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ABREVIATURAS

2-HG: D-2-hidroxiglutarato.

5-ALA: Acido-5- aminolevulinico.

a-KG: a-cetoglutarato.

A: Adenina.

AA: Astrocitoma anaplasico.

ACNU: Nimustina.

ADC: Coeficiente de difusién aparente (del inglés, apparent diffusion coefficient).

AINEs: Anti-inflamatorios no esteroideos.

AKT: Serina/ treonina quinasa.

APC: Poliposis adenomatosa del colon (del inglés, adenomatous polyposis coli) (gen).

APS: Adenosina -5- fosfosulfato.

ATP: Adenosina trifosfato.

ATRX: Gen del sindrome de la a-talasemia y retraso mental ligado a X (del inglés, a-
thalassemia/mental retardation-syndrome-X-linked) (gen).

ATRX: Proteina codificada por el gen ATRX.

BCNU: Carmustina.

Bev: Bevacizumab.

BHE: Barrera hemato-encefilica.

BRCA 1: Cancer de mama 1 (del inglés, breast cancer 1) (gen).

C: Citosina.

CA 125: Antigeno de cancer 125.

CCNU: Lomustina.

CD 45: Antigeno comun leucocitario.

CDK: Quinasa dependiente de ciclina (del inglés, cyclin dependent kinase).

CDKN2A: Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A (del inglés, Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 2A).

CEA: Antigeno carcinoembrionario.

CG: Citosina — Guanina.

cIMPACT-NOW: Consorcio para informar sobre los enfoques moleculares y practicos para la
taxonomia de los tumores del SNC (del inglés, The Consortium to Inform Molecular and Practical
Approaches to CNS Tumor Taxonomy).

Cho: Colina.
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CLS: cldsico.

CO;,: Diéxido de carbono.

CTCs: Células circulantes tumorales (del inglés, circulating tumor cells).

ctDNA: DNA tumoral circulante (del inglés, circulating tumor DNA).

CpG: Citosina - fosfato - guanina.

Cr: Creatina.

d: dias.

DAPK: Proteina quinasa asociada a muerte celular (del inglés, death-associated protein kinase).
DNA: Acido desoxirribonucleico (del inglés, deoxyribonucleic acid).

DNET: Tumor disembrioplastico neuroepitelial (del inglés, dysembryoplastic neuroepithelial
tumour).

DNMT: DNA metiltransferasa.

dNTP: Desoxirribonucleido trifosfato.

DOPA: 3,4-dihidroxi-6-*8F-fluoro-L-fenilalanina.

E.coli: Escherichia coli.

ECOG: Grupo cooperativo del Este (del inglés, Eastern Cooperative Group).

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético.

EE: Enfermedad estable.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés, epidermal growth factor
receptor).

EMR: Enfermedad minima residual.

EORTC: Organizacion europea para la investigacion y tratamiento del cancer (del inglés, European
Organisation for Research and Treatment of Cancer).

EpCAM: Molécula de adhesién celular epitelial (del inglés, epithelial cell adhesion molecule).
ERBB2: HER2, receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (del inglés, human
epidermal growth factor receptor 2) (gen).

ESR1: Receptor 1 de estrogeno (del inglés, estrogen receptor 1) (gen).

FDG: *®F-2-fluoro-2-deoxi-D-glucosa.

FET: O-2-'®F-fluoroetil-L-tirosina.

FFPE: Muestras fijadas en formol e incluidas en parafina (del inglés, formalin-fixed paraffin-
embedded).

FISH: Hibridacidn in situ fluorescente (del inglés, fluorescence in situ hybridization).

FLAIR: Recuperacion de inversion atenuada de fluido (del inglés, fluid-attenuated inversion

recovery).
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FGFR2: Receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos (del inglés, fibroblast growth factor
receptor 2) (gen).

G: Guanina.

G-CIMP: Fenotipo metilador de islas CpG en gliomas (del inglés, glioma CpG island methylation
phenotype).

GB: Glioblastoma.

GB-IDHm: Glioblastoma con mutacién de IDH.

GB-IDHwt: Glioblastoma sin mutacion de IDH o IDH silvestre (del inglés, IDH wild type).
GEINO: Grupo espafiol de investigacion en neuro-oncologia.

GENOM: Grupo espafiol de neuro-oncologia médica.

GFAP: Proteina glio-fibrilar acidica (del inglés, glial fibrillary acidic protein).

GSTP1: Glutatidn S-transferasa- P1 (del inglés, glutathione S-transferase P1).

Gy: Grays.

HIF-1a: Factor inducible por hipoxia 1 alfa (del inglés, hypoxia-inducible factor 1 alpha).
HR: Cocientes de riesgo (del inglés, hazard ratio).

HRM: Andlisis de alta resolucion de fusién (del inglés, high resolution melting).

IC: Intervalo de confianza.

IDH1: Isocitrato deshidrogenasa 1 (gen).

IDH1: Proteina codificada por el gen IDH1.

IDH2: Isocitrato deshidrogenasa 2 (gen).

IDH2: Proteina codificada por el gen IDH2.

IHQ: Inmunohistoquimica.

IK: indice de Karnofsky.

IL-6: Interleuquina-6.

iRANO: Valoracion de respuesta a la inmunoterapia en neuro-oncologia (del inglés,
immunotherapy response assessment in neuro-oncology).

Kg: Kilogramo.

LCR: Liquido céfalo-raquideo.

LMA: Leucemia mieloide aguda.

LOH: Pérdida de heterocigosidad (del inglés, loss of heterogeneity).

m: meses.

MBP: Proteina basica de la mielina (del inglés, myelin basic protein).

MDM2: Doble minuto murina 2 (del inglés, murine doble minute 2) (proteina).

MET: Metilado. Metilacion del promotor de MGMT positiva.
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MET: Factor de transicion epitelio-mesénquima (del inglés, mesenchymal-epithelial transition
factor) (gen).

Metionina: 11C-metil-metionina.

MES: mesenquimal (clasificacién de Philips).

MES-TCGA: mesenquimal (clasificacion del TCGA, Verhaak).

mg: miligramos.

MGMT: 06-Metilguanina-DNA-metiltransferasa (gen).

MGMT: Proteina codificada por el gen MGMT.

miRNA: micro RNA circulante (del inglés, circulating micro RNA).

MLH1: Gen homdlogo humano 1 (del inglés, mutL Homology 1) (gen).

MMSE: Test de Minimental (del inglés, Minimental Status Examination).

M-MSP-S: Metilacién en sangre, mediante MSP.

M-MSP-T: Metilacion en tejido, mediante MSP.

MMP-9: Metaloproteinasa de matriz-9 (del inglés, matrix metalloproteinase-9).

M-PIR-P: Metilacidn en plasma, mediante pirosecuenciacion.

M-PIR-Su: Metilacién en suero, mediante pirosecuenciacion.

M-PIR-T: Metilacidn en tejido, mediante pirosecuenciacion.

mMRNA: RNA mensajero (del inglés, messenger ribonucleic acid).

MS-HRM: Andlisis metilacion-especifica de fusién de alta resolucién (del inglés, methylation-
sensitive high resolution melting).

MS-MLPA: Amplificacién dependiente de ligando especifica de metilacion (del inglés, methylation-
specific multiplex ligation-dependent probe amplification).

MSP: PCR especifica de metilacion (del inglés, methylation-specific PCR).

m-TOR: Proteina diana de larapamicina en mamiferos (del inglés, mammalian target of
rapamycin).

N: niumero de pacientes.

NAA: N-acetil aspartato.

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (del inglés, nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate).

NCIC: Instituto Nacional de Cancer de Canada (del inglés, National Cancer Institute of Canada).
NEU: Neural.

NFkp: Factor nuclear kB (del inglés, nuclear factor k).

NF1: Neurofibromatosis tipo 1 (gen).

No-MET: No metilado. Metilacidn del promotor de MGMT negativa.
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NOS: No especificado (del inglés, not otherwise specified).

OA: Oligoastrocitoma.

OAlll: Oligoastrocitoma anaplasico (grado 11l de malignidad de la OMS).

OD: Oligodendroglioma.

OMS: Organizacidn Mundial de la Salud.

p: valor p.

p14*%: proteina supresora de tumores, codificada por CDKN2A.

p53: Proteina codificada por el gen TP53.

Pb: Pares de bases.

Pc: Pacientes.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction).
PDGFRa: Receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas alfa (del inglés, platelet
derived growth factor receptor alpha) (gen).

PDPN: Podoplanina.

PE: Progresion de enfermedad.

PET: Tomografia por emisién de positrones (del inglés, positron emission tomografy).
PET-FDG: Tomografia por emision de positrones (del inglés, positron emission tomografy) con *F-
2-fluoro-2-deoxi-D-glucosa.

PI3K: Fosfatidil-inositol-3-quinasa (del inglés, phosphatidylinositol-3-kinase).

PM: Peso molecular.

PNET: Tumor neuroectodérmico primitivo (del inglés, primitive neuroectodermal tumor).
PPi: Pirofosfato.

PRL: Proliferativo.

PRN: Proneural (clasificacion de Philips).

PRN-TCGA: Proneural (clasificacion del TCGA, Verhaak).

PS: Estado funcional (del inglés, Performance Status).

PSA: Antigeno especifico prostatico (del inglés, prostate-specific antigen).

PsP: Pseudoprogresion.

PsR: Pseudorespuesta.

PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (del inglés, phosphatase and tensin homolog)
(gen).

PTEN: Proteina codificada por el gen PTEN.

QT: Quimioterapia.

QTRT: Quimio-radioterapia.
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RANO: Valoracién de respuesta en neuro-oncologia (del inglés, response assessment in neuro-
oncology).

RARB: Receptor del acido retinoico beta (del inglés, retinoic acid receptor beta).

RAS: Proteina del sarcoma de rata (del inglés, rat sarcoma).

RASSF1: Familia del dominio de asociacién Ras 1 (del inglés, ras association domain family 1).
RECIST: Criterios de evaluacion de respuesta en tumores sélidos (del inglés, response evaluation
criteria in solid tumors).

RB: Retinoblastoma (gen).

Rb: Proteina codificada por el gen RB.

RC: Respuesta completa.

rCBV: Volumen sanguineo cerebral relativo (del inglés, relative cerebral blood volume).

RLU: Unidad de luz relativa (del inglés, relative light unit).

RM: Resonancia magnética.

RNA: Acido ribonucleico (del inglés, ribonucleic acid).

RP: Respuesta parcial.

RPA: Analisis de particiones recursivas (del inglés, recursive partitioning analysis).

RT: Radioterapia.

RTQ: Receptor tirosina quinasa.

RTOG: Grupo de oncologia radioterapica (del inglés, Radiation Therapy Oncology Group).

Sem: Semanas.

SG: Supervivencia global.

SLP: Supervivencia libre de progresion.

SNC: Sistema nervioso central.

SPSS: Paquete estadistico para las ciencias sociales (del inglés, statistical package for the social
sciences).

SQ-MSP: PCR especifica de metilacion semicuantitativa (del inglés, semi-quantitative methylation-
specific PCR).

SST: Tubo separador del suero (del inglés, serum - separating tube).

STIR: Secuencia de inversidon-recuperacidn con tiempo corto de inversidon (del inglés, short T1
inversion recovery).

SUV max: Valores de captacion maximos estandarizados (del inglés, maximum standardized
uptake values).

T: Timina.

TC: Tomografia computarizada.
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TCGA: Atlas del genoma del cancer (del inglés, The Cancer Genome Atlas).

TERT: Transcriptasa reversa de la telomerasa (del inglés, telomerase reverse transcriptase) (gen).
TERT: Proteina codificada por el gen TERT.

TGFp: Factor de crecimiento transformante B (del inglés, transforming growth factor 6).

TMA: Micromatriz de tejido (del inglés, tissue microarray).

TMZ: Temozolomida.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral-a (del inglés, tumor necrosis factor-a).

TP53: Proteina tumoral 53 (del inglés, tumor protein 53) (gen).

TR: Tasa de respuesta.

TTFields: Campos eléctricos para el tratamiento de tumores.

U: Uracilo.

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular (del inglés, vascular endothelial growth
factor).

VHL: Von Hippel-Lindau (gen).

VHL: Proteina codificada por el gen VHL.

VPN: Valor predictivo negativo.

VPP: Valor predictivo positivo.

vs: Versus.

Wt: Silvestre (del inglés, wild type).
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ABSTRACT

Background: Glioblastoma (GB) is the most frequent malignant glioma. Through multidisciplinary
treatment with surgery, radio and chemotherapy, patients with GB achieve a median survival of
15 months. Methyl Guanine Methyl Transferase (MGMT) promoter methylation is a known
prognostic and predictive factor of response to temozolomide in these tumors. However,
repeating MGMT analysis is not always feasible. Brain rebiopsies involve risk to the patient.
Moreover, tissue biopsies could not always represent the tumor heterogeneity. Advances in the
use of biomarkers in liquid biopsy are positioning it as a solution to these disadvantages. MGMT
methylation status analysis can be carried out through several techniques, being the methylation-
specific PCR (MSP) the most used, both in clinical trials and in daily practice. Pyrosequencing is a
simple method with objective results that has proved useful for the analysis of this epigenetic
alteration.

In this project, we have determined the MGMT promoter methylation status, in tissue samples
and in ctDNA from blood samples of GB patients, by MSP and pyrosequencing.

Methodology: MGMT methylation was analyzed in tissue and blood from patients diagnosed with
GB. We used MSP (CpG 74-78 and 84-87) in 81 tissue samples and 83 blood samples, and
pyrosequencing (CpG 74-78) in 78 tissue, 56 serum and 55 plasma samples. For pyrosequencing,
two cut-off points with clinical relevance were considered: one that divided the cohort into two
groups according to the maximum difference in overall survival, called "best cut-off point", and
the minimum percentage from which the methylation had already a clinical impact, called the
"minimum cut-off point". Both cut-off points were statistical significant.

Results: The "best cut-off point" in tissue was 11.4%, while the "minimum cut-off point" was 5%.
The 48.6% of cases were positive for methylation in tissue, by MSP, and 55.7% by pyrosequencing.
Eight unmethylated cases by MSP resulted methylated by pyrosequencing, whereas in 3 samples
the results were reversed. Similarly, 4 samples that were not assessed by MSP had a result by
pyrosequencing. For plasma samples, the "best cut-off" for pyrosequencing was 3.4%. 14.9% were
methylated by MSP, while 28.6% were methylated by pyrosequencing. The "best cut-off" in serum
was 1.6%, a value below the commercial unmethylated DNA, and it had no significant correlation
with overall survival. For this reason, the serum was discarded for further analysis.

Conclusions: MSP and pyrosequencing, once the cut-off point is defined, are two valid methods
for the MGMT methylation status assay, in tissue of GB patients. Even thought the agreement
between them is not perfect, both results correlate with survival and response to treatment with

alkylating agents. Therefore, both techniques are useful. Although our project has shown the
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presence of ctDNA in blood and plasma of GB patients, the sensitivity to determine MGMT
methylation, by either method, is low. The serum does not represent a good source to assess

MGMT methytation in ctDNA.
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RESUMEN

Antecedentes: El glioblastoma (GB) es el glioma maligno mas frecuente. Mediante el tratamiento
multidisciplinar con cirugia, radio y quimioterapia se consigue una supervivencia mediana de 15
meses. La metilacion del promotor del gen O-6-Metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT) es un
conocido factor prondstico y predictivo de respuesta a temozolomida en estos tumores, pero su
analisis de manera repetida es complejo. Las rebiopsias cerebrales comportan un riesgo para el
paciente, ademas, las muestras de tejido obtenidas pueden no representar la heterogeneidad
tumoral. Los avances en el uso de biomarcadores en biopsia liquida la estdan posicionando como
una solucidn a estos inconvenientes. La determinacién de la metilacion de MGMT se puede llevar
a cabo con diversas técnicas, siendo la PCR especifica de metilacién (MSP) la mas utilizada, tanto
en ensayos clinicos como en la practica diaria. La pirosecuenciacién es una técnica sencilla y con
resultados objetivos que se ha demostrado Util para el anélisis de esta alteracion epigenética.

En este proyecto, hemos determinado el estado de metilacion del promotor de MGMT, en
muestras de tejido y en ctDNA de muestras sanguineas, utilizando las técnicas de MSP vy
pirosecuenciacion.

Metodologia: Se analizd la metilacién de MGMT en tejido y sangre de pacientes con GB. 81
muestras de tejido y 83 de sangre, fueron valoradas mediante MSP (CpG 74-78 y 84-87), mientras
que 78 de tejido, 56 de suero y 55 de plasma, lo fueron mediante pirosecuenciacion (CpG 74-78).
Para la pirosecuenciacién, se consideraron dos puntos de corte con relevancia clinica: aquel que
dividia la cohorte en dos grupos seglin la maxima diferencia en supervivencia global, llamado
“mejor punto de corte”, y el porcentaje minimo a partir del cual la metilacidn ya tenia un impacto
clinico, llamado “punto de corte minimo”. Ambos puntos de corte tenian significacion estadistica.

Resultados: El “mejor punto de corte” en tejido fue de 11,4%, mientras que el “punto de corte
minimo” fue de 5%. El 48,6% de casos fueron positivos para la metilacidn en tejido, mediante MSP
y el 55,7% lo fue por pirosecuenciacién. Ocho casos no metilados por MSP, se detectaron
metilados por pirosecuenciaciéon, mientras que en 3 muestras pasé a la inversa. Asimismo, 4
muestras no valorables por MSP tuvieron resultado por pirosecuenciacién. En plasma, el “mejor
punto de corte” para la pirosecuenciacion fue 3,4%. 14,9% casos fueron metilados por MSP,

III

mientras que el 28,6% lo fue por pirosecuenciacion. El “mejor punto de corte” en suero fue de
1,6%, un valor inferior a las muestras de DNA no metilado comercial y sin correlacién significativa
con la supervivencia global. Por este motivo, el suero se descartd para analisis adicionales.

Conclusiones: La MSP y la pirosecuenciacién, una vez definido el punto de corte, son dos métodos

validos para la determinaciéon de la metilacién del promotor del gen de MGMT, en tejido de
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pacientes con GB. Aunque la concordancia entre ellos no es perfecta, ambos ofrecen resultados
gue se correlacionan con la supervivencia y la respuesta al tratamiento con agentes alquilantes.
Por lo tanto, ambas técnicas son Utiles para detectar pacientes que podrian beneficiarse de dichos
tratamiento. Pese a que, en nuestro proyecto, se ha demostrado la presencia de ctDNA en sangre
y plasma de pacientes con GB, la sensibilidad para la deteccién de la metilacion de MGMT, con los
dos métodos, es baja. El suero no es una buena fuente para la determinaciéon de metilacién de

MGMT en ctDNA.
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1 INTRODUCCION

1.1 El Glioblastoma.

1.1.1 Epidemiologia y anatomia patoldgica

Las primeras referencias sobre el glioblastoma (GB) datan de 1863, cuando Virchow reconocié su
origen glial. En 1914, Mallory introdujo el término de glioblastoma multiforme, que fue
definitivamente aceptado por Bailey y Cushing en 1926, haciendo referencia a la heterogeneidad

de la lesion.

