a 55°C durante 1-2hr y posteriormente
se afiadié 20ul de ARNasa a 10mg/ml incubandose de nuevo durante lhr a 37°C en agitacion
suave.

4) A continuacion se efectu6 el lavado y la precipitacion para lo cual se afiadio 3ml de
fenol:cloroformo con alcohol de isoamil (24:1), se agitd ligeramente, se centrifugd a 2000rpm
durante 2min a temperatura ambiente y se recuperd la fase acuosa evitando el fenol y los
residuos de la interfase.

5) Esta misma operacion se repitié por segunda vez y, tras ello se afiadié 200l de NaCl
5M y 4ml de isopropanol. Tras mezclar adecuadamente, se centrifugdé a 3000rpm durante Smin
a 4°Cy se desecho el sobrenadante.

6) A continuacion se afiadieron 10ml de etanol al 70% para eliminar el exceso de sales,
y se centrifugé a 3000rpm durante 10min a 4°C, desechando de nuevo el sobrenadante.

7) Por tultimo se efectud el secado del sedimentos durante 2min en bomba de vacio, y
finalmente se resuspendid en T.E y dejando las muestras en agitacion suave a 37°C durante 12-

24hr.
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La cuantificacion del ADN obtenido se efectué mediante espectrometria de absorcion a

260 y 280nm.

4.3.2. TRATAMIENTO CON BISULFITO DEL ADN TUMORAL

Paso previo e imprescindible para realizar el analisis de metilacion del promotor de
MGMT mediante la técnica de MSP. Dicho tratamiento se efectué de acuerdo al protocolo

descrito en la literatura (Esteller et al., 1999), con algunas modificaciones:

1) En primer lugar se afiadié 5.7ul de NaOH 3M a 1.5ug del ADN problema diluido en
50ul de H20.

2) A continuacién se mantuvo en incubacion a 37° durante 10-15min.

3) Posteriormente se afnadieron 33ul de hidroquinona 20mM y 530ul de bisulfito sédico
4.3M pHS5.0. Tras homogeneizar bien la mezcla, se mantuvo en incubacion a 50°C durante un

periodo aproximado de 16-17hr.

En una segunda fase se procedio a la purificacion y precipitacion del ADN modificado.

Ello se efectuo utilizando el Kit de DNA Clean-up: www.promega.com. (Wizard-DNA Clean —

Up system. Cat# A7280). Para ello se siguieron los siguientes pasos con cada muestra:

1) En primer lugar, se afiadio 1ml de resina de purificacion de ADN procediendo a
continuacion al filtrado de la muestra con la ayuda de una columna de vacio o en su defecto
simplemente con la ayuda del émbolo de una jeringuilla.

2) A continuacion, se lavd con 1ml de isopropanol al 80% dos veces consecutivas, para
arrastrar cualquier resto que pudiera haber quedado en el eppendorf y se procedid al
centrifugado durante 2min a 12700rpm. El resultado se traspasé a un nuevo eppendorf
afiadiendo al mismo 501 de agua estéril.

3) Transcurridos Smin, se procedid de nuevo a centrifugar durante 1min a 12700rpm

obteniéndose asi finalmente el ADN eluido.

La ultima fase del proceso consistio en la precipitacion del ADN modificado. Para ello:
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1) Se afiadio 5.7ul de NaOH 3M a cada muestra incubandose posteriormente durante
15-20min a 37°C completandose de esta manera la conversion quimica de C a U.

2) A continuacion, se afiadio 1l de glucogeno 10mg/ml y 17ul de AcNH4 10M.

3) Las muestras fueron a continuacion precipitadas con 4501 de etanol absoluto frio,
agitadas por inversion e incubadas a -80°C durante toda la noche.

4) Posteriormente se procedio al centrifugado durante 30min a 13000 rpm a 4°C
desechando el sobrenadante.

5) Tras lavar con 400pl etanol 70% frio se procedidé nuevamente al centrifugado de las
muestras en las mismas condiciones desechando de nuevo el sobrenadante.

6) Finalmente, el pellet convenientemente secado y resuspendido en 50yl de agua,

constituyd la muestra sobre las que se realizé la PCR.

4.3.3. PCR ESPECIFICA DE METILACION

Para la PCR se partié de 2l de ADN a 25ng/ul. Las secuencias de los cebadores para la
reaccion de no metilacion fueron 5'-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3", (a favor
de sentido) y 5'- AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA3’, (en contra de sentido), y
para la reaccion de metilacion fueron 5 -TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3’, (a favor de
sentido) y 5'-CGACTCTTCCGAAAACGAAACG-3" (en contra de sentido) (Esteller et al.,
2000). La temperatura de anillamiento de la reaccion fue de 59°C.

Todas las reacciones se realizaron por duplicado para excluir amplificaciones
inespecificas. Como control positivo de metilacion se utilizd ADN placentario tratado in vitro
con Sssl metiltransefrasa (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA), y como control negativo
ADN procedente de linfocitos normales.

Finalmente, 10ul del resultado obtenido de cada PCR se cargd directamente en un gel
no desnaturalizante de polyacrylamida al 8%, y se visualizé bajo luz ultravioleta tras ser tefiido
con bromuro de etidio.

En cada PCR se incluyeron como controles muestras sin ADN.

Del mismo modo que en el andlisis inmunohistoquimico, los investigadores que
realizaron la lectura de los geles lo hicieron a ciegas de la informacion clinica de los pacientes

cuyas muestras estaban siendo analizadas.
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4.4. ANALISIS ESTADISTICO

La relacion entre la expresion de MGMT vy el estado de metilacion del promotor de
MGMT, asi como la relacion de ambas con las variables clinicopatologicas analizadas, se evalud
mediante el test de Ji-cuadrado (2) o test exacto de Fisher.

El influencia prondstica de cada una de las variables en términos de supervivencia
global y supervivencia libre de progresion fue evaluada en analisis uni y multivariados.

La supervivencia global se determind mediante cuantificacion del periodo de tiempo
transcurrido desde el momento de la intervencion quirurgica que confirmé el diagnostico de
glioma anaplasico, hasta la fecha de la ultima visita o hasta el éxitus del paciente. La
supervivencia libre de progresion/recidiva fue cuantificada desde el momento de la intervencion
quirtrgica que confirmo el diagnostico, hasta la fecha de recidiva o progresion clinica y/o
radiologica.

Para el andlisis univariante se construyeron curvas de supervivencia segiin el método de
Kaplan-Meier y se efectud comparacion de las mismas mediante el test de Log-rank. Las
variables incluidas en el andlisis fueron demograficas (edad y género), clinicas (estado funcional
valorado mediante la escala de Karnofsky), patoldgicas (presencia de componente
oligodendroglial en el andlisis histologico e indice de proliferacién celular), radiologicas
(presencia de captacion anular en las pruebas de neuroimagen) y terapéuticas (grado de
reseccion quirdrgica, tratamiento quimioterapico), ademas de la expresion de MGMT y del
estado de metilacion del promotor de MGMT. Las variables cuantitativas continuas se
expresaron en forma de mediana y rango, siendo la mediana el punto de corte seleccionado para
la comparacion de las curvas de supervivencia (Tabla I.1).

Para optimizar el analisis estadistico, los resultados de la inmunohistoquimica fueron
reclasificados a fin de transformar la variable en dicotomica. Para ello se agruparon bajo el

epigrafe “positivos” aquellos tumores con inmunoexpresion baja, moderada o alta.
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Tabla I.1: Variables incluidas en el analisis estadistico

Variables

Demograficas
Clinicas
Patoldgicas
Radioldgicas

Terapéuticas

Moleculares

Edad

Género

KPS postoperaorio
Componente oligodendroglial
Ki-67

Captacion anular

Reseccion completa
Quimioterapia

Expresion de MGMT

Estado de metilacion del promotor de

MGMT

<48a vs >48a
Hombre vs Mujer
>80 vs <80

Si vs No

<4.8% vs >4.8%

No vs Si

Si vs No

Si vs No

Negativa vs Positiva
Metilado vs No

metilado

93

Las variables con un nivel de significacion P<0.2 en el andlisis univariante, fueron

seleccionadas para su inclusiéon en el andlisis multivariante segin el modelo de riesgos

proporcionales de Cox, para identificar factores pronosticos independientes.

A efectos de minimizar la posibilidad de sesgo, aquellos pacientes que no siguieron de

manera rigurosa el protocolo terapéutico establecido no se excluyeron del analisis (Montori y

Guyatt, 2001). Por ello, los analisis uni y multivariantes se realizaron para toda la serie en

primera instancia (n=93, analisis basado en intencidon de tratamiento) y posteriormente para el

subgrupo de pacientes que recibieron quimioterapia (n=72).

Todo el andlisis estadistico se realizd con el paquete estadistico SPSS Inc. para

Windows version 11.0 (SPSS,Inc., Chicago, IL, EUA) y a un nivel de significacion de P=0.05.

Tesis Doctoral

Marta Brell



94 Capitulo I: Resultados

5. RESULTADOS

Las principales caracteristicas clinicas, radioldgicas y patoldgicas de los casos que
constituyen la serie se muestran en la Tabla 1.2. Sesenta de los pacientes (64.5%) fueron
hombres, la mediana de edad fue de 48 afios (rango, 16-74) y 62 pacientes (66.7%) fueron
sometidos a cirugia resectiva (en 34 de ellos se consiguieron resecciones completas mientras
que en 28 casos soOlo se alcanzd una reseccion parcial). En 31 casos (33.3%), debido a las
caracteristicas radioldgicas de la lesion en relacion a su localizacion o a caracteristicas clinicas
del paciente, la intencidén del acto quirirgico fue simplemente la obtencion de una biopsia.
Setenta y cinco pacientes (80.6%) fueron diagnosticados de astrocitoma anapldsico, mientras
que 18 (19.4%) fueron diagnosticados de gliomas anaplasicos con componente oligodendroglial
(4 oligodendroglioma anaplasico y 14 oligoastrocitoma anaplasico).

Todos los pacientes recibieron radioterapia postoperatoria sin embargo, en 21 casos
(22.6%), no se administro tratamiento quimioterapico por progresiéon de la enfermedad o
deterioro clinico durante el tratamiento radioterapico (en 19 casos), o por negativa del paciente

(en 2 casos).
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Tabla 1.2. Caracteristicas clinicas, radiologicas y patologicas de la serie

Variable n (%)
Edad Mediana 48 afios (rango 16-74)
w
S KPS Mediana 80 (rango 40-100)
=
c Género
Hombres 60 (64.5)
Mujeres 33 (35.5)
Histologia
AA 75 (80.6)
OA 444
@ OAA 14 (15)
;")n P53
=) Negativo 31 (33.4)
S Positivo 48 (51.6)
g No disponible 14 (15)
= P16
8 Negativo 25 (26.8)
g Positivo 53 (57)
< No disponible 15 (16.2)
Ki-67
0-4.8% 48 (51.6)
>4.8% 45 (48.4)
<} s
g Captailoon 24 (25.8)
on . .
2 Difusa 34 (36.6) No: 24 (25.8)
g Anular 35 (37.6) Si: 69 (74.2)
&
Cirugia
Biopsia 31 (33.3) . L
Rosecoion parcial 28 (30.1) Parcial + biopsia 59 (33.4)
Reseccion completa 34 (36.6) Completa 34 (36.4)
Quimioterapia
- Si 72 (77.4)
S No 21 (22.6)
g Respuesta a la radioterapia
2 Completa 6 (6.5)
g Parcial 33.2)
= Estabilizacion 53 (57)
Progresion 24 (25.8)
No disponible 7(7.5)
Respuesta a la quimioterapia
Si 39 (41.9)
No 28 (30.1)
No valorable 26 (28)
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MSP (n = 40)
2 No metilados 20 (50)
= Metilados 20 (50)
= MGMT THQ
§ 0: negativo 42 (45.1) Negativo: 42 (45.2)
§ 1: leve 19 (20.4)
g; ;?faderada fg g;)S) Positivo: 51 (54.8)
Progresion post-tratamiento
- Si 59 (63.4)
© No 34 (36.6)
2]
% Status a fin del estudio
5 Fallecidos 64 (68.8)
Vivos 28 (30.1)
Perdidos 1(1.1)

Tesis Doctoral

Marta Brell



Capitulo I: Resultados 97

5.1. CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE MGMT Y EL ESTADO DE
METILACION DEL PROMOTOR DE MGMT

Se detectd immunoexpresion de MGMT en 51 tumores (54.8%). De ellos, 19 mostraron
baja expresion, 20 mostraron expresion moderada y en 12 casos se observo expresion alta de la
proteina.

En todos los casos en los que se detectd expresion de la proteina, la expresion fue
heterogénea, alternando en el seno de la misma muestra, areas con ausencia completa de
expresion de MGMT con otras areas que mostraban agrupaciones celulares o células aisladas

intensamente positivas (Figura I.1.)

Figura I.1. Inmunoexpresion de MGMT

AUSENCIA DE EXPRESION BAJA EXPRESION

MODERADA EXPRESION ALTA EXPRESION
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En cuanto al estado de metilacion del promotor de MGMT, se consiguid una correcta
amplificacion del ADN y un resultado concluyente en 40 muestras. Los casos correspondientes
a estas muestras no mostraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las
variables de estudio con respecto al resto de los pacientes de la serie. Se detectd presencia de
hipermetilacion del promotor en 20 de las 40 muestras (50%).

Curiosamente, en todos los casos en los que se amplificé la banda de metilacion
también se obtuvo amplificacion de la banda de no-metilacion (Figura 1.2.), es decir todos los

tumores que mostraban promotor metilado mostraban también la presencia de no-metilacion.

Figura 1.2.

NC: Control Negativo

PC: Control Positivo
U: Banda de No-Metilacidon
M: banda de Metilacion

90 bp——
80 bp—

Gel de poliacrilamida al 8% y productos de la MSP. Las muestras 89, 90 y 92 muestran amplificacion de
las bandas de no-metilacion y de metilacion mientras que la muestra niimero 91 sélo presenta

amplificacion de la banda de no-metilacion

Como puede observarse en la Tabla 1.3., cuatro de los tumores analizados mostraron
ausencia de expresion de la proteina MGMT e hipermetilacion del promotor de MGMT,
mientras que 13 tumores con promotor no-metilado mostraron immunoreactividad positiva en
mayor o menor grado.

Por el contrario, 16 de los casos analizados mostraron hipermetilacién del promotor y
simultineamente expresién de proteina, mientras que en siete tumores se observo ausencia
completa de immunoreactividad para MGMT en las células tumorales y ausencia de

hipermetilacion del promotor.
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Tabla 1.3.
No-metilado Metilado
IHQ Positiva 13 16 29
IHQ Negativa | 7 _______ 4 11
- 20 20 - 40

No se hallé por tanto una asociacion estadisticamente significativa entre presencia de
expresion immunohistoquimica de la proteina MGMT y ausencia de metilacion del promotor de
MGMT, ni tampoco entre la ausencia de expresion de la proteina y la presencia de metilacion
del promotor (P = 0.29). Es decir, los resultados de la presente serie no corroboran, en contra de
lo previsible, la existencia de una asociacion firme entre metilacion del gen y ausencia de

expresion de la proteina.

5.2. CORRELACION ENTRE EXPRESION DE MGMT Y/O METILACION DE
MGMTY CARACTERISTICAS CLINICO PATOLOGICAS

En lo que se refiere a las variables clinico-patologicas analizadas, no se hallaron
tampoco diferencias estadisticamente significativas en la expresion de la proteina o el estado de
metilacién del promotor en relacién a ninguna de las variables analizadas a excepcion del
género, ya que los varones mostraron una mayor incidencia de tumores con promotor no-

metilado (P=0.004) (Tabla 1.4.).
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Capitulo I: Resultados 101

5.3. VALOR PRONOSTICO DE LA EXPRESION DE MGMT Y DEL ESTADO
DE METILACION DEL PROMOTOR

5.3.1. SUPERVIVENCIA GLOBAL

Tras una mediana de seguimiento de 89.7 meses (rango, 28-131), 28 pacientes (30.1%)

permanecian vivos. La mediana de supervivencia fue de 18 meses (rango, 1.6-131) (Figura 1.3.).

Figura 1.3. Curva de Kaplan-Meier para toda la serie (n=93) A: Supervivencia global, B:

Supervivencia libre de progresion

Supervivencia acumulada

0 12 24 36 48 60 72 84 9 108 120 132 144

Supervivencia acumulada

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144
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En un primer analisis basado en intencion de tratamiento, y en el que se incluyeron por
lo tanto todos los pacientes de la serie (n = 93), los factores que demostraron influencia
pronostica en términos de supervivencia global en el analisis univariante fueron: la edad, el
estado funcional postoperatorio determinado por la puntuacion por la escala de Karnofsky, el
indice de proliferaciéon celular (Ki-67), la presencia de captacion de contraste en la RM y el
grado de reseccidon, mientras que el componente oligodendroglial en el tumor sélo mostrd una
tendencia hacia la significacion estadistica.

Cuando estas variables con significacion estadistica se introdujeron en el modelo
multivariante fueron el estado funcional postoperatorio (KPS>80), el indice de proliferacion
celular (Ki-67<4.8%), la ausencia de captacion de contraste en la neuroimagen preoperatoria y
la reseccion completa las variables que resultaron factores pronoésticos independientes de mayor
supervivencia global. La ausencia de immunoexpresion de MGMT mostrd Unicamente una
tendencia hacia la significacion estadistica en el modelo de Cox (Tabla L.5.).

En un segundo andlisis se incluy6 solo el subgrupo de pacientes que realmente
recibieron tratamiento quimioterapico (n=72). En este caso, la ausencia de expresion de MGMT
resulto ser factor pronostico independiente de supervivencia global en el analisis multivariante,
junto con el KPS postoperatorio>80, el indice de proliferacion celular (Ki-67<4.8%), y la
reseccion completa (Tabla 1.6.) (Figura 1.4.).

El estado de metilacion del promotor determinado por MSP no resultdé ser factor
prondstico de supervivencia global ni en toda la serie ni en el subgrupo de pacientes tratados

con quimioterapia.
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Capitulo I: Resultados 105

Figura 1.4.: Curva de Kaplan-Meier. Supervivencia global en el
subgrupo de pacientes tratados con quimioterapia (n = 72) en funcion de
la expresion de MGMT por IHQ.

Positivos

Supervivencia acumulada

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Months

5.3.2. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION

Al final del seguimiento, 34 pacientes (36.6%) permanecian libres de progresion. Los
factores que en el analisis univariante se relacionaron de manera estadisticamente significativa
con la supervivencia libre de progresion fueron la edad, el KPS postoperatorio, el indice de
proliferacion celular, la presencia de componente oligodendroglial, la ausencia de captacion de
contraste en la RM, y el grado de reseccion.

Tal como puede observarse en la Tabla 1.7., en el andlisis multivariante fueron el
KPS>80, la presencia de componente oligodendroglial, el indice de proliferacion celular
(Ki67<4.8%), la ausencia de captacion de contraste en la RM y la reseccion completa, los
factores independientes de supervivencia libre de progresion de la serie completa.

En el subgrupo de pacientes tratados con quimioterapia, la immunoexpresion de MGMT

no se asocié de manera independiente a la supervivencia libre de progresion (Tabla 1.8.).
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108 Capitulo I: Discusion

6. DISCUSION

6.1. RELACION ENTRE METILACION DEL PROMOTOR Y EXPRESION DE
LA PROTEINA

La proporcién de tumores que en nuestra serie mostraron inmunoreactividad positiva o
hipermetilacion del promotor fue superponible a la de otras series de la literatura (Esteller et al.,
1999).

Al evaluar la asociacion entre los resultados de la IHQ y de la MSP, es decir, la
asociacion entre la existencia de promotor metilado y la expresion de proteina, se hallé una
relacion inconsistente entre ambas.

Ademas, aquellos tumores considerados con inmunoreactividad positiva, mostraron una
clara heterogeneidad en la expresion de MGMT, presentando areas con ausencia completa de
expresion alternando con otras zonas de alta inmunorreactividad.

En cuanto al analisis de metilacion del promotor, se halld hipermetilacién en 20 casos,
observandose en todos ellos una amplificacion simultanea de la banda de no metilacion.

Se observo por tanto la presencia de metilacion del promotor en algunos tumores que
mostraban expresion de proteina, y a la inversa, es decir, ausencia completa de
inmunoreactividad en las células tumorales de algunos tumores cuyo promotor se mostrdé como
no-metilado en la MSP.