El GB es un glioma de alto grado cuyas caracteristicas histopatolégicas incluyen una poblacidn
astrocitica de aspecto fibrilar y gemistocitico, con presencia de atipia nuclear, actividad mitética 'y
proliferacién microvascular con o sin necrosis. La necrosis se diferencia en necrosis tipo infarto
y/o necrosis con empalizada nuclear (la conocida previamente como necrosis con
pseudoempalizada), en la que las células se agrupan alrededor del centro necroético con el nicleo

celular orientado hacia él (1) (Figura 1).

Figura 1. Imagen histoldgica caracteristica de un GB. Se observa una proliferacidn astrocitaria de caracteristicas
neoplasicas, con proliferacion microvascular (flecha roja) y necrosis con empalizada nuclear (flecha negra).
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Asi pues, el GB se incluye dentro de los gliomas, es decir, tumores que remedan a la glia. Estos se
dividen, segun su grado histoldgico, en grado I-1l (bajo grado) y grado llI-IV (alto grado) y, segun su
capacidad de invasion del parénquima cerebral circundante, en gliomas difusos o infiltrantes y
gliomas circunscritos. Los primeros, tienen la habilidad de invadir el resto de cerebro sano, de
modo que, aunque su reseccién sea completa, recaeran (2). Otra de las caracteristicas de los
gliomas difusos es su progresion a alto grado. Los tumores difusos de grado Il, no solo recaeran,
aun habiéndose resecado de manera completa, sino que muchos lo hardn progresando a grado

(glioma anaplasico) o incluso a grado IV, es decir, a GB (3).

El GB es el tumor glial de alto grado mas frecuente (56,6%), con una incidencia de 3,21 casos por
cada 100.000 habitantes (4), una mediana de edad al diagnéstico de 64 afios y una relacién
hombre/mujer de 1,6 (5). Es el glioma maligno con peor prondstico en adultos, con una
supervivencia a 5 afos del 5% y supervivencia mediana de 15 meses (m) en pacientes tratados

con el esquema estandar combinando quimio y radioterapia (6, 7).

Aunque poco se conoce sobre los posibles factores de riesgo asociados, la exposicion a
radiaciones ionizantes ha demostrado un aumento de riesgo de GB, mientras que la historia
previa de alergia o atopia y el uso de anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) parecen actuar
como factor protector (8, 9). En cuanto a su posible asociacién genética, menos del 1% de GB se
diagnostica en el contexto de un sindrome hereditario. Los sindromes conocidos que incluyen al

GB son el sindrome de Turcot, el de Li-Fraumeni y la neurofibromatosis tipo 1 (10).

Anatémicamente, afecta con preferencia a los hemisferios cerebrales, en la regidén subcortical y
puede originarse de novo (GB primario) presentdndose en pacientes de edad media, sin un
precursor conocido o, como se ha comentado previamente, a partir de la evolucidon molecular de
un glioma de menor grado (GB secundario), hecho que se da en el 5% de los casos. Estos dos

subtipos tienen caracteristicas moleculares y clinicas diferentes (3, 11).

Clasicamente, los gliomas infiltrantes se han dividido en dos subtipos histoldgicos, segun la célula
de origen a la que se asemejan: los astrocitomas, con similitudes con los astrocitos, y los
oligodendrogliomas (OD), con los oligodendrocitos. Entre ellos, se consideraba un tercer subtipo
intermedio llamado tumor mixto u oligoastrocitario (OA). Dentro de estos subtipos, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), organismo encargado de la clasificacién histolégica de

las neoplasias humanas, otorga un grado de malignidad del Il al IV, ordenando los gliomas
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infiltrantes de menor a mayor agresividad. De este modo, hasta hace poco, dentro de los
astrocitomas se consideran tumores de alto grado el astrocitoma anapldsico (grado Ill) y el
astrocitoma infiltrante grado IV o GB, siendo el astrocitoma difuso de bajo grado, el grado Il. En el
grupo de los OD se diferencian, de menor a mayor grado, el OD (grado Il) y el OD anaplasico
(grado 1l1). No existen OD puros grado IV. En el subtipo mixto, hasta el momento, se consideraba
el OA como el tumor grado Il y el OA anapldsico como el grado Ill. El OA grado IV se identificd

como un GB con componente oligodendroglial (12).

En 2016 se publicé una nueva guia de la OMS para tumores del sistema nervioso central (SNC), en
la que, por primera vez, se anadian criterios moleculares a los histoldgicos para definir las
entidades. Los cambios mads llamativos han sido: la desaparicién del subtipo OA per se; la
diferenciacion de los GB, segliin una mutacién de isocitrato deshidrogenasa (/DH), en GB con o sin
mutacion de IDH; y la descripcidon de un nuevo subtipo, los gliomas difusos de linea media, con
mutacidon H3K27M (aunque la OMS vy diversas publicaciones le han asociado este nombre, la
correcta nomenclatura de la mutacién es K28M). Estos tumores son clinicamente muy agresivos y

corresponden a un grado IV (13).

Asi pues, actualmente, el estudio mutacional de IDH1 e IDH2 se considera basico para clasificar los
gliomas infiltrantes, asi como el andlisis de la codelecién de 1p/19q, ya que ambas son necesarias
para el diagndstico de OD (grado Il y Ill). Por otro lado, aunque sin considerarse necesarias para el
diagndstico, las mutaciones de ATRX y TP53 en los gliomas infiltrantes son caracteristicas de la

estirpe astrocitaria.

Las entidades que se distinguen actualmente, dentro de los astrocitomas infiltrantes, son el
astrocitoma difuso grado Il y el astrocitoma anaplasico (grado Ill) con o sin mutacién de /DH. Los
anteriormente llamados OA se reclasifican, segln las alteraciones moleculares previamente
explicadas, en OD o astrocitoma difuso. EI GB, por su parte, se sigue considerando un astrocitoma
difuso, aunque la presencia o no de mutacién de IDH hace diferenciar dos grupos totalmente
distintos, el GB con mutacion de IDH (GB-IDHm) y el GB sin mutacion de IDH (GB-IDHwt). Esta
nueva clasificacion hace que los términos GB primario y secundario practicamente puedan darse
por substituidos por los de GB-IDHwt y GB-IDHm, respectivamente. En la tabla 1 se resumen las

diferencias mas destacables entre esas dos entidades.
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GB-IDHwt

GB-IDHm

Término previo

GB primario

GB secundario

Lesion precursora

No identificable

Astrocitoma grado Il / 1l

Proporcion de GB 90% 10%
Edad mediana al diagnédstico 62 afios 44 afios
Relaciéon hombre/mujer 1,42:1 1,05:1
Mediana de duracion de sintomas

. . P 4 meses 15 meses
previa al diagnoéstico
Supervivencia mediana 15 meses 31 meses

Localizacion

Supratentorial

Preferentemente frontal

Necrosis Extensa Limitada
Mutacion del promotor de TERT 72% 26%
Mutacién de TP53 27% 81%
Mutacion de ATRX Excepcional 71%
Amplificacion de EGFR 35% Excepcional
Mutacion de PTEN 24% Excepcional

Tabla 1. (Adaptada de (13)). Caracteristicas de los GB-IDHwt y GB-IDHm.

El cIMPACT-NOW (The Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor
Taxonomy) fue un grupo formado a raiz de la nueva clasificaciéon de la OMS 2016 (Tabla 2), con el
fin de resolver cuestiones sobre el grado y la clasificacion. Este equipo, analizé la supervivencia en
pacientes con astrocitomas difusos grado Il o Ill con IDHwt, concluyendo que un subgrupo de
éstos se comportaba de un modo mas agresivo, similar a un GB. En conclusion, determind que la
amplificacién del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o la mutacién de
TERT o la combinacion de ganancia del cromosoma 7 y pérdida del 10 (+7/-10) eran basicas para
caracterizar estos casos (14). Asi, proponen el nombre de “Glioma astrocitario difuso, IDHwt, con
caracteristicas moleculares de GB, grado IV de malignidad de la OMS”, para los astrocitomas

grado Il o lll, con alguna de estas alteraciones.

Dado el caso que la histologia y la biologia molecular, de un tumor, no concordaran, sera esta
ultima la que dicte el diagndstico. Teniendo en cuenta que algunos casos no podrdn ser
clasificados, por no disponerse del resultado molecular, se propone una subclasificacion

mencionando NOS (no especificado).
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Astrocitoma difuso con mutacién IDH
- Astrocitoma gemistocitico con mutacién IDH
Astrocitoma difuso sin mutacion IDH

Astrocitoma difuso, NOS

Astrocitoma anapldsico con mutacion IDH
Astrocitoma anaplasico sin mutacion IDH

Astrocitoma anaplasico, NOS

Glioblastoma sin mutacién IDH
- Glioblastoma de células gigantes
- Gliosarcoma
- Glioblastoma epitelioide
Glioblastoma con mutacién IDH

Glioblastoma, NOS

Glioma difuso de linea media con mutaciéon H3 K27M

Oligodendroglioma con mutacién IDH y codelecién 1p/19q

Oligodendroglioma, NOS

Oligodendroglioma anaplédsico con mutacién IDH y codelecion 1p/19q

Oligodendroglioma anaplasico, NOS

Oligoastrocitoma, NOS

Oligoastrocitoma anaplasico, NOS

Tabla 2. (Adaptada de (13)). Clasificacidon de la OMS para tumores del SNC. Astrocitomas difusos y tumores
oligodendrogliales.
Bajo el punto de vista histoldgico, los GB se pueden distinguir en variantes y patrones
morfoldgicos como por ejemplo: el GB de células gigantes, el GB de células pequefas, el GB
epitelioide y el gliosarcoma. En éste Ultimo, aun teniendo muchas similitudes genéticas con el GB,
parece que la metilacion del promotor del gen O-6-Metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT) y

la amplificacion de EGFR son menos frecuentes (15).

1.1.2 Caracteristicas clinicas

La historia clinica previa al diagndstico del GB suele ser corta, menor de 3 meses en el 50% de los

casos, sobretodo en el caso de los GB primarios.

Los tumores cerebrales malignos afectan con mayor frecuencia el I6bulo frontal (23,9%), seguido
del temporal (17,5%), el parietal (10,4%) y el occipital (2,7%) (4). Esta localizacion es la que
determinara parte de la sintomatologia, pudiendo producir alteraciones del campo visual, del
lenguaje o de la memoria, cambio de personalidad, déficit motor o sensitivo y convulsiones

(Figura2).
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Motora Sensitiva

Asociacion
Personalidad | =
Vision
Lenguaje (motora)
Audicion Lenguaje (sensitiva)

Figura 2. (Adaptada de (16)). Funciones de las distintas areas cerebrales.

A estos sintomas se puede afiadir clinica secundaria a la hipertension intracraneal, como son la
cefalea de predominio matutino y el vomito en escopetazo. La forma de presentacidn mas
frecuente son las convulsiones, que sufren hasta un tercio de los pacientes, la cefalea y las

alteraciones por afectacién de tracto neurolégico largo (vias motoras o sensitivas) (17).

1.1.3 Radiologia

La mayoria de pacientes se diagnostican a raiz de una visita al servicio de urgencias, muchas veces
no por un cuadro florido, sino por la progresién de una clinica sutil que lleva finalmente a la
consulta y a la realizacion de una prueba de imagen. La exploracidn inicial suele ser una
tomografia computarizada (TC) que detecta una anomalia, siendo la imagen mas usual la de una
lesidn con captacién de contraste periférico (en anillo), con un centro necrético. El diagndstico
final, requiere de la obtencidn de una imagen tipica por resonancia magnética (RM) y de la

confirmacién anatomopatoldgica, mediante el procedimiento quirurgico.

El GB es un tumor cuya agresividad va asociada a una elevada capacidad para la proliferacion y
neovascularizacidn. La neuro-imagen permite identificar estos vasos sanguineos andmalos, con
aumento de permeabilidad, mediante la observacion de una intensificaciéon de contraste e

incremento de metabolismo.

Las pruebas de imagen, en los tumores del SNC, tienen un papel en cinco escenarios
fundamentales: diagndstico tumoral, planificacién prequirdrgica, imagen intraquirurgica, imagen
postquirurgica y valoracién de respuesta a tratamiento y seguimiento. La imagen preintervencién
es util para determinar el nimero de lesiones, la localizacidon del tumor y su relacién con las
estructuras anatdmicas adyacentes, y la elocuencia. Se llama area elocuente a aquella area

cortical especifica para una determinada funciéon cerebral. También ayuda a caracterizar la
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imagen, proporcionando una informacion preliminar sobre el tipo y grado tumoral. La imagen
intraquirurgica (conocida como sistemas de neuro-navegacion) mejora la localizacién de la lesién
tumoral y ayuda a minimizar el dafio de tejido sano durante la reseccién. En un periodo maximo
de 72 horas postquirurgicas, preferiblemente 24 horas, con el fin de minimizar la captacién de

contraste de la cavidad, debe realizarse una RM informativa del porcentaje de reseccion (18).

Aunque, como se ha comentado previamente, la TC cerebral con contraste se usa como
exploracién para un despistaje inicial, la RM es la prueba principal en la valoraciéon de éstos

tumores, con una sensibilidad cercana al 75% y una especificidad del 65% (19).

1.1.3.1 Resonancia magnética (RM)

La RM ha supuesto uno de los avances mads importantes en el diagndstico y seguimiento de los
tumores cerebrales. Esta prueba, nos describe la morfologia del tumor y la reaccion del tejido
circundante al mismo, aprovechando la caracteristica de espin de los nucleos atémicos. Los
nucleos atdémicos con espin distinto a cero, aquellos con nimero impar de neutrones y/o
protones, sometidos a un campo magnético externo, son capaces de absorber ondas
electromagnéticas en el rango de las radiofrecuencias (20). La liberacion de esta energia
(relajacién) permite obtener imagenes anatdmicas. Las propiedades de la relajacién, que viene
definida por dos componentes, T1 (espin-entorno) y T2 (espin-espin), proporcionan el contraste

entre los diferentes tejidos (1).

En general, los tumores del SNC, son hipointensos en T1 e hiperintensos en T2, debido a un
aumento del contenido liquido en el tumor y al edema vasogénico. No obstante, hay excepciones,
ya que algunos tumores pueden ser hiperintensos en T1 e hipointensos en T2, como los que
contienen hemosiderina, melanina, calcificaciones y mucina. Tras el paso de contraste
endovenoso (gadolinio), la captacion es variable, dependiendo de la vascularizacion de la lesion y
de la integridad de la barrera hemato-encefalica (BHE). Un aumento de captacién de contraste es
sugestivo de lesion agresiva, por rotura de la BHE y, por tanto, de un tumor de alto grado (21). No
obstante, otros factores como la irradiacion o el uso de corticoides pueden traducirse en rotura

de ésta y, por tanto, en captacién de contraste.

En la tabla 3, se muestran los diagndsticos diferenciales a valorar seglin la intensidad de la

imagen.
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Intensidad de imagen Hallazgos compatibles

Metahemoglobina (hemorragia subaguda), melanina (metastasis de melanoma).
Alto contenido en proteinas (quiste coloide, craneofaringioma).
Hiperintensidad en T1 Grasa (lipoma), colesterol.

Agente paramagnético (gadolinio).

Magnesio, hierro, cobre, calcio.

Hierro (sangre) con necrosis (GB).

Hemosiderina (hemorragia crénica), desoxihemoglobina (hemorragia aguda).
Calcificacién (oligodendroglioma).

Elevada relacién nucleo-citoplasma (tumor neuroectodérmico primitivo, linfoma).
Estroma de fibrocolageno (meningioma).

Alto contenido en proteinas (craneofaringioma).

Flujo sanguineo elevado (hemangioblastoma, GB).

Melanina, ferritina, mucina.

Hipointensidad en T2

Tabla 3. (Adaptada de (21)). Hallazgos compatibles con hiperintensidad en T1 y/o hipointensidad en T2.

Algunas de las secuencias de pulsos, que suelen usarse para definir mejor los tumores del SNC, en

RM, son el FLAIR (Fluid-Attenuated Inversion Recovery) y el STIR (Short Tl Inversion Recovery).

La secuencia FLAIR realza imagenes destacadas en T2, anulando el liquido céfalo raquideo (LCR)
(21). El FLAIR con contraste es util para diferenciar al tumor del tejido circundante y para

identificar metastasis leptomeningeas.

El STIR suprime la sefial grasa para mejorar el realce de contraste en T1 / T2. Es una secuencia Util
para diferenciar las lesiones grasas de las hemorragias, asi como para el estudio de las

tumoraciones orbitarias o de la médula dsea(21).

El GB se origina, habitualmente, en la sustancia blanca subcortical, provocando un efecto masa
con edema vasogénico, secundario a la trasudacién de fluidos y proteinas al espacio extracelular,
debido a la rotura de la BHE. La mayoria, se presentan en forma de lesiones Unicas, aunque
pueden ser multifocales, en un mismo ldbulo cerebral, hasta en un 10% de los casos, o
multicéntricas, en diferentes l6bulos, en un 1% (22). En los casos en que el tumor atraviesa el
cuerpo calloso se forma una imagen, por afectacién de los centros semiovales, conocida como
“imagen en alas de mariposa”. La imagen tipica del GB esta compuesta por una mezcla de areas
de tumor sélido con parte quistica, zonas hemorragicas con necrosis (normalmente central) y
edema. Todo ello sumado dificulta, de manera notoria, su interpretaciéon. Con la finalidad de
ayudar en la identificacién de estas imagenes heterogéneas, se han desarrollado nuevas técnicas
de neuro-radiologia, que han ido incorporando el estudio de alteraciones funcionales,

hemodinamicas, metabdlicas y celulares (21, 23). Estas se desarrollan a continuacion:
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Difusion: Las imagenes en difusién se basan en la movilidad de las moléculas de agua y
nos permiten obtener el valor llamado “coeficiente de difusiéon aparente” (ADC). Este valor esta
directamente relacionado con la celularidad, de tal manera que a mayor ADC, mayor celularidad
y, por tanto, menor movilidad de las moléculas (23). El ADC permite diferenciar entre distintos

tumores del SNC (21) (Figura 3).