En lo que respecta a la correlacion entre la metilacion del promotor de MGMT y la
expresion de la proteina, los trabajos publicados hasta la fecha que han evaluado explicitamente
este aspecto tanto en gliomas como en metastasis cerebrales o neoplasias de otros drganos de la
economia sistémica, muestran resultados contradictorios (Baeza et al., 2003; Cameron et al.,

1999; Lenz et al., 2004) (Tabla 1.9.).
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Tabla 1.9. Correlacion entre metilacion del promotor de MGMT y expresion de la proteina

MGMT en series de la literatura

Método para
metilacion
(% de resultados
validos)
Tumores cerebrales

Cao et al., 2009 73 GB MSP

Metellus et al.,
2009

Correlacion
Método para IH estadisticamente
significativa

Autor / afio n / histologia

MT3.1 (Abcam,
__Cmmabridge, England) "0
MT 3.1 (Chemicon
22 GB MSP International, Temecula si
. QaBUA)
MT 3.1 (Chemicon
39 GB MSP International, Temecula si
e QA BUAN)
Kuoetal, 2009 0 OPY MSP MT&Q&;‘L;X)S‘OH no
McCormack et 46 adenomas Clone MT23.2, MA3- .
al., 2009 de hip6fisis MSP 16537, Affinity si
o BioreagemtsCOEUA
Ac monoclonal
11 GB MSP MAB16200, Chemicon, si
___Temecula, Ca, EUA)
MT3.1 (Dako,
Preusser at al., Copenhagen, Denmark)
2008 122 GB MSP y MT23.2 (Zymed lab.,
__Carlsbad, Ca, EUA)
Ac monoclonal de raton
MT 3.1 (Chemicon

Sonoda et al.,
2009

Nakagawa et
al., 2009

no

15 GB

0,
ISG?BAG MSP (85%) International, Temecula
QR BUA)
. 25 GB MSP Ac monoclonal MT 3.1
Yachi et al., . C, . .
7 lineas Secuenciacion del (Chemicon, Millpore no
2008 .
__celulares  promotor  Corporation)
12 Ac Abl; clon MT3.1
ependimomas MSP (75%) (NeoMarkers, Lab- si
___anaplasicos VisionCorporation)
. Ac monoclonal de ratéon
P arkl;%‘z)nget al, 10 GB SMSP (90-9%)  Clone MT23.2 (Affinity
| SCUCneHMeOR  BioreagentsCO,EUA)
Ac monoclonal de ratéon
50 GB MSP (78%) MT3.1 (NeoMarkers, no
e Fremont, CA EUA)
Jeuken et al. 14 GB 1 Ac .monoclonal '
2007 ’ 11 GA MSP y MS-MLPA (Chemicon, hampshire no
.. 8GBG . SOS34NEUK)
Grasbon-Frodl 18 GB MSP (100%) Ac monoclonal de ratén
etal, 2007 TAA  Secuenciacion  MT3.1(Dako) "0
9 GA MsP MAB16200, Chemi
, Chemicon, no
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© WesternBloty .

Herfarth et al., 21 ca. Ms-SNu-PE* s

1999 colorectal actividad de la proteina

'MS-MLPA: “Methylation-Specific Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification”.
? datos insuficientes para efectuar el analisis estadistico.

3 COBRA: “Combined Bisulfite Restriction Analysis”.

*Ms-SNu-PE: “Methylation-sensitive Single-nucleotide Primer Extension”

Pareceria por tanto, que algunos tumores pueden carecer de expresion de MGMT en
ausencia de metilacion del promotor, y del mismo modo, algunos tumores cuyos promotores se
muestran metilados podrian expresar la proteina (Maxwell et al., 2006; Sasai et al., 2008). A
este respecto, cabe destacar la observacion de Zhang et al. (Zhang et al., 2003) corroborada por
otros autores entre los cuales nos incluimos, y que hace referencia al hecho de que en el grupo
de tumores no metilados, existe una importante variabilidad en la expresion de la proteina, lo
que sugiere que al margen de la metilacion del promotor deben existir otros factores que
influyan en la expresion-actividad final de la proteina.

Mientras que la metilaciéon del promotor parece estar claramente implicada en la
inactivacion del gen MGMT en algunos tipos de neoplasia y en lineas celulares, la regulacion de
la expresion en otros casos, entre los cuales se encuentran los gliomas, parece ser un fenomeno
de mayor complejidad no siendo la hipermetilacion del promotor el unico factor determinante.
Por ello, resulta perfectamente compatible la co-existencia de promotor metilado y una alta
expresion de MGMT en el mismo tumor (Bae et al., 2002; Bearzatto et al., 2000; Bhakat y
Mitra, 2003; Park et al., 2001; Rood et al., 2004; Smith-Sorensen et al., 2002).

Algunos autores han atribuido esta ausencia de correlacion entre metilacion del
promotor y expresion de la proteina, al hecho de que en las muestras tumorales pueda existir
“contaminacion” por células no neopléasicas que asienten en el seno de los gliomas y que
expresen MGMT, dando lugar a falsos positivos en el analisis inmunohistoquimico.

Esta es sin embargo una excesiva simplificacion del problema, ya que tal como se
expone en la presente discusion, las verdaderas razones por las cuales no existe una buena
correlacion entre MSP e IHQ son hasta la fecha desconocidas y se barajan varias hipdtesis que a

continuacion se detallan (Blough et al., 2007; Sasai et al., 2007).
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6.1.1. LA METILACION COMO MECANISMO DE INACTIVACION DE UN GEN

Aunque en términos generales se acepta, tal como se ha expuesto previamente, que la
metilacion de las islas CpG del promotor de un gen implica una inhibicion de la transcripcion, y
por tanto el silenciamiento del mismo, esta afirmacion debe matizarse debiéndose hacer las
siguientes consideraciones (Jones y Takai, 2001; Turker, 2002).

En primer lugar, y segin la hipdtesis de los dos pasos de Knudson (“Two-Hits
Hypothesis”) (Knudson, 2001) para que se produzca la inhibicién completa de la funcion de un
gen, se requiere de la pérdida de la funcidn de los dos alelos de dicho gen. Asi por ejemplo, los
cambios genéticos ocasionados por mutaciones de la linea germinal (en el caso del cancer
familiar) o por mutaciones somaticas (en el caso del cancer esporadico) afectarian a una de las
copias del gen implicado, constituyendo el primer paso de la hipdtesis (“first hit”). Sin embargo,
para que se produzca una pérdida completa de la funcién del gen, es necesario que se produzca
un segundo paso (“second hit”’) que implica generalmente y segun la teoria de Knudson, la
pérdida somatica de la region del cromosoma que contiene la otra copia del gen, es decir, una
pérdida de heterocigosidad.

La hipdtesis de Knudson ha demostrado ser aplicable a genes supresores y reparadores
del ADN y en practicamente todos los tipos de cancer humano (Jones y Laird, 1999).

En el caso de la MGMT, un fendmeno epigenético como es la metilacion del promotor,
podria constituir el primer paso de la hipdtesis de Knudson (Jones, 2002), siendo
consiguientemente necesario un segundo paso para que se produzca la inhibicion transcripcional
completa (Jones, 1999). Nuevamente, la metilacion del promotor del alelo restante puede ser
este segundo paso.

De hecho, la hipermetilacion de los promotores de ambos alelos de un gen no es un

hecho infrecuente en los canceres esporadicos (Herman y Baylin, 2003) (Figura L.5.).
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Figura L.5.: Hipétesis de Knudson (Modificada de Herman et al. (Herman y Baylin, 2003))

Normal Cancer Cancer Cancer Normal Cancer Cancer
Cancer esporadico Cancer familiar
. Mutacion D Metilacion

Asi, y al menos en un plano tedrico, cabe destacar la posible existencia de una
metilacion monoalélica, que si bien seria detectable con los test de laboratorio, no seria
suficiente para detener por completo la sintesis d¢ MGMT por las células tumorales, lo que
justifica por lo tanto que pueda producirse en algunos tumores la co-existencia de promotor
metilado segin la MSP y expresion inmunohistoquimica de proteina simultineamente.

Dicho de otro modo, segin la teoria de los dos pasos de Knudson es necesario que se
produzca metilacion aberrante del promotor de un alelo junto con mutacion o pérdida de
heterocigosidad del otro, o bien, metilacion aberrante simultanea de los promotores de ambos
alelos para que se origine una inactivacion funcional completa del gen MGMT (Soejima et al.,
2005).

Por ello, la frecuencia con la que la metilacién del promotor contribuye o es causa de
inactivacion funcional de un gen puede variar desde un 9% en el gen RBI del retinoblastoma, a
un 33% en el gen VHL de la enfermedad de von Hipel Lindau y hasta un 84% en el gen MLH1
de algunos casos de cancer colorrectal (Jones y Laird, 1999).

En segundo lugar, en algunos genes como p16 puede producirse lo que algunos autores
han denominado un “cambio en el paradigma” (“paradigm shift”) consistente en que la
hipermetilacion de las islas CpG del promotor se asocia paraddjicamente a una sobrexpresion
del gen y no a un silenciamiento del mismo (Kelavkar et al., 2007; Shaw et al., 2008). Las

razones por las que se produce este fendmeno no son conocidas y se especula con la hipotesis de
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que quizas en estos casos, la metilacion pueda producirse como reaccion a la sobrexpresion del
gen, esto es, como consecuencia de la misma.

En tercer lugar, el fenomeno de hipermetilacion no es el que per se causa la interrupcion
de la transcripcion del gen. Ademas de la hipermetilacion del promotor, es necesario que se
produzcan otros fendomenos epigenéticos como modificacion de histonas y adhesion de ciertas
proteinas (H3me2K9, MeCP2) a los lugares metilados, para que suceda la represion
transcripcional. Esta union de proteinas originara un cambio de configuracion en la cromatina
celular formandose heterocromatina, y es este cambio conformacional de la cromatina lo que
impedira la unién al ADN de los factores de transcripcion con el consiguiente silenciamiento del
gen (Herman y Baylin, 2003; Soejima et al., 2005).

Este hecho ha podido demostrarse en estudios in vitro sobre lineas celulares, en los que
se ha observado que es posible conseguir el silenciamiento del gen MGMT en ausencia de
metilacién del promotor (Bhakat y Mitra, 2000; Ma et al., 2008; Nakagawachi et al., 2003;
Pieper et al., 1996; Zhao et al., 2005) y a la inversa, es decir, puede observarse metilacion del
promotor (determinado por MSP) y simultaneamente obtenerse expresion de ARNm detectable
por RT-PCR y de proteina detectable por Western Blot (Ueda et al., 2004).

En cuarto lugar, ademas de la metilacion en y/o alrededor del promotor, determinados
cambios en el cuerpo del gen pueden resultar igualmente relevantes en la expresion de MGMT.
Asi, mientras que la metilacion de 21 de las 25 islas CpG del promotor se relaciona de manera
inversa con la expresion de MGMT, la metilacion del cuerpo del gen parece relacionarse de
manera directa con la expresion de la misma (Christmann et al., 2001; Costello et al., 1994).

Dicho de otro modo, la metilacion selectiva en algunos lugares del promotor suprime la
transcripcion mientras que la metilacion simultanea de otras zonas del gen parece aumentar la
misma y por ende la expresion de la proteina. Por todo ello, la ausencia de expresion de MGMT
no deberia atribuirse exclusivamente a la hipermetilacion del promotor, ya que en ella puede
influir también la metilacion en las regiones adyacentes al mismo (Bhakat y Mitra, 2003;
Cameron et al., 1999; Costello et al., 1994; Pieper et al., 1996).

Por ultimo, otro aspecto a considerar es el grado de metilacion del promotor, dado que
cabe la posibilidad de que la metilacion lejos de tratarse de un mecanismo de inactivacion total
de la transcripcion de un gen, pueda también influir de modo gradual (Costello et al., 1994).

Asi, la hemimetilacion o metilacion parcial entendiendo por tal la metilacion de un
porcentaje inferior al 100% de las islas CpG del promotor (Bello et al., 2004; Qian et al., 1995;
Rood et al., 2004; Yachi et al., 2008) y la metilacion monoalélica (vs bialélica) que ocurriria

solo en un alelo del gen, podrian también explicar porqué se observa en algunos tumores
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metilacion del promotor y expresion de proteina simultdneamente (Nakagawa et al., 2009; Shaw
et al., 2008; Shen et al., 2005). Esta ultima hipotesis ha sido propuesta por diversos grupos de
investigacion y corroborada en varias publicaciones:

Rood et al. (Rood et al., 2004) demuestran en una serie de meduloblastomas, que
incrementando la concentracion del ADN modificado de las muestras de analisis, aumenta el
nimero de casos obtenidos con resultado de metilacion, lo que sugiere la posibilidad de que en
realidad la metilacién en estos tumores sea una metilacién parcial, poniéndose de manifiesto
solo si se efectua el analisis en muestras de partida con alta concentracién de ADN, por razones
puramente técnicas.

Igualmente Ogino et al. (Ogino et al., 2006) demuestran en su seric de 274 casos de
cancer colorrectal en los que analizan cuantitativamente el grado de metilacion de MGMT
mediante RT-PCR (MethyLight), que puede existir metilacion por debajo del umbral necesario
para inhibir la transcripcion y por tanto coexistir con la expresion de la proteina. Segun los
autores, este tipo metilacion careceria de importancia biologica, puesto que no se traduciria
obligatoriamente en inactivacion del gen.

Del mismo modo, Nagasaka el at. (Nagasaka et al., 2008) demuestran en una serie de
233 carcinomas colorrectales que es necesaria la metilacion extensa del core del promotor de
MGMT para que se produzca reduccidon o pérdida de la expresion de MGMT, y que por tanto,
las metilaciones parciales no conllevan necesariamente el silenciamiento del gen.

En el caso concreto de los tumores cerebrales, Mollemann et al. (Mollemann et al.,
2005), y Shaw et al. (Shaw et al., 2008) entre otros autores, estudian mediante secuenciacion el
porcentaje de metilacion de las islas CpG del promotor de una serie de tumores
oligodendrogliales, demostrando que el patron de metilacion es variable de unos casos a otros,
tanto desde un punto de vista cuantitativo (porcentaje de islas metiladas) como cualitativo
(mayor frecuencia de metilacion de determinadas islas respecto de otras); ademas, demuestran
que por debajo de un 50% de metilacién no se produce silenciamiento del gen.

En este contexto, algunos autores contemplan incluso como escenario la posibilidad de
que el proceso de silenciamiento de un gen mediante metilacion sea un proceso de desarrollo
gradual, produciéndose de manera progresiva, y siendo la metilacién del promotor un evento
tardio en todo el proceso (Bozboga et al., 1996). De este modo, la MSP realizada sobre una
muestra de tejido correspondiente a una parte del tumor podria detectar metilacion, mientras que

en otras areas del tumor podria existir expresion de proteina (Maxwell et al., 2006).
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6.1.2. OTROS MECANISMOS REGULADORES DE LA EXPRESION / ACTIVIDAD
DE MGMT

Ademas de la hipermetilacion de islas CpG del promotor, en los tltimos afios se han

descrito otros posibles mecanismos reguladores de la expresion de MGMT, a saber:

- TP53: parece influir en la expresion de MGMT independientemente del estado de
metilacion del promotor (Rodriguez et al., 2008). La sobrexpresion de p53 en cultivos celulares
parece inhibir la transcripcion de MGMT (Harris et al., 1996; Srivenugopal et al., 2001). El
mecanismo mediante el cual se produce esta inhibicion podria ser la unién directa de p53 al
promotor de MGMT (Blough et al., 2007; Hermisson et al., 2006; Osanai et al., 2005).

Localizado en /7pi3, el gen TP53 codifica la proteina p53, que es un factor de
transcripcion multifuncional, implicado en el control del ciclo celular, en el mantenimiento de la
integridad del ADN, y en la supervivencia de las células expuestas a agentes genotdxicos, como
la radioterapia y la quimioterapia, o no genotoxicos, como la hipoxia. En condiciones normales,
cualquier insulto sobre el ADN, induce una activacion de 7P53 y la acumulacién transitoria de
la proteina en el nucleo celular. Esto da lugar a la activacion transcripcional de los genes diana
de p53 que son, precisamente, aquellos responsables de detener el ciclo celular o incluso de
inducir la apoptosis de la célula (Ohgaki et al., 2007).

No obstante, es importante recordar que tal como se expuso en la Introduccién de la
presente tesis la mutacion de 7P53 es una de las caracteristicas genéticas mas frecuentes y mas
precoces de los gliomas de estirpe astrocitaria por lo que quizds, in vivo este mecanismo de
regulacion de MGMT no resulte muy relevante. Sin embargo, algunos autores han apuntado ya
que existe suficiente evidencia para plantear terapia génica con transferencia del gen 7P53 en
combinacion con los agentes alquilantes de uso rutinario. De este modo se produciria en los
tumores una deplecion funcional de MGMT, mejorando la quimiosensibilidad de los mismos

(Srivenugopal et al., 2001).

- LOH10: deleccion presente en la mayoria de los glioblastomas (entre el 60 y el 95%) y
en un alto porcentaje de los gliomas anaplasicos (entre el 30 y el 70%) (Collins y James, 1993;
Karlbom et al., 1993; Leenstra et al., 1998; Louis et al., 2007; Maier et al., 1997; Yoshimoto et
al., 2002). La regiéon que con mayor frecuencia parece deleccionarse es la 10g24 a 10g26

(Kimmelman et al., 1996).
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El gen MGMT abarca alrededor de 300kb en el brazo largo del cromosoma 10 (10g26).
Esta ubicacion implica que en aquellos tumores en los que existe pérdida de heterocigosidad de
10q (LOHI0q), podria existir una “haploinsuficiencia” para MGMT, lo que supondria cambios
en la expresion y actividad de la proteina, incluso en ausencia de metilacion del promotor del
alelo restante (Iafrate y Louis, 2008; Margison et al., 2003; Pegg, 2000; Rolhion et al., 1999).

Es ademas importante tener en cuenta que esta deleccion implica pérdida de multiples
loci y por ello de otros genes supresores o reguladores que eventualmente podrian influir de
manera decisiva en el comportamiento bioldgico del tumor (Inoue et al., 2003; Maxwell et al.,
2006; Tada et al., 2001) independientemente de MGMT. Desafortunadamente, la asociacion
entre la deleccion cromosdmica y la expresion de la proteina no esta perfectamente definida

(Halford et al., 2005).

- “Sitios de union para AP-1” y “Elementos sensibles a corticoides” del promotor: la
region del promotor de MGMT contiene 2 posibles sitios de unidn para AP-1 (Activator Protein-
1 binding sites) y 2 posibles elementos sensibles a corticoides (“Glucocorticoid Response
Elements”’) (Augustine et al., 2009; Boldogh et al., 1998; Pegg, 2000). El AP-1 es un factor de
transcripcion que regula la expresion genética en respuesta a determinados estimulos como el
estrés, determinadas citokinas, factores de crecimiento o infecciones. La existencia de elementos
sensibles a corticoides implica que en presencia de glucocortocoides podria producirse un
incremento en la expresion de MGMT y por tanto de la resistencia tumoral a los agentes
alquilantes.

Estudios en lineas celulares han demostrado que la exposicion de células HeLa S3,
UI38MG, T98G, A172 y US87MG a dexametasona incrementa hasta en 2.5 veces los niveles de
ARNm de MGMT, y hasta en 2 veces los niveles de proteina MGMT (Biswas et al., 1999;
Grombacher et al., 1996; Ueda et al., 2004). Por ello algunos autores sostienen que, al menos
desde un punto de vista tedrico, el tratamiento con dexametasona podria resultar perjudicial en
los pacientes con gliomas ya que conllevaria tedricamente un aumento de la expresion de
MGMT vy por lo tanto un incremento de la resistencia a los agentes alquilantes (Issa, 2003;
Parkinson et al., 2008; Reardon et al., 2006). Este hecho no ha sido demostrado en la clinica

hasta la fecha y son necesarios mas estudios para emitir conclusiones sélidas al respecto.
- Exposicidn a agentes genotdxicos: la exposidén a agentes genotdxicos como son los

propios agentes alquilantes, o la radioterapia, pueden per se inducir la expresion de MGMT por

las células tumorales, tal y como ha sido demostrado en estudios in vivo sobre modelos animales
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y en estudios in vitro sobre lineas celulares (Fritz et al., 1991). De mismo modo en humanos,
Capper et. al describen cambios en la expresion de MGMT en 19 glioblastomas de pacientes
sometidos a segundas intervenciones quirtrgicas por recidiva o progresion, tras haber recibido
tratamiento complementario (Capper et al., 2008).

Aunque las diferencias en el perfil de expresion de MGMT halladas por estos autores no
alcanzaron la significacion estadistica, y otros grupos no han podido demostrar estos hallazgos
en sus respectivas series (Hermisson et al., 2006), parece que la lesion del ADN provocada por
los agentes alquilantes podria desencadenar un aumento de la actividad antiapoptotica celular
implicada en el fendémeno de quimiorresistencia tumoral, siendo el incremento en la expresion y
actividad de MGMT parte de éste.

El mecanismo exacto por el que los agentes genotdxicos inducen estos cambios en la
expresion de MGMT continua siendo hoy dia enigmatico, aunque se ha apuntado al factor
nuclear kB (NF-kB) como probable responsable del mismo.

NF-kB pertenece a una familia de factores de transcripcidon diméricos, que estimulan la
expresion de algunos genes. Estudios realizados en lineas celulares y en células tumorales han
demostrado que NF-kB puede inducir la expresion de ARNm y de proteina MGMT
independientemente del estado de metilacion del promotor (Lavon et al., 2007; Metellus et al.,

2009).

- Fendémenos post-transcripcionales: determinados fenémenos post-transcripcionales
como la fosforilaciéon pueden disminuir la expresion de MGMT o inactivarla. Existe evidencia
demostrada in vitro sobre la capacidad de MGMT para sufir una fosforilacion reversible en
respuesta a determinadas sefiales. Esta fosforilacion sirve a la célula como mecanismo para
modificar la actividad reparadora del ADN de MGMT (Srivenugopal et al., 2000).

Las circunstancias y el grado en que MGMT es regulada mediante este proceso de
fosforilacion es incierto, ya que ademas de regular la funcidon de la proteina, los procesos de
fosforilacion parecen estar también implicados el otros aspectos biologicos de MGMT como son
su localizacion nuclear, su degradacion, su transporte intracelular etc. (Srivenugopal et al.,
1996).

En la Figura 1.6. se resumen los diversos mecanismos que se barajan como

potencialmente reguladores de la trancripcion y por tanto de la expresion de MGMT:
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Figura 1.6.: Mecanismos reguladores de la expresion de MGMT
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6.1.3. HETEROGENEIDAD INTRATUMORAL

Que los gliomas son tumores heterogéneos es un hecho bien conocido. Tanto desde el
punto de vista histoldgico, como desde el punto de vista radioldgico o microquirirgico, resulta
evidente que en el seno de un glioma pueden coexistir dreas con mayor o menor diferenciacion,
de distinto grado e incluso de diferente estirpe histologica.

Como ya se expuso en la Introduccion, esta heterogeneidad debe ser tenida en cuenta en
la practica clinica diaria, sobre todo en aquellos casos de diagnostico mediante biopsia
estereotaxica debido a que los pequefios fragmentos obtenidos pueden no ser representativos de
la totalidad del tumor, tal y como demuestran Jackson et al. (Jackson et al., 2001) y McGirt et al.
(McGirt et al., 2003), entre otros autores.

La heterogeneidad de los gliomas, ha sido sefialada como otra posible razén para

explicar la ausencia de correlacion entre metilacion del promotor y expresion de la proteina de
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MGMT. Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con la heterogeneidad histoldgica o
radioldgica, la existencia de heterogeneidad genética en los gliomas no es universalmente
aceptada. Si las caracteristicas moleculares de los gliomas son o no idénticas en todas las células
que componen el tumor es motivo de investigacion en la actualidad, existiendo cierta
controversia al respecto.

En relacion a la expresion de MGMT, se acepta en general, y asi lo demostramos en
nuestra serie, que ésta es heterogénea en los gliomas, existiendo una gran variabilidad entre
tumores de la misma estirpe e incluso entre areas distintas de un mismo tumor (Liu y Gerson,
2006; Reardon et al., 2006; Yip et al., 2008). Es por lo tanto habitual cuando se estudia la
expresion de la proteina mediante IHQ, observar areas tumorales con ausencia completa de
expresion de MGMT alternando con otras areas que se muestran como altamente positivas (Lee
et al., 1996).

Aunque la contaminacion de la muestra por células no neoplasicas (y por lo tanto
inmunopositivas para MGMT) que asientan en el seno del tumor, ha sido sefialada por algunos
autores como causa de estos hallazgos y por lo tanto como posible motivo de falsos positivos, la
existencia de subpoblaciones celulares dentro del mismo tumor con diferente grado de expresion
de MGMT es la tesis defendida también por otros grupos (Hayashi et al., 2002; Jullierat-
Jeanneret et al., 2008; Kim et al., 2003; Liu y Gerson, 2006; Preusser et al., 2008; Sasai et al.,
2008; Zhang et al., 2008). En este sentido, Capper et al. (Capper et al., 2008) demuestran en una
serie de 75 glioblastomas, la presencia de inmunoexpresion de MGMT significativamente
mayor en la periferia tumoral respecto del centro. En nuestra serie de gliomas anaplasicos
también hallamos diferencias claras entre regiones distintas de algunos tumores.

En lo referente al estado de metilacion del promotor el problema alcanza aun mayor
grado de complejidad.

Algunos autores defienden que el estado de metilacion del promotor de MGMT en los
gliomas es homogéneo en todas las células que componen el tumor. Asi, Grasbon-Frodl et al.
(Grasbon-Frodl et al., 2007) analizan una serie de biopsias estereotacticas seriadas procedentes
de 25 gliomas malignos, observando un perfil de metilaciéon homogéneo. Igualmente Cao et al.
(Cao et al., 2009) demuestran homogeneidad en el estado de metilacion del promotor de MGMT
en 37 muestras correspondientes a areas distintas de 12 glioblastomas, y Parkinson et al.
(Parkinson et al., 2008) reproducen estos resultados en 7 glioblastomas en los que encuentran
homogeneidad en la metilacion del promotor, en el porcentaje de islas CpG metiladas por

secuenciacion, y en la expresion de proteina en 5 de los 7 casos.
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No obstante, un dato incontestable apreciado tanto en nuestra serie como en muchas
otras de la literatura, es que practicamente todos los tumores que muestran metilacion del
promotor por MSP, presentan también amplificacion de la banda de no-metilaciéon (Brell et al.,
2005; Cankovic et al., 2007; Yachi et al., 2008). De nuevo, la presencia de ADN no tumoral
procedente células no neoplasicas que contaminan el tumor puede ser una explicacion plausible
para este hallazgo (Esteller et al., 1999), e incluso algunos autores, ante la presencia de una
doble amplificacion (metilacion y no-metilacion) en la misma muestra, interpretan que se trate
probablemente de tumores parcialmente metilados. Sin embargo, la existencia de
heterogeneidad inter e intratumoral debe ser también considerada.

Dicho de otro modo, la observacién simultinea de metilacién y no-metilacién en
algunos tumores, puede traducir la coexistencia de algunas células tumorales con promotor no-
metilado que se entremezclan con otras que poseen hipermetilacion del promotor (Esteller et al.,
1999; Herfarth et al., 1999; Smith-Sorensen et al., 2002; Yip et al., 2008) e incluso la existencia
de un alelo metilado y otro no metilado dentro de la misma célula (Blanc et al., 2004; Crinicre et
al., 2007; Dunn et al., 2009). Asi, tal como demuestra Choy et al. (Choy et al., 2002) en una
serie de 23 retinoblastomas, el hallazgo de promotor metilado por MSP en un tumor, no resulta
incompatible con la coexistencia de expresion de ARNm y proteina determinados mediante [HQ
y Western Blot en el mismo tumor.

Las subpoblaciones celulares con diferente estado de metilaciéon del promotor de
MGMT han sido denominadas “mosaicos de metilacion”. La hipotesis que sostiene por tanto la
existencia de heterogeneidad, es decir de “mosaicos de metilacion” en algunos tumores, ha sido
demostrada por Yachi et al. (Yachi et al., 2008) en su estudio sobre 7 lineas celulares hallando
en dos de ellas (T98G y U-251MG) metilacidén y no-metilacion del promotor simultaneamente.
Rastetter et al. (Rastetter et al., 2007) lo demuestran en melanomas. Del mismo modo, Dunn et
al. (Dunn et al., 2009), Jullierat-Jeanneret et al. (Jullierat-Jeanneret et al., 2008) y Parkinson et
al. (Parkinson et al., 2008) describen en sus respectivas series de gliomas, variaciones en el
grado de metilacion del promotor de MGMT entre zonas del tumor sin diferencias morfoldgicas
obvias.

La heterogeneidad genética intratumoral entre areas histologicamente diferentes de un
glioma, o entre zonas morfologicamente idénticas del mismo tumor (Walker et al., 2003), no es
exlusiva de MGMT habiéndose descrito también heterogeneidad en las mutaciones de 7P53, o
en la expresion de VEGF, integrina avf5, vitronectina o tensacina (Bello et al., 2001; Ren et al.,

2007).
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Se desconoce en la actualidad si esta heterogenidad es epigenética o clonal asi como el
significado o la importancia biologica de la misma (Parkinson et al., 2008) y se ha clasificado en
region-independiente o region-dependiente.

Se entiende por heterogeneidad regidon-independiente, aquella que no sigue un patron de
distribucién regular en el tumor, y parece originarse durante el desarrollo o génesis tumoral.
Dentro de este subtipo se encuadraria la heterogeneidad observada para MGMT de modo que,
durante la carcinogénesis, un clon de células tumorales con promotor metilado de una pequefia
region se expandiria hasta dominar todo el tejido tumoral (Bae et al., 2002). Por el contrario, la
heterogeneidad region-dependiente es aquella que define regiones especificas en el tumor (por
ejemplo, centro vs periferia) y se ha atribuido al crecimiento y a la progresion tumoral, por lo
que quizas esté mas relacionada con el microambiente celular (Hoelzinger et al., 2005). En este
tipo se incluiria por ejemplo la heterogeneidad de factores relacionados con la invasividad

tumoral (Bellail et al., 2004; Guo et al., 2005).

6.1.4. ASPECTOS METODOLOGICOS

Uno de los principales problemas que se plantean a la hora de comparar los resultados
obtenidos de diferentes estudios clinicos, es la heterogeneidad en las técnicas de laboratorio
empleadas para estudiar MGMT. Mientras que en algunas series se ha analizado la metilacion
del promotor del gen, otras evaluan la expresion de mRNA mediante RT-PCR, de proteina
mediante [HQ, Western Blot, etc., o incluso de actividad de la misma mediante enzimografia.

Ninguno de los test empleados para el estudio de¢ MGMT ha sido, hasta la fecha,
estandarizado ni validado para uso clinico rutinario en la practica diaria. Ello podria en parte
explicar las diferencias en los resultados publicados y la falta de correlacion entre los datos de
metilacion y los de expresion de la proteina (Metellus et al., 2009; Nagane et al., 2007).

Por todo ello, la técnica idonea para el analisis de este marcador molecular es todavia
motivo de discusidn en la literatura (Chinot et al., 2007; Idbaih et al., 2007; Karayan-Tapon et
al., 2009; Shaw et al., 2008; Yip et al., 2008) no existiendo a dia de hoy un método que siendo
fiable, rapido, eficaz y rentable sea universalmente aceptado como patrén oro para su uso en la
practica clinica (Spiegl-Kreinecker et al., 2010; Weller et al., 2010; Wojdacz y Dobrovic, 2007).

De hecho, la proporcion de tumores con metilacion del promotor, con mayor o menor

expresion de ARNm o proteina, o con mayor o menor actividad de la misma, varia de manera
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sustantiva en las distintas series de la literatura, inclusive entre aquellas que incluyen tumores de
idéntica estirpe y grado de malignidad (Parkinson et al., 2008).

En la ultima década han sido numerosas las técnicas de laboratorio empleadas para el
estudio de MGMT: desde aquellas que permiten analizar ADN como la MSP y modificaciones
de la misma, MSO (“methylation specific oligonucleotide” (Zhang et al., 2008)), QMSP
(“quialitative MSP”) (Sadones et al., 2009), pirosecuenciacion (Mikeska et al., 2007; Shaw et
al., 2008), COBRA (Mikeska et al., 2007), MS-MLPA (Jeuken et al., 2007) etc., a las que
evaluan expresion de ARMm como la RT-PCR (Tanaka et al., 2005), o de proteina como la
IHQ, el Western Blot (Hongeng et al., 1997), o la inmunofluorescencia (Figura 1.7.).

De todas ellas, han sido fundamentalmente la MSP y la IHQ las mas empleadas y por

ello nos centraremos en éstas.

Figura L.7.: Técnicas de laboratorio mas comunes empleadas para el estudio de MGMT
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- PCR SPECIFICA DE METILACION (MSP):

Considerada hoy en

dia el test de referencia y el

estindar de oro para la

s valoracion de MGMT, es el

80 bp—»

unico que ha mostrado de

manera repetida en los ensayos

clinicos que puede tener un
valor prondstico o predictivo en los gliomas (Hegi et al., 2004; Weller et al., 2010; Wojdacz y
Dobrovic, 2007). El fundamento teérico sobre el que se sustenta ha sido ampliamente detallado
en el apartado de Introduccion de la presente tesis. Brevemente, se basa en la modificacion
quimica que se produce en el ADN metilado cuando se somete a tratamiento con bisulfito. A
continuacion, mediante una PCR estandar y utilizando dos secuencias cebadoras especificas, se
obtiene amplificaciéon de la banda de metilacion, de la de no-metilacion o de ambas.

La determinacién del estado de metilacion del promotor mediante MSP, resulta
técnicamente compleja y con un alto porcentaje de resultados no interpretables incluso fallidos
en todas las series publicadas (Jeuken et al., 2007; Vlassenbroeck et al., 2008).

Es una técnica enormemente dependiente de la calidad y cantidad del ADN de la
muestra, de la especificidad de los cebadores empleados, de la reaccion de modificacion con el
bisulfito, y de las condiciones de la PCR (Yip et al., 2008). Se trata, en términos generales de
una técnica poco reproducible y sujeta a una gran variabilidad intercentro (Hegi et al., 2005),
por lo que algunos autores recomiendan repetir el andlisis de cada muestra varias veces antes de
dar el resultado por valido (Cankovic et al., 2007; Grasbon-Frodl et al., 2007).

En los tltimos afios, debido a todas estas dificultades algunos grupos de investigacion
han realizado algunas modificaciones sobre la técnica, e incluso se han desarrollado algunas
variantes de la misma en un intento de optimizarla (Tabla 1.10.). Desafortunadamente, la
mayoria de los estudios realizados con estas innovaciones de la técnica original, son igualmente
reveladores de dificultades, al tiempo que complican aun mas la interpretacion y comparacion
de los resultados entre los distintos laboratorios (Cankovic et al., 2007). En cualquier caso se
trata de técnicas mucho menos empleadas y por lo que nos centraremos basicamente en la MSP

convencional en la presente discusion.
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Tabla 1.10.: Técnicas de laboratorio basadas en el analisis especifico de metilacion del
ADN empleadas para el estudio de MGMT (modificado de Weller et al. (Weller et al., 2010)).

Técnica Propiedades Principio Lectura Ventajas Inconvenientes
Metilacion Cuantitativa Secuencias modificadas ~ Estado de Exhaustivo Escaso
especifica de y amplificadas son metilacién en rendimiento
clones y posterior clonadas a un vector y todas las islas
secuenciacion amplificadas por una CpG para cada
(“MS clone bacteria. Posteriormente  alelo individual
_sequencing”) ____________ cadaclonessecuenciado
MSP Cualitativa Amplificacion de Presencia o Alta Dificil
convencional secuencias metiladas y ausencia de sensibilidad estandarizacion
(“MSP gel- no metiladas metilacién
based)
MSP-Cuantitativa  Cuantitativa MSP en tiempo real Promotor Estandarizado  Excesivamente
(“gMSP”) completamente , alto restrictivo al
metilado en rendimiento reconocer solo
relacion a B3- promotor
actina completamente
______________________________________________________________________________________________________ metilado.
MethyLight Cuantitativa MSP en tiempo real con  Promotor Estandarizado  Excesivamente
qMSP sonda especifica par completamente , alto restrictivo al
metilacion metilado en rendimiento reconocer solo
relacion gen promotor
control completamente
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, metilado.
Pirosecuenciacion  Semicuantitativa  Cuantificacion de Porcentaje de Estandarizado  Definicion del
nucledtidos durante la metilacién del , alto punto de corte
secuenciacion total de islas rendimiento.
CpG analizadas  Control
interno de la
conversion
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, conbisulfio
COBRA Semicuantitativa  Cuantificacion de Porcentaje de Alta Laborioso.
secuencias metiladas secuencias esfecificidad. ~ Definicion del
metiladas Control punto de corte
interno de la
conversion
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, conbisulfio
MS-MPLA Semicuantitativa ~ Amplificacion de Media (relacion ~ No es Definicion del
(“Methylation- secuencias metiladas entre alelos necesaria la punto de corte
Specific Multiplex metilados frente  conversion
Ligation- a no metilados) con bisulfito.
dependent Probe Alto
Amplification”) rendimiento
MS-HRM Semicuantitativa PCR cuantitativa Porcentaje de Analiza Definicion del
(“MS-High- secuencias regiones punto de corte
Resolution metiladas amplias.
Meeting”) definidas por Estandarizada
una curva Alto
estandar rendimiento
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En relacion a la MSP convencional, algunos autores sostienenen que adolece de
demasiados problemas para su implementacion rutinaria en la practica clinica diaria (Sadones et
al., 2009). A continuacion se exponen las principales limitaciones sefialadas por estos autores:

En primer lugar no se obtendran resultados concluyentes de aproximadamente un tercio
de los bloques de parafina, por material insuficiente, presencia de necrosis tumoral extensa o por
haber sido fijados bajo determinadas condiciones adversas para la posterior calidad del ADN, lo
cual es una limitacién fundamental para su aplicacion en aquellos centros en los que se carece
de medios para almacenar muestras de tejido congelado. Ademas, los resultados obtenidos
pueden variar de manera significativa en funcion de que se analicen muestras de tejido
parafinado o de tejido congelado, resultando la proporcion obtenida de tumores metilados
menor si el analisis se efectia sobre muestras de parafina que si se realiza sobre muestras
congeladas (Jullierat-Jeanneret et al., 2008). Aunque los motivos por los cuales sucede ésto se
desconocen, se especula que pueda deberse a una mayor calidad del ADN en las muestras
congeladas (Everhard et al., 2006).

Y si la rentabilidad de la MSP sobre muestras parafinadas es baja, aun lo es mas en
aquellos casos en los que, por tratarse de biopsia y no de resecciones, la cantidad de muestra es
pequefia (Preusser et al., 2008). Ello conlleva que en las series en las que se ha empleado esta
técnica, exista escasa o nula representacion de pacientes biopsiados, lo que puede influir de
manera decisiva en el analisis estadistico de supervivencia (Brandes et al., 2009; Gorlia et al.,
2008). Asi, en el estudio de Hegi et al. solo se dispuso de material suficiente para realizar el test
en la mitad de los casos (esto es, en 307 pacientes), y solo en 206 (67%) de ellos se obtuvo un
resultado concluyente (Hegi et al., 2005). Ello supone un 37% de resultados validos sobre el
total de casos analizados, siendo este porcentaje incluso inferior en otras series publicadas
(Rodriguez et al., 2008).

En segundo lugar, el hecho de que para el andlisis de metilacion se empleen
homogenados del tejido tumoral, hace que la variabilidad de densidad celular o la
contaminacion en la muestra por células no neoplasicas puedan influir de manera importante en
los resultados (Chinot et al., 2007; Sasai et al., 2008; Yachi et al., 2008).

En tercer lugar, el tratamiento con bisulfito puede degradar per se el ADN problema
(Hegi et al., 2008), de hecho esta demostrado que tras 4 horas de tratamiento con bisulfito a
55°C, entre el 84 y el 96% del ADN habra sufrido una degradacion severa dando lugar a
posibles falsos negativos (Ogino et al., 2006). Del mismo modo, si tras el tratamiento del ADN
con bisulfito se produce una conversion incompleta, o si se efectia un numero excesivo de

ciclos en la PCR se originaran amplificaciones inespecificas (Lenz et al., 2004; Shaw et al.,
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2008; Wojdacz y Dobrovic, 2007; Yachi et al., 2008) obteniéndose también falsos negativos y
falsos positivos respectivamente.

En cuarto lugar, aunque algunos autores afirman que la presencia de metilacion en una
muestra es expresion inequivoca de metilacion del promotor en las células neoplasicas (Esteller
et al., 2000; Hegi et al., 2004; Stupp et al., 2007), Silber et al. (Silber et al., 1993) demuestran en
su serie de tumores cerebrales de diversa estirpe, una ausencia de actividad de MGMT en el
parénquima cerebral sano adyacente al tumor en aproximadamente la mitad de los casos
estudiados. Podria asumirse por lo tanto, segin estos autores, que las mismas alteraciones
epigenéticas responsables del silenciamiento del gen en las células neoplasicas, pueden afectar
al parénquima cerebral infiltrado por la neoplasia, siendo otra causa de posibles falsos positivos
en el analisis de metilacion (Bobola et al., 1995).

Del mismo modo Zhang et al. (Zhang et al., 2003) demuestran la presencia de promotor
hipermetilado en el tejido sano adyacente a carcinomas escamosos de eséfago, inclusive en 2
casos en los que no se detectd metilacion del promotor en la muestra tumoral. Por todo esto, se
acepta en la actualidad que la hipermetilacion del promotor de MGMT puede suceder también
en tejido sano peritumoral y en lesiones premalignas (Brock et al., 2003; Kuester et al., 2009;
Liu y Gerson, 2006).

En quinto lugar, otra de las limitaciones de la MSP mas sefialada por diversos expertos,
es un exceso de sensibilidad inherente a la técnica, que ocasiona que bajo determinadas
condiciones pueda obtenerse un resultado de metilacion aunque el porcentaje de células
metiladas sea una clara minoria en la muestra analizada, y por ello puede sobreestimar el
porcentaje de tumores cuya metilacion es bioldgicamente relevante (Bae et al., 2002; Halford et
al., 2005; Nagarajan y Costello, 2009).

Sin embargo, es importante recordar que, aunque detecta con alta sensibilidad
metilacion en las islas CpG del promotor, no detecta metilacion en otros lugares del gen que
pueden también influir en la transcripcion del mismo y por ende en la expresion final de la
proteina (Lavon et al., 2007).