I Coeficiente de difusion aparente (ADC) I

Media
ADC 1,38
1,036
1
B DNET B Astrocitoma pilocitico
| Astrocitoma B Astrocitoma anaplasico

mGB mPNET

Figura 3. (Adaptada de (21)). ADC en diferentes tumores cerebrales.

Tractografia: Es una técnica novedosa de difusion, en la que se estudian los fasciculos de
sustancia blanca. La identificacion de estas estructuras tiene un importante valor en la

planificacién quirargica.

Perfusion: Permite obtener mapas de volumen sanguineo regional del cerebro, que reflejan la
densidad vascular y el potencial de angiogénesis tumoral, marcadores de malignidad y alto grado
tumoral, por lo que ayuda a identificar un glioma de alto grado. Asi mismo, es determinante para

localizar la zona dptima en la que realizar una biopsia, en los tumores no resecables.

Espectroscopia: Expresa los cambios metabdlicos en presencia de tumores, pero no ofrece
una buena descripcién anatdmica. En gliomas de alto grado, es caracteristico encontrar un pico de
colina, un descenso del pico de N-acetil aspartato (NAA), un aumento del coeficiente

colina/creatina y, en algunos casos, un pico de lactato. Los metabolitos responsables de la sefial
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del NAA se encuentran bdsicamente en las neuronas, asi pues, una reduccién de ésta sefial
traduce una destruccién de neuronas, debido al proceso tumoral (21). La colina, por su lado, es un
marcador de membrana y se correlaciona positivamente con la celularidad y el indice de

proliferacion.

Figura 4. Imagen por RM de un GB.

Figura 4. Imagen por RM de un GB (cedida por la Dra. Sara Castanyer).

A: T1 contraste. B: FLAIR. C: Perfusion. D: Difusion. E y F: Patron de espectroscopia obtenido a tiempo de ECO corto (E) y
largo (F). Disminucién del valor de NAA y elevacion de colina, con aumento de ratio colina/creatina (Cho/Cr). Presencia
de lipidos, indicador de necrosis, y, en menor medida, presencia de lactato y de glicina/mioinositol, marcador de glia.

1.1.3.2 Tomografia por emision de positrones (PET)

La tomografia por emisidn de positrones (PET) ofrece una caracterizacion funcional, mediante el
uso de diferentes trazadores, que consigue una visualizacién de procesos bioldgicos como la
proliferacién, la sintesis de membranas y el consumo de glucosa y de aminoacidos (24). Esta
técnica, podria permitir definir los margenes de reseccidn, planificar una irradiacion, identificar
areas sugestivas de alto grado y diferenciar entre los cambios producidos por el tratamiento y

una recidiva (25).
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Segun el radiofdrmaco utilizado, se encuentra la PET con *®F-2-fluoro-2-deoxi-D-glucosa (PET-
FDG) o la PET con aminoacidos. La PET-FDG tiene poco interés en el GB, debido a la captacion de
glucosa fisiolégica en la corteza cerebral sana, aunque si se puede considerar para discernir entre
un glioma de alto grado y otras neoplasias cerebrales. Asi pues, por ejemplo, los valores de
captaciéon maximos estandarizados (SUVmax) son mayores en linfomas del SNC que en GB, pero el
diagndstico diferencial entre gliomas de alto grado y metadstasis cerebrales es mas limitado (26,
27). Del mismo modo, lesiones no neopldsicas, tales como procesos inflamatorios o infecciosos,

también pueden presentar cierta captaciéon de FDG (26).

La PET con aminodacidos permite diferenciar tejido tumoral de tejido no tumoral, ya que la
captacién de aminodcidos en el tejido cerebral normal es muy baja. La captacion tumoral de los
aminoacidos no depende exclusivamente de la disrupcion de la BHE, sino también de
transportadores especificos, iguales a los utilizados por los aminodacidos naturales. Por tanto, los
tumores cerebrales muestran captacion de estos radiofarmacos, independientemente de que

presenten realce con gadolinio en los estudios de RM.

Los aminoacidos mas frecuentemente usados son la metionina (11C-metil-metionina, 11C-MET),
la tirosina (O-2-"®F-fluoroetil-L-tirosina, *°F-FET) y la DOPA (3,4-dihidroxi-6-'*F-fluoro-L-
fenilalanina, '®F-FDOPA). Cada uno de ellos ha demostrado mayor especificidad en diferentes
escenarios (diferencia entre glioma maligno y benigno, respuesta a tratamiento y progresion...)

(28). En la tabla 4 se resume la utilidad de cada uno de los aminodcidos frente a la RM.

Estos marcadores, han demostrado tener una elevada sensibilidad para el diagndstico de GB, en
comparacion con la FDG (por ejemplo, mas del 95% de los gliomas de alto grado presentan
consumo de tirosina), por lo que se consideran superiores en el diagndstico de los tumores

cerebrales (29).

Diversos estudios, validados con muestras histoldgicas, han demostrado la exactitud de la PET con

aminodcidos frente a la RM, en la diferenciacidn de lesiones tumorales y no tumorales (30, 31).
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Problema clinico

Metionina

Tirosina

F-DOPA

Diferenciacion entre
glioma y lesién no
neoplasica

Mayor precisiéon que RM
sola

Mayor precision que RM
sola

No disponible para el
diagnéstico inicial

Gradacion de un
glioma

Mayor precision que RM
sola, limitada por el
solapamiento entre

grados de la OMS

Mayor precision que RM
sola, en concreto por
combinacién de la FET-
PET dinamica y la difusion
de la RM

No hay estudios que lo
comparen

Delimitacion de la
extension del glioma

El tumor
metabdlicamente activo,
es mayor que la captacién
de contraste al
diagndstico y/o
recurrencia
Aumento de metabolismo
en gliomas anaplasicos
gue no captan contraste

En GB de recién
diagnéstico, el tumor
metabdlicamente activo,
es mayor que la captacion
de contraste prey
postquirlrgica

En glioma, el tumor
metabdlicamente activo,
es mayor que el rCBV,
ADC y la captacién de
contraste

Diferenciacion entre
recurrencia y cambios
inducidos por el
tratamiento

Mayor precision que RM

Mayor precisién que RM

Mayor precision que RM

Valoracion de la
respuesta tumoral

Superior a la RM
La respuesta metabdlica a
TMZ predice la
supervivencia

Superior a la RM
Respuestas mas
tempranas a TMZ, RTy
Bev. Asociado con mejor
supervivencia

Superior a la RM
Respuesta metabdlica
mas temprana a Bevy

predictiva de mejor
supervivencia

Valoracion pronoéstica
en gliomas

El volumen tumoral,
metabdlicamente activo,
tiene valor prondstico en

alto grado

El volumen tumoral,
metabdlicamente activo,
tiene valor pronéstico en

glioma grado IV
El SUVmax y hallazgos
especificos de RM son
factores prondsticos en
grado Il

Superior a la RM en
glioma grado Il
El SUVmax es un factor de
prondstico independiente
de progresion

Tabla 4. (Adaptada de (28)). Comparacion entre la utilidad de la RM y la PET con aminoacidos. Abreviaturas:

RM: Resonancia magnética, rCBV: Volumen sanguineo cerebral relativo, ADC: Coeficiente de difusién aparente, Bev:

Bevacizumab, SUVmax: Valores de captacion maximos estandarizados, FET-PET: PET con tirosina.

Asi pues, se considera que, ante un diagndstico dudoso, la PET con aminoacido ofrece una mayor

sensibilidad, especificidad y exactitud diagndstica frente a la PET-FDG en la diferenciacién de

tejido no tumoral y los gliomas (28).

Las principales limitaciones de esta prueba son: la disponibilidad de la tecnologia (no todos los

centros disponen de una PET), el acceso al aminodcido (la metionina necesita generarse en un

ciclotrén) y el reembolso del coste por parte del sistema sanitario.
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Las indicaciones propuestas para la PET con aminoacido se resumen en el algoritmo de la figura 5.

| Seguimiento

Sospecha de Reseccion o RToQT o Tratamiento de -
glioma en RM biopsia QTRT mantenimiento l "
Racional para PET en seguimiento
- Diagnodstico de los cambioz por
tratamiento vs recurrencia
- Seguimiento de la adyuvancia
- Delimitar la extension tumaoral para
planificar una segunda reseccion
v L J
Racional para PET post-quirdrgico Racional para PET en las primeras 12
- Valorar extension de la reseccion semanas postQTRT
- Planificar RT - Diagnostico de cambios por tratamiento vs
- Basal para seguimiento de la QTRT recurrencia
- Pronostico - Seguimiento de la QTRT
- Basal para el seguimiento de la adyuvancia
v

Racional para PET inicial
- Diferenciacion entre tejido neoplasico
v no-neoplasico
- Delimitacion de la extension tumoral
para planificar la exéresis
- Localizacion del punto iddneo para la
biopsia
- Pronastico

Figura 5. (Adaptada de (28)). Algoritmo de las indicaciones para la PET con aminoacido sugerido por Albert y
colaboradores (28).

1.1.3.3 Valoracidn de respuesta

Los criterios de respuesta radiolégicos de los tumores cerebrales, eran los mismos que el resto de
tumores sélidos, valorandose las medidas tumorales bidimensionales y la captacién de contraste,

hasta que los neuro-oncdlogos sugirieron que se debia adoptar un criterio de respuesta uniforme

y especifico para ellos. Los criterios RECIST (del inglés, Response Evaluation Criteria In Solid
Tumors) para la evaluacién de tumores sdlidos, tenian en cuenta las medidas unidimensionales de
las lesiones diana, pero no contaban con el estado clinico ni la necesidad de cortico-terapia (32).

No fue hasta el afio 1990, en que Macdonald escribié los primeros criterios de respuesta
radioldgica especificos para la neuro-oncologia (33, 34). Macdonald tuvo en cuenta, no sélo la
imagen radioldgica, sino también el estado neuroldgico del paciente y las dosis de corticoides.
Clasificé la respuesta radioldgica en cuatro categorias: respuesta completa (RC), respuesta parcial

(RP), enfermedad estable (EE) y progresién de enfermedad (PE). Se valoraba como RC la

desaparicion total de la captacion de contraste, en los pacientes con estabilidad o mejoria clinica
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a nivel neuroldgico, sin precisar esteroides; RP: la reducciéon de mds del 50% en la zona captante
de contraste, sin aumento de corticoides y sin empeoramiento neurolégico; PE: el aumento del
25%, o mas, en la lesién captante o empeoramiento neuroldgico, con esteroides estables o en

aumento. El resto de posibilidades se interpretaba como EE.

Aun habiendo avanzado en la descripcion de los criterios, surgieron nuevas dudas en la
interpretacion, basicamente en lo que referia a las zonas captantes de contraste y las no
captantes. La valoracion de las lesiones no captantes de contraste, en la secuencia T2 o FLAIR, es
esencial para medir el crecimiento infiltrativo o difuso. La imagen radiolédgica de patrén difuso es

frecuente en el GB, ya sea en el momento del diagndstico o en la recurrencia.

La captacion de contraste, puede ser la traduccién de multiples fendmenos no tumorales como la
inflamacion, la actividad epiléptica, los cambios posquirdrgicos y la isquemia, eventos no
sindnimos de progresion (35-37). Un concepto radiologico que merece especial mencion, es el
fendmeno de pseudoprogresién (PsP). La PsP es el aumento de volumen tumoral, edema y
captacion de contraste, debido al incremento de la permeabilidad vascular, inducida por los
tratamientos citotdxicos (quimioterapia y radioterapia) y se da hasta en un 20-30% de pacientes.
Se define como la aparicion de nuevas captaciones y/o edema, en ausencia de progresion,
seguida de una mejoria o estabilizacion, sin un cambio de tratamiento (38, 39). Este fenémeno,
esta relacionado con el tratamiento de quimio-radioterapia (QTRT), y su incidencia es maxima en
el periodo de las 12 semanas tras finalizar la irradiacidn. Es mas frecuente en los tumores con
metilacion del promotor del gen MGMT, puede ir acompafiada de empeoramiento neuroldgico y

su impacto sobre el prondstico esta en discusién (40).

Otro hallazgo que se puede apreciar, en este caso ligado al tratamiento con agentes
antiangiogénicos, es la pseudorespuesta (PsR). Se trata de una reduccién de la captacion de
contraste y del edema peritumoral, como consecuencia de la reduccién de la permeabilidad
vascular. Asi pues, se debe mayormente a la normalizacidn de la vascularizacién y no a respuesta

al farmaco antitumoral per se (41, 42).

En la figura 6 podemos apreciar los cambios evolutivos en una RM multiparamétrica.
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Column 1 Column 2 Column 3 Column 4 Column 5 Column 6 Column 7

MRSI W b1000 ADC T1W+c rCBV rCBF
(TE=135ms)

Figura 6. (Extraida de (43)). RM multiparamétrica de un GB tratado con un antiangiogénico. Se observa imagen de
PsR precoz con normalizacién vascular. Columna 1: Pico de colina estable 3 meses después del tratamiento, es decir,
ausencia de muerte celular. Columna 2: Imagen en T2 con discreta reduccion del componente quistico y del efecto
masa. Columna 3: Difusidn estable, no se observa necrosis celular. Columna 4: Reduccion significativa de la captacion
de contraste, que se inicia el dia 10 y se mantiene hasta los 3 meses. Reduccién de la permeabilidad de la BHE (PsR).
Columna 5 y 6: Reduccion precoz de la perfusion, debido a la normalizacién vascular.

Todas estas caracteristicas y alteraciones observadas en el GB conllevaron a un replanteamiento
de los criterios de Macdonald, para dejar de asociar la captacidn de contraste con la progresion e

introducir nuevos conceptos, como la consideracién de las regiones no captantes.

Asi fue como el grupo de trabajo conocido como RANO (Response Assessment in Neuro-Oncology)
implementd unos criterios nuevos, en los que se tenian en cuenta la PsP y la PsR (44). Con
intencién de definir mejor el termino de PsP, el grupo consensud que, durante las 12 primeras
semanas posteriores al tratamiento con QTRT, solamente podia diagnosticarse una progresién en
caso de objetivarse una nueva captacidn de contraste, fuera del campo de irradiacidn, o si existia

una confirmacidn histoldgica, considerandose el resto de casos como PsP (44).

En la tabla 5 se muestran los diferentes cambios aplicados en los criterios de valoracion de

respuesta al tratamiento, del GB.
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RECIST 1.1 MCDONALD RANO
Desaparicion de todas Desaparicion total de captacion Igual que McDonald
RC | las lesiones + estabilidad clinica (o mejoria) + T2/FLAIR estable o |
+ No corticoides
1230% suma de los didametros | |,250% de la lesidn captante Igual que McDonald
RP maximos =0 | esteroides + T2/FLAIR estable o {,
= 0 mejor neuroldgicamente
No nuevas lesiones
N 220% suma de diametros N225% en la lesidn captante o Igual que McDonald
PE empeoramiento  neuroldgico con | +T2/FLAIR estable o T
esteroides = o T
Aparicién de lesidon nueva
EE | Cualquier otro escenario Cualquier otro escenario Cualquier otro escenario

Tabla 5. Resumen de los 3 criterios principales para valoracion de respuesta. Abreviaturas: RC: Respuesta
completa. RP: Respuesta parcial. PE: Progresion de la enfermedad. EE: Enfermedad estable.

Estos criterios siguen en constante evolucidn, y con los nuevos tratamientos para los tumores
cerebrales, han ido surgiendo nuevas dudas diagndsticas. Las pruebas funcionales, previamente
explicadas (difusion, perfusion...), estan intentando resolver algunos de estos problemas, asi como
la adaptacidn a otros tratamientos, que pueden modificar, eventualmente, la imagen. Asi, por
ejemplo, recientemente se han publicado los criterios iRANO, para el seguimiento de pacientes

tratados con inmunoterapia (45).

1.1.4 Factores prondsticos y predictivos

La supervivencia mediana de los pacientes afectos de GB se ve influenciada por diversos factores
prondsticos. Entendemos por factor prondstico aquel que interfiere en la evolucién de la
enfermedad, en el momento del diagndstico, y por factor predictivo, el que nos ofrece datos

sobre la respuesta al tratamiento.

Los primeros estudios realizados ya posicionaron la edad como el factor prondstico independiente
mads importante. El estado funcional del paciente, medido a través de escalas, como el indice de
Karnofsky (IK) o el Eastern Cooperative Group (ECOG) Performance Status (PS) (Tabla 6), también

ha demostrado tener impacto en la supervivencia.
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indice de Karnofsky (IK)

ECOG. PS.

100: Normal

0: Completamente activo

90: Minimos sintomas. Actividad normal.
80: Actividad normal con esfuerzo. Algunos sintomas o

signos de la enfermedad.

1: Actividad restringida pero ambulatorio y capaz de

llevar a cabo trabajo ligero.

70: Se cuida de si mismo. No puede llevar a cabo una
actividad normal ni trabajar.
60: Necesita asistencia ocasional. Capaz de la mayoria

de auto-cuidados.

2: Ambulatorio. Capaz de auto-cuidarse pero no de

trabajar. Activo >50% horas diarias.

50: Requiere asistencia y cuidados médicos frecuentes.

40: Discapacitado. Requiere asistencia especial.

3: Capaz de auto-cuidados limitados. Confinado en la

cama >50% horas diarias.

30: Severamente discapacitado. Requiere
hospitalizacion.

20: Gravemente enfermo. Hospitalizado con 4: Incapaz de auto-cuidarse. Encamado.
requerimiento de tratamiento de soporte.

10: Moribundo.

0: Muerto. 5: Muerto.

Tabla 6. Escalas para valorar el estado funcional. IK y PS.

El andlisis mds importante, en lo que se refiere a estos factores, fue el llevado a cabo por Currany
colaboradores, y es conocido como analisis de particiones recursivas (en inglés, recursive
partitioning analysis, RPA), un método estadistico para construir diagramas de arboles con el fin
de diferenciar seis grupos prondsticos (46). Sus objetivos fueron: analizar la contribucién de las
variables pretratamiento en el prondstico, definir la influencia del tratamiento en tres estudios
aleatorizados (RTOG 74-01 ECOG 1374, RTOG 79-18 y RTOG 83-02), que incluyeron diversos
grados tumorales, e identificar subgrupos de pacientes con supervivencias marcadamente
diferentes, con intencién de poder estratificarlos en posteriores estudios. Se extrajeron datos de
1578 pacientes que confirmaron la importancia prondstica de la edad, la histologia y el PS, a los
gue anadieron el estado neurolégico, medido por el Test de Minimental (MMSE, ver anexo 1). En
lo que se refiere al tratamiento que recibian los pacientes, se objetivd que la extensidn de Ila
cirugia y la dosis de RT también tenian un impacto prondstico. Las conclusiones extraidas, de las
variables examinadas, permitieron clasificar a los pacientes en 6 grupos prondsticos
perfectamente diferenciados seglin su supervivencia. Los pacientes con mejor prondstico (grupo

I) alcanzaban una supervivencia de 58,6 meses, mientras que en los de peor prondstico (grupo VI)

era de 4,6meses (Figura 7,8 y tabla 7).
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CLASIFICACION RPA
¢ _' Histologia ) 1K
{ Estado Mental ! [ IK ) ( Histologia ) -'....-.Eslado Mental-l.-..."'
MNarmal Anormal 20-100 <90 --T:IEI‘I'IDO asintoma- T ( Cirugia i ) Normal Anormal
(139) (32) (143) (181) — T e (101) (229)
¢ Funcio Dosis RT-.:_' )
=544 Gy =544 Gy
(38) (34)
Vil

Figura 7. (Adaptada de(46)).Diagrama de la clasificaciéon prondstica de la RPA.

Abreviaturas: IK: indice de Karnofsky. AA: Astrocitoma anaplasico. GB: Glioblastoma. RP: Reseccién parcial. RC:
Reseccidon completa. Neuro: neuroldgica. RT: Radioterapia. Gy: Grays.

Supervivencia Supervivencia a
Categoria (N)
mediana (meses) los 2 afios

1(139) 58,6 76 ,

11 (34) 37,4 68 E

111 (175) 17,9 35 :

IV (457) 111 15 i’

V (395) 8,9 6
VI (263) 46 4

MONTHS FROM RANDOMIZATION

Figura 8 y tabla 7. (Adaptadas de (46)). Supervivencia segun los
grupos pronosticos de la RPA. N: nimero de pacientes



Esta clasificacién fue posteriormente adaptada (RPA-EORTC, European Organisation for Research
and Treatment of Cancer), y validada para el tratamiento estandar (47). Actualmente, para el GB,
se reconocen 3 clases diferentes (lll, IV y V), segun la edad, el estado general, el estado cognitivo

(seguin el MMSE) y la reseccidn tumoral, con prondstico diferencial (Tabla 8, Figura 9).

Clase RPA-EORTC Definicion

Edad < a 50afios TS

I PS=0 -

RTOG/EORTC RPA
~——— Class Il
e Class IV
Class V

Edad < a 50afios
PS=1-2

o
Edad > a 50afios

Reseccion T

completa/parcial

Overall Survival

P <0001 (df = 1)
MMSE Z 27 o 6 12 18 24 30 36 42
Months.
Edad 2 a Soanos o N No. of patients at risk
V 57 81 74 57 s 18 8 1
7 . . 7
MMSE < a 27 6 biopsia n = tr kA = b % H

Tabla 8. Figura 9. (Extraidas de (47)). Clasificacidn segun la RPA- EORTC y su impacto en la supervivencia.

A nivel molecular, la inactivacion del gen O-6-Metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT), por
hipermetilacion de su promotor, es un reconocido factor prondstico independiente. Del mismo
modo, es un predictivo de respuesta a tratamiento con alquilantes, como la temozolomida (TMZ)
y otros farmacos del mismo tipo, usados en el tratamiento de los gliomas (6, 48-51). Siendo este

marcador el objetivo del presente trabajo, con posterioridad, se ampliara este tema.

Para finalizar, la mutacion de IDH también se ha correlacionado con el prondstico, con un
beneficio en la supervivencia en los pacientes con GB-IDHm (49). Mientras que el indice de
proliferacién celular (Ki67), y la pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 10, podrian tener un

impacto negativo en la supervivencia de los pacientes con GB (52).
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1.1.5 Tratamiento

El GB requiere de un abordaje multidisciplinar, en el que intervienen neurocirujanos, especialistas

en oncologia radioterdpica y en oncologia médica.

El tratamiento inicial es la escision quirurgica, con intencién de radicalidad. Su extension esta
condicionada, principalmente, al tamafio tumoral, unicentricidad y a su situacién o relacién con
areas elocuentes. Estos motivos llevan a que, en ocasiones, sélo sea posible la realizacién de una
biopsia que confirme el diagndstico. Ello conlleva la posibilidad de que la muestra histolégica
obtenida no sea representativa del global del tumor, debido a la heterogeneidad del mismo vy, por
tanto, a un riesgo de error diagndstico o en la determinacién de marcadores moleculares. La
naturaleza infiltrativa del GB, comporta que la reseccidn completa curativa no sea factible. En el
afno 1888 Bramwell ya escribid sobre el dilema quirdrgico que planteaba este tumor, apuntando
gue, al no encontrarse encapsulado, era imposible determinar el margen entre tejido tumoral y
normal sin un examen microscopico. Actualmente, técnicas como la RM con secuencias de neuro-
navegacion y la tractografia, se utilizan en la planificacién prequirdrgica, para la valoracién de la
afectacidon secundaria al tumor y para reducir la posibilidad de lesién del tejido sano cerebral,
como consecuencia del acto quirdrgico. Asi mismo, en algunos centros, se dispone de
herramientas intraquirdrgicas mds novedosas, como son el dcido-5-aminolevulinico (5-ALA) (53),
la monitorizacidon neurofisioldgica y el mapeo cerebral, para la localizaciéon de areas elocuentes,
(54) y la RM y los ultrasonidos intraoperatorios (55, 56). Asi pues, los objetivos de la cirugia son la

citorreduccion, el alivio sintomatico y la obtenciéon de material histolégico para el diagndstico (3).

Estudios recientes sefialan que una cirugia extensa no sélo mejora el estado neuroldgico del
paciente y su supervivencia, sino también la eficacia de los tratamientos posquirdrgicos. Asi pues,
una cirugia amplia permite una mayor eficacia de la QTRT adyuvante (6, 57-61). El tema de la
radicalidad quirdrgica ha creado controversia, debido al sesgo de los pacientes tratados con
mayor agresividad quirdrgica. Ya que frecuentemente son pacientes mas jovenes, con mejor
estado general y con tumores localizados en areas menos elocuentes, factores que,

individualmente, se asocian a un mejor pronéstico (62, 63).

Teniendo en cuenta el mal prondstico posquirdrgico de los pacientes intervenidos, incluso con
una reseccion total, se iniciaron multiples estudios en adyuvancia, con el fin de mejorar la

supervivencia.
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Seis ensayos clinicos aleatorizados apoyaron el uso de RT adyuvante (64, 65). La intensificaciéon de
dosis de RT, el uso de radio-sensibilizadores, la radiocirugia, o el hiperfraccionamiento, no
ofrecieron mejores resultados, por lo que la RT focal a dosis de 60 Grays (Gy) se mantuvo como el
estandar. Dado el discreto aumento en la supervivencia al aiadir el tratamiento con RT, se siguio

investigando distintos tratamientos quimioterapicos con los que combinarla.

El principal problema de la QT es la dificultad para atravesar la BHE y alcanzar niveles terapéuticos
en el tumor. Unicamente los farmacos lipofilicos, como las nitrosoureas, o de muy bajo peso
molecular, cumplen estas condiciones. Diferentes meta-anadlisis mostraron el impacto de sumar
QT (con nitrosoureas) a la RT postoperatoria. El primero en publicarse, en 1993, utilizé datos de
16 estudios aleatorizados, comparando el tratamiento posquirdrgico con RT sola, frente a QTRT.

El aumento de supervivencia a 1 afio fue del 10,1% (95%IC; 6,8-13,3) (66).

Otro meta-analisis, en glioma de alto grado, objetivd un beneficio del 6% (95%IC 3-9) en
supervivencia global (SG), con incremento de 2meses, en pacientes a los que se les afiadia
adyuvancia con nitrosoureas, aumentando la supervivencia a 1 afio hasta el 46% (67). No
obstante, hasta el afo 2004, no habia un protocolo establecido sobre el tratamiento
posquirurgico, de modo que en la mayoria de casos se aplicaba Unicamente RT adyuvante y en

algln caso QT, sin un criterio estandarizado.

El primer estudio fase Ill publicado, en pacientes con GB, tratados de manera adyuvante con
combinacion de QT y RT, fue el de EORTC 26981-22981/NCIC (National Cancer Institute of
Canada), liderado por Stupp (6, 7). En este ensayo clinico, se aleatorizaron pacientes (pc)
diagnosticados de GB a recibir RT adyuvante sola o en combinacién con TMZ. La TMZ es un
farmaco citotdxico que actia como agente alquilante, afiadiendo un grupo alquilo en la posicion
0° de la guanina y otro en la posicién N. El esquema de RT utilizado fue de 2Gy 5 dias a la
semana, durante 6 semanas, con una dosis total de 60Gy. En el brazo combinado con TMZ, la
dosis del farmaco, durante la concomitancia, fue de 75mg/m?’ diarios y, posteriormente, se
afiadian 6 ciclos de 28 dias, a dosis de 150-200mg/m?® durante 5 dias. Los datos de SG
demostraron un beneficio de 2,5m con el tratamiento combinado: 12,1 meses (95% IC; 11,2 - 13)
versus (vs) 14,6 (95% IC; 13,2 - 16,8). El estado de metilacion del promotor del gen MGMT fue la
variable que mejor se correlaciond con el pronédstico. En las figuras 10y 11 se presentan los datos

de eficacia.
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Figuras 10 y 11. (Extraidas de (6)). SG y supervivencia libre de progresién (SLP), en ambas ramas de tratamiento.

Los resultados del estudio de Stupp se ratificaron en un estudio fase Il en el que, de igual modo,
se aleatorizaron 130 pacientes a recibir RT adyuvante Unica o en combinacién con TMZ (68). En
este caso, la supervivencia libre de progresién (SLP) al afio fue del 36,6% vs 7,7% en el grupo
control, del mismo modo que la SG se incrementd en casi 6 meses (13,4m vs 7,7m; p<0,0001). El
impacto en supervivencia, del tratamiento con QTRT adyuvante con TMZ, junto con el buen perfil
de toxicidad, condujo a cambiar la practica clinica en pacientes de hasta 70 afios, o mayores de 70

afios con buen estado funcional.

Aparte de este esquema, reconocido hoy dia como el estdndar, se han investigado diferentes

enfoques terapéuticos para el GB.

Uno de los tratamientos mas novedosos e innovadores, en este campo, ha sido el uso de campos
eléctricos para el tratamiento de tumores (TTFields), administrados mediante un dispositivo
especifico (Optune®) durante la adyuvancia con TMZ (69). Este tratamiento, se basa en el efecto
antimitdtico (parada de mitosis y apoptosis celular) de los campos electromagnéticos de baja
intensidad y frecuencia intermedia (200kHz). Estas frecuencias se aplican, mediante un
dispositivo, al cuero cabelludo. En un ensayo clinico, se trataron a los pacientes durante un
minimo de 18 horas al dia, mediante unos transductores conectados a un mecanismo portatil. El
estudio demostrd un aumento en SLP de 4 a 6,7meses (HR 0,63; 95%IC; 0,52-0,76; p<0,001),
frente a los pacientes tratados sélo con TMZ adyuvante. La SG también fue mejor en el grupo del

tratamiento experimental (20,9 vs 16meses. HR 0,63; 95%IC; 0,53-0,76; p<0,001).

Diversos estudios fase Ill han comparado, de manera aleatorizada, el tratamiento estandar contra

el mismo tratamiento mas diversos farmacos, sin haber mejorado los resultados (70-72) .
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Otro de los abordajes, que se ha investigado en diversos ensayos clinicos, ha sido el tratamiento
neoadyuvante (73-79). La estrategia pretende reducir el volumen tumoral, previo al tratamiento
con QTRT, en pacientes con volumen tumoral considerable, en los que una resecciéon completa no
es posible y en los que el tratamiento combinado puede provocar una mayor toxicidad (debido a
un campo de RT extenso y a la necesidad de mantener altas dosis de corticoides, para disminuir el

edema).

El ensayo clinico GENOM 009, fue uno de los estudios que empled dicha estrategia neoadyuvante,
y se baso en la rapidez de la accion del bevacizumab (bev) para reducir el edema. En él, los
pacientes se aleatorizaban a recibir, previamente al tratamiento con QTRT, dos ciclos de TMZ con
o sin bev. Este estudio, del que se hablard detalladamente mas adelante, es el ensayo del que

proceden los datos y las muestras analizadas en el proyecto que se presenta en esta tesis (80).

El tratamiento en la poblacién geridtrica ha sido objeto de estudio de forma individual. Es
frecuente que éste subgrupo de pacientes quede poco representado o excluido de los ensayos
clinicos, dato a tener muy en cuenta en un tumor cuya edad media al diagndstico es de 64 afos.
Con el fin de intentar encontrar un tratamiento eficaz, minimizando la toxicidad, se han realizado
diversos ensayos en pacientes mayores de 60 o 65 afios con GB (48, 81, 82). En ellos, se ha
aleatorizado a los pacientes a recibir diferentes esquemas de RT e, incluso, se ha comparado
recibirla en combinacién con TMZ o sin ella. Algunos han concluido que los pacientes con
metilacion del promotor de MGMT tienden a beneficiarse mas del tratamiento con TMZ sola o en
combinacién con RT, al compararlos con RT sola. En ninguno de estos ensayos se aplicd una

valoracidn geridtrica, herramienta que si se usa en otros tumores.

1.1.5.1 Tratamiento sistémico en recurrencia

En el momento en que se produce la recurrencia tumoral, uno de los parametros a evaluar para
plantear la actitud terapéutica es si ésta es local o multifocal y el estado funcional y neurolégico
del paciente. En recaidas locales, se puede plantear un tratamiento focalizado como la
reintervencion o reirradiacién, aunque pocas veces serd factible ya sea por la dificultad técnica a
causa de la localizaciéon, el tamano tumoral o la imposibilidad de reseccién completa o por el
estado general y neuroldgico del paciente. En los casos en los que se descarta un tratamiento

local, la terapia de eleccidn sera el tratamiento sistémico.
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A diferencia del tratamiento de primera linea, el beneficio de afiadir tratamientos quimioterapicos
posteriores es mucho mas controvertido. Algunos de los fadrmacos que han demostrado actividad
son los agentes cloroetilantes del DNA como la n-metil-hidracina (procarbacina), la lomustina
(CCNU), la metil-3-(2-cloroetil)-3-nitrosourea (nimustina o ACNU), la 1,3-bis (2-cloroetilo)-1-
nitrosourea (BCNU), y la fotemustina. Este grupo de agentes causan citotoxicidad a través de la
formacién de O6-cloroetilguanina, la cual produce entrecruzamientos en el DNA. El enzima clave
para evitar el dafo celular, producido por estos farmacos, es la MGMT, ya que revierte
parcialmente el dafio causado en el DNA (83, 84). Otras terapias utilizadas son la vincristina, los
dobletes con platino y el antiangiogénico bevacizumab en monoterapia o en combinacion con QT

(como el irinotecan o la lomustina) (42, 85-87).

Uno de los ultimos avances, en el tratamiento de los pacientes con GB que recaen a las 16
semanas del dltimo ciclo de TMZ adyuvante, es afadir depatuxizumab mafodotin al retratamiento
con TMZ. Depatuxizumab mafodotin es un conjugado fadrmaco-anticuerpo compuesto por un
anticuerpo monoclonal contra EGFR y un agente antimicrotubulos. El tratamiento en combinacidn
aumenta la SG en 4,7 meses (15,2m vs 9,5 meses para los pacientes tratados con TMZ en
monoterapia). Este beneficio, estd limitado al subgrupo de pacientes con GB que presentan

amplificacién del EGFR (88).

Dada la corta supervivencia de los pacientes, con las terapias disponibles en la actualidad, el
desarrollo de nuevos farmacos es crucial. La investigacion en la biologia molecular y

carcinogénesis de estos tumores es un punto clave para ello.

1.1.6 Biologia molecular

La biologia molecular es uno de los campos en auge dentro del estudio de los tumores del SNC,
hasta tal punto que, como hemos visto anteriormente, la clasificacidn actual se basa en las
alteraciones moleculares de genes y proteinas implicados en las principales vias de sefializacidn

de las células.

Algunos grupos, como el The Cancer Genome Atlas (TCGA), han descrito aspectos fundamentales
de las rutas bioldgicas implicadas en la evolucién del GB y los tumores gliales de bajo grado (89).
El proyecto TCGA es un programa multicéntrico coordinado, que aplica multiples estrategias para

analizar la genética y la epigenética del cancer. El GB fue uno de los tumores mds precozmente
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estudiado a nivel de genoma y transcriptoma. En su informe inicial, el TCGA analizé el estado
mutacional de 601 genes en 91 muestras de GB, la expresion génica, la metilaciéon del DNA, el
numero de copias del DNA vy los perfiles de expresidon del RNA codificante y no codificante. Dicho
estudio, proporcioné un mapa de las vias de sefializacion implicadas en el desarrollo y progresion
del GB, siendo los genes de regulacién del ciclo celular y los codificantes para factores de

crecimiento, los mas frecuentemente afectados.

Las tres vias principales en las que se determinaron alteraciones moleculares en el GB son las vias
dependientes de los receptores tirosina quinasa, RTQ, (RAS y PI3K) y las vias de los supresores

tumorales RB1 (retinoblastoma)y TP53.

La importancia en la activacion de vias oncogénicas, como las que implican los RTQ, se ha
demostrado en numerosos estudios preclinicos con ratones. La amplificacién del gen EGFR, por
ejemplo, se da en un 40% de GB y se traduce en una activacidn constitutiva de la via. También se
ha detectado amplificacion de PDGFRa (factor alfa de crecimiento derivado de las plaguetas) en
un 13% de GB y del proto-oncogén MET (factor de transicidn epitelio-mesenquima), aunque este
segundo en menor frecuencia, ambos relacionados con la via de sefializacion RTQ / RAS / PI3K. En

este sentido, la activacion de la via PI3K- AKT-mTOR es también una anomalia comun.

En la mayoria de GB (hasta en el 87% de GB), la funcién de p53 y Rb (78% de GB) es anormal, ya
sea por mutaciones en el gen o alteraciones en el nimero de copias. Tanto p53 como Rb pueden
alterarse indirectamente por vias como MDM2 (del inglés, murine doble minute 2), un inhibidor
directo de p53 y CDK4 (quinasa dependiente de ciclina 4), que fosforila e inactiva Rb. Estas dos

vias, a menudo, estan reguladas por amplificacién génica (89).

1.1.6.1 Alteraciones moleculares de especial relevancia en GB

El GB presenta una gran heterogeneidad bioldgica y ésta impacta tanto en su diagndstico como en

el prondstico y la prediccidn de respuesta a los tratamientos.