Por ultimo decir que la MSP hace una valoracién cualitativa de las muestras,
dicotomizando los resultados en metilados y no-metilados. No es por lo tanto posible mediante
MSP diferenciar aquellos tumores que aunque metilados presentan unos niveles de metilacion
por debajo del umbral de silenciamiento transcripcional, y en los que por tanto la metilacion per
se podria no ser bioldgicamente importante (Kitange et al., 2008; Ogino et al., 2006). Asi,
aquellos tumores con un patrdén “en mosaico de metilaciéon”, por ejemplo, podrian dar lugar a

falsos positivos y falsos negativos (Mikeska et al., 2007).
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La disponilidad en la actualidad de algunas técnicas nuevas basadas en la MSP original,
pero que permiten hacer una valoracion cuantitativa o semicuantitativa del estado de metilacion,
ha confirmado que es necesario un nivel minimo de metilacion para que disminuya de manera
significativa la expresion de ARNm y por tanto de proteina (Shaw et al., 2008), es decir, que
existe un subgrupo de pacientes en los que puede existir un grado intermedio de metilacion
representando “una zona gris” en los resultados (Weller et al., 2010). Estas técnicas requieren,
no obstante ser validadas y estandarizadas tal como se ha expuesto previamente (Cankovic et al.,
2007; Mollemann et al., 2005; Ogino et al., 2006; Ohe et al., 2003).

Ademas, por tratarse de una técnica de valoracidon cualitativa estd sujeta a cierta
subjetividad en la interpretacion de los resultados, ya que no es infrecuente observar bandas

muy tenues en el gel de electroforesis de significado incierto (Lee et al., 2008).

- INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ):

Dado que la  consecuencia
fundamental de la hipermetilacion del
promotor de MGMT es el silenciamiento del
gen por inhibicion de la transcripcion del
mismo, pareceria logico pensar que el
analisis de la expresion de la proteina

mediante IHQ puede resultar equivalente a la

determinacidén del estado de metilacion del

promotor.

El hecho de que la THQ sea una técnica mas economica y sencilla que la MSP,
universalmente extendida y ampliamente utilizada en los laboratorios de anatomia patoldgica,
ha inclinado a numerosos grupos entre los cuales nos incluimos a seleccionarla para el analisis
de MGMT (Karayan-Tapon et al., 2009). Desafortunadamente, la IHQ adolece al igual que la
MSP de ciertos problemas para su uso rutinario, que a continuacion expondremos:

En primer lugar, y tal como se ha expuesto ya en varias ocasiones, en el seno de los
gliomas existen células no neoplasicas (glia, células endoteliales, linfocitos etc.) que pueden
expresar MGMT (Jeuken et al., 2007; Yuan et al., 2003). La inmunorreactividad positiva de

estas células puede confundir al observador y dificultar la interpretacion de los resultados.
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Sin embargo, este hecho que a priori se considera una limitacion, y ha sido sefialado por
los detractores de la técnica como principal causa de la ausencia de correlacion entre estado de
metilacion del promotor y la expresion de la proteina, puede servir al mismo tiempo de control
interno de la misma (Hegi et al., 2008; Rodriguez et al., 2008).

Ademas, a diferencia de la MSP que se realiza sobre un homogeneizado de tejido
neoplasico, la IHQ permite mediante visualizacion directa al microscopio, analizar la expresion
de proteina en cada célula individual y valorar por lo tanto, si la expresion protéica es o no
tumoral (Maxwell et al., 2006; Sasai et al., 2008). Asi lo demuestran Nakasu et al. (Nakasu et al.,
2004) en su estudio sobre expresion de MGMT en una serie de tumores cerebrales malignos y
en tejido cerebral no neoplasico obtenido de especimenes de autopsia y de piezas quirurgicas de
pacientes sometidos a exéresis de contusiones o abscesos cerebrales. En dicho estudio, los
autores observan inmunoexpresion de MGMT en las células ependimarias y endoteliales de los
cerebros de autopsia. Ademds, observan la presencia de células inmunoreactivas
correspondientes a astrocitos y oligodendrocitos en la sustancia blanca, siendo las neuronas
consistentemente negativas. En las contusiones cerebrales y en los abscesos, ademas de
expresion de MGMT en las células endoteliales, hallaron también positividad en los astrocitos
reactivos presentes, en algunos linfocitos y en algunas células de microglia. En cuanto a los
tumores cerebrales, describen la presencia de linfocitos inmunopositivos localizados alrededor
de los vasos y entre las células tumorales, e igualmente las células endoteliales resultaron
también positivas.

Ante estos hallazos, los autores cuantificaron el porcentaje de células no neoplasicas
que expresaban MGMT vy asentaban en el seno de los tumores, comprobando que dicho
porcentaje no excedia en ningtn caso el 7% de la celularidad total de la muestra.

Parece por lo tanto, que la posibilidad de que la infiltracion tumoral por células no
neoplasicas inmunopositivas confunda la interpretacion de los resultados siendo causa de falsos
positivos en el andlisis inmunohistoquimico, disminuye de manera importante si se selecciona
un umbral de positividad adecuado (superior al 7% de células positivas).

No obstante, dado que los linfocitos, los macréfagos/microglia que infiltran el tumor, y
las células endoteliales de los capilares normales y proliferativos en el seno del mismo pueden
expresar de manera inconsistente MGMT, algunos autores recomiendan realizar
simultaneamente deteccidn inmunohistoquimica de otros marcadores especificos: CD3,
CD20,CD68 y factor VIII (Sasai et al., 2008).

En segundo lugar, otro motivo de controversia es precisamente el punto de corte

seleccionado para considerar un tumor como inmunopositivo (Brell et al., 2005; Friedman et al.,

Tesis Doctoral Marta Brell



132 Capitulo I: Discusién

1998; Ohe et al., 2003; Preusser et al., 2008). Mientras que algunos grupos establecen un solo
punto de corte aleatorio que oscila entre el 5y el 20% de células positivas (Friedman et al., 1998;
Nakasu et al., 2004) o la mediana (Chinot et al., 2007), otros grupos definen tres o cuatro puntos
de corte determinando asi varios intervalos que distinguen diferentes grados de expresion
tumoral (Brell et al., 2005; Méllemann et al., 2005). Por otro lado, Pollack et al. (Pollack et al.,
2006) proponen emplear como umbral el 25% por ser esta la cifra aproximada de células
immunopositivas que detectan en el parénquima cerebral sano, mientras que Capper et al.
(Capper et al., 2008) proponen puntos de corte diferentes en funcion del grado tumoral (15% de
celularidad positiva para los glioblastomas, y 35% en los gliomas de bajo grado). Por tltimo
Nakasu et al. (Nakasu et al., 2004) proponen el 10% por ser esta la cifra aproximada de células
no neoplasicas e inmunopositivas que se localizan en el seno de los gliomas, tal como se ha
expuesto previamente.

Esta gran variabilidad en el punto de corte seleccionado por los diversos grupos,
dificulta la comparacidn de las series y explica en parte la disparidad de resultados obtenidos en
las diversas series publicadas con analisis inmunohistoquimico de MGMT. Todo esto sera
motivo de andlisis exhaustivo en el segundo capitulo de este trabajo.

En tercer lugar, la IHQ parece tener una menor sensibilidad en relacion a otras técnicas
lo que puede llevar a una sobre o infraestimacidn de la cantidad de proteina realmente presente
en el tumor (Maxwell et al., 2006; Ohe et al., 2003). Asi, determinados aspectos estrictamente
metodoldgicos relacionados con en el proceso de preservacion y fijacion de las muestras, o con
la antigiiedad de las mismas, pueden influir dando lugar a falsos negativos (McCormack et al.,
2009).

En el otro extremo, algunos autores han sugerido la posibilidad de que la expresion de
MGMT detectada mediante IHQ no refleje realmente la actividad la misma, por poder
producirse acimulo de proteina inactiva en la célula que seria detectada mediante IHQ dando
lugar a falsos positivos (Srivenugopal et al., 1996). Del mismo modo, aunque la expresion de
MGMT debe ser nuclear para considerar un tumor como positivo (Augustine et al., 2009;
Herfarth et al., 1999), por ser la MGMT de localizacion nuclear la realmente activa, en no pocas
ocasiones se observa también la presencia de inmunoreactividad en el citoplasma de algunas
células tumorales, siendo hasta la fecha incierto el significado de este hallazgo (Sasai et al.,
2008), y otra posible causa de falsos positivos.

En cuarto lugar, otro aspecto debatido es si las células tumorales que no expresan
MGMT en el momento del diagnostico inicial, son realmente incapaces de producir la proteina

o por el contrario, podria inducirse en ellas expresion de MGMT exponiéndolas a radiaciones
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ionizantes, corticoides o agentes genotoxicos (Jeuken et al., 2007). Si tal como demuestran
Capper et. al (Capper et al., 2008) en 19 pacientes con glioblastoma reintervenidos por recidiva
0 progresion tras el tratamiento complementario, la expresion de MGMT en las células de un
glioma es inducible por determinados agentes externos, entonces, la determinacion de la
expresion en el momento del diagndstico puede no reflejar la situacion real de la misma durante
el tratamiento del paciente y por lo tanto podria no ser un factor predictivo ni prondstico fiable
(Biswas et al., 1999; Margison et al., 2003; Preusser et al., 2008; Stupp, 2007). Una vez mas, los
resultados de la literatura al respecto son contradictorios (Cahill et al., 2007).

Por tultimo del mismo modo que sucede en la MSP, en el analisis mediante IHQ existe
también cierta subjetividad en la interpretacion de los resultados y consiguientemente cierta
variabilidad interobservador, lo que puede también influir en la disparidad de resultados
obtenidos entre laboratorios diferentes (Maxwell et al., 2006).

Cualesquiera que sean la verdaderas razones, lo cierto es que existe una relacion
inconsistente entre el estado de metilacion del promotor de MGMT y la expresion de MGMT,
tanto en los tumores cerebrales como en otro tipo de neoplasias.

Ello indica que la regulacion del gen es un fenomeno complejo en el que la presencia de
hipermetilacion del promotor es s6lo uno de los factores influyentes en la expresion final de la
proteina (Lavon et al., 2007, Murakami et al., 2004), y ha llevado a algunos expertos a
considerar la posibilidad de que la presencia del promotor metilado no sea per se la causa
directa del comportamiento bioldgico de los tumores sino que sea en realidad un epifenémeno
de alguna otra alteracion genética o epigenética mas relevante (Iafrate y Louis, 2008).

Parece claro que el andlisis de la expresion y/o actividad de MGMT podria no
seleccionar el mismo grupo de pacientes que la determinacion del estado de metilacion del
promotor (Nakasu et al., 2004).

Dadas las posibles implicaciones que esto puede conllevar, con repercusion incluso en
un futuro cercano, sobre el tratamiento que recibira el paciente, resulta de vital importancia
profundizar en el conocimiento de estos aspectos. Algunos autores han propuesto la asociacion
de ambas técnicas en la practica clinica diaria combinando los resultados de las mismas para
definir con exactitud el valor prondstico y/o predictivo de MGMT vy asi establecer subgrupos de
pacientes que se beneficiaran de pautas terapeuticas similares en funcién del perfil genético de
sus tumores (Cao et al., 2009). Otros afirman que la IHQ puede resultar de eleccion para
detectar en un primer cribaje los tumores inmunopositivos y por tanto tedricamente no-

metilados, reservando el analisis de metilacion en cualquiera de sus variantes para el subgrupo

Tesis Doctoral Marta Brell



134 Capitulo I: Discusién

de tumores que no muestran expresion de la proteina, ya que no siempre estos tumores muestran
metilacion del promotor (Uccella et al., 2009).

Continua siendo por lo tanto un asunto no resuelto en la actualidad cual es la técnica
optima para el analisis de MGMT, y para su aplicacion en la rutina asistencial de la préctica
clinica diaria (Brandsma y van den Bent, 2007; Duffy et al., 2009; Weller et al., 2010). En el
capitulo II se lleva a cabo una Revision Sistematica de la literatura al respecto y un Meta-

analisis en un intento de clarificar estos aspectos.

6.2. MGMT COMO FACTOR PRONOSTICO O FACTOR PREDICTIVO

Los resultados de nuestra serie de gliomas anaplasicos demuestran que la ausencia de
expresion inmunohistoquimica de MGMT es un factor prondstico independiente de
supervivencia global en el subgrupo de pacientes que recibieron tratamiento quimioterapico, por
encima de otros factores pronosticos clinico-patoldgicos clasicos conocidos. Por el contrario, la
presencia de hipermetilacion del promotor de MGMT no mostro6 influencia pronostica, si bien el
numero de casos de los que se obtuvo resultado concerniente al estado de metilacion de MGMT
fue bajo.

Ante estos hallazgos se suscita la pregunta: jes MGMT un verdadero factor prondstico
0, dado que parece ejercer influencia exclusivamente sobre el subgrupo de pacientes que
recibieron tratamiento quimioterapico, se trata en realidad de un factor predictivo?.

El valor pronostico y/o predictivo de MGMT en los gliomas ha sido durante los ultimos
afios, y continua siendo en la actualidad, motivo de investigacion (Weller et al., 2010). Tanto el
significado clinico de la expresidon proteica o de ARNm, como el del estado de metilacion del
promotor han sido evaluados por numerosos grupos y los resultados obtenidos han sido
contradictorios.

Conviene recordar, tal como se expuso en la Introducciéon que entendemos por factor
prondstico aquel presente en el momento del tratamiento quirtirgico del paciente, y que se
relaciona con su supervivencia global o libre de progresidn/recidiva independientemente de si
éste recibe o no radio y quimioterapia posteriormente. Por lo tanto, los factores prondsticos en
una determinada enfermedad proporcionan informacion en relacion al curso natural de la misma.

Por el contrario, factor predictivo es aquel que se asocia a la respuesta a una
determinada terapia y por ello, s6lo influye en la supervivencia del paciente si éste recibe dicho

tratamiento (Riemenschneider y Reifenberger, 2009).
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La realidad es que en la practica clinica diaria, resulta dificil en ocasiones distinguir con
nitidez si un determinado factor es prondstico en si mismo o si se comporta como factor
predictivo de respuesta al tratamiento y secundariamente es causa de un aumento de

supervivencia de los pacientes.

6.2.1. VALOR PRONOSTICO DE MGMT

En lo que respecta al valor prondstico de MGMT, resulta evidente y asi se muestra en
las Tablas I.11. y 1.12., que la mayoria de la informacion disponible proviene de estudios
realizados en series heterogéneas, en las que se incluyen tumores de histologia diversa y
diferente grado histologico. Es mas, muchas de estas series incluyen incluso protocolos de
tratamiento distintos. Ademas, el analisis de MGMT ha sido realizado utilizando metodologia

variable lo que dificulta la comparacion de los resultados obtenidos por los distintos grupos.
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Tabla I.11: Influencia prondstica de MGMT en tumores cerebrales

Impacto de metilacion del Factor
promotor en la supervivencia# prondstico
Autor / afio n Histologia Método Supervivencia ] — independiente
. Supel‘Vlvenﬂa en el Anélisis
libre de lobal Lo »
progresién g Multivariante?
Esteller el 29 GB, 18
Cal2000 YT A e S Y oo
Komine et 1 1
Cal2003 % 9RO MeP o S R
Balada et al.,
______ 2003 o OB MSP ST
P ¢ al 51 GB, 20
a;OeO j " 02 OA, 16 AA, MSP no no> -
e OAA
Hegi et al.,
______ 004 ¥ OB M-y
Kamiryo et 74 GB, 42 4 4
Cal2004 MO aa e S o
Blanc et al.,
______ 2004 M OB MSP e
Watanabe et 29 GB, 16
Cal2o0s YA e S Y
Hegi et al.,
,,,,,, 2005 OB Mo s
Brandeset g0 \0A AO  Nested MSP ns ns no
o al,2006 7 e T
Brandes et
Cal2oos 2 OB NesedMSPo oo T
Everdard et
Cal00s % OBG NesedRCRO o T T
Eoli et al.,
,,,,,, 2000 0 OB MSP s s s
Wick et al.,
______ 2007 0 9B MSP M T
Criniére et .5 .5
a0y P 9B Mee oo Sl Yo
Ishii et al., 20 GB, 16
______ 2007 M Aagoaa  MPow o om0
Brandes et
Cal200g 1% OB P Y R R
Sadones et 38 22 GB, 16 MSP G4 sit sit
...al, 2009 T AAYOAA  Cuantitativa °°
Karayan-
Taponetal,, 81 GB MSP si si no
______ 2000
Fabi et al., 10 GB, 8
______ 2000 " aai0aa Mo o00
Weiler etal., 4, GB MSP si no -
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Van den
Bentetal., 152 0OA MS-MLPA’® si si si
______ 2000
Kesari et al.,
______ 000 0 9BG MR T
Prados et al., GB,
______ 2000 *  Glosacoma M - oS T
Vogelbaum
Cetal,2000 P A%OAA L MSE oo T
Kugo‘ggal" 49  GBG,GA MSP no no si
CPiperietal, .., o om owaen ;
______ 000 P OBGEE o MSP e S T
Metellus et
Calee P 9B ver oo Y o o
Wel;')roegt al., 301 GB MSP si si si
©Sonodaet L.
a9 Y 9B e Y Yo o
Wick et al.,
______ 000 % GA oMo
Brandes et
Cal2oe9 P OB NetedMSP o T T
Dunn et al., Pirosecuenci .
______ 000 1 OB aden %o
Brandes et
Caloe9 YT OB NesedPORO o o o
Clarzkgoegt al, g5 GB MSP - si no
© Brandeset ., n o rrenm s
al., 2010 38 GB Nested MSP - si -
Impacto de la ausencia de Factor
expresion de mRNA en la pronéstico
Autor / afio n Histologia Método supervivencia® independ,i e.n-t ¢
Supervivencia . . en el.Am}hsls
libre de Supervivencia Multivariante
s global 9
progresion
Mineura et
6 GB, 8 AA,
e B 4geg MR M R
Rolhion et
el P 9B Rrrer S M T
41 GB, 28
Tanaka et AA, 19
al., 2003 100 GBG, 12 RT-PCR - si no
otros
Impacto de la ausencia de Factor
expresion/ actividad de la pronéstico
Autor / afio n Histologia Método proteina en la supervivencia¥  independiente
Supervivencia . . en el.An:?lls1s
libre de Supervivencia Multivariante
e global 9
progresion
Belanichet 167 99 GB, 47 Inmunofluo sit si’ si
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al., 1998

1999

1999

Andersson
et al., 2004

Brell et al.,
2005

McLendon
et al., 2005

Nagane et
al., 2007

Nakasu et
al., 2007

Wager et al.,
2008

Kanamori et
al., 2009

Cao et al.,
2009

Karayan-
Tapon et al.,

Spiegl-
Kreinecker
etal., 2010
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71

AA, 21 otros

OAy OAA

169 GB, 69
GA, 51
GBG, 7

36 GBG, 51
GA, 75 GB

GB

rescencia
cuantitativa
Inmunofluo

rescencia
cuantitativa
Inmunofluo

rescencia
cuantitativa

Actividad de
MGMT

Inmunohisto
quimica
Inmunohisto
quimica
Inmunohisto
quimica

Inmunohisto
quimica
Inmunohisto
quimica
Inmunohisto
quimica

Inmunohisto
quimica

Inmunohisto
quimica

Inmunohisto
quimica
Inmunohisto
quimica
Inmunohisto
quimica

Inmunohisto
gimica

Inmunohisto
quimica

Western
Blot

no

no
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Western
Sonoda et Blot . .
al., 2010 62 GB Inmunohisto St no St
quimica

N: nimero de pacientes. # Solo considerado nivel de significacion estadistica p< 0.05. GB: Glioblastoma; AA:

astrocitoma anaplasico; OA: oligodendroglioma anaplasico; OAA: oligoastrocitoma anaplasico; GBG: glioma de bajo
grado; GAG: glioma de alto grado; --: dato no disponible; n.s.: no significativo, MSP, PCR especifica de
metilacion(“methylation specific PCR”); RT-PCR: “reverse-transcription PCR”

! Diferencias estadisticamente significativas en el analisis multivariante para la supervivencia libre de progression. La
hipermetilacion del promotor es factor de mal prondstico en esta serie.

2 Tendencia hacia la significacion estadistica para los GB con hipermetilacion del promotor.

3 Diferencias estadisticamente significativas sélo para GB.

4 Diferencias estadisticamente significativas solo para AA.

SMS-MLPA: “Methylation specific-multiplex ligation-dependent probe amplification”

® Estadisticamente significativas solo para supervivencia libre de progresién.

"La hipermetilacién del promotor es factor de mal prondstico en esta serie.

$S6lo factor prondstico en a primera cirugia, no en la reintervencion.

? Diferencias estadiaticamente significativas para toda la serie y para GB.

19 Diferencias estadisticamente significativas s6lo para pacientes menores de 60 afios.

' Diferencias estadisticamente significativas solo para los pacientes que recibieron quimioterapia.

Diferencias estadisticamente significativas para supervivencia hasta la transformacién maligna, siendo la
supervivencia libre de transformacion maligna superior para los tumores que expresaban MGMT.

Dado que la metilacion del promotor y la expresion proteica de MGMT paracen
depender del grado histoldgico y del subtipo de glioma, la relevancia de MGMT en cada uno de
estos continua siendo motivo de debate (Weller et al., 2010).