Como se ha comentado previamente, el GB se ha dividido de manera tradicional en GB primarioy
secundario. Se define como primario (actual GB-IDHwt) aquel que no ha tenido un precursor
conocido, mientras que el secundario es una progresion, en grado histolégico, de un tumor de

menor grado previamente sabido. Algunas de las alteraciones moleculares nos ayudan a
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determinar esta diferencia. Asi pues, la mutacion del promotor del gen de la transcriptasa reversa
de la telomerasa (TERT), del fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) y los niveles
elevados de algunos proto-oncogenes (como EGFR) son alteraciones que se encuentran en los GB
primarios, mientras que las mutaciones en IDH1-2, TP53 y ATRX son frecuentes en el GB
secundario (11, 90). Estas tres ultimas mutaciones, se consideran la base molecular, no sélo del
GB secundario, sino también de la mayoria de los astrocitomas difusos y anaplasicos (91-93). La

mutacion de TP53 se da especialmente en la variante de GB de células gigantes (94).

Las caracteristicas moleculares diferenciales entre el GB-IDHwt y GB-IDHm se muestran en la

figura 12.
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Figura 12. (Adaptada de (11)). Principales alteraciones moleculares en el GB primario y secundario.

Estas diferencias entre los GB-IDHwt y los GB-IDHm sugieren la posibilidad de que la pérdida de
expresion de genes supresores de tumores sea un acontecimiento inicial en la gliomagénesis,
mientras que la amplificacién de oncogenes aifada ventajas para el crecimiento y supervivencia

en gliomas de alto grado, en fases mas tardias de la tumorogénesis (95).

En las tablas que se presentan a continuacién (Tabla 9, 10 y 11) se muestra la frecuencia de
alteraciones en proteinas expresadas por oncogenes y genes supresores en GB, en comparacion

con otros tumores gliales.
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Proteina et:(:;;esada ala Frecuencia en GB Frecuencia en no-GB p
pRB 34% (19/56) 37% (14/38) No significativa
pl6 63% (35/56) 42% (16/38) 0.06
pl4 ARF 63% (35/56) 37% (14/38) 0.02
Pérdida de p53wt 38% (21/56) 66% (25/38) 0.01
PTEN 18% (10/56) 18% (7/38) No significativa
Proteina sobreexpresada Frecuencia en GB Frecuencia en no-GB p
EGFR 41% (23/56) 3% (1/38) <0.0001
CDK4 25% (14/56) 3% (1/38) 0.0035

Frecuencia de sobreexpresion de proteinas en combinacion con déficit de supresor tumoral
GBM no-GBM p
73% (41/56) 11% (4/38) <0.0001

Tabla 9, 10 y 11. (Adaptada de (95)). Diferencias en la frecuencia de expresidn de proteinas en GB y otros tumores
gliales.

A continuacidn, se resumen las principales alteraciones con relevancia especial en GB.

1.1.6.1.1 Mutacion de IDH

La IDH es una enzima homodimérica que cataliza la conversion de isocitrato a a-cetoglutarato (a-
KG), con la consiguiente produccion de CO, y NADPH (96). Las mutaciones de IDH1 e IDH2 se han
detectado frecuentemente en gliomas, son mutuamente excluyentes y tienen como consecuencia
la expresion de una proteina mutada. Estas mutaciones se limitan al exén 4, codén 132 en IDH1
(la mds habitual) y codén 172 en IDH2 (97). IDH1 e IDH2 tienen un papel importante en diversas
funciones celulares, como el metabolismo de la glutamina, la deteccidn de niveles glucosa, la
lipogénesis y la regulacion de estado redox (reduccidn-oxidacion) celular. IDH1 es la principal

fuente de NADPH en el cerebro, protege del estrés oxidativo y del dafio del DNA secundario (98).

En algunos tipos de tumores, como los gliomas de grado II-ll o la leucemia mieloide aguda (LMA),
es frecuente la aparicion de mutaciones somaticas puntuales recurrentes en algunos residuos de
IDH1 (Argl32) e IDH2 (Argl72, Argl40). Sorprendentemente, dichos mutantes se consideran
mutantes de “ganancia de funcién”, que catalizan la conversién de a-KG en D-2-hidroxiglutarato
(2-HG). Las proteinas mutante y no mutante (o silvestre) de IDH1 forman heterodimeros, de
forma que el a-KG citosélico se metaboliza a 2-HG. El 2-HG incrementa la proliferacion tumoral y
la metastasis, a través de diferentes mecanismos que implican, entre otras, el incremento del
estrés oxidativo, la metilacion del DNA, la activacion de ciertas vias de sefializacion, la

estabilizacion del factor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF1a) o el incremento de la angiogénesis.

53



En la figura 13 se esquematiza la actividad enzimdtica de IDH silvestre (o wild type).

Glucose Glucose and Glutamine
Metabolism Metabolism
Isocitrate alpha-Ketoglutarate (D)-2-hydroxyglutarate
o] OH Wild-type IDH1/2 Mutant IDH1/2
o} [e] NADP+ O o NADPH 0 g
HO' OH % HOWOH *’ HO)'\/\(LOH
€0, NADPH NADP+
OH (o] OH
TCA and lipid Redox TCA cycle and \ DNA demethylases
metabolism homeostasis amino acid Histone demethylases
metabolism Asn, Pro, and Lys hydroxylases
Other aKG-dependent dioxygenases

Figura 13. (Extraida de (99)). Reaccidn catalizada por IDH.

Los cambios epigenéticos asociados a la mutacién de IDH definiran el fenotipo metilador de islas
CpG o G-CIMP (glioma CpG island methylation phenotype), asociado con la metilacion del
genoma. Por otro lado, los GB con amplificacién de EGFR, mutacidon de PTEN o amplificacidn del

promotor de TERT, raramente presentan mutacion en /IDH (97) (Figura 14).
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Figura 14. (Extraida de (96)). Funciones de IDH en una célula de glioma. A. Funcién de IDH normal B. Funcidon

de IDH mutado. Se muestra la inhibicidn de la degradacion de HIF-1a y la hipermetilacion del DNA.

La mutacion de IDH es un evento precoz en los gliomas (97). Su deteccién en GB secundarios es
mucho mayor (85%) que en GB primarios (5%) y se ha observado una correlacion entre la
mutacién de IDH y una menor edad al diagndstico de GB (97). Su presencia en precursores de GB
hace que se plantee como una diana interesante para el desarrollo de nuevos farmacos, y que, en
la actualidad, se estén investigando inhibidores de IDH. Diversos estudios han demostrado una

mejor supervivencia en pacientes con GB-IDHm (100).
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1.1.6.1.2 Alteraciones de EGFR

La amplificacion del gen EGFR es una alteracidon muy frecuente en gliomas de alto grado, presente
hasta en un 17% de astrocitomas anaplasicos, aunque sobretodo hallada en GB (hasta en un 40%)
(101). Actualmente, se considera diagnéstico de grado IV de malignidad. Esta amplificacidn, causa
la sobreexpresion de la proteina. La sobreexpresion génica de EGFR, también puede deberse a la
variante EGFRvlll, que contiene una delecién entre los exones 2 y 7. Dicha variante, provoca la
sintesis de un receptor truncado y activado independientemente del ligando, por lo que la célula
se divide de forma incontrolada. La variante EGFRvIIl se encuentra en un porcentaje mayor en los
GB de células pequefias (102). Su deteccion es caracteristica de GB primarios, por lo que su

analisis puede ser de utilidad en el diagndstico.

En cuanto al valor prondstico de la amplificacion de EGFR, su presencia se ha relacionado con una
menor supervivencia, aunque sin significacion estadistica. Asimismo, se le ha atribuido un posible
impacto prondstico, dependiendo de la edad del paciente, de modo que en mayores de 60 afios,

el pronéstico seria mejor que en pacientes mas jovenes (101, 103).

En la actualidad, el interés en esta molécula ha aumentado debido a su utilidad como diana
terapéutica. En el contexto de ensayos clinicos, se estdn estudiando diversos farmacos que

inhiben la amplificacién de EGFR o EGFRuvIII.

1.1.6.1.3 Mutacion del promotor de TERT

La principal funcidn de TERT es el mantenimiento telomérico. Los teldémeros son regiones de DNA
no codificantes, altamente repetitivas, situadas en los extremos de los cromosomas, que les
confieren estabilidad. En cada divisidn celular, se produce un acortamiento en su longitud y, con

el tiempo, esto conduce a la muerte celular.

TERT también esta implicado en fendmenos inflamatorios, interaccionando con NFkB y mediante
la expresion de IL-6 y TNF-a (104). Las mutaciones del promotor de TERT, se han relacionado con
el desenmascaramiento de los sitios de unidn a factores de transcripcion, que lleva a una
sobreexpresion de TERT y a la promocidn de su actividad telomerasa. Debido a que las células
cancerigenas tienen la necesidad de mantener la longitud de los telédmeros, durante los ciclos

mitoticos, un aumento de la actividad de la telomerasa deberia actuar facilitando la inmortalidad
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celular y, por tanto, promoviendo la oncogénesis (105). Las alteraciones de TERT se pueden
producir por mutaciones o por metilaciéon de su promotor, aunque lo mas frecuente son las
mutaciones somaticas en el promotor. Dichas mutaciones, también se han descrito en otros
tumores, como los melanomas, liposarcomas, hepatocarcinomas, carcinomas de tiroides y de

vejiga y algunos tumores cerebrales(3).

La mutacién de TERT es comun en los gliomas, estando presente en la mayoria de OD y hasta en
un 80% de los GB primarios, correlacionandose de manera inversa con las mutaciones de IDH1/2
(106, 107). En la actualidad, al igual que la amplificacién de EGFR, la mutacién del promotor de

TERT, en un glioma infiltrante astrocitario IDHwt, es criterio de grado IV de malignidad (14).

Algunos estudios indican que los pacientes con GB con mutacién de TERT tendrian un peor

prondstico que los no mutados(106).

1.1.6.1.4 Metilacion del promotor de MGMT

El gen MGMT codifica para la enzima O-6-metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT), proteina
con funcidén reparadora del DNA, eliminando los grupos metilos de la posicién 0-6 que se han
afiadido a las guaninas (Figura 15). Su expresion se regula mediante la metilacion del promotor.
Dado que su funcién es necesaria para el funcionamiento fisiolégico celular, en condiciones

normales, el gen se encuentra activado.
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Figura 15. (Adaptada de (51)). Proceso de reparacion del DNA mediado por MGMT. La transferencia del grupo
metilo a la MGMT, la inactiva.

La pérdida de expresién de MGMT se produce, principalmente, por silenciacion epigenética del
promotor mediante su hipermetilacion (108). La falta de expresion de MGMT, termina

desencadenando un aumento del dafio genético.
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La metilacion de MGMT se da en un 35-50% de los GB, estando mas presente en los GB
secundarios (75%) que en los primarios (45%) (109), y en relaciéon a la pérdida de funcién de /DH.
La mayoria de los gliomas con mutacién de IDH son de fenotipo G-CIMP y, presentan metilacién
en multiples genes, entre los que se incluye MGMT, aunque esta correlacion no es total (110). La
metilacidon del promotor de MGMT se ha considerado el biomarcador mas potente en relacion al
pronéstico y la prediccidn de respuesta al tratamiento en GB (49). Posteriormente, en el apartado
2.2, se profundizard en el fendmeno de la metilaciéon y se desarrollarda mas el tema de la

metilacién de MGMT en GB.

1.1.6.2 Subtipos transcriptémicos y epigendmicos del GB

Los estudios de perfiles de expresidn génica, se han utilizado para clasificar a los GB, basandose
en firmas transcripcionales. Segun algunos autores, la informacion que se puede extraer de estas
clasificaciones tiene impacto prondstico y puede reflejar los patrones de mutaciones y las vias

alteradas en cada subtipo (111).

Uno de los estudios mds importantes, en gliomas infiltrantes, fue el realizado por Philips y
colaboradores (112). En él, se estudiaron 35 genes en 76 muestras de gliomas de alto grado. Las
muestras fueron divididas en 3 grupos diferentes, seglin su expresidon de marcadores relacionados
con el prondstico. Los nombres que recibieron fueron: Proneural (PRN), proliferativo (PRL) y
mesenquimal (MES). Cada uno de ellos, se definia por unos rasgos morfolégicos, moleculares y
clinicos (los mas destacados se resumen en la tabla 12). El subtipo PRN, presentaba marcadores
asociados con la neurogénesis, se daba en pacientes mads jovenes y tenia un mejor prondstico. Por
su parte, en el PRL se observaban marcadores de proliferacién celular y en el MES de origen

mesenquimal. Este Ultimo, se relacionaba con mayor angiogénesis.
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PRN PRL MES
Grado histoldgico Grado I:e/c:\éscisn O3 | Grado IV con necrosis | Grado IV con necrosis

Morfologia celular

Astrocitica u
oligodendroglial

Astrocitica

Astrocitica

Edad del paciente

Joven(~40afios)

Mayor (~50afios)

Mayor (~50afios)

Prondstico

Supervivencia larga

Supervivencia corta

Supervivencia corta

Proceso bioldgico

Neurogénesis

Proliferacion

Angiogénesis

Alteracion Nineuna Gananciade 7 Ganancia de 7
cromosémica € Pérdida de 10 0 10q Pérdida de 10
PTEN Intacta Pérdida Pérdida
EGFR Normal Amplificado o normal Amplificado o normal

Via de sefializacion

Activacion de NOTCH

Activacion de AKT

Activacion de AKT

Tabla 12. (Adaptada de (111)). Principales caracteristicas diferenciales de los 3 grupos transcriptomicos definidos

por Philips.

El siguiente trabajo que se publicé fue el de Verhaak, analizando datos del TCGA en 200 casos de
GB (113). Los genes utilizados no fueron escogidos especificamente segin una correlacién
prondstica, sino que se estudiaron los datos obtenidos en un estudio previo del TCGA, en 840
genes. En esta publicacién, se diferenciaron 4 subtipos transcriptémicos de GB, llamados
proneural (PRN-TCGA), Neural (NEU), mesenquimal (MES-TCGA) y clasico (CLS). Tres de estos 4
subtipos se relacionaron de manera significativa con alteraciones genémicas especificas. EIl PRN-

TCGA presentaba mutacién de IDH1 y/o amplificacion de PDGFRa, el MES-TCGA mostraba pérdida
y/o mutacion de NF1 vy, el CLS, amplificacidon y/o mutacién en EGFR (Figura 16).

En lo que refiere a datos clinicos, el subtipo PRN-CTGA, a diferencia de los otros tres, parecia no

beneficiarse de un tratamiento mas intenso (QTRT o mas de 3 ciclos de QT).

Proneural Neural Classical

Mesenchymal

TP53
IDH1

o Capy Number

Gene Expression Mutation ~ TPS3LOH  EGFRuIl high level amplification
low level amplification
normal copy number
hemizygous deletion
homozygous deletion

Figura 16. (Extraida de (113)). Expresion génica y alteraciones gendmicas en los diferentes subtipos de GB. Las
mutaciones se representan en rojo.
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En resumen, las dos clasificaciones utilizaron diferente metodologia, por lo que es complejo
determinar el punto de coincidencia entre los subgrupos. No obstante, parece que los GB
llamados mesenquimales se corresponden perfectamente y muchos de los casos proneurales
también coinciden. La mayoria de los NEU pertenecerian al grupo de PRN, aunque algunos serian
etiquetados como PRL. Los del grupo CLS, se separarian entre los diferentes subtipos.
Posteriormente, se ha ido ampliando el conocimiento de estos subtipos, afladiendo caracteristicas
moleculares, variables clinicas y radioldgicas, principalmente en los mas definidos, el PRN vy el

MES.

El subtipo metilador merece mencién aparte. Anteriormente, en el apartado de /IDHI1, se ha
nombrado el subtipo G-CIMP. Este subtipo se defini6 en muestras pertenecientes al TCGA, al
objetivar que determinadas muestras presentaban metilacién en un alto numero de genes (114).
Comparando este subtipo con los previos, sugeridos por Verhaak, se observé que hasta un 87% de
los G-CIMP coincidian con el subtipo PRN-CTGA. G-CIMP tiene una asociacién con los tumores
IDHm, de manera que todos los IDHm son GB G-CIMP y practicamente todos los G-CIMP tienen
IDHm.

1.2 El fendmeno de la metilacion en el cancer

La genética estudia la informacidn transmitida en la secuencia de un gen y codificada por la propia
secuencia de DNA. Por otro lado, la epigenética se dedica a la modulacién de expresion de los
genes y la estructura de la cromatina, mediante procesos quimicos, sin alterar la secuencia de

DNA (115).

Las principales modificaciones epigenéticas, para regular la expresion del DNA, son la metilaciény
la alteracidn de la estructura de la cromatina, mediante acetilacion y metilacion de las histonas.
Esta ultima sucede alrededor de las regiones reguladoras de los genes, mientras que la
hipermetilacidn lo hace, habitualmente, en zonas promotoras, es decir, en regiones de DNA que
controlan el inicio de la transcripciéon. Ambos acontecimientos, estdan implicados en multiples

procesos fisioldgicos y juegan un papel crucial en la tumorogénesis (116).

En mamiferos, la mayoria de DNA metilado se encuentra en el nucleétido citosina, de la pareja de

nucleétidos que forma con guanina, mediante uniones por fosfato, conocidas como CpG (citosina
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- fosfato - guanina). La metilacién de la citosina de la CpG tiene lugar en su carbono 5’, mediante
la accion de las enzimas DNA metiltransferasas (DNMT) (117). Estos dinucledtidos no se
distribuyen de una manera aleatoria en el genoma, sino que se concentran, principalmente, en
regiones en las que se acumulan CpGs, llamadas islas de CpG. Se considera que el 70-80% de las
2.7x10’ citosinas del genoma humano, localizadas en los dinucleétidos CG, estdn metiladas. Esta

cifra corresponde, Unicamente, al 3-5% de las citosinas del genoma humano (118).

En los tejidos normales, habitualmente, estas islas se encuentran no metiladas, y pueden ser
utiles para sefialar el inicio de un gen. En presencia de los factores de transcripcién necesarios, si
las histonas se encuentran acetiladas y no metiladas, ese gen en concreto se transcribira (119). No
obstante, esto no sucede siempre de este modo, sino que, en algunos escenarios fisioldgicos,
pueden hallarse islas CpGs metiladas. Este es el caso de procesos implicados en el desarrollo,
como la inactivacion del cromosoma X en el sexo femenino, el marcaje del genoma, los genes de

linea germinal y los genes especificos de tejido (120).

La impronta del genoma o marcaje parental es la hipermetilacién de DNA en un alelo, es decir, la
inactivacion de una de las dos versiones heredadas (paterna o materna) de un gen de linea
germinal, con la consecuente expresién monoalélica (121). En mujeres, la hipermetilaciéon se
produce para inactivar genes de uno de los dos cromosomas X y asi evitar redundancia. Lo mismo
pasa en los genes que se expresan tipicamente en linea germinal, pero no en la edad adulta, y

para silenciar los genes caracteristicos de las células de un tipo de tejido concreto.

Fuera de estas islas CpGs, y distribuidas a lo largo del genoma, también se encuentran
dinucledtidos CpGs frecuentemente metilados. Asi como la metilacidn en los promotores inhiben
la expresion, su localizacidn intragénica estabiliza la transcripcién cuando dicho proceso ya se ha
iniciado. La zona centromérica también es rica en CpGs metiladas, lo cual confiere estabilidad
cromosémica (122). Del mismo modo, mantiene inactivos transposones, o secuencias
provenientes de otras zonas del genoma, y de retrovirus endégenos, mediante la metilacién de

sus promotores (123, 124).
Todos estos patrones de metilacién se mantienen, y regulan, por las DNA metiltransferasas. Estas

enzimas se dividen en DNMT1, DNMT2 y DNMT3, teniendo este Ultimo subgrupo 3 miembros (3A,
3B y 3C). Asi, las DNMT3 establecen los patrones de novo, las DNMT1 y 3B trabajan de manera
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conjunta para el mantenimiento de las pautas de metilacién, mientras que la DNMT2 actua

principalmente en los centromeros (117).

El equilibrio epigenético perfecto de una célula normal, puede sufrir una dramatica

transformacion en la célula cancerigena (115).

La primera observacion de la alteracidn del DNA, en células malignas humanas, fue el hallazgo de
una hipometilacién global (121). Las células malignas, pueden presentar entre un 20 - 60% menos
citosinas metiladas que su homélogo celular normal (125). Esta pérdida de grupos metilos sucede
principalmente en las regiones codificantes de los exones e intrones de los genes, mediante la
desmetilacion de secuencias de DNA repetitivo. Esta hipometilacion no estd asociada con la
sobreexpresion de oncogenes, tal y como se creia inicialmente, sino que se relaciona con tres
mecanismos: la inestabilidad cromosdémica, la reactivacién de secuencias virales enddgenas y
transposones y la hiperegulacion de genes por la pérdida del marcaje del genoma (125). El grado
de hipometilacién va aumentando durante la evolucién del proceso de carcinogénesis, desde una

proliferacién benigna hasta el cadncer invasivo (126).

Por otro lado, la hipermetilacién del DNA, también juega un papel en la tumorogénesis. La
metilacion de islas CpG, en la regién reguladora de la expresion génica (promotora), de los genes
supresores de tumores, o reparadores del DNA, provoca la condensacién de la cromatina,
impidiendo la transcripcién del gen y su expresion (127, 128). El primer gen en el que se investigd
este mecanismo fue el del retinoblastoma (RB), en 1989 (129). Posteriormente, se ha ido
descubriendo la inactivacién de otros genes supresores de tumores, implicados en diferentes
aspectos del desarrollo celular (120). Estas diferentes facetas se pueden agrupar del siguiente

modo, con algunos ejemplos de cada una:

- Ciclo celular: La hipermetilaciéon en p16 / RB / CDK4 permite a la célula salir de su

senescencia e iniciar su proliferacion.

- Genes implicados en la via de p53 (Via de p53/p14**/MDM2): Aunque TP53 es el gen
supresor mas frecuentemente mutado en cancer, en la mitad de tumores se encuentra en
estado silvestre. Un modo indirecto de inactivarlo es mediante la metilacién de p14**. Asi, la

proteina oncogénica MDM?2, al no estar inhibida por p14"*, puede degradar p53 (130).
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- Via APC/B-catenina/E-caderina: En el cancer colorrectal esporadico, se ha objetivado la
inactivacion de APC debido a la hipermetilacién de las islas de CpG de su promotor (125).

Sucede del mismo modo en el promotor de e-caderina en relacién al cancer de mama (131) .

- Reparacion del DNA: La silenciacion del gen reparador del DNA MLH1, en cancer colorrectal
esporadico, endometrio y gastrico, lleva a desarrollar el fenotipo de inestabilidad de
microsatélites (132-134). La inactivacion somatica de BRCA1, en cancer de mama y ovario,

altera su papel reparativo sobre la rotura de doble cadena del DNA (135).

- Respuesta hormonal: La metilacién de los receptores de estrégeno, progesterona vy
andrégeno (presente en tumores de mama, endometrio y prostata), puede implicar que las

células tumorales no respondan al tratamiento con hormonas esteroideas (136-138).

En la figura 17 se esquematiza la funcidn de la metilacién del DNA en los procesos fisiolégicos y

patoldgicos.

‘
Inactivacion de secuencias Impronta del genoma Organizacion de la cromatina
TEU “parasitas” (regiones activas/inactivas)
S
c
% Inactivacion del cromosoma Metilacion especifica de tejido
’ N o
\ METILACION DEL
DNA
©
9]
1S
=}
2
2 Hipometilacion global del Hipermetilacion de islas CpG de
3 genoma genes supresores de tumores

Figura 17. (Adaptada de (115)). La metilacién del DNA como fenédmeno fisioldgico y patoldgico celular.

El conocimiento del patron de metilacién génica puede tener diversas aplicaciones practicas, en el

diagndstico y tratamiento del cancer.

Por un lado, en los diferentes tipos de cancer, se encuentran inactivados distintos genes. De

hecho, parece que el patrén de metilaciéon estd fuertemente asociado a cada subtipo tumoral
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concreto. Asi, cada perfil de hipermetilacion de islas CpG define una neoplasia, hasta el punto
que se han desarrollado mapas de metilacién, o metilomas, especificos para los diferentes
canceres (139, 140) (Figura 18). Este diferente patrén de metilacion se ha intentado utilizar, por

ejemplo, para la busqueda del origen tumoral en tumores de origen desconocido (141).

Frequency of
Hypermethylation
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80%
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40%
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Pancreas
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Figura 18. (Extraida de (139)). Perfil de la hipermetilacion del promotor de diferentes genes, en diversas neoplasias.

La hipermetilacién de los promotores de genes supresores de tumores, parece ser un evento
temprano en la tumorogénesis. Algunas alteraciones, como la metilacion de APCy MGMT, se han
detectado en adenomas de colon, asi como la metilacion de MLHI1, en hiperplasia atipica
endometrial (120). En estos casos, la hipermetilacién no seria signo de la presencia de un cancer
invasivo, sino de lesiones premalignas. Este hallazgo podria ser til como cribaje, especialmente

en familias de riesgo.

La estrecha relacion entre la metilacidn y el cancer ha llevado a investigar la manera de reactivar
estos genes hipermetilados. El principal problema, que han tenido estos agentes, ha sido la falta
de especificidad. Las terapias desmetilantes inhiben las DNA metiltransferasas, causando una
hipometilacién global. Este hecho no solo seria potencialmente dafiino y téxico para las células
sanas, sino que también podria contribuir a una mayor inestabilidad cromosdmica.
Desafortunadamente, por el momento, no se ha conseguido reactivar Unicamente algunos genes

seleccionados (142) .
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Otro de los aspectos importantes en la clinica, es la relacién entre la inactivacién génica por
metilacion y la eficacia de los tratamientos antineopldsicos. Por ejemplo, la respuesta a cisplatino
podria estar relacionada con la metilacién del promotor de MLH1; la respuesta a adriamicina, a la
de GSTP1, y la respuesta a farmacos que inducen rotura de la doble cadena de DNA, a la de

BRCAL.

El paradigma de la hipermetilacidn génica y su relacidon con la respuesta al tratamiento, es la
metilacién del promotor del gen O°-Metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT), del que se

hablara en el siguiente apartado.

1.2.1 La metilacidon del gen MGMT y su implicacion en el GB

El gen de O°Metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT) se localiza en el cromosoma 10q26,
tiene 5 exones y un promotor de 762 pares de bases con 98 CpG. Estas CpGs, se localizan
alrededor del punto de iniciacion de la transcripcién y comprenden dos regiones de metilacion

diferentes, las CpG 25-50 (regién de metilacion 1) y las 73-90 (region de metilacién 2) (143).

La proteina MGMT tiene funcién reparadora del DNA, y su expresion se ha encontrado disminuida
en diversos tumores, como los gliomas, linfomas, tumores de colon, tumores de cabeza y cuello y
tumores de pulmoén no célula pequeia. De hecho, en algunos tumores, su presencia es
inexistente, por lo que se ha relacionado su expresion con el proceso de la carcinogénesis (144,

145).

La MGMT, de manera habitual, contrarresta los efectos citotdxicos de las sustancias alquilantes
del DNA, como las provenientes de mutagenos del medio ambiente y del tabaco (146, 147). Las
propiedades citotdxicas de estas sustancias, se han aprovechado para el desarrollo de farmacos
guimioterdpicos como la TMZ, lomustina, fotemustina o carmustina, utilizados en gliomas. Los
grupos alquilo se unen al DNA, actuando, por ejemplo, sobre la O-6-guanina y causando un
apareamiento anémalo con una timina (T), en vez de citosina (C). Esto conlleva la introduccién de
mutaciones en la replicacidn que, si no son reparadas, finalmente, desencadenan la apoptosis
celular (148). Aunque ésta no es la Unica lesidén del DNA inducida por estos agentes, parece ser la

mas citotdxica (109). La funcidn de la MGMT es revertir esta alquilacion.
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El mecanismo utilizado para revertir esta alquilacion, es la transferencia de un grupo alquilo de un
oxigeno del DNA a un residuo de cisteina de la zona catalitica de la proteina MGMT. Como
consecuencia, se restaura el DNA y la MGMT se inactiva, de manera irreversible, siendo

finalmente degradada (83).

En la figura 19 se esquematiza la funcion de la MGMT y su impacto en la respuesta al tratamiento

con alquilantes.

Glioma with unmethylated MGMT Chemoresistant tumor

IROVRRRNTOVRRONA. A1k group removed by DNA cross-inks cut,
MGMT promoter Exon1 Intron1 base guanine tumor cells unharmed
Glioma with methylated MGMT Chemosensitive tumor

Methyl
group

T8 ATr .?g?‘?ﬂ? i i-r‘ ,‘? 8 Carmustine cross-links DNA
VININTNINININ' D \l]mz\( SN tranda ont thor s noactie DNA remains cross-linked,
MGMT promoter Gen i MGMT to repair it and tumor cells die

Figura 19. (Extraida de (149)). Mecanismo de sensibilizaciéon al tratamiento con quimioterdpicos alquilantes,
debido a la inactivacion epigenética de MGMT.

El primer grupo que demostré el valor predictivo de la de O°-Metilguanina-DNA-metiltransferasa,
en pacientes con glioma de alto grado tratados con un alquilante (carmustina), fue el de Esteller y

colaboradores. (149)
Posteriormente, multiples estudios han demostrado el valor de la hipermetilacién del promotor
de MGMT como factor prondstico en gliomas de alto grado, tanto para la SLP como para la SG, y

como factor predictivo de respuesta a terapias alquilantes (51, 109, 149-155).

La importancia de la regulacidon de la expresion génica de MGMT, mediante metilacién, ha

impulsado el desarrollo de multiples técnicas para su deteccién.
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1.2.2 Técnicas de deteccion de la metilacién del promotor de MGMT

El analisis de la expresion de MGMT se lleva a cabo mediante el estudio de la metilacion del
promotor del gen. Esto es asi, debido a que estudios que han cuantificado la expresion de MGMT
en lineas celulares, o la actividad enzimatica de la proteina, han demostrado una baja
concordancia entre ellos (156). De hecho, los estudios mediante inmunohistoquimica han
demostrado distintos patrones de expresién de MGMT en diferentes tipos celulares. Los linfocitos
infiltrantes del tumor, la microglia, y los vasos sanguineos, también pueden expresar MGMT,

dificultando su valoracion en el tumor (157-159) (Figura 20).

Figura 20. (Extraida de (51)).Expresion de MGMT en GB. A: Células con expresién de MGMT, sin poder determinar si su
origen es tumoral o no. B: GB con expresidn elevada de MGMT en la mayoria de sus células. Cy D: Vasos sanguineos.

Hoy dia, existen multiples técnicas para definir el estado de metilacidon del promotor de MGMTy
no hay un consenso sobre cudl es la mas adecuada y, por tanto, deberia ser considerada la de
referencia. El método ideal deberia ser un método sensible, cuantitativo, reproducible, cdmodo,
rapido, eficiente, coste-efectivo y aplicable en la rutina clinica, es decir, en muestras de parafina o

en sangre de pacientes.

La metodologia aplicada, y el resultado obtenido con las distintas técnicas, radica basicamente en
el fragmento de CpGs del promotor de MGMT analizado, y de si estas CpGs se estudian de manera
individual o en conjunto. Todas las aproximaciones que se explican a continuacién se basan en la

PCR, ya que son las mas ampliamente utilizadas y las que consiguen mejores resultados.
Para entender los diferentes métodos, y la informacidon que nos muestra cada uno de ellos, es
preciso comprender primero la naturaleza de las CpG analizadas. Las CpG del promotor de MGMT

podrian encontrarse todas ellas metiladas o no metiladas, pero la realidad es que a veces forman
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una mezcla heterogénea, en la que algunas de las CpG estan metiladas y otras no. Este fendmeno

se conoce como “metilacion parcial”. La figura 21 plasma este concepto de una manera muy

visual, en la que cada secuencia con metilacion variable se llamard “epialelo”.

A

—-000- 000

Figura 21. (Extraida de (160)). Representacion de la heterogeneidad en la metilacidn. Los grupos Ay B representan
dos extracciones de DNA diferentes. Cada linea representa un epialelo con 3 CpGs. Los circulos verdes representan
CpGs no metiladas y los azules, metiladas. A: Mezcla de epialelos completamente metilados con no metilados. B:
Epialelos con diferentes combinaciones de metilacion en las distintas CpG.

La mayoria de las técnicas para detectar la metilacion se basan en la amplificacion por PCR del
DNA, que previamente ha sido modificado con bisulfito. La modificacién con bisulfito convierte a
las citosinas en uracilos, mientras que aquellas que estén protegidas con una metilacion
permaneceran intactas (Figura 22). Dicho proceso conduce a que dos secuencias que solo se
diferencian por sus metilaciones, se conviertan en dos fragmentos distintos y que, por tanto, den

lugar a productos de amplificacidn diferentes (amplicones).
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Figura 22. (Adaptada de (161)). Esquema del tratamiento con bisulfito.
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Segun estas premisas, los test mas usados para el analisis de metilacion se pueden agrupar en 4
grandes grupos, dependiendo del tipo de cebadores empleados en la PCR y del procedimiento

(160).

El primero (grupo A) esta compuesto por los métodos basados en la amplificacidon de secuencias
especificas, segln el estado de metilacion del DNA. Utiliza cebadores que se unen sobre las CpG a
analizar, de tal modo que una pareja de cebadores se unen a las secuencias totalmente metiladas
(C no convertidas) e, independientemente, otra pareja a las secuencias totalmente no metiladas
(C sustituidas por U). Este tipo de técnicas, llamadas también “especificas de metilacidon”, no seran
capaces de discriminar secuencias heterogéneas o parcialmente metiladas. La reaccion en cadena
de la polimerasa especifica para metilacion (MSP) forma parte de este grupo. Este método se ha
considerado de referencia hasta el momento, y con él se han realizado la mayoria de estudios

sobre la correlacién entre la metilacién del promotor de MGMT y la supervivencia.

La figura 23 muestra el modo de andlisis de estas técnicas.
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Figura 23. (Extraida de (160)). Grupo A. Lectura utilizando cebadores especificos de metilacidn. Los cebadores sélo
se uniran en las regiones completamente metiladas o no metiladas, pero no a las metiladas parcialmente.

Los siguientes tres grupos (B, C y D) comprenden métodos que pueden diferenciar entre
secuencias metiladas, no metiladas o parcialmente metiladas, utilizando cebadores
independientes del estado de metilaciéon. Para ello, los cebadores utilizados hibridan en zonas

flanqueantes a las CpG a analizar.
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El grupo B (Figura 24), aprovecha las propiedades quimicas/fisicas de los diferentes amplicones
generados en la PCR. Dentro de este grupo se encuentra el andlisis de alta resolucién de fusion
(HRM). Con este método, por ejemplo, se determina la temperatura de desnaturalizacién de los

amplicones, que serd diferente si su composicién es mas rica en C que si lo es en U.

Los amplicones parcialmente metilados, con mezcla de C y U también seran diferenciables,

aungque no podremos dar un valor de metilacion por CpG, sino uno global.

Figura 24. (Extraida de (160)). Grupo B. Amplificacion de todo el fragmento con cebadores independientes. Se
valoran todas las CpG conjuntamente.

Forman parte del grupo C, aquellas metodologias que analizan la metilacidon de diferentes CpGs
del amplicén generado en la PCR, de manera individual. Entre éstas se hallan la pirosecuenciacion
y la secuenciacidn directa. El nivel de metilacién de cada posicién CpG se obtiene como una media

de la metilacion (en porcentajes) de todos los epialelos presentes en la muestra (rectangulos

verticales en figura 25).
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Figura 25. (Extraida de (160)). Grupo C. Lectura de cada posicion de CpG de manera individual, obteniendo un
resultado promedio.
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El dltimo y cuarto grupo (D), analiza el estado de metilacién de productos de PCR de manera
individual (Figura 26) (160). La secuenciacidon gendmica de clones por bisulfito es una de las

técnicas que forma parte de este grupo.
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Figura 26. (Extraida de (160)). Grupo D. Lectura individual de cada uno de los alelos.

A continuacidn, se desarrollarda en mayor detalle la “secuenciacion gendmica de clones por
bisulfito”, por su particular relevancia en el establecimiento de la metilacién diferencial de las
posiciones de las CpGs. Debido a su interés en la practica clinica y por tratarse de las técnicas de
estudio en el presente trabajo, también se ampliard informacidon sobre la MSP vy la

pirosecuenciacion.