En lo que se refiere al glioblastoma, a pesar de no ser pocas las series que demuestran
una ausencia de valor pronostico de MGMT, y de algunas otras cuestiones abiertas que deben
todavia ser aclaradas (Blanc et al., 2004; Brandes et al.,, 2010; Paz et al., 2004; Spiegl-
Kreinecker et al., 2010), se acepta en términos generales y asi lo apoyan los resultados de
importantes ensayos clinicos randomizados, que la metilacion del promotor de MGMT
determinada por MSP se relaciona de manera estadisticamente significativa con la
supervivencia global y/o libre de progresion en estos tumores (Tabla 1.10.) (Balafia et al., 2003;
Esteller et al., 2000; Hegi et al., 2004; Hermisson et al., 2006; Kamiryo et al., 2004; Reardon et
al., 2006; Rivera et al., 2010; Stupp et al., 2005; Weller et al., 2009).

Mais aun, algunos estudios como el realizado por Hegi et al. (Hegi et al., 2005)
demuestran que la metilacion del promotor confiere per se una ventaja pronostica incluso al
subgrupo de pacientes que reciben exclusivamente tratamiento radioterapico, aunque no de
manera tan evidente como al de los pacientes que reciben quimioterapia.

Por todo ello, algunos autores afirman que el estado de metilacion de MGMT es, hoy
por hoy, el factor molecular conocido con valor pronodstico mas solido en el glioblastoma

(Weller et al., 2010). Simultaneamente, y de modo paradojico, otros grupos inciden en que se
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trata de un factor predictivo de respuesta al tratamiento y no tanto pronostico (Sonoda et al.,
2010).

En cualquier caso, la afirmacion de que el estado de metilacion de MGMT se comporta
como un factor prondstico mas relevante incluso que las variables clinicas clasicas conocidas
(edad, Karnofsky etc.), y que ademas parece ser también un potente predictor de respuesta a los
agentes alquilantes, es fundamentalmente aplicable a los glioblastomas de nuevo diagnéstico
(Gorlia et al., 2008; Hegi et al., 2004; Hegi et al., 2005; Weller et al., 2009). En ellos, y a
diferencia de otros gliomas, la pérdida de heterocigosidad de 10q (LOH/0q) es altamente
frecuente de modo que es probable que la pérdida de un alelo junto con la metilacion en el
promotor del otro tenga mas repercusion sobre la expresion/actividad de MGMT que la simple
metilacion del promotor de un sélo alelo (Weller et al., 2010).

Sin embargo, el papel de MGMT en la recidiva del glioblastoma es mucho mas
cuestionado, no habiéndose hallado una clara asociacion entre la supervivencia global y el
estado de metilacion de MGMT en pacientes sometidos a segunda cirugia, a pesar de recibir
nuevamente tratamiento con agentes alquilantes. La coincidencia entre el estado de metilacién
del promotor de MGMT en el tumor original y en la recurrencia parece ser baja, especialmente
si el primero poseia promotor metilado. Como posible causa de esta discordancia Brandes et al.
(Brandes et al., 2010) sefialan la posible heterogeneidad en el patrén de metilacién entre
distintas areas del tumor original, tal como se expuso previamente.

Se ha sugerido ademas la posibilidad de que el patréon de metilacion de MGMT y su
valor prondstico varien durante el curso de la enfermedad (Brandes et al., 2010; Sadones et al.,
2009). En este sentido, las llamadas “cancer stem cells” (CSC) o “células progenitoras del
cancer" que pueden constituir enfermedad minima residual tras el tratamiento radio y
quimioterapico y poseen la capacidad de generar nuevos tumores, podrian ser otro motivo a
considerar. Aunque son todavia datos preliminares, algunos autores han descrito CSC CD133+
caracterizadas por expresar niveles bajos de ARNm y proteina de MGMT, asi como CSC
CD133- con altos niveles de MGMT que, en opinion de dichos expertos, serian la causa de la
resistencia al tratamiento y de la recurrencia tumoral (Beier et al., 2007; Beier et al., 2008;
Martinez y Esteller, 2010).

Por ello, el estado de metilacion de MGMT determinado en el momento del diagnostico
puede no relacionarse con la respuesta al tratamiento con agentes alquilantes en el momento de
la eventual recidiva/progresion (Weller, 2010).

Algunos estudios realizados en pacientes con diagnostico de glioblastoma y

considerados largos supervivientes (supervivencia superior a 36 meses), han demostrado que el
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porcentaje de tumores con metilacion del promotor es significativamente mayor en este grupo.
Sin embargo no todos los pacientes con larga supervivencia poseen glioblastomas con
metilacién del promotor, lo que sugiere que MGMT no es el unico factor relevante (Krex et al.,
2007).

Por otro lado, trabajos recientes apuntan la posibilidad de que el patron de recurrencia
en los glioblastomas tratados con radio y quimioterapia pueda verse significativamente influido
por el estado de metilacion de MGMT, produciéndose con mayor frecuencia fuera del campo de
irradiacién en los tumores con hipermetilacion del promotor (Brandes et al., 2009) e incluso
siendo mas frecuentes los casos de pseudoprogresion entre los tumores con promotor metilado
(Brandes et al., 2008). Se trata, no obstante una vez mas de resultados preliminares que deben
ser verificados en nuevos estudios (Wick et al., 2008).

En los gliomas anaplasicos todos estos aspectos son aiin mas controvertidos. En nuestra
serie, la ausencia de inmunoexpresion de MGMT resulto ser factor prondstico independiente de
supervivencia global solo en el subgrupo de pacientes tratados con quimioterapia. En el ensayo
fase III randomizado NOA-04 (Wick et al., 2009) la metilacion de MGMT demostré impacto
prondstico en la supervivencia libre de progresion en todos los pacientes de la serie,
independientemente del tratamiento radio o quimioterapico administrado. Resultados similares
fueron obtenidos en el ensayo de la EORTC 26951 (van den Bent et al., 2009), lo que apunta
por lo tanto hacia la consideracion de que en los gliomas anaplasicos, MGMT pueda
comportarse mas como factor prondstico que como factor predictivo de respuesta al tratamiento.

Autores como Wick et al. (Wick et al., 2009) afirman que los gliomas anaplasicos con
promotor hipermetilado podrian tener en realidad una alteracion global de la capacidad de
regular la metilacion de ADN, originandose por ello la inactivacion epigenética de multiples
genes relacionados con la radiorresistencia. Ello podria explicar que MGMT haya demostrado
en algunos estudios una influencia prondstica incluso en el subgrupo de pacientes tratados
exclusivamente con radioterapia.

En los gliomas anaplasicos parece ademas existir una correlacion entre metilacion del
promotor de MGMT, co-deleccion de Ipl9q, y mutaciones de /DH1 (isocitrato deshidrogenasa
1), todos ellos factores moleculares relacionados con un pronostico favorable, lo que permite
hipotetizar que la regulacion epigenética de MGMT en este subtipo histoldgico podria suceder
fundamentalmente en un contexto patogenético especifico y favorable (Weller et al., 2010).

Parece por lo tanto, que el significado clinico de la metilacion del promotor de MGMT

podria ser diferente en los gliomas anaplasicos respecto a los glioblastomas, si bien son
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necesarios nuevos estudios prospectivos y diseflados adecuadamente de manera mas especifica
para confirmar esta hipotesis (van den Bent et al., 2009).

Por tltimo, en los gliomas de bajo grado la metilacion del promotor de MGMT parece
ser mas frecuente que en los otros subtipos histologicos, oscilando en las diversas series entre el
47.5% y el 92.6 % de los casos, lo sugiere que esta alteracion epigenética podria constituir un
evento precoz en la progresion de los gliomas (Everhard et al., 2006; Mollemann et al., 2005).

En estos paraddjicamente, la metilacion del promotor de MGMT parece comportarse a
priori como un factor pronostico negativo (Komine et al., 2003; Zhang et al., 2008). Sin
embargo, cuando Watanabe et al. (Watanabe et al., 2007) analizan su serie de gliomas de bajo
grado en el momento del diagnoéstico inicial y en la recurrencia descubren que, mientras que la
presencia de promotor metilado se asocia de manera estadisticamente significativa a una menor
supervivencia libre de progresion en el momento del diagndstico inicial, tras la reintervencion
quirtrgica y el tratamiento con quimioterapia adyuvante, la metilacion de MGMT resulta ser un
factor prondstico favorable. Estos resultados han sido reproducidos posteriormente por otros
grupos (Kesari et al., 2009; Nakasu et al., 2007).

De ello cabe interpretar que en los gliomas de bajo grado, el tratamiento quimioterapico
resulta indispensable para que la metilacion de MGMT tenga influencia prondstica; dicho de
otro modo, en ausencia de tratamiento complementario, el valor prondstico de MGMT es
controvertido. Esto mismo ha sido corroborado en otros tumores de la economia sistémica
(Baumann et al., 2006; Brock et al., 2003; Hayashi et al., 2002; Jesien-Lewandowicz et al., 2009;
Levin et al., 2006; Park et al., 2001).

Del mismo modo que en los gliomas anaplasicos, en los gliomas de bajo grado algunos
grupos han constatado la existencia de correlacion entre MGMT, LOH/p/9¢q, y mutaciones de
IDHI (Mollemann et al., 2005; Sanson et al., 2009), sin que hasta la fecha se concozca la
importancia bioldgica real de esta asociacion ni la mayor o menor contribucion de cada uno de
los factores al prondstico de los pacientes o a la quimiosensibilidad tumoral (Weller et al., 2010).

Mencién aparte merecen los gliomas con componente oligodendroglial, debido a las
peculiaridades genéticas de los mismos, a su mayor quimiosensibilidad y a su mejor prondstico.
Mientras que algunos estudios demuestran una asociacion significativa entre la presencia de
LOHIpi9Yq y la existencia de hipermetilacion del promotor de MGMT y/o baja expresion de
MGMT (Mollemann et al., 2005; van den Bent et al., 2009), otras series no concluyen estos
resultados (Watanabe et al., 2002).

Tal como se expuso en la Introduccion, y con algunas excepciones, la mayoria de los

estudios demuestran una menor expresion de MGMT en los tumores oligodendrogliales y una
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mayor frecuencia de hipermetilacion del promotor en relacion a los tumores astrocitarios
(Buccoliero et al., 2005; LeDoux et al., 1996; Silber et al., 1998), habiéndose descrito una baja
expresion de la MGMT hasta en el 86-93% de los oligodendrogliomas (Buccoliero et al., 2005;
McLendon et al., 2005).

Por tultimo, a diferencia de lo que sucede en otros gliomas, la hipermetilacion del
promotor de MGMT no parece ser factor prondstico independiente en éstos (Brandes et al., 2006;
Watanabe et al., 2002). En nuestra serie, solo 18 pacientes (19.4%) presentaban tumores con
componente oligodendroglial lo que impide sacar conclusiones firmes al respecto.

En tumores no cerebrales el valor pronostico de MGMT es igualmente controvertido.
Sin embargo, y como puede observarse en la Tabla [.12. la frecuencia con la que la
sobreexpresion de MGMT y/o la ausencia de metilacion del promotor resulta factor pronostico

favorable es mayor que en las series de tumores cerebrales.
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Tabla 1.12.: Influencia prondstica de MGMT en metastasis cerebrales y en otros tumores

de la economia sistémica

Impacto de metilacion del

promotor en la F ac'tor
. .y pronostico
Autor / afio n Histologia Método 'super.vwencm independiente
Supfervwencna Superv. en el Analisis
pll't)l:grreegif’)n global Multivariante

Tumores Digestivos

Matsukura Ca. hepatoce 1
et al., 2001 60 lular THQ N St St
Matsukura Ca.
etal., 2001 105 colorectal THQ - no -
 Matsukura ., . L
Cetal, 2001 ©2 Cuewsweo THQ o R e
Park et al., . MSP 1
2001 71 Ca. géastrico ----—-—----------- si no no
IHQ
B | MSP
a;:ofgza ” 149 Ca. gastrico ~~ T - si no
IHQ
Kohyaetal, ., Ca.tracto .o
2002 4 biliar HQ - s -
Leeetal., .
2002 79 Colangioca. MSP -- no --
MSP
Nagasaka et 90 ¢ca. si _ _
al., 2003 colorrectal
THQ
 Matsukura . Ca.
etal., 2003 60 hepatocelular THQ - St St
”””””””””””””””” Neoplasia
House etal, 48 endocrina de MSP - no no
2003
_______________________________ P S .
Kitajima et Lo
Cal,2003 1P Cesdsmeo o IHQ T S o
Lee et al., s 1
______ 2003 P Cesdsweo QO e S0
Kogaet al., Ca.tracto MSP .
2005 37 biliar I - s -
IHQ
~ Kohonen-
Corish et al., 176 Ca.colon MSP - no --
_..2005
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THQ
RT-MSP
Baumann et 101 Adenoca. _ o _
al., 2006 esofagico
IHQ
"(')'gi'ﬁé'éi'a{lf,'"'"'3'(;"""""'('::11 """"""" MSP o no """""
______ 2007 T colorrectal  Cuantitativa
Chang et al., Ca.vesicula
______ 2007 % hidr M - e o0
Krtolica et Ca.
al2007 YT colorrectal M R o
Napielski et _— MSP
al2007 Ot CRESIO cugniitativa ] coor T
Deng et al., Ca
______ 2008 % colomectar MY o s
2
Zhang et al., Ca. MSO
2008 24 colorrectal - St St
IHQ
Garclaetal, . Cavesicula ...
,,,,,, 2000 7 bl MFP o - s
Chen et al., Ca
,,,,,, 2000 "7 colomectar  MF o o-we w0
Supic et al., 77 Ca.escamoso Nested- _ N _
______ 2000 Gl oml  MSP_ T ™ T
.. Ca.escamoso
Taioli et al, 88 oral y MSP si si si'
2009 ,
_______________________________ faringeo ..
Kim et al., Adenoca. Pirosecuen .
285 .., si no --
2010 colon ciacion
Tumores pulmonares
Hayashi et Adenoca. MSP .
al., 2002 87 ulmonar N St N
. P HQ
Pulling et al., 237 Adenoca. Nested MSP _ o o
2003 pulmonar
Brabender et Adenoca. . .
al., 2003 2 pulmén RT-PCR - sl sl
Kim et al., Adenoca.
2005 72 pulmonar MSP no no no
""" . Capulmén
Kim et al., .
2005 61 no cellila MSP no no no
_______________________________ DU .
Ca. pulmén
Safar et al., .
2005 105 no cellila MSP no no no
pequefia

Tesis Doctoral

Marta Brell



146

Safar et al.,

Ca. pulmon
no célula
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2007 N -
_______________________________ pequena .
Ca. pulmén
Yanagawa et .
al.. 2007 101 no cehila MSP - no --
_______________________________ pequena .
Ca. pulmén
Cooper et .
al., 2008 108 no cehila THQ -- no no
_______________________________ pequena .
Hoffmann et Ca. pu'lmon M.SP .
76 no célula Cuantitativa - no --
al., 2009 N
pequefia en suero
Tumores mamarios
Matsukura et Ca.mama 1
a2t W R T
c | RT-PCR
ayreetal., ...~ . . -1
2002 107 Ca.mama no si si
IHQ
COsamaietal, .
2005 48 Ca.mama THQ -- no --
Munot et al., MSP
2006 200 Camama - no no -
IHQ
Melanoma
Middleton et Actividad
al., 2000 30 Melanoma MGMT -- no --
Ma et al., Melanoma
2003 79 metastasico THQ St - -
”””””””””””””””” Metastasis ~ «,0n
Voelter et hepaticas de MSP
34 TV T e -- no --
al., 2008 melanoma
IHQ
uveal
Otros
Inmunofluo
Hengstler et L .
159 Ca.ovarico rescencia - no no
al., 1999 L.
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, cuantitattva
Maruyama et ..
al2001 %% Cavee A e e *o
Esteller et 84 LinfomaB MR si si si
al., 2002 IHQ
‘Kwongetal., ., Ca. o
______ 2002 P msofaringe M oM T
Chim et al., Leucemia
______ 2003 *  promielocit. MY T MM
Zuo et al., 94 Ca.escamoso MSP si si si!
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2004 de cabezay
________________________________ CuelloIHQ
Puri et al Ca.escamoso
u ” 51 de cabezay IHQ no no --
2005
________________________________ cuello
Hiraga et al., .
______ 2006 !0 HwomaB o MSP s
Al-Kuraya et .
al2006 P bmfomaBo MSP - ot
Ohno et al., .
______ 2006 O MwomaB Qs
Nakamichi Nested MSP
akamichi et .
al.. 2007 53 LinfomaB ---------------- - no -
IHQ
Joetal,  on
______ 007 % Ceeoww  MSP o T T
Ca.escamoso
Martone et
al., 2007 20 de cabezay MSP no -- --
________________________________ cuello
Lee et al., 69 Ca.glandula MSP 777777 B o B
2008 salivar Pirosecuenc
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, lacion
Kim et al., Sarcomas de MSP . . .
2009 62 partes = ---eeeeee-----e- si si si
blandas IHQ
""""""""""""""" Ca.escamoso
De Schutter
et al., 2009 46 de cabezay MSP no no --
________________________________ cuello
Tumores
Kulke el at., .
2009 21 neuroendocri IHQ no no --
L DOS .
Lee etal., .
______ 009 M bwlomaB o MSP - T
MSP
[i;: cezl(l)%;t 71 Linfoma B _Cuantitativa si si --
" THQ
MSP
Le;oe(;; L, 53 Linfoma B~ ---------------- no no -
IHQ
Metastasis cerebrales
. . Nested-
Wu et al.,, Metdstasis MSP . .
2009 97 cerebrales de ---------------- -- si si
ca.pulmon HQ

"La metilacion y/o la pérdida de expresion se asociaron a peor pronéstico independientemente de recibir QT
2MSO : Methylation-specific oligonucleotide
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Asi, Cayre et al. (Cayre et al., 2002) observan que la sobreexpresion de ARNm en
cancer de mama resulta factor independiente de pronodstico favorable; Matsukura et al.
(Matsukura et al., 2003) en cancer hepatocelular, que la sobreexpresion de MGMT determinada
mediante analisis inmunohistoquimico, es igualmente un factor pronostico positivo en el
analisis multivariante, y Brabender et al. (Brabender et al., 2003) que la ausencia de metilacion
del promotor de MGMT analizada mediante RT-PCR, se asocia a supervivencias
significativamente mayores en cancer pulmonar.

En la misma linea Zuo et al. (Zuo et al., 2004) demuestran en una serie de carcinomas
escamosos de cabeza y cuello no sometidos a tratamiento complementario alguno tras la cirugia,
que aquellos pacientes cuyos tumores mostraban sobreexpresion de MGMT y promotor no
metilado, presentaban supervivencias significativamente mayores. Del mismo modo, Matsukura
et al. (Matsukura et al., 2001) lo demuestran en pacientes con hepatocarcinoma, carcinoma
gastrico y cancer de mama, y Kawaguchi et al. (Kawaguchi et al., 2006) en 65 casos de sarcoma
de partes blandas, en los que la presencia de promotor metilado se asocié a mayor tamafio
tumoral, mayor agresividad y mayor numero de recurrencias, por lo tanto a un prondstico
desfavorable.

Por el contrario Dikshit et al. (Dikshit et al., 2007), Deng et al. (Deng et al., 2008), Chen
et al. (Chen et al., 2009) entre otros, no observan en sus respectivas series un impacto pronostico
estadisticamente significativo de la expresion de MGMT o del estado de metilacién del
promotor del gen.

Como ya se ha expuesto previamente en varias ocasiones, las verdaderas razones por las
que existe esta disparidad de resultados en lo que se refiere al valor pronostico y/o predictivo de
MGMT no se conocen en la actualidad. En el capitulo II se abordara de manera exhaustiva el
problema de la metodologia a la hora de analizar MGMT, ya que podria al menos en parte
explicar estos hallazgos.

No obstante, si se analizan por separado las series que han evaluado unicamente
expresion de proteina de MGMT mediante IHQ o inmunofluoresecencia, eliminando de esta
forma el factor de confusion atribuibe a aspectos meramente técnicos, los resultados son
igualmente contradictorios (Anda et al., 2003; Andersson et al., 2004; Bae et al., 2002; Belanich
et al., 1996; Jaeckle et al., 1998).

Parece claro, por lo tanto, que el problema no radica exclusivamente en aspectos
metodologicos existendo otras cuestiones que merece la pena analizar, y que probablemente

contribuyan a esta controversia.
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En este sentido, la ausencia de expresion de MGMT en un tumor implica
quimiosensibilidad, ya que sus células careceran de la capacidad que confiere MGMT para
reparar las lesiones del ADN inducidas por los agentes alquilantes. Sin embargo, cabe recordar
que la metilacion en posicion O6 de la guanina es un paso importante en el proceso de
adquisicion de mutaciones durante la carcinogénesis ya que provoca la conversion de pares de
bases (G:C a A:T) (Nakamura et al., 2001) bloqueando la replicacién del ADN (Pegg et al.,
1995). La proteina MGMT protege a las células de estas alteraciones y por tanto de mutaciones.
Asi, en modelos animales con ratones transgénicos, la sobrexpresion de MGMT ha demostrado
resultar protectora frente a determinadas mutaciones. En humanos, la asociacion entre ausencia
de MGMT y la mutacion de K-ras ha sido también constatada (Park et al., 2001).