1.2.2.1 Secuenciacion gendmica de clones por bisulfito

Fue el primer método utilizado basado en PCR y permitié cuantificar, independientemente, cada
CpG del promotor de MGMT y obtener un mapa global de las mas frecuentemente mutadas en
dicho gen, de distintas lineas celulares. Esta tecnologia se basa en la amplificacién del promotor
de MGMT y la clonacién de cada amplicén producido en la PCR. EI DNA de cada uno de estos
clones se puede secuenciar vy, asi, determinar su estado de metilacién. Posteriormente, para cada
CpG se puede obtener un porcentaje de metilacion en esa muestra, integrando los resultados de
todos los amplicones por separado (Figura27). En la figura 28 se muestra un esquema de la

técnica.
Sus limitaciones son el coste y el tiempo que se requiere para el proceso de clonacion (160). Asi,

aunque es una técnica de gran utilidad en la investigacidn, no es una técnica coste-efectiva para el

diagnéstico clinico.
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Figura 27. (Extraida de (109)). Se detalla la metilacidon de la isla de CpGs del promotor de MGMT, en lineas
celulares con expresion y con no expresiéon de MGMT. Cada circulo es una CpG y en él representa el porcentaje de
metilacidn de los clones (clones metilados/10 clones analizados x 100), en una posicién determinada de CpG.
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clones por bisulfito. Se resumen los pasos: 1) El DNA se modifica con
bisulfito 2) Los fragmentos de interés se amplifican por PCR 3) Estos
fragmentos se clonan, amplificados en un vector, y se transforman en
una célula de E.coli.

1.2.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa especifica para metilacion (MSP)

La MSP fue descrita por primera vez en 1996, analizando la metilacién de E-caderina, p15, VHL y

p16 (163), y establecida por Esteller y colaboradores (149).
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Consiste en el disefio de cebadores especificos, para su unién a secuencias metiladas (cebadores
A) o no metiladas (cebadores B), tras la conversion de éstas con bisulfito. El DNA se amplifica por
PCR con estas parejas de cebadores, en tubos en paralelo, y el resultado se analiza en un gel de

agarosa o acrilamida, mediante electroforesis.

El resultado que se obtiene es binario. En el caso de que todas las CpGs de la isla, a las que se une
el cebador, sean metiladas, obtendremos una banda con la pareja de cebadores A. La intensidad
de ésta no se correlaciona con el grado de metilacidn, sino que es un resultado cualitativo. Si la
isla CpG estd desmetilada, no se obtendra banda con los cebadores A, pero si con los B. En
consecuencia, si una o mas CpGs son no metiladas, no hay aparicidon de banda en la electroforesis,
por lo que no se detectard una metilacion parcial (164). La principal desventaja de esta

metodologia radica en esta incapacidad de amplificar secuencias parcialmente metiladas.

Mas recientemente, se han afiadido diferentes marcajes o sondas a los cebadores para hacer mas
sencillo su analisis. Asi, por ejemplo, afiadiendo un marcaje fluorescente a los cebadores se

pueden evaluar en un analizador de fragmentos.

El principal error derivado de esta técnica, se produce en la conversién con bisulfito, ya que una
conversién incompleta de citosinas no metiladas a uracilo puede generar falsos positivos, que no
son detectados (165). Aunque se trata de un método relativamente simple, requiere de un DNA

de buena calidad.

1.2.2.3 Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es un método de secuenciacién, es decir, un método que determina la
secuencia de bases de una cadena. Estd basada en el principio de “secuenciacidn por sintesis”
(166, 167), en el que la secuenciacién se realiza determinando el nucleétido incorporado por una
DNA polimerasa; y en la deteccidn del pirofosfato (PPi) que se libera en esa unién, de ahi su
nombre (168). En el proceso, se utiliza una cascada de cuatro enzimas que transformaran el PPi
liberado, en luz. Esta sefial serd proporcional al nimero de moléculas de PPi, cuanto mayor sea el

numero de nucledtidos incorporados, mayor serd su amplitud.
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El esquema general de esta metodologia es el siguiente:

- Amplificacién de las secuencias a analizar.

- Hibridacion del producto de la PCR desnaturalizado (molde), con un cebador de secuenciacién
biotinilado.

- Aislamiento de la cadena biotinilada hibridada con el cebador.

- Adicion de nucleétidos seglin un orden predeterminado. El primer desoxirribonucleido trifosfato
(dNTP) se afiade a la reaccion. En caso de ser complementario con la cadena molde, la DNA
polimerasa cataliza la incorporaciéon del dNTP a la cadena del DNA, liberandose una molécula de

PPi, en cantidad equimolar a la de nucledtido incorporado (Figura 29).

DNA
polimerasa

A 4

DNA | +]| dNTP DNA+1 | + PPi

Figura 29. Reaccion catalizada por la DNA polimerasa.

- La ATP (Adenosina trifosfato) sulfurilasa convierte el PPi en ATP, en presencia de adenosina 5
fosfosulfato (APS). Este ATP, dirige la conversién de la luciferina en oxiluciferina, mediante la
luciferasa, emitiendo luz visible en cantidad proporcional al ATP generado. Esta luz, se detecta por
un dispositivo acoplado y traduce la informacién en forma de un pico. La altura de cada pico

(sefial luminosa) es equivalente al nimero de nucledtidos incorporados (Figura 30).

ATP
sulfurasa Luciferasa

PPi | +| APS

\4

ATP | + Luciferina Oxiluciferina | + Luz

v

Figura 30. Reacciones catalizadas por la ATP sulfurasa y la luciferasa.

- La apirasa degrada los nucledtidos no incorporados y el ATP.
- El proceso se repite afiadiendo el siguiente dNTP, y asi sucesivamente, segln la secuencia

de dispensacion predefinida.
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La secuencia de picos obtenidos recibe el nombre de “pirograma”, donde en el eje de las X se

representa el dNTP que se afade y en el de la Y la intensidad de luz generada tras su adicién.

Cuando se determina la metilacién con esta técnica, lo que se obtiene es una proporcién entre las
cadenas que tienen una C en una CpG determinada, respecto a las que tienen una U, después de
la conversién con bisulfito. Es, por tanto, un método semicuantitativo que nos da la proporcién de
una con respecto a la otra. Permite el estudio de diferentes CpGs al mismo tiempo, aunque

cuantificandolas independientemente.

1.3 Labiopsia liquida en gliomas

El término “biopsia liquida” fue introducido por primera vez en 2010, haciendo referencia a las
células tumorales circulantes halladas, en sangre periférica, de pacientes con cancer (169). Hoy
dia, el concepto engloba a multiples liquidos biolégicos, como la sangre, la saliva, la orina, el
liquido céfalo-raquideo (LCR) y el liquido pleural, en los que podemos detectar diversos

biomarcadores (Figura 31).

Seminal
Plasma

Figura 31. (Extraida de (170)). Fluidos bioldgicos en los que se pueden detectar
moléculas circulantes.

Un biomarcador se define como una herramienta analitica, que se puede medir objetivamente y
evaluar como indicador de un proceso bioldgico, un proceso patogénico o una respuesta
farmacoldgica a una intervencion terapéutica (171). Podemos distinguir tres subcategorias:
marcadores diagndsticos, es decir, aquellos que identifican la presencia de una enfermedad;
pronésticos, aquellos usados para conocer el resultado independientemente del tratamiento y
predictivos, aquellos que nos informan de la evolucién de la enfermedad en el contexto de una
terapia concreta. Biogquimicamente, pueden ser acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos,

lipidos, metabolitos y células tumorales (172).
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Resumidamente, las aplicaciones del uso de la biopsia liquida como fuente de biomarcadores son:
el diagnéstico precoz, el andlisis de la heterogeneidad molecular del tumor global y su evolucién,
la identificacion de alteraciones genéticas sobre las que poder actuar farmacolégicamente, la
evaluacién de una respuesta precoz, la monitorizacion de la enfermedad minima residual y el

analisis de la evolucion de resistencias a las terapias en tiempo real (173).

En el caso de los gliomas, su caracterizacién gendmica es crucial. Por un lado, tal y como se ha

comentado previamente, su nueva clasificacion (OMS 2016) integra la histologia y el analisis
genético, por lo que es un dato necesario para el diagndstico. Por otro lado, las alteraciones

genéticas tienen implicaciones terapéuticas y prondsticas.

La monitorizacién durante el tratamiento es una necesidad en los pacientes afectos de glioma. La
valoracidn de la respuesta a una terapia se ha hecho cldsicamente con pruebas de imagen. El
problema surge cuando la prueba de imagen no es concluyente, por ejemplo en casos de
pseudorespuesta o pseudoprogresién. Asi como algunas neoplasias tienen marcadores tumorales
detectables en sangre, como el PSA, CA 125 o CEA, que pueden ayudar a la valoracion del

volumen tumoral, los gliomas carecen de ellos.

Por consiguiente, durante todo el curso de la enfermedad, pueden surgir situaciones en las que el
Unico modo de obtener la informacidn seria mediante la extraccién de nuevo material histoldgico,
con una biopsia. En el caso de los gliomas, la realizacién de una biopsia tiene riesgos afiadidos. Su
localizacién anatémica, el edema peritumoral y el riesgo de hemorragia, aumentan la complejidad
de obtener una nueva muestra de tejido tumoral. Por este motivo, multiples grupos han
intentado buscar una alternativa no invasiva, mediante la deteccién de biomarcadores en liquidos

bioldgicos, es decir, lo que se ha denominado como “biopsia liquida”.

Diferentes biofluidos han sido motivo de estudio en gliomas. Debido a que el cerebro esta
impregnado por él, el LCR se ha postulado como uno de los liquidos mas adecuados para el
analisis gendmico en tumores cerebrales (174, 175). La baja concentracidon proteica en el LCR, en
una situacion fisiolégica (100-400 veces menor que la del suero), permite detectar con rapidez
una escenario patoldgico. La rotura de la barrera hemato-encefélica, la secrecidn intratecal o la
diseminacidn desde el sistema nervioso central altera o incrementa la fraccién proteica del LCR.
No obstante, su extraccion mediante una puncién lumbar, comporta unos riesgos que conlleva

gue no sea el liquido mas indicado para utilizar en el seguimiento de los pacientes.
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La sangre también ha sido estudiada para identificar cambios epigenéticos en tumores y, en
concreto, en el glioma (155). La facilidad en la obtencién de una muestra sanguinea hace que sea
un fluido atractivo para analizar, no sélo en el diagndstico, sino también para la monitorizacién.
Se ha descrito la deteccion de DNA tumoral en sangre, asi como su uso para el andlisis de

variaciones en microsatélites, mutaciones y alteraciones epigenéticas (155, 176-178).

A continuacidn, se desarrollan los diferentes biomarcadores que se han utilizado para la deteccién

de estas alteraciones en los liquidos bioldgicos.

1.3.1 Células tumorales circulantes (CTCs)

Aunque el término de células tumorales circulantes (CTCs) parezca muy novedoso, en 1869 ya se
refirieron datos sobre la presencia de células neopldsicas en sangre, en un paciente con cancer

(179).

Las CTCs se pueden aislar en la sangre periférica de pacientes con tumores sdlidos, en una
proporcién de 1-10 CTCs por cada 10mL de sangre. Su presencia ha mostrado una buena
correlacion con la respuesta tumoral, supervivencia libre de progresidon y supervivencia global
(180-184). Del mismo modo, tienen un papel importante para representar la heterogeneidad
tumoral, ya sea la propia heterogeneidad intratumoral o la que podemos encontrar entre el

tumor y sus metastasis.

No obstante, dada su escasa representacién en sangre, es crucial el uso de una técnica adecuada
para su deteccion. Tradicionalmente, el método mas utilizado ha sido la captura mediada por
anticuerpos. Esta técnica se basa en la positividad, en las CTCs, del marcador epitelial EpCAM y de
la ausencia de expresién de CD45 (marcador de linfocitos) (185). Aunque se han obtenido buenos
resultados en tumores sélidos, parece que en tumores no epiteliales, como el glioma, es dificil
determinar una proteina de membrana especifica tumoral (186). No obstante, se han utilizado
paneles de proteinas de membrana para intentar identificar CTCs especificas de GB. Uno de los
estudios analizé alteraciones genéticas especificas de los diversos subtipos transcriptdmicos de
GB (de Philips y Verhaak). Las CTCs que se aislaron, presentaban caracteristicas mesenquimales
(como TGFpB1), corroborando su fenotipo invasivo (187). Estrategias basadas en la actividad de la
telomerasa que poseen las células tumorales (y no las normales), también se han utilizado para

aislar CTCs en sangre de pacientes con GB (188).
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Resulta interesante corroborar que se pueden hallar CTCs, en sangre de pacientes con GB, aunque
estos tumores se presentan, en la mayoria de casos, con ausencia de metdstasis en otros érganos.
El porqué estos tumores, aun disemindndose a distancia, no formen metastasis, es un hecho que
sigue sin tener explicacion. Algunas investigaciones sugieren que esto se deba a que el GB pueda
necesitar de algun factor de crecimiento neuronal que se encuentre exclusivamente en el cerebro

(187). Asi, aun encontrandose CTCs en sangre, éstas no pueden proliferar.

Los nuevos avances se basan en diferenciar las CTCs del resto de células circulantes normales, a
nivel de DNA, RNA o proteina, mediante distintas tecnologias (microchips, filtrado, técnicas de
PCR, citometria de flujo, secuenciacion...) (189). Otro método utilizado para su separacién, ha sido
el enriquecimiento a través de la eliminacidn del resto de componentes sanguineos no deseados
(seleccién negativa). En este sentido, se ha utilizado la lisis de eritrocitos y separacién por

gradiente de densidad o la eliminacion de leucocitos usando cargas magnéticas (190, 191).

1.3.2 Vesiculas extracelulares

El concepto de “vesicula extracelular” abarca a los exosomas (30-100nm didmetro), las
microvesiculas (100-500nm) y las vesiculas apoptéticas (>500nm) (192). Estas vesiculas son
liberadas por células normales, o tumorales, al microambiente celular o a los fluidos biolégicos y
llevan en su interior gran variedad de moléculas (proteinas, acidos nucleicos, lipidos vy
metabolitos) representativas de sus células originarias (172). Su estabilidad y envoltura
membranosa, protege su contenido de nucleasas, proteasas y otras enzimas de degradacion, que
se encuentran en el medio extracelular (193). Por tanto, las microvesiculas de células tumorales
trasportan firmas moleculares, como fragmentos de oncoproteinas mutantes, transcritos
oncogénicos, microRNA y secuencias de DNA especificas de la célula de la que provienen. De ahi

su utilidad como biomarcadores.

En los pacientes con glioma, se han encontrado vesiculas circulantes en liquidos biolégicos como
la sangre y el LCR. Algunas de las moléculas aisladas en estas vesiculas han sido el EGFRvIII, EGFR,
VEGF, PDGFRa, podoplanina (PDPN), PTEN, miR-21 y RNA-mensajero (mRNA) de IDH1 mutante
(194-196).
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En exosomas obtenidos de la sangre de pacientes con GB, se han detectado niveles bajos de
genes con funciones ribosomales (197), mientras que se han hallado elevadas algunas proteinas
relacionadas con la angiogénesis y algunos microRNA (195, 198). Estas determinaciones se han

correlacionado con el diagndstico de GB, con una elevada sensibilidad y especificidad.

La EGFRvIIl también se ha detectado, en microvesiculas, de muestras sanguineas de pacientes con
GB. Incluso, se ha descrito su positividad en sangre aun siendo la biopsia de tejido negativa,
dando prueba de la heterogeneidad tumoral (195). Del mismo modo, se ha observado la
desaparicion de la expresion de EGFRvIII después de la cirugia del tumor primario, validandose su
valor como biomarcador evolutivo (195). Parece ser que su deteccién en exosomas en sangre
tiene mayor sensibilidad que en LCR (82 vs 61%), mientras que la especificidad es mayor en este

ultimo (79 vs 98%) (199, 200).

En conclusion, las moléculas transportadas en las vesiculas extracelulares aisladas en liquidos
bioldgicos, de pacientes con GB, pueden dar detalles que ayuden a su diagndstico y en la

monitorizaciéon de los cambios inducidos por el tratamiento (194, 195, 201).

1.3.3 Proteinas

Debido a que no se han identificado proteinas especificas tumorales, este enfoque se basa en

detectar, en biofluidos, proteinas fisiolégicas en niveles anormales (201).

La proteina mas estudiada en gliomas es la proteina glio-fibrilar acidica (GFAP), un filamento
intermedio altamente expresado en células gliales. Multiples estudios han objetivado niveles
elevados de ésta en GB (202-204). Los puntos de corte de la concentracién en sangre de esta
proteina para el diagndstico de tumores cerebrales, varian en los diferentes estudios. Asi pues,
niveles de GFAP superiores a 0,05 pg/ml permitian diagnosticar un glioma maligno con una
especificidad del 100%, mientras que la sensibilidad era mejor (85%) con niveles entre 0,01 pg/ml
y 0,014 ng/ml (202-204). La GFAP también se ha correlacionado con el grado y volumen tumoral,

de modo que podria ser Gtil como factor predictivo (202).

EGFR también se ha detectado en sangre de pacientes con GB, en niveles superiores a los de
individuos sanos, relacionandose el valor encontrado con la supervivencia (205). Por otro lado,

niveles elevados de YKL-40 y MMP-9, en sangre, se han relacionado con un peor prondstico (206).
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En LCR también se ha analizado GFAP, de manera que niveles superiores a 0,04 pg/ml diferencian
pacientes con tumores en SNC de personas sanas (207). De igual modo, la proteina basica de la
mielina (MBP) también se encuentra en pacientes con GB en niveles superiores a 4ng/ml,
correlacionandose con la actividad neoplasica, con una reduccidn después del tratamiento (208).
También el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), la interleuquina 6, el 2-
hidroxiglutarato, la histidina y el triptéfano se han encontrado elevados en el LCR de estos

pacientes (209-211).

1.3.4 microRNA circulante (miRNA)

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de cadena simple de RNA no codificante, formadas por
unos 21-25 nucledtidos, que modulan la expresidn postranscripcional de genes. Controlan la
traduccién del mRNA a proteinas, mediante la degradacién de mRNA o por la inhibicién de su
iniciacion (212). Los miRNA estan implicados en multiples procesos celulares, como son el
desarrollo, la apoptosis, la proliferacién y la diferenciacién. Estas funciones han hecho que se
hayan relacionado con distintos canceres, incluido el glioma, en los que actian como supresores
de tumores u oncogenes (213). Asi como el mMRNA es rapidamente degradado por las RNAasas de
la sangre, los miRNA no sélo son resistentes a estos enzimas, sino que también son facilmente
detectables en liquidos bioldgicos (214). Estos hallazgos han hecho crecer su interés como

potenciales biomarcadores diagndsticos, prondsticos o predictivos.