Por todo ello, y al menos desde un punto de vista tedrico, la ausencia de MGMT
confiere quimiosensibilidad y por tanto se comporta como factor predictivo y pronostico
positivo, al tiempo que incrementa la susceptibilidad tumoral a adquirir nuevas mutaciones
(TP53, K-ras) resultando desde este punto de vista un factor prondstico negativo (Bello et al.,
2004; Clark y Melki, 2002; Esteller y Herman, 2004; Gerson, 2004; Hayashi et al., 2002;
Herman y Baylin, 2003; Issa, 2003; Jacinto y Esteller, 2007; Rolhion et al., 1999; Watanabe et
al., 2007; Yin et al., 2003).

Otro aspecto relevante a considerar es el hecho de que la hipermetilacion puede
producirse simultineamente en varios genes que posean igualmente promotores con islas CpG
(Kohya et al., 2002), asociandose asi la metilacion del promotor de MGMT al silenciamiento de
otros genes que también podrian influir en el comportamiento bioldgico final de las lesiones
(van den Bent y Kros, 2007). El conjunto especifico de genes cuyos promotores se metilan
simultaneamente en un determinado grupo de tumores ha sido denominado por algunos autores
“metilotipo” (Esteller et al., 2001; Liu y Gerson, 2006; Martinez y Esteller, 2010).

Este fenomeno de metilacion simultanea ha sido bien descrito en el cancer colorrectal,
denominandose fenotipo CIMP (“CpG island methylator phenotype”) a aquel de los tumores
caracterizados por poseer metilacion simultanea de varios genes y un peor pronostico (Brock et
al., 2003; Jones, 1999). De modo similar, en los tumores cerebrales podria existir un conjunto de
genes cuyos promotores sufrieran metilacion de manera simultanea (lafrate y Louis, 2008;
Mueller et al., 2007).

Algunos autores sugieren que la hipermetilacion de MGMT pueda ser en realidad un
factor subrogado y no la causa per se de la variabilidad prondstica de los pacientes (Cao et al.,

2009; Capper et al., 2008; Issa, 2004; Issa, 2003; Sasai et al., 2008). Esto explicaria por qué la
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metilacién del promotor de MGMT es mas frecuente en el glioblastoma secundario, de mejor
prondstico, que en el primario (Eoli et al., 2007; Nakamura et al., 2001).

Por tultimo y a modo de reflexion, diremos que atribuir las diferencias en el prondstico
de los pacientes al estado de MGMT de manera exclusiva, debe hacerse con precaucion. No
solo porque traduce una visidn excesivamente simplista sino porque supone asumir
implicitamente que dos tumores que se diferencian entre si por el estado de MGMT, son
idénticos en el resto de sus caracteristicas genéticas, lo cual es probablemente incierto (Issa,

2003).

6.2.2. VALOR PREDICTIVO DE MGMT

Tal como se ha expuesto previamente, MGMT revierte la formacion de radicales
alquilo/metilo en posicion O6 de la guanina (O6-meQG), lesidn tipicamente producida en el ADN
celular por los agentes alquilantes, y que induce citotoxicidad y apoptosis (Ueda et al., 2004).
De este modo, MGMT contrarresta el efecto de estos farmacos confiriendo quimiorresistencia a
los tumores que la expresan (Chen et al., 1992; Jaeckle et al., 1998; Kitange et al., 2008; Silber
et al., 1993; Stupp et al., 2007; Yachi et al., 2008).

Por lo tanto, los tumores deficitarios de MGMT deberian ser sensibles a los agentes
alquilantes, y del mismo modo, la deplecion de ésta en las células tumorales resistentes podria
transformarlas en quimiosensibles (Lee et al., 1996).

Algunos expertos han apuntado como hipotesis la posibilidad de que en ausencia de
metilaciéon del promotor de MGMT, una determinada pauta de administracion del agente
alquilante podria llegar a agotar las reservas de MGMT de la célula neoplasica, trasformandola
asi en quimiosensible (Bocangel et al., 2002; Kesari et al., 2009). Desafortunadamente este
planteamiento tedrico no ha podido corroborarse en la practica clinica habiéndose demostrado
en los ensayos clinicos un escaso beneficio de los regimenes intensificados de temozolomida
(Clarke et al., 2009; Weiler et al., 2009) y de otras estrategias deplectivas de MGMT (Schold, Jr.
et al., 2004).

Por otro lado, estudios en lineas celulares han mostrado que el estado de hipermetilacion
del promotor y/o la ausencia de expresion de la proteina no siempre se asocian a
quimiosensibilidad (Augustine et al., 2009; Jullierat-Jeanneret et al., 2008; van Nifterik et al.,
2007). Es mas, Kitange et al. (Kitange et al., 2008) demuestran en cultivos celulares y en un

modelo animal de xenoinjerto de glioblastoma, que el tratamiento con temozolamida provoca en
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algunos casos una disminucion de los niveles de MGMT hasta el agotamiento de la misma,
mientras que en otros, inexplicablemente induce la expresion de la proteina. Parece por lo tanto
que MGMT es un gen inducible pudiendo sobreexpresarse tras la administracion de radio o
quimioterapia (Stupp et al., 2007).

Son escasas las series que analicen especificamente el valor predictivo de MGMT
(Idbaih et al., 2007), y una vez mas con resultados contradictorios. Mientras que algunos autores
(Berger et al., 2006; Brandes et al., 2006; Metellus et al., 2009) no encuentran correlacion entre
el estado de metilacion de MGMT y la respuesta objetiva a la temozolamida (Bobola et al.,
1995), otros estudios demuestran una asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion de MGMT y la respuesta a los agentes alquilantes (Chinot et al., 2007; Martinez et al.,
2007; Spiegl-Kreinecker et al., 2010).

En cuanto a las diferencias por subtipos histologicos, Hegi et al. (Hegi et al., 2005)
demuestran en su serie de glioblastomas, que los pacientes con mayor supervivencia (21.7
meses) son aquellos cuyos tumores poseen metilacion del promotor y reciben tratamiento radio
y quimioterapico. En concreto, aproximadamente la mitad de los pacientes con promotor
metilado que recibieron tratamiento complementario fueron largos supervivientes, mientras que
solo una cuarta parte de aquellos cuyos tumores no presentaban metilacion del promotor e
igualmente recibieron tratamiento de radio y quimioterapia sobrevivieron mas de dos afios. El
analisis estadistico no permitio, sin embargo discernir cual de los dos factores (tratamiento
quimioterapico o metilacion del promotor) tenia mayor influencia.

Criniére et al. (Crini¢re et al., 2007), confirman estos resultados en una serie de 219
glioblastomas, y sin embargo sostienen que la metilacion del promotor per se, en ausencia de
tratamiento complementario quimioterapico puede ser un factor de mal prondstico y asociarse a
una menor supervivencia.

En los gliomas anaplasicos mientras que algunos estudios muestran a MGMT como
factor prondstico independiente del tratamiento complementario (van den Bent et al., 2009;
Wick et al., 2009), otros autores entre los cuales nos incluimos (Brell et al., 2005), observamos
que la expresion de MGMT soélo resulta factor pronostico independiente en el analisis
multivariante si se consideran los pacientes que recibieron quimioterapia, no alcanzandose la
significacién estadistica en el analisis de toda la serie. Desde esta perspectiva MGMT se
comportaria como factor predictivo.

En los gliomas de bajo grado con componente oligodendroglial, MGMT parece ser

factor predictivo de respuesta a la temozolamida (Everhard et al., 2006; Levin et al., 2006).
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A pesar de toda la controversia, lo que si parace claro es que la respuesta a la
quimioterapia de los tumores con promotor no-metilado es ampliamente heterogénea, y que tal
como se expuso previamente, no existe una correlacion solida entre quimiosensibilidad y
MGMT en la recidiva de glioblastoma (Brandes et al., 2006; Brandes et al., 2010; Sadones et al.,
2009).

Los resultados obtenidos al respecto en tumores no cerebrales, no difieren de lo hasta
ahora expuesto para los gliomas, tal y como puede observarse en la Tabla 1.12. Asi, mientras
que en el cancer colorrectal o en el linfoma difuso de célula grande (Hiraga et al., 2006) la
metilacion del promotor de MGMT no parece conferir quimiosensibilidad per se (Kawate et al.,
1998; Kawate et al.,, 2000), Ma et al. (Ma et al., 2003) encuentran una asociacion
estadisticamente significativa entre la respuesta a la quimioterapia y la inmunoexpresion de
MGMT en una serie de melanomas.

Todo estos datos apuntan hacia la idea de que MGMT es probablemente un factor
predictivo de respuesta a los agentes alquilantes, aunque no exclusivo (Buckner et al., 2001;
Chakravarti et al., 2006; Passagne et al., 2006; Riemenschneider y Reifenberger, 2009), y de
que muy probablemente existen otros factores que intervienen de manera decisiva en la
quimiosensibilidad tumoral (Middleton et al., 2000; Weller et al., 2010).

La investigacion llevada a cabo en los ultimos afios por algunos grupos ha permitido
aclarar algunas cuestiones al respecto. Asi, hoy conocemos que los radicales O6-meG (lesiones
del ADN promutagénicas y carcinogénicas) sdlo se comportan como citotoxicas en presencia de
actividad del sistema MMR (“Mismatch Reapair System”). El sistema MMR es capaz de
reconocer y reparar la insercion o deleccion erroneas de bases durante la replicacion y
recombinacion del ADN, asi como de reparar también algunas formas de lesion del ADN. En
ausencia de MGMT, los radicales O6-meG persistentes en la célula, son reconocidos por este
sistema asociandose a una timina durante la replicacion en el ADN. Esta union dara lugar a
ciclos de reparacion infructuosos, produciéndose lesiones irreversibles del ADN y activacion de
la apoptosis celular. Por lo tanto, la metilacion del promotor de MGMT y/o la ausencia de
expresion de MGMT soélo conferird quimiosensibilidad a un tumor en presencia del sistema
MMR activo, ya que incluso en gran numero los radicales O6-meG, si bien pueden ser
altamente mutagénicos, no resultan citotoxicos per se (Liu y Gerson, 2006).

Por ello, en tumores con MMR competente, la resistencia a los agentes alquilantes
estaria determinada por la actividad de MGMT, mientras que aquellos tumores con deficiencias
en la via MMR podrian ser quimiorresistentes independientemente de la actividad de MGMT

(Augustine et al., 2009; Bignami et al., 2000; Chakravarti et al., 2006; Hermisson et al., 2006;
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Wagner et al., 2007). Estudios en lineas celulares de fibroblastos, han demostrado incluso que
mutaciones de MMR pueden ser méas determinantes en la resistencia a la temozolamida que el
estado de metilacion del promotor de MGMT (Issa, 2003; Kokkinakis et al., 2001; Takagi et al.,
2003).

Es maés, la coincidencia en un glioblastoma tratado de hipermetilacion del promotor de
MGMT y de deficiencias del sistema MMR, puede influir de manera decisiva en el patron y en
la frecuencia de las mutaciones adquiridas por el tumor, y por lo tanto en el comportamiento
bioldgico final del mismo. Asi por ejemplo, en ausencia de MGMT, y por tanto de la capacidad
de reparacioén de lesiones adquiridas del ADN, el tratamiento con agentes alquilantes puede
originar la aparicion en el tumor de mutaciones caracteristicas en el propio sistema MMR
transformandolo en incompetente (MMR- defective hypermutator phenotype), y por ende
adquiriendo el tumor quimiorresistencia a pesar de no poseer MGMT (Metellus et al., 2009; The
Cancer Genome Atlas Research Network, 2008).

Por ultimo, otro aspecto a considerar es que, aunque MGMT juega un papel critico en la
resistencia tumoral a los agentes alquilantes, existen otras vias reparadoras del ADN que actiian

a este mismo nivel (Pegg et al., 1995).
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7. CONCLUSIONES

El valor prondstico y predictivo de la expresion de MGMT y/o de la metilacion del
promotor de MGMT en los gliomas anaplasicos continua siendo controvertido en la actualidad,
asi como motivo de debate, si su relevancia en el comportamiento biologico del tumor y en la
evolucidn clinica de los pacientes es idéntica en los distintos subtipos histoldgicos.

Considerar MGMT como el tnico factor molecular relevante en la quimiosensibilidad y
en el comportamiento evolutivo de un tumor es un exceso de simplificacion, ya que implica la
asumcion de que los dos tumores que se diferencian entre si por la expresion de MGMT o por el
estado de metilacion del promotor de MGMT son idénticos en el resto de sus caracteristicas.

Hoy por hoy, la determinacion del estado de MGMT proporciona informacion
prondstica aunque la toma de decisiones en la practica clinica diaria no debe basarse en los
resultados de este analisis. Al carecer en la actualidad de una alternativa terapéutica
suficientemente contrastada para los pacientes con tumores cuyo perfil molecular sugiere que no
se beneficiaran del tratamiento quimioterdpico estandar, no tratarlos no resultaria aceptable
fuera de un ensayo clinico, por lo que por el momento deben tratarse de acuerdo a los protocolos
comunes. Sin embargo en los ensayos clinicos, el estado de MGMT debe ser considerado para
estratificar a los pacientes, o como criterio de inclusion/exclusion, ya que esto permitira
profundizar en el estudio del papel de MGMT en los gliomas.

Es necesario un mejor conocimiento del impacto clinico real de MGMT en los tumores
y de los mecanismos bioldgicos que determinan su actividad, asi como una estandarizacion y

optimizacion de las técnicas de laboratorio para su analisis.
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los agentes alquilantes forman parte del tratamiento quimioterapico en numerosos tipos
de cancer humano entre los cuales se encuentran los gliomas. Estos compuestos inducen, tal
como su nombre indica fendmenos de “alquilacidon”, esto es, introducen radicales “alquilo” en
las células neoplasicas originandose, como consecuencia de los mismos, enlaces entre las
cadenas de ADN que resultan letales para la célula (como sucede en el caso de las nitrosoureas),
o bien fragmentacion del ADN por fracaso en los mecanismos de reparacion del mismo (como
sucede en el caso de la temozolamida) (Bae et al., 2002; Esteller et al., 1999; Gerson, 2002;
Jaeckle et al., 1998).

La proteina celular O°~-Metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) es, tal como se ha
expuesto ampliamente en el capitulo I, una proteina reparadora del ADN capaz de eliminar los
radicales mutagénicos y citotoxicos de la posicion O° de la guanina. Por ello, en presencia de
MGMT activa la toxicidad de los agentes alquilantes se reduce de manera importante,
haciéndose las células tumorales quimiorresistentes. De este modo, se cree en la actualidad, que
MGMT confiere quimiorresistencia a un amplio espectro de tumores en el humano.

En los tumores cerebrales la inactivacion completa o parcial del gen MGMT, y por tanto
la ausencia o disminucion de la expresion de la proteina, no parece deberse a mutaciones ni
delecciones sino a fendmenos epigenéticos, el principal de los cuales es la hipermetilacion de
las islas CpG del promotor (Baylin y Herman, 2000; Esteller et al., 1999; Jones y Laird, 1999;
Robertson y Jones, 2000). De este modo, aquellos tumores en los que se produzca un
silenciamiento epigenético de MGMT, mostraran, al menos en un plano tedrico, mayor
quimiosensibilidad.

Ademas de su implicacion en la sensibilidad a los agentes alquilantes, algunos estudios
han demostrado que en los pacientes con diagnodstico de glioblastoma, glioma anaplasico o
glioma de bajo grado, el silenciamiento epigenético de MGMT se comporta en si mismo como
factor prondstico (Criniére et al., 2007; Esteller et al., 2000; Everhard et al., 2006; Hegi et al.,
2004; Hegi et al., 2005; Kamiryo et al., 2004; Watanabe et al., 2005). Por ello es recomendacion
de los expertos actualmente que en todos los ensayos clinicos sobre gliomas, los pacientes sean

estratificados en base al estado de MGMT (Gorlia et al., 2008; Sadones et al., 2009).
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Existen un amplio nimero de métodos y protocolos de laboratorio aplicables al estudio
de MGMT, sin que haya hasta la fecha consenso sobre cual de ellos es el més adecuado para su
uso rutinario (Karayan-Tapon et al., 2010; Shaw et al., 2008).

La técnica de PCR- especifica de metilacion o MSP (Methylation Specific Polymerase
Chain Reaction) es la técnica mas cominmente empleada, hecho motivado en parte, porque en
el primer estudio relevante sobre la influencia pronoéstica del estado de metilacion de MGMT en
glioblastomas fue la técnica utilizada (Hegi et al., 2005).

Sin embargo, la MSP adolece de problemas metodologicos que limitan de manera clara
su aplicabilidad en la rutina diagnostica de la practica clinica diaria: es relativamente compleja y
larga de realizar y requiere de material tumoral de alta calidad (Preusser et al., 2008; Yip et al.,
2008).

Ademas de con MSP, el estado de MGMT también puede ser valorado mediante el
analisis inmunohistoquimico de la expresion de la proteina. La inmunohistoquimica (IHQ) es
una técnica fiable, muy empleada en diagndstico histopatoldgico, y disponible en la mayoria de
los laboratorios de nuestro entorno. Resulta ademas en comparacion con otras técnicas, mas
sencilla, mas econdmica y mas rapida (Andersson et al., 2004; Capper et al., 2008; Chinot et al.,
2007; Friedman et al., 1998; Idbaih et al., 2007; Jeuken et al., 2007; McLendon et al., 1998;
Pollack et al., 2006; Preusser et al., 2008; Rodriguez et al., 2008) por lo que ha sido la técnica
mas utilizada para el estudio de la expresion proteica de MGMT en la ultima década (Yachi et
al., 2008). Del mismo modo que con el estado de metilacion del promotor, algunos trabajos
retrospectivos han demostrado una influencia pronostica de la expresion proteica y/o de la
actividad de enzimatica de MGMT en los pacientes con gliomas.

Paraddjicamente y, en contra de lo esperable, los estudios dirigidos a evaluar la
correlacion entre metilacion del promotor y expresion de la proteina han llegado a conclusiones
contradictorias tanto en las series de tumores cerebrales como en otro tipo de neoplasias.
Nuestro grupo evalué la correlacion entre los resultados de ambas técnicas en una serie de
pacientes con diagndstico de glioma anaplasico. Mientras que nuestros resultados, coincidentes
con los de otros autores, mostraron que la concordancia entre el estado de metilacion del
promotor de MGMT determinado mediante MSP y la expresion de la proteina MGMT analizada
por IHQ no es absoluta (Brell et al., 2005), otros estudios han demostrado una fuerte correlacion
entre la inmunoexpresion positiva y homogénea de la proteina y la ausencia de metilacion del
promotor (Ingold et al., 2009; Karayan-Tapon et al., 2010), por lo que hasta la fecha, tal como

se ha expuesto en el capitulo I, persiste la controversia a este respecto.
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En los tultimos afios el avance en el conocimiento sobre marcadores moleculares
tumorales estd revolucionando la practica clinica. Un profundo entusiasmo inunda todo lo
relacionado con la investigacion entorno al diagndstico y al prondstico del cancer.

Sin embargo, las llamadas “Reglas de Evidencia” en los estudios relacionados con
pronostico no estan tan desarrolladas ni establecidas como en los trabajos relacionados con
terapéutica y por ello, problemas importantes amenazan la “validez” y “reproducibilidad” de
estos.

La corriente denominada "medicina basada en la mejor evidencia" (“best evidence
based medicine’) ha impregnado desde los afios 70 el ambito del desarrollo de la metodologia
para la toma de decisiones clinicas, de modo que se ha convertido en objetivo primordial el que
la actividad médica asiente sobre bases cientificas contrastadas.

Es importante tener en cuenta que la investigacion basada simplemente en
descubrimientos puede llevar a sobredimensionar los resultados (Ransohoft, 2004), por lo que el
primer paso a la hora de validar los resultados de un determinado estudio es evaluar si estos son
reproducibles y, desafortunadamente, esto no siempre es llevado a cabo de manera rigurosa
(Ntzani y loannidis, 2003).

Un ejemplo de todo lo anteriormente expuesto es precisamente MGMT. No existe hasta
la fecha evidencia fundamentada sobre la que basar recomendaciones especificas respecto al
método idoneo para su analisis, y existe por ello una fuerte necesidad de realizar comparaciones
sistematicas y validacién de la reproducibilidad intra e inter-laboratorio de las diferentes
técnicas aplicables para su estudio. Solo de este modo serd posible clarificar si existe o no
concordancia entre ellas, e identificar la metodologia idonea para el analisis rutinario de MGMT
en la clinica (Preusser, 2009). Y dado que es probable que en un futuro no muy lejano se decida
la pauta terapéutica adecuada para cada paciente en funciéon de los resultados obtenidos del
analisis de MGMT, no se trata de un hecho sin importancia, sino que resulta esencial que dicha
informacion sea precisa y reproducible.

En cualquier ambito de la investigacion biomédica la posibilidad de concluir resultados
sesgados o imprecisos incrementa cuando estos se obtienen a partir de pocos estudios o a partir
de estudios realizados sobre cohortes de pequeflo tamafio. En este sentido las Revisiones
Sistematicas resultan de enorme utilidad y en algunas ocasiones la unica forma de llegar a
obtener informacion de valor. Las Revisiones Sistematicas de la evidencia cientifica consisten
en la sintesis de la mejor evidencia disponible para, mediante la aplicacion de una metodologia
rigurosa y explicita, intentar responder a una pregunta concreta (Riley et al., 2009). El

procedimiento de revision de publicaciones y conocimientos ha sido utilizado desde siempre en
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el ambito de la ciencia médica, sin embargo las Revisiones Sistematicas no se limitan a una
mera revision narrativa, sino que consisten en un a analisis de la bibliografia sobre el tema de
interés siguiendo una metodologia rigurosa y reglada, similar en alguna medida a la que se
utiliza en un estudio de investigacion basica, de ahi la denominacién “Sistematica”. La
metodologia estadistica que se aplica para el analisis de las Revisiones Sistematicas es el
llamado Meta-analisis. Este define los procedimientos cuantitativos de analisis de los datos
extraidos de los trabajos de investigacion revisados, con el fin de obtener conclusiones
estadisticas sobre el objeto de la revision.

El objetivo de todo Meta-analisis es doble, por un lado pretende hacer una estimacion
media global de la cantidad medida, en el presente capitulo la “cantidad” a medir sera la
precision diagnodstica de la THQ y, por otro lado, todo Meta-analisis analiza la heterogeneidad
hallada entre los diferentes estudios y las posibles causas de la misma.

El Meta-analisis es por lo tanto un procedimiento estadistico empleado para integrar los
resultados de diferentes estudios y obtener asi una estimacidon conjunta y global de todos ellos.

Cuando en diferentes estudios se ha analizado la misma cuestion es previsible encontrar,
por puro azar, diferencias entre éstos, maxime si se trata de estudios de pequefio tamafio. Al
aumentar el tamafio de la muestra mediante la combinacién de los estudios, se consigue mayor
poder estadistico. Ademas, al incluirse en el Meta-analisis trabajos llevados a cabo en centros y
laboratorios diferentes, los resultados obtenidos son extrapolables a un colectivo mas amplio de
pacientes.

Las Revisiones Sistematicas sobre la precision de un test diagnostico constituyen un
tipo particular de Revision Sistemdatica. Permiten obtener estimaciones muy precisas y reales de
las propiedades diagndsticas del test objeto de analisis, asi como una comparacion del mismo
con otro tests utilizados en la practica clinica habitual, con el estandar de oro hasta el momento
etc. Ademas, este tipo de Revisiones Sistematicas permiten analizar las diferencias entre los
resultados obtenidos por los diversos grupos que emplean el test objeto de analisis, y las
eventuales razones de las mismas.

En aquellos casos en los que resulta estadisticamente posible, el Meta-analisis permite
realizar una combinacién de resultados de los diversos estudios incluidos en la revision,
obteniéndose de este modo una estimacién conjunta de la precision diagnostica del test mucho
mas extrapolable y ajustada a la realidad que las obtenidas por los diversos autores de cada
estudio individual.

En los casos en que por cuestiones metodologicas no resulte posible realizar la

combinacion de resultados de los diversos estudios, el valor de la Revision Sistematica sera
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precisamente el analizar la calidad de los trabajos revisados y destacar los problemas detectados
para iluminar el camino hacia el que dirigir la investigacion en el futuro (Riley et al., 2009).

En resumen, el fundamento sobre el que se sustenta la realizacion de una Revision
Sistematica y un Meta-analisis sobre precision de un test diagnostico es idéntico al que subyace
tras un Meta-andlisis sobre estudios de efecto, esto es, obtener estimaciones de la precision de
los tests basadas en toda la evidencia disponible, evaluando la calidad de dicha evidencia.

El diagndstico es un componente critico de la atencion sanitaria. En la rutina diaria tanto
los facultativos que atienden a los pacientes, como los propios pacientes y los gestores de la
sanidad se enfrentan a numerosas cuestiones relacionadas con las pruebas diagnosticas:
[ mejorara el pronostico del paciente el uso extensivo de un determinado test?, ;qué fiabilidad
diagndstica tiene en relacion a otros test conocidos?, ;como interpretar los resultados?, ;cual es
la precision diagnostica de un test? y en definitiva jcual es el test idoneo para incluir en las
guias de practica clinica?.

La terminologia “precision diagnéstica” de un test (“diagnostic test accuracy’) hace
referencia a la capacidad del mismo para distinguir aquellos sujetos u objetos de estudio que
presentan una determinada condicion, de aquellos que no la presentan. En el caso que nos ocupa
el test diagndstico deberia discriminar de manera precisa aquellos tumores con metilacién del
promotor de MGMT de aquellos no metilados, porque en definitiva se trata de identificar con
precision aquellos pacientes que se beneficiaran del tratamiento con agentes alquilantes de
aquellos que no lo haran.

Sin embargo, es bien sabido que la precision diagndstica de un test no es una propiedad
fija del mismo, sino que puede variar en funcidon del subgrupo de pacientes/tumores que se
estudian, de la situacién clinica, del tipo de muestra que se analiza, etc.

Todos estos factores son considerados en los Meta-analisis sobre precision diagndstica.
En estos los resultados del test que se esta evaluando (test problema, llamado “index test” en la
literatura anglosajona), se comparan con los resultados obtenidos con el estandar de referencia
sobre el mismo grupo de sujetos (Leeflang et al., 2008).

Sin embargo, la aplicacién de la metodologia estadistica rigurosa al estudio de test
diagnosticos o prondsticos es posterior en el tiempo a aplicacion de la misma en estudios de
tratamiento, y por este motivo todavia algunos aspectos no estan perfectamente estandarizados o
son motivo de debate en la actualidad (Moher et al., 2000). Es concretamente en la década de
los 90 cuando se inicia el desarrollo de esta nueva metodologia estadistica que permite la
combinacion de los resultados de estudios sobre la precision de test diagnosticos (Moses et al.,

1993). En 1994 se publican las primeras guias para Meta-analisis sobre precision de test
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diagnosticos (Irwig et al., 1994). Desde entonces hasta la fecha han surgido voces criticas al
tiempo que otros autores han contribuido con sus propuestas al perfeccionamiento de la
metodologia, y en cualquier caso, cada vez se ha hecho més relevante para la evaluacion de test
diagndsticos y prondsticos (Halligan, 2005).

En el presente capitulo se realiza una Revision Sistematica y un Meta-analisis sobre la
precision diagnostica de la IHQ, considerandola como test problema. Como test estandar se ha

considerado la MSP.
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2. HIPOTESIS

Hipotesis conceptual: La concordancia entre el estado de metilacion del promotor de
MGMT y el grado de expresion inmunohistoquimica de MGMT no es absoluta, por lo que la
determinacion del estado de metilacidon del promotor de MGMT mediante MSP y de expresion
de la proteina MGMT mediante analisis inmunohistoquimico, no seleccionan el mismo grupo de
pacientes. Por todo ello, no son técnicas equivalentes e intercambiables en la rutina diaria, y los
resultados de las diversas series de la literatura deben compararse con precaucion si en ellas se
ha empleado distinta metodologia, analisis inmunohistoquimico o MSP para la valoracion del

estado de MGMT.

Hipétesis de trabajo: La primera hipdtesis que se pretende verificar o refutar es la
ausencia de una correlacion absoluta entre la IHQ y la MSP para la valoracion del estado de
MGMT, no so6lo en tumores cerebrales sino también en otras neoplasias de la economia
sistémica.

En segundo lugar se pretende verificar o refutar la hipotesis de que tanto la sensibilidad
como la especificidad del andlisis inmunohistoquimico de MGMT son inferiores en los tumores
cerebrales que en las neoplasias sistémicas.

Por ultimo se pretende verificar o refutar la hipdtesis de que la menor precision
diagnédstica de la IHQ en los tumores cerebrales no depende exclusivamente de cuestiones

metodoldgicas sino de aspectos de la idiosincrasia de los mismos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General: Realizacion de una Revision Sistematica para evaluar la evidencia
existente en relacion a la correlacion entre la expresion proteica de MGMT determinada
mediante analisis inmunohistoquimico y el estado de metilacion del promotor valorado
mediante MSP, asi como la realizacion de un Meta-analisis de precision diagndstica de la IHQ

en relacion a la MSP.

Objetivos Especificos:
1. Realizacion de una Revision Sistematica sobre la concordancia entre la expresion
inmunohistoquimica de MGMT vy el estado de metilacion del promotor de MGMT determinado

mediante MSP, tanto en tumores cerebrales como en otras neoplasias sistémicas.

2. Realizacién de un Meta-andlisis de precision diagnostica de la IHQ para evaluacion de

MGMT, en relacidn al test de referencia (MSP).

3. Valoracion de la precision diagnostica del analisis inmunohistoquimico de MGMT, en

dependencia del “umbral de positividad” o “punto de corte seleccionado (“cut-off value”).

4. Valoracién de la precision diagnostica del andlisis inmunohistoquimico de MGMT en

tumores cerebrales en relacion a las neoplasias sistémicas.

5. Identificacion de las posibles fuentes de heterogeneidad en el Meta-andlisis, dado que la

precision diagnoéstica de un test no es una propiedad fija del mismo.
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4. MATERIAL Y METODOS

La Revision Sistematica y el Meta-analisis se efectuaron de acuerdo a las guias
publicadas en la literatura (Deville et al., 2002; Irwig et al., 1994; Leeflang et al., 2008; Virgili
et al., 2009; Whiting et al., 2003) y las recomendaciones del “Grupo de Trabajo sobre Precision
de Tests Diagndsticos” (“Diagnostic Test Accuracy Working Group”, http://srdta.cochrane.org/)

Las Revisiones Sistematicas sobre precision de test diagndsticos tienen como finalidad
intentar responder a una pregunta clinica concreta. De la definicion clara y precisa de dicha
pregunta, explicitando el factor de estudio (procedimiento diagnostico que se evalua) y el de
comparacion, asi como la poblacion de estudio y las caracteristicas concretas que deberan reunir
los trabajos para ser incluidos en la revision, dependera la calidad de la misma.

A diferencia de otro tipo de estudios, en las Revisiones Sistematicas el analisis de
resultados no se realiza a partir de datos primarios, es decir, no se obtiene la informacién
directamente de los sujetos, sino que utiliza datos procedentes de fuentes diversas, de la
investigacion de distintos autores etc. Es decir en los Meta-andlisis la unidad de observacion en
lugar de ser los pacientes la constituyen los estudios.

Por lo tanto, las Revisiones Sistematicas pueden considerarse estudios observacionales
en los que la “poblacion de estudio” esta formada por los mejores articulos originales realizados
sobre el tema objeto de la revision (Argimon Pallas y Jiménez Villa, 2004).

Las etapas que incluyen las Revisiones Sistemdticas sobre rendimiento de pruebas
diagndsticas, son idénticas a las de cualquier Revision Sistemdtica y por ello fueron

rigurosamente seguidas en nuestro estudio, tal como se detallan a continuacion:
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Tabla I1.1. Guia para la realizacion de una Revision Sistematica (Argimon Pallas y Jiménez

Villa, 2004)

e Definicion del objetivo (pregunta de investigacion)
""" e Busqueda de evidencias:
- Bases de datos consultadas
- Palabras clave utilizadas
- Periodo de cobertura

- Otros requisitos: idioma, revista etc.

- Resumen de las caracteristicas esenciales de los estudios
- Calificacion de la calidad de los estudios
- Evaluacion de la variabilidad entre los investigadores que califican los estudios
””” e Recogidadedatos:
- Registro de las caracteristicas de los estudios:
Tipo de articulo y afio de publicaciéon
Disefio del estudio

Tamafio de la muestra

- Registro de los resultados de los estudios

- Pruebas de homogeneidad

- Combinacion estadistica de los resultados

- Pruebas para detectar diferencias sistematicas entre estudios
- Representaciones gréficas

- Analisis de sensibilidad

- Analisis de subgrupos

e Conclusiones y recomendaciones

Sin embargo, la busqueda y seleccion de estudios primarios para ser incluidos en una

Revision Sistematica sobre precision de test diagnosticos es mas compleja que la de las

Tesis Doctoral Marta Brell



Capitulo II: Material y Métodos 167

Revisiones Sistematicas para estudio de efectividad de una determinada intervencion debido a
varios motivos. En primer lugar, por la diversidad de las fuentes y la fragmentaciéon en
diferentes tipos de publicaciones de los estudios, lo que provoca que los algoritmos de busqueda
requieran mayor desarrollo, y en segundo lugar porque existe una carencia de términos de
indexacion apropiados para este tipo de Revisiones Sistematicas.

Se trata a dia de hoy, de un area de la estadistica en desarrollo, donde no existen
algoritmos estandar ni filtros especificos desarrollados, por ello, en la presente tesis se ha
procurado mantener el maximo rigor y se han seguido escrupulosamente las recomendaciones

de los expertos en el tema publicadas hasta el momento.

4.1. REVISION DE LA LITERATURA

Se realizé una busqueda automatizada de las principales bases de datos electronicas:
MEDLINE (periodo de tiempo de cobertura: 1950-octubre 2009), EBSCO (periodo de tiempo
de cobertura: 1966-octubre 2009) y EMBASE (periodo de tiempo de cobertura: 1974-octubre
2009). Para la busqueda se emplearon descriptores incluidos en el Encabezado de Temas
Médicos (Medical Subject Headings, MeSH) y los correspondientes términos de entrada

acompafiantes (Tabla I1.2).
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Tabla II. 2: Estrategia de bisqueda automatizada

MEDLINE (a través de PubMed)

(MGMTJAIl Fields] OR (O6-Methylguanine[All Fields] AND ("dna"[MeSH Terms] OR
"dna"[All Fields]) AND ("methyltransferases"[MeSH Terms] OR "methyltransferases"[All
Fields] OR "methyltransferase"[All Fields]))) AND (("immunohistochemistry"[MeSH Terms]
OR "immunohistochemistry"[All Fields]) OR ("gene expression"[MeSH Terms] OR ("gene"[All
Fields] AND "expression"[All Fields]) OR "gene expression"[All Fields] OR "expression"[All
Fields]))

EMBASE

'mgmt' AND (‘immunohistochemistry'/exp OR 'immunohistochemistry’) AND (‘expression')

EBSCO

((mgmt or O6 METHYLGUANINA DNA METHYLTRANSFERASE) and (EXPRESSION or
IMMUNOHISTOCHEMISTRY)).af.

A fin de identificar estudios adicionales publicados, no publicados o en marcha en el

momento de la busqueda, se introdujeron en PubMed los estudios mas relevantes empleandose a

continuacion la funcion de “Articulos Relacionados” (“Related Articles™).

Se reviso la base de datos “Science Citation Index”, para identificar todas las citas

bibliograficas de las publicaciones relevantes.

La busqueda ee completé manualmente revisando el listado de referencias bibliograficas

de todos los trabajos seleccionados.

Soélo se consideraron elegibles los trabajos publicados en el idioma inglés.

La busqueda de estudios para ser incluidos en la revision, fue llevada a cabo por 2

autores de manera independiente, y las discrepancias se resolvieron por consenso.
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4.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE LOS ESTUDIOS

Los criterios para la inclusion y exclusion de los estudios fueron los siguientes:

1. Fueron incluidos aquellos estudios en los que se comparaba sobre la misma cohorte
de casos, la expresion de la proteina MGMT determinada mediante analisis inmunohistoquimico,
con el estado de metilacion del promotor del gen MGMT determinado mediante PCR especifica

de metilacién (MSP), considerandose éste como test de referencia.

2. No sdlo se incluyeron series de tumores cerebrales sino que también fueron incluidos
en la revision sistematica y posteriormente analizados, estudios realizados sobre cualquier tipo

de neoplasia sistémica, siempre que cumplieran el primer criterio de inclusion.

3. Solo se incluyeron aquellos estudios en los que estuviera disponible la informacion
necesaria para construir las tablas de contingencia de 2x2 con sus 4 casillas: verdaderos

positivos, falsos negativos, falsos positivos y verdaderos negativos.

4. Quedaron excluidos los estudios realizados sobre lineas celulares o modelos animales.

5. Quedaron excluidos los estudios publicados en lengua no inglesa.

4.3. TEST PROBLEMA (“INDEX TEST’) Y TEST DE REFERENCIA
(“REFERENCE TEST”)

La IHQ realizada con los distintos anticuerpos comerciales disponibles en el mercado
constituyo el test bajo evaluacion o test problema, mientras que la MSP fue considerada como
test de referencia o estandar, debido a que es el mas cominmente usado y considerado como tal
por los expertos, y ademas es el que ha demostrado valor prondstico en los gliomas (Hegi et al.,

2005).
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4.4. VALORACION DE LA CALIDAD DE LOS ESTUDIOS SELECCIONADOS

Idealmente sélo deberian incluirse en una Revision Sistematica aquellos estudios con
una calidad minima suficiente que cumplan los requisitos y los criterios de inclusion
establecidos de antemano, para de este modo asegurar la validez de los resultados.

En el caso concreto de las Revisiones Sistematicas sobre precision de test diagnosticos,
la calidad hace referencia a ciertos aspectos relacionados con el disefio y la ejecucion de los
estudios, como son la adecuada especificacion de la poblacion incluida, la descripcion de las
técnicas diagnoésticas evaluadas y el modo en que se efectia la interpretacion de las mismas, y
los mismos detalles en relacion al test de referencia empleado.

Logicamente, la evaluacion de la calidad es un proceso subjetivo. La literatura referente
a la evaluacion de calidad en este tipo de Revisiones Sistematicas disponible hasta la fecha, es
una vez mas escasa en comparacion a relacionada con las Revisiones Sistematicas sobre
efectividad de intervenciones. Sin embargo en los ultimos afios han surgido algunas
herramientas de evaluacion de calidad especificas como son la evaluacion QUADAS (“Quality
Assessment of Diagnostic Accuracy Studies”) (Whiting et al., 2003; Whiting et al., 2006) y la
STARD (“Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy’) (Bossuyt et al., 2003) (Anexos [V
yV)

La evaluacion de la calidad metodologica de los estudios incluidos en la presente
revision sistematica, fue realizada de manera independiente por dos observadores de acuerdo a
la escala QUADAS que fue especificamente disefiada para las Revisiones Sistematicas sobre
precision de tests diagnosticos.

Se trata de una escala constituida por los 14 items que se detallan a continuacion, y que
se evaliian como “si”, “no”, o “incierto” de acuerdo a la correspondiente interpretacion de cada

uno de ellos (Whiting et al., 2003):

1. (Es el espectro de pacientes representativo?

Determinados aspectos relacionados con la demografia o las caracteristicas clinicas de
la poblacién de estudio pueden condicionar de manera considerable la precision diagnostica del
test, pudiéndose originar el llamado “sesgo de espectro” (“spectrum bias”) en caso de existir
diferencias significativas entre las poblaciones de los diversos grupos incluidos. En caso de
producirse este sesgo quedaria limitada la generalizacion de los resultados y por lo tanto la

aplicabilidad clinica del test.
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En la presente Revision Sistematica, se definié como espectro representativo cualquier
cohorte de pacientes tanto con diagnodstico de tumor cerebral como de cualquier otra neoplasia
sistémica, sobre la que se hubiera analizado de manera simultinea la expresion
inmunohistoquimica de MGMT y el estado de metilacion del promotor de MGMT mediante
MSP.

2. Se describen de manera clara los criterios de seleccion?

Este item hace referencia al hecho de si los autores de los diversos estudios incluidos
explicitan de manera detallada, los criterios de inclusion y exclusion de pacientes en el mismo.

Dado el tipo de estudios originales que constituyen la presente Revision Sistematica, se
consideraron como criterios de seleccion claramente descritos, los de aquellos en los que la
relaciéon de centros participantes en el estudio se expresaba claramente en el apartado de

metodologia del trabajo, tal como se ha descrito previamente (Leeflang et al., 2008).

3. (Se ha empleado el test de referencia estandar?

El test de referencia es aquel empleado para determinar la presencia o ausencia de la
condicion estudiada. En la presente revision sistematica, el test considerado como estandar fue
la MSP. Dado que hasta la fecha, existe escasa informacion sobre la viabilidad del empleo en la
practica clinica de técnicas basadas en andlisis de ADN diferentes a la MSP (Preusser, 2009),
este item fue valorado como “incierto” en todos aquellos estudios que emplearon como test de

referencia cualquier tipo de modificacion sobre la MSP original.

4. ;Es el intervalo de tiempo transcurrido entre la realizacion del test de referencia
y del test problema suficientemente breve como para estar razonablemente seguro

de que la condicion estudiada no ha sufrido modificacion entre ambos?

Idealmente los resultados del test problema y del test de referencia deberian obtenerse
simultaneamente para evitar el llamado “sesgo de progresion” (“disease progression bias”). En
el caso de los gliomas de alto grado, tal como se ha expuesto en el capitulo I, existe la
posibilidad de que el patron de metilacion del promotor de MGMT varie durante el curso de la
enfermedad (Beier et al., 2007; Beier et al., 2008; Brandes et al., 2010; Martinez y Esteller,
2010; Sadones et al., 2009). De este modo, el estado de metilacion de MGMT determinado en el
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momento del diagnéstico podria no coincidir con el determinado en el momento de la
recidiva/progresion (Weller, 2010).

Por este motivo, so6lo se incluyeron en el Meta-analisis aquellos estudios en los que los
resultados del test de referencia y del test problema procedentes de un mismo tumor, hubieran

sido obtenidos de manera simultdnea, en el mismo momento evolutivo de la enfermedad.

5. (Fue toda la muestra verificada mediante el test estindar o s0lo una seleccion

aleatoria de la misma?

Se produce el llamado “sesgo de verificacion parcial” también llamado “sesgo de
seleccion”  (“partial verification bias”) cuando el test estandar o de referencia no se aplica a
toda la muestra. En el caso que nos ocupa, cuando era expresado claramente en el apartado
metodoldgico del trabajo que todos los casos sobre los que se efectud analisis
inmunohistoquimico fueron también analizados mediante MSP, este item fue valorado como
“si”.

Debido a la complejidad técnica de la MSP, al requerimiento de tejido tumoral en buen
estado, de personal entrenado etc., en algunos estudios no se pudo realizar valoraciéon mediante
MSP para el total de tumores evaluados mediante IHQ o el resultado obtenido de la prueba
resulté no concluyente en algunos de los tumores analizados. En estos casos por lo tanto, no
pudo evitarse de manera absoluta un cierto sesgo de verificacion y por ende en estos trabajos, el
item fue evaluado como “no”.

Finalmente, cuando el numero de resultados obtenidos procedentes del analisis
inmunohistoquimico no coincidia con en nimero de resultados procedentes de la MSP, pero los
autores no explicitaban los motivos por lo que existia esta diferencia, el item fue valorado como

“incierto”

6. (Fue toda la muestra verificada mediante el mismo test de referencia

independientemente de los resultados obtenidos con el test problema?

Se produce un “sesgo de verificacion diferencial” (“differential verification bias™)
cuando los resultados del test problema son verificados con test de referencia diferentes y
especialmente si la definicion de la condicion a estudio no coincide en los dos test de referencia.
En nuestro analisis, cuando el test estandar fue el mismo para toda la poblacién de estudio se

valor6 como “si”. Si se emplearon diferentes test de referencia se valoré como “no”, y en
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aquellos casos en los que no se dispuso de informacion precisa al respecto el item fue evaluado

como “incierto”.
7. (Es el test de referencia independiente del test problema?

Este item no fue evaluado en el presente Meta-andlisis dado que el test problema no

forma parte del test de referencia.

8. (Se describe la ejecucion del test problema con suficiente detalle como para
resultar reproducible?
9. ;Se describe la ejecucion del test de referencia con suficiente detalle como para

resultar reproducible?

No sdlo se evalud si la ejecucion del test problema y del test de referencia se describian
con suficiente detalle como para resultar reproducibles, sino que ademas se recogi6 el tipo de
anticuerpo comercial empleado, el umbral de positividad o punto de corte (“cut-off value)
elegido para la valoracion de la inmunoexpresion, y si el tratamiento conversor con bisulfito de

las muestras habia sido llevado a cabo con la ayuda de algtn kit comercial.

10. ;Fueron interpretados los resultados del test problema sin conocimiento previo
de los resultados del test de referencia?
11. ;Fueron interpretados los resultados del test de referencia sin conocimiento

previo de los resultados del test problema?

Concepto equivalente al “doble ciego” en los estudios de intervencidn. El conocimiento
previo de los resultados del test de referencia puede condicionar e influir la interpretacion de los
resultados del test problema, produciéndose entonces el llamado “sesgo de revision” (“review
bias™).

En la presente revision este item fue valorado como “si” cuando los autores de los
estudios explicitaban que la valoracién inmunohistoquimica se habia efectuado a ciegas del

resultado de la MSP y viceversa.
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12. La informacion clinica necesaria para la interpretacion del test problema

cestara facilmente disponible si se incorpora el test a la practica clinica rutinaria?

Este item no fue considerado en la presente Revision Sistematica debido a que en

nuestro caso, la disponibilidad de informacion clinica no afecta a la interpretacion de la IHQ.

13. ;Se reportaron los resultados no interpretables o imprecisos?

Es frecuente que en los estudios sobre precision de un test diagndstico los resultados no-
interpretables o imprecisos no se reporten y simplemente se eliminen del analisis. Sin embargo,
esto puede conllevar una valoracion sesgada de las caracteristicas del test.

Como ya se ha expuesto en el Capitulo I, un porcentaje no desdefiable de muestras de
parafina resultaran tras su procesamiento, en un ADN de calidad sub-6ptima y en un resultado
infructuoso de la MSP. Asi, en el estudio de Hegi. et al. (Hegi et al., 2005), el estado de
metilacion de MGMT pudo sdlo determinarse en el 67% de las muestras disponibles y en el 37%
del total de pacientes incluidos en el estudio.

En el caso que nos ocupa, el item se valoré como “si” si se reportaban de manera

explicita y detallada el porcentaje de resultados validos y el nimero de resultados no

concluyentes obtenidos.

14. ;Se explicaron adecuadamente las razones por las que se retiraron sujetos del

estudio en caso de producirse?

En caso de existir pérdida de casos en los estudios, se evaluo si los motivos por los
cuales esto se produjo eran o no convenientemente explicados por los autores ya que la

eliminacion de sujetos y su exclusion del analisis pueden constituir otro motivo de sesgo.
En la Tabla IL.3. se exponen de manera resumida los principales sesgos de las

Revisiones Sistematicas sobre estudios de precision de tests diagnosticos, y las causas por las

que éstos se producen:
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Tabla I1.3. Potenciales sesgos en los trabajos sobre precision de tests diagndsticos,

principales fuentes de los mismos y consecuencias que de ellos pueden derivarse

(Modificado de Leeflang et. al (Leeflang et al., 2008))

Pacientes
Sesgo de espectro Los pacientes incluidos no son representativos Variable
“Sesgo de seleccion | Los pacientes no son incluidos de manera aleatoria | Sobrestimacion
Test problema
| Cuando la interpretacion de resultados del test |
Sesgo de revision I problema se hace conociendo los resultados del test | Sobrestimacion
| de referencia |
Test de referencia
. o Cuando el test de referencia no clasifica | )
Sesgo de clasificacion | B ] | Variable
: correctamente la condicion estudiada :
‘Sesgo de verificacion | o
. . i Cuando se emplea mas de un test de referencia ' Sobrestimacion
diferencial
‘Sesgode L s
. . . Cuando el test problema forma parte del estandar Sobrestimacion
incorporacion
Sesgo de progresion de Cuando la condiciéon de estudio cambia desde la Variabl
. | ariable
la enfermedad i realizacion de uno de los test a la del otro i
""""""""""""""" ' Cuando los resultados del test de referenciase |
| Sobrestimacion

Sesgo de revision ) )
| interpretan conociendo los del test problema

Analisis de datos

. Cuando los resultados no interpretables e imprecisos L
Datos excluidos o ) . Sobrestimacion
y las pérdidas no se consideran en el analisis
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La manera en la que la calidad de los estudios determinada por la puntuacion obtenida
en la escala QUADAS debe ser tenida en cuenta para el andlisis posterior, es motivo de
controversia en la actualidad. Dicho de otro modo, la utilidad real del analisis de calidad mas
alla de la mera descriptiva es todavia debatido por los expertos en este tipo de revisiones. Una
aproximacion al problema propuesta por algunos autores aunque quizas excesivamente simplista,
es excluir del Meta-analisis todos los estudios de baja calidad. Como alternativa podria
introducirse un factor de correccion en funcion de la puntuacion de calidad obtenida, de modo
que cada trabajo tuviera diferente “peso relativo” en el analisis estadistico. Sin embargo, debido
a la incuestionable subjetividad del analisis de calidad (Berman y Parker, 2002), el peso relativo
asignado a cada trabajo podria en si mismo resultar en un sesgo por lo que, en nuestro estudio, y
siguiendo las recomendaciones de los expertos, no se aplicé ninglin factor de correccion para
baremar los trabajos incluidos y tampoco se excluyd del analisis ningun trabajo exclusivamente

por su calidad.

4.5. EXTRACCION DE LOS DATOS

La extraccién de los datos fue llevada a cabo por dos autores de manera independiente e

incluyo para cada uno de los estudios evaluados los siguientes aspectos:

- Nombre y filiacion del primer autor

- Fecha de publicacion del estudio y fuente bibliografica del mismo

- Periodo de tiempo abarcado por el estudio

- Test diagnosticos empleados y protocolo de realizacion de los mismos

- Poblacion de estudio

- Punto de corte, o umbral de positividad empleado para la valoracién de la IHQ

- Puntuacion obtenida en la escala de calidad QUADAS

- ;Se realiz6 examen histologico del tejido del cual se efectud la extraccion de ADN?
- Porcentaje de muestras con metilacion del promotor de MGMT segun la MSP

- Impacto pronostico de MGMT en la supervivencia

- Datos para la construccion de la tabla de contingencia de 2x2
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4.6. ESTATEGIA DE ANALISIS

Aquellos estudios en los que no se aportaban datos suficientes para la construccion de la
tabla de contingencia de 2x2, no pudieron ser incluidos en el analisis.

A partir de los datos de las tablas de 2x2 se efectuo el calculo de la sensibilidad (S),
especificidad (E) y odds ratio (OR) para cada estudio. Los resultados individuales de cada
estudio se representaron graficamente del modo convencional, en los llamados “graficos de
bosque” (“forest plot”) y “espacios ROC* (“Receiver Operating Characteristic space”).

En los “graficos de bosque”, el resultado principal de cada uno de los estudios se
muestra como una linea horizontal que representa el intervalo de confianza al 95% (IC 95%) de
la precision diagndstica estimada, y sobre esta linea una sefial que indica la estimacidén puntual
de la precision diagnoéstica para el test, observada en dicho estudio (Argimon Pallas y Jiménez
Villa, 2004).

El espacio ROC es la representacion grafica en forma de nube de puntos de (1-
especificidad) frente a la sensibilidad para cada estudio.

El motivo por el que habitualmente se emplean estas dos formas de representacion
grafica en las Revisiones Sistemdticas y en los Meta-andlisis, es porque resultan
complementarias. En las curvas ROC no suele representarse el IC de los diversos estudios, y por
lo tanto, no es posible discernir en ellas posibles causas de dispersion. Por el contrario, los
“graficos de bosque” representan de manera tabular los IC de la S y la E de cada estudio
individual, por lo que resulta sencillo e intuitivo valorar sobre ellos la dispersion de los
resultados, sin embargo al representarse en ellos de manera separada la S y la E no reflejan de
manera tan clara la relacion entre ambas.

Siguiendo las guias establecidas, las pruebas de homogeneidad constituyeron el primer
paso en la estrategia de analisis. Explorar la presencia de heterogeneidad resulta crucial no sélo
en los Meta-analisis sobre precision diagndstica, sino también en cualquier otro tipo de Meta-
analisis, ya que permite por una parte detectar los factores que pueden haber influido en la
precision diagnostica del test obtenida en cada estudio individual, y ademas, porque resulta
imprescindible antes de agrupar los resultados de los diversos estudios para realizar cualquier
tipo de estimacion combinada o conjunta.

Por ello en el presente trabajo, el analisis de heterogeneidad se realizd en primera
instancia mediante la inspeccidn visual de las representaciones graficas de los estimadores en

los “graficos de bosque” y “espacios SROC”.
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Posteriormente, se emplearon el test de la chi-cuadrado y el test de la Q de Cochrane
para valorar si la variabilidad entre los estudios era o no superior a las esperable por azar. Un
resultado estadisticamente significativo en estos tests implica la presencia de heterogeneidad
estadistica (variabilidad mas alla de lo esperable por azar).

Posteriormente se efectud el calculo del coeficiente de correlacion de Spearman entre el
logit de la sensibilidad y el logit de 1-especificidad. La obtencion de un resultado de asociacion
estadisticamente significativo entre ambos parametros indica la presencia de “efecto umbral”
como causa principal de la heterogeneidad. La definicién de “efecto umbral”, las posibles
causas y consecuencias del mismo etc. seran expuestas a continuacion.

Asi mismo se efectud el calculo del “indice de inconsistencia” (I-cuadrado) como
medida de cuantificacion de la heterogeneidad, definiéndose esta como baja si el valor de I
obtenido era de 25-50%, moderada si el valor de I° obtenido era del 51-75% o alta para valores
obtenidos de I superiores 75% (Higgins et al., 2003).

Una vez detectada la presencia de heterogeneidad, el siguiente paso fue investigar las
posibles causas de la misma. Una de las primeras causas de heterogeneidad en los Meta-andlisis
sobre precision de tests diagnoésticos es el llamado “efecto umbral” (“threshold effect”). Existe
“efecto umbral” cuando en los distintos estudios incluidos, se han empleado diferentes puntos
de corte para definir el resultado del test diagnoéstico como positivo (o negativo). Es decir,
cuando lo que es considerado como resultado positivo en un estudio, es considerado como
negativo en otros. Cuando existe este “efecto umbral”, se produce una relacidon negativa entre S
y E (o postiva entre S 'y 1-E), es decir, a mayor S menor E y viceversa. Ello se traduce en un
patrén tipico del espacio sROC (“summary ROC space”) que adquiere una morfologia
caracteristica (forma de hombro). Del mismo modo, en los “graficos de bosque” se observa que
los incrementos de S se acompafian de disminuciones de la E y viceversa, de ahi que la
inspeccion visual de los graficos constituya el primer escalon en el estudio de heterogeneidad en
un Meta-analisis (Glas et al., 2003).

Pero al margen del “efecto umbral”, existen otras posibles causas de heterogeneidad que
pueden conducir de igual modo a variaciones en las estimaciones de precision. Asi, ademas del
puro azar cuestiones metodoldgicas relacionadas con la poblacion de estudio, el disefio de los
trabajos o los tipos de test empleados, pueden ser también causa de heterogeneidad. Por ello,
para explorar todas estas cuestiones y detectar la presencia de otras posibles causas de
heterogeneidad, se emplearon técnicas de meta-regresion incluyendo diversas covariables en el

analisis.
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La meta-regresion es una herramienta estadistica que permite valorar si alguna
caracteristica subyacente de los estudios puede estar afectando a la heterogeneidad de los
resultados. Es decir, en este tipo de analisis, determinadas caracteristicas de los estudios se usan
como variables explicativas en un modelo de regresion multivariante, en el que la variable
dependiente es el efecto medido (en nuestro caso la precision diagndstica del test problema) o
alguna medida de la desviacidn del efecto de cada estudio respecto del efecto global. La unidad
de observacion es cada estudio o cada subgrupo de estudios, y para estimar los coeficientes de la
ecuacion de regresion se emplean métodos que ponderan cada estudio de acuerdo a su precision
(proporcional al tamafio del estudio, inversamente proporcional a la variabilidad del estudio).
Del mismo modo que en el analisis de regresion tradicional, se recomienda ajustar el nimero de
covariables introducidas en el modelo, de modo que no se aconseja una ratio superior a 1 por
cada 5 o 10 estudios.

Por ultimo se realizé un andlisis por subgrupos persiguiendo siempre la maxima
homogeneidad posible en los mismos. En cualquier caso, todo andlisis agrupado se efectud
siempre empleando el método de “efectos aleatorios”, en el que la inferencia se basa en suponer
que los estudios incluidos en el andlisis constituyen una muestra aleatoria del universo de
estudios posibles. Los resultados obtenidos mediante este método son mas conservadores que
los obtenidos con otros alternativos, debido a que tiene en cuenta tanto la variacion existente
dentro de los estudios como la variacion existente entre los estudios. Es decir, el método de
“efectos aleatorios” asume que ademas existir un error aleatorio, las diferencias halladas entre
los estudios pueden deberse a diferencias reales entre las poblaciones estudiadas o entre los
procedimientos seguidos. Se empled el estadistico z para comparar la S y E entre los subgrupos
(Deville et al., 2002).

La ultima parte del analisis consistid en la valoracion de la posible existencia de sesgo
de publicacion. Este tipo de sesgo es causa de una de las principales criticas que ha recibido
clasicamente el Meta-analisis. El sesgo de publicacion hace referencia al hecho de que no todos
los estudios tienen la misma probabilidad de ser publicados. En realidad, los estudios
multicéntricos con financiaciébn externa y que encuentran resultados estadisticamente
significativos, se publican con mayor facilidad, mientras que los editores y revisores de las
revistas deciden en ocasiones no aceptar algunos estudios en funcion de determinadas
caracteristicas, relacionadas mas con los resultados encontrados que con la calidad (Argimon
Pallas y Jiménez Villa, 2004).

Ademas, los trabajos con resultados estadisticamente significativos tardan menos en ser

publicados, tienen una mayor probabilidad de aparecer en las revistas con mayor factor de

Tesis Doctoral Marta Brell



180 Capitulo II: Material y Métodos

impacto y son citados con mas frecuencia, lo que aumenta considerablemente la probabilidad de
que aparezcan en una busqueda bibliografica. Asi mismo, los ensayos con gran numero de
pacientes, tienen mayor probabilidad de ser publicados.

Por otro lado, debe recordarse, que los estudios realizados sobre cohortes pequeiias
estiman con menor exactitud la precision diagnostica del test, y presentan mayor variabilidad en
sus resultados. Por el contrario los estudios realizados a partir de cohortes de mayor tamafio
muestran menor variabilidad (Argimon Pallas y Jiménez Villa, 2004).

Todos estos aspectos son considerados cuando se investiga en una Revision Sistematica
la presencia o no de sesgo de publicacion.

En esta tesis, la valoracion del sesgo de publicacion se realizé mediante la construccion
de un “grafico en embudo” (“funnel plot”) también llamado “grafico de arbol”, construido a
partir del logaritmo neperiano de la odds ratio diagndstica (In dOR) en el eje de abscisas (x), y
el error estandar en el eje de ordenadas (y), lo que es en opinidn de los expertos la mejor opcion
de las posibles para construir dicho grafico (Sterne y Egger, 2001).

En ausencia de sesgo de publicacion, el grafico adquiere forma de embudo simétrico
porque los resultados de los estudios de menor tamafio se distribuyen de manera dispersa por la
base del grafico, disminuyendo gradualmente la dispersion a medida que aumenta la precision
en los estudios de mayor tamafio. Si existe sesgo de publicacion el grafico adquiere una
apariencia asimétrica.

Ademads del sesgo de publicacion, el “grafico de embudo” permite identificar los
estudios con un comportamiento extrafio (“outliers”), y de este modo, permite realizar una
revision cuidadosa de éstos y eventualmente una exclusion de los mismos para el andlisis.

La prevencion del sesgo de publicacion es importante desde el punto de vista puramente
cientifico, ya que, si la toma de decisiones en la practica clinica diaria se ha de basar en los
datos publicados, la literatura debe incluir todos los estudios que tengan una calidad aceptable.
Pero ademas, la prevencion del sesgo de publicacion resulta imprescindible desde la perspectiva
de los autores que realizan una Revision Sistematica, ya que, si se publican preferentemente
articulos con resultados positivos, cualquier Revision Sistematica tendera a obtener también
resultados positivos.

Debido a que la interpretacion de la apariencia y simetria del “grafico de embudo” no
deja de ser algo subjetivo, se empled también el test de regresion de Egger para cuantificar de
manera objetiva y dotar de un valor numérico la asimetria del grafico, de modo que a mayor
desviacion del cero del valor “intercept”, mayor se considera la asimetria del grafico (Egger et

al., 1997).
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Todo el analisis estadistico se efectu6 con el programa Meta-Disc
(http://www.hrc.es/investigacion/metadisc_en.htm), disponible en la web de manera gratuita
(Zamora et al., 2006). El analisis del sesgo de publicacion de realizo con el programa estadistico

CMA-1 (http://www.Meta-Analysis.com) y a un nivel de significacion de P=0.05.
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5. RESULTADOS

51 RESULTADO DE LA BUSQUEDA DE EVIDENCIAS Y
CARACTERISTICAS DE LOS ESTUDIOS

La estrategia de busqueda automatizada inicial condujo a la pre-seleccion de 812
articulos, de los cuales 254 se consideraron tributarios revision a texto completo. De ellos, 182
estudios fueron excluidos por diversas razones por lo que fueron finalmente 72 trabajos los
seleccionados para la extraccion de datos. Todos los estudios seleccionados fueron estudios de
cohorte.

De estos, 17 estudios (Brock et al., 2003; Furonaka et al., 2005; Jeuken et al., 2007;
Karayan-Tapon et al., 2010; Lin et al., 2005; Martin et al., 2008; Matsukura et al., 2003; Mellai
et al., 2009; Nagasaka et al., 2003; Preusser et al., 2008; Rietschel et al., 2008; Rood et al., 2004;
Voelter et al., 2008; Yachi et al., 2008; Yang et al., 2009; Zhang et al., 2008; Zhang et al., 2003)
no reportaban la informacioén necesaria para la construccion de la tabla de contingencia de 2x2,
y en otros tres (Herfarth et al., 1999; Lazcoz et al., 2007; Yin et al., 2003) la expresion proteica
de MGMT era valorada mediante otras técnicas de laboratorio distintas a la IHQ. Por estas
razones estos 20 estudios fueron también excluidos del andlisis.

Finalmente fueron por lo tanto 52 estudios los que constituyeron la base de nuestro
analisis: 17 de estos eran estudios de gliomas, 3 eran estudios de tumores cerebrales no gliales y
32 de tumores sistémicos no cerebrales (Figura IL.1.).

La suma de casos de los 52 estudios incluidos supone un total de 2,943 pacientes: 539
con diagndstico de tumor cerebral primario, 178 con metastasis cerebrales de tumores primarios
diversos, y 2,226 diagnosticados de tumores no cerebrales.

En las Tablas IL.4. y IL.5. se exponen las principales caracteristicas de los estudios

incluidos.
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Figura II.1.: Blisqueda de evidencia y seleccion de articulos

Titulos y abstracts
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