Datos publicados sobre miRNAs, en LCR, han mostrado que algunos miRNAs pueden ayudar a
diferenciar entre una lesion cerebral metastasica y un GB. Por ejemplo, miR-200, esta Unicamente
elevado en pacientes con metastasis cerebrales, mientras que los niveles de miR-10b y miR-21 lo
estan en pacientes con GB (215). Ademas, miR-223, miR-451 y miR-711, en LCR, pueden usarse
para distinguir un GB de otros tumores del SNC (216). Asi pues, diversos miRNA en LCR han
demostrado utilidad, no sélo en diferenciar metastasis cerebrales de GB, sino también GB de
otros tumores del SNC. A pesar de estos estudios publicados, no se ha examinado la especificidad

y sensibilidad de los miRNA en LCR en comparacién con otros biomarcadores.
Los miRNA se detectan en sangre de pacientes con GB de forma diferencial a los controles sanos

(217). Asi sucede, por ejemplo, con miRNA-205, miR-210, miR-320, let-7g-5p y miR-7-5P (218,
219).
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1.3.5 DNA tumoral circulante (ctDNA)

La utilidad del DNA circulante se publicd, por primera vez, en el 1948, por Mandel y Metais, al
referir su presencia en individuos sanos y enfermos, y se ha utilizado en multiples disciplinas
médicas (220). En el caso de la oncologia, sabemos que las células tumorales, al entrar en
apoptosis, liberan su contenido intracelular, incluido el DNA tumoral circulante (ctDNA) (221,
222). Este DNA tumoral, se mezcla con el de las células no neopldsicas y se diferencia de éste
ultimo por las alteraciones genéticas que presenta. Asi, por ejemplo, ha permitido el analisis de la
pérdida de heterocigosidad (LOH), las variaciones en microsatélites y las mutaciones y
alteraciones epigenéticas, como la metilacion de genes supresores de tumores (155, 176, 177,

223, 224).

En la figura 32 se esquematiza la liberacién de ctDNA en la sangre y las multiples alteraciones
genéticas que pueden encontrarse, como son: las mutaciones puntuales, la variacion en el

numero de copias, los reordenamientos y los patrones de metilacién (173).

Structural changes
or rearrangements
Copy number
ations

mutation

Methylation
OV CH, CH,

NN
Circulating X U
tumor cells CH MicroRNA

r\ @" Figura 32. (Extraida de (173)). Liberacion de diversos
Exosome biomarcadores en sangre.

La deteccion de ctDNA en sangre presenta algunos retos claros. El primero de ellos, es su baja
concentraciéon en sangre. Se ha descrito que en la mayoria de personas sanas, las
concentraciones de DNA circulante estarian por debajo de 50ng/ml, mientras que en pacientes
con cancer, la media seria de 180+/- 38ng/ml (p<0.005) (178). Otros investigadores, han
detectado Unicamente una cantidad de 10ng/ml, siendo este niUmero mayor en pacientes con
cancer metastdasico (225). Aunque estas cantidades publicadas varian en un rango muy amplio,

globalmente, se estima que el ctDNA representaria menos del 1% del total de DNA circulante
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(226-228). La siguiente dificultad, es su discriminacion del DNA circulante no patoldgico y la
cuantificacion de las mutaciones en los pequefios fragmentos que componen el ctDNA (173).
Estos retos implican la necesidad de la optimizacidn de los métodos de extraccion del DNA y su

deteccion (186).

A pesar de estos inconvenientes, hay estudios que han podido demostrar una correlacion entre
variantes especificas tumorales, aisladas en plasma, y la supervivencia en pacientes con cancer
metastasico (229). Estos datos indican que, probablemente, la concentracion de ctDNA en sangre
tenga relacién con el volumen de enfermedad oncoldgica (230). Es decir, a mayor diseminacion
del cancer, mayor capacidad de detectar ctDNA en sangre. Del mismo modo, la cantidad de ctDNA

detectable en liquidos biolégicos seria diferente en diferentes tipos tumorales (229).

En pacientes con glioma de alto grado se ha detectado una mayor concentracidn de ctDNA en
plasma al compararse con controles sanos o pacientes con glioma de bajo grado. Este hecho
puede deberse a la ruptura de la BHE. Asi pues, en gliomas de bajo grado, la BHE, al permanecer

intacta, limita la difusién de pequefias moléculas de DNA a la corriente sanguinea (231).

Otros estudios, han analizado el ctDNA en el LCR de pacientes con tumores cerebrales,
hipotetizando que la mayor concentracion de ctDNA en éste, en comparacion con la de la sangre,
podria reducir la tasa de falsos negativos. De hecho, se ha publicado que, aunque la concentraciéon
de ctDNA es menor en LCR que en suero, la concentracion de ctDNA especifico mutado es mayor
en LCR (230, 232). Mutaciones en EGFR, PTEN, ESR1, IDH1, ERBB2 y FGFR2 se han encontrado en
ctDNA de LCR, con una sensibilidad del 58% (232), mientras que en genes de las histonas H3
también se han detectado con una sensibilidad del 87,5% y una especificidad del 100%, al
validarse por inmunohistoquimica y secuenciacidn de Sanger (174). Algunos datos indican que el
ctDNA no se encuentra en el LCR de todos los tumores cerebrales, de modo que su utilidad podria

limitarse a los tumores de alto grado (233).

En la tabla 13 se resumen algunas de las caracteristicas de los biomarcadores mencionados, en

comparacion con el tejido.
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ctDNA Vesiculas miRNA
extracelulares
S =2
— ed
W‘Ilu _¢$
Origen
Células viables Si Si No Si Desconocido
Celula? . Si Si Si Desconocido Desconocido
apoptoticas
Componentes
DNA Si Si Si Si No
RNA Si Si No Si Si
Proteinas Si Si No Si No
Metabolitos Si Si No Desconocido No
Informacion extraible
Mutaciones Si Si Si Si No
AI:cerauones en. Si Si S S No
ndmero de copias
Alteraciones Si Si si si No
epigenéticas
Genes de fusion Si Si Si Si No
Variantes d
ariantes de Si Si No Si No
empalme
Informacion a i i No No No
nivel celular
E
nsayos si si No No No
funcionales
Aplicaciones en oncologia de precision
Pronéstico Si Si Si Si Posiblemente
Identificacion de
marcadores Si Si Si Posiblemente No
predictivos
Clasificacid , . . .
astticacion Si Posiblemente Posiblemente Desconocido No
molecular
Seguimiento de |
eguln?llen o defa No Si Si Desconocido No
evolucién clonal
Identificacion
precoz.de No Si Si Posiblemente No
mecanismos de
resistencia
Monitorizacién
de respuesta al No Posiblemente Si Posiblemente Desconocido
tratamiento
Deteccion precoz
de recurrencia 'y No Posiblemente Si Posiblemente No
EMR
Deteccid . . . .
N ecIC|on precoz No Posiblemente Posiblemente Posiblemente Desconocido
del cancer

Tabla 13. (Adaptada de (234)). Comparacidn entre los distintos biomarcadores hallados en biopsia liquida y el
tejido. Abreviaturas: EMR: Enfermedad minima residual.



1.3.5.1 La metilacion de MGMT en ctDNA

Nuestro grupo fue el primero en publicar la deteccién de metilaciéon del promotor de MGMT, en
ctDNA de muestras sanguineas de pacientes con GB, asi como de p16, DAPK y RASSF1A (155). La
metilacion del promotor del gen, en sangre, fue prondstica y predictiva de respuesta al
tratamiento con BCNU. Posteriormente, otros estudios han demostrado la deteccion de la
metilacion del promotor de MGMT en ctDNA y de los promotores de otros genes, como p16, pl4,

p73 y RARB (176, 223, 224).
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CONTEXTO DE LA TESIS. EL ENSAYO GENOM 009
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2 CONTEXTO DE LA TESIS. EL ENSAYO GENOM 009

El ensayo clinico GENOMO0Q9, fue un ensayo del grupo GEINO (grupo espafiol de investigacion en
neuro-oncologia) en el que participaron 18 centros espaioles (80). En este estudio, se incluyeron
102 pacientes con GB irresecable, diagnosticado Unicamente con biopsia y se aleatorizaron a
recibir dos ciclos de neoadyuvancia con TMZ (rama A), previo a un tratamiento estandar con QTRT
y adyuvancia con TMZ (esquema Stupp (6, 7)), o a realizar el mismo esquema afiadiendo Bev en
neoadyuvancia y durante los 30 dias de la concomitancia (rama B). Se recopilaron muestras, de

tejido y sangre de los pacientes, para el analisis de metilacién del promotor de MGMT.

El objetivo principal fue la tasa respuesta, segun el investigador (criterios RANO) (44) y los
objetivos secundarios fueron la SLP, la SG y el valor predictivo de la metilacién del promotor de
MGMT, en tejido y en suero. El esquema utilizado en la rama A consistia en 85mg/m? de TMZ
desde el dia 1 al 21, en ciclos de 28 dias, y, posteriormente, concomitancia con TMZ 75mg/m?/d y
RT (dosis total de 60Gy durante 42 dias con fracciones de 2Gy/d). En la rama B, se administraba el
mismo tratamiento, afiadiendo Bev 10mg/kg los dias 1 y 15, de cada ciclo neoadyuvante, y los
dias 1, 15, 30, durante la concomitancia. Después del tratamiento combinado con QTRT, se
suspendia el tratamiento en ambas ramas, durante 28 dias, y se reanudaba la adyuvancia con

TMZ hasta completar 6 ciclos (Figura 33).

NEAODYUVANCIA CONCOMITANCIA ADYUVANCIA

TMZ 85mg/m?/d 1-21 RT 60Gy/2Gy/6sem
Dos ciclos de 28d TMZ 75mg/m?/d 1-21 N

\A TMZ 150-
200mg/m?/d1-5
Seis ciclos de 28d

4 semanas de descanso

GB irresecable
Aleatorizacién
4 semanas de descanso

RT 60Gy/2Gy/6sem
TMZ 75mg/m?/d1-21
BEV 10mg/kg/d1,15,30

TMZ 85mg/m2/d 1-21
BEV 10mg/kg/d 1y 15 |— ==
Dos ciclos de 28d

Figura 33. Disefio del ensayo clinico GENOMO009.
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Se extrajeron los datos epidemioldgicos y descriptivos de las historias clinicas y se recopilaron las
muestras tumorales de tejido parafinado y de sangre (suero / plasma) de los pacientes, para la
revision patolégica y andlisis de metilacién del promotor de MGMT con MSP, en nuestro centro.
Los datos de eficacia (tasas de respuesta, SLP y SG) ya fueron publicados, asi como también lo son

los resultados del estudio de metilacién del tejido, por MSP, que resumiré a continuacion.

De los 102 pacientes registrados, se recopilaron 81 muestras de tejido en parafina y 83 muestras
sanguineas. El analisis del estado de metilacién del promotor de MGMT se pudo determinar en 73
de las 81 muestras de tejido, es decir, en el 90,1% de muestras analizadas, y en 74 de las 83
muestras en sangre, 89,2% de las analizadas. Globalmente, 50 pacientes se tuvieron resultados
pareados de sangre y tejido. El andlisis de sangre y de tejido se realizd por dos investigadores

diferentes, de manera ciega.

De todas las muestras estudiadas mediante MSP, no todas obtuvieron un resultado valido, ni
todos los pacientes con muestra iniciaron el tratamiento dentro del ensayo clinico. Los resultados

se muestran en la tabla 14.

Rama TMZ (N=45) Rama TMZ+BEV (N=48)
N (%) N (%) p
MGMT en tejido
Resultado valido 30 (66,7) 37 (77,1)
Metilado 12 (40) 20 (54,1) 0,18
No metilado 18 (60) 17 (45,9)
MGMT en sangre
Resultado valido 33 (73,3) 38 (79,1)
Metilado 3(9,1) 8(21,1) 0,25
No Metilado 30 (90,9) 30 (78,9)

Tabla 14. Resultados de los casos valorables, incluidos en el ensayo clinico. N: NUmero de pacientes.

Cabe destacar que, aunque los datos de eficacia (SLP y SG) fueron superiores en los pacientes con
metilacion del promotor del gen MGMT en tejido (SLP 5,8 vs. 2,2m; HR 0,31. 95 %IC 0,18-0,55.
p<0.001; SG 13,3m vs. 5,3m; HR 0,40. 95%IC 0,24-0,68. p=0,001), los resultados en sangre no
tuvieron impacto en la supervivencia y la concordancia entre los resultados de tejido y sangre fue

baja.

88



Como se ha comentado, en este estudio inicial, la técnica usada para determinar el estado del
promotor de MGMT fue la MSP. Los datos obtenidos en nuestra cohorte tenian dos
incongruencias, en relacién a lo observado en la practica diaria, y a lo descrito en la literatura. Por
un lado, no se demostraba el valor prondstico de MGMT en las determinaciones sanguineas y por
otro, los resultados entre los dos tipos de muestra (tejido y sangre) tuvieron una concordancia

baja.

A raiz de estos resultados, surge la idea de un nuevo proyecto y el motivo de esta tesis, con
intencién de discernir si, otra técnica, podria detectar mas casos con metilacién del promotor de
MGMT, en las muestras de tejido y de sangre. La pirosecuenciacién ofrece una rapida evaluacion
del estado de metilacién de la MGMT, con una elevada especificidad y sensibilidad (165, 235) y
con buena relacion coste-efectividad (236-238). Por estos motivos, se eligié su uso para este

estudio.
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3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipétesis

Nuestra hipétesis es que, en los pacientes afectos de GB, la pirosecuenciacion podria detectar un
mayor nimero de muestras de sangre y tejido, con metilacién del promotor del gen MGMT, que

la MSP.

El proyecto plantea que el uso del ctDNA, hallado en sangre en pacientes con GB, seria un buen
biomarcador para el analisis de la metilacion del promotor de MGMT, por pirosecuenciacion y

MSP.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo principal

1. El objetivo principal de este estudio fue determinar, en pacientes con GB, la metilacién del
promotor del gen MGMT, mediante la técnica de pirosecuenciacidn, en muestras pareadas de

tejido y sangre (suero y plasma), y compararla con los resultados obtenidos mediante MSP.

3.2.2 Objetivos secundarios

Los objetivos secundarios fueron los siguientes:

2.1 Analizar el valor predictivo y prondstico de la metilacidon del promotor del gen de MGMT en

GB, mediante su determinacién por pirosecuenciacion y MSP, en tejido y sangre.

2.2 Comparar, de manera pareada, los resultados de ambas muestras (tejido y sangre) con una
misma técnica. Es decir, tejido frente a sangre mediante MSP vy tejido frente a sangre mediante

pirosecuenciacion.

2.3 Valorar la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo negativo y el valor predictivo

positivo, de ambas técnicas.

2.4 Definir el punto de corte, con relevancia clinica, para determinar el valor de la metilacién de

MGMT, mediante pirosecuenciacion.
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4 METODOLOGIA

4.1 Seleccion de casos. Pacientes y muestras

Los casos y muestras utilizados en este proyecto proceden del ensayo clinico GENOM 009. Las
muestras parafinadas de tejido tumoral y las sanguineas se mandaron a nuestro centro (centro
principal), posteriormente al registro de los pacientes (Figura 34). Se realizé una revisién

centralizada, de los diagnésticos, para confirmar que todas las muestras eran de GB.

Extraccion
de sangre

Obtencidn
de tejido

l

Tumor

Figura 34. Muestras obtenidas de los pacientes.

Unicamente 93 pacientes, de los 102 registrados, iniciaron el tratamiento dentro del ensayo
GENOM 009, 45 para recibir TMZ y 48 para recibir TMZ mas Bev. Asi pues, aunque en nuestro
estudio se determind el estado de metilacion de MGMT, por pirosecuenciacién, en todas las
muestras recopiladas, sdlo se pudo analizar la SG, la SLP y las tasas de respuesta en aquellos
pacientes con seguimiento dentro del ensayo. Al ser pacientes incluidos en un ensayo clinico,
tanto los datos identificativos, como las muestras, estaban anonimizados, y los participantes
habian firmado un consentimiento informado general y uno especifico para el analisis molecular.
El estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol. Las
variables estudiadas se tomaron de las ya existentes en la base de datos (edad, sexo, fecha de
cirugia, tipo de cirugia, MMSE, IK (o PS), estado de metilacion de MGMT en tejido y sangre
(realizado mediante MSP), tratamiento recibido, tipo de respuesta al tratamiento, fecha de
progresién y de éxitus o ultimo control. Con esta informacion, se realizé el estudio demografico,

de respuesta al tratamiento, de SLP y de SG.
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Los casos estudiados, en el presente trabajo, se seleccionaron por tener remanente de tejido
tumoral y/o muestra de suero y/o plasma, para realizar la determinacion del estado de metilacion
de MGMT, mediante pirosecuenciacion. Hay que destacar que ya en el estudio inicial, con MSP,
no se pudo disponer de ambas muestras en todos los pacientes y en este segundo estudio algunas

de las muestras ya se habian agotado.

Aparte de las muestras de tejido tumoral, se analizé el porcentaje de metilacién de MGMT en

muestras no tumorales: tejido cerebral normal, tejido de colon y células sanguineas (linfocitos).

4.2 Analisis de metilacion del promotor de MGMT mediante pirosecuenciacion

A continuacidn se expone, de forma esquematica, el proceso desarrollado en cada una de las
muestras (Figura 35). Hay que tener en cuenta que en el caso del tejido, inicialmente, se empezd
utilizando el DNA extraido y convertido con bisulfito, sobrante del primer andlisis. Si las muestras
no obtenian un resultado valorable con la nueva técnica y se tenia tejido almacenado, se iniciaba
el proceso completo desde la extraccion del DNA de las muestras almacenadas. En caso de tener
DNA extraido, se realizaba la conversion previa a la PCR. Para las muestras de sangre (suero o
plasma), al tratarse de un material genético mas inestable, se realizé todo el procedimiento desde

el primer paso (extraccién del DNA) en todos los casos.

=i Muestra |
4
I
| Extraccion de DNA |
=| DNA |
A |
| Conversidn con bisulfito | GAC AleA CG GACGTG[CGACG
:I DNA convertido | GAUATGICGACG GAUGTG[UGACG
A
! } }
| PCR | GATATGICGACG GATGTGIGACG
| Pirosecuenciacion |

— Resultado no valorable | Resultado valorable

Figura 35. (Adaptada de (109)). Resumen de los pasos realizados con cada una de las muestras. En el caso en que el
resultado no era valorable, se utilizaba el DNA convertido de nuevo. Si el caso seguia siendo no valorable, o en los casos
en que no se disponia de DNA convertido, se utilizaba el DNA extraido. Si el caso alin era no valorable, o si no se tenia
DNA extraido, se extraia nuevo DNA de la muestra.
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4.2.1 Extraccion del DNA

4.2.1.1 Extraccion del DNA en tejido FFPE

El DNA se obtuvo a partir de cortes de tejido fijado en formol e incluido en parafina (FFPE). El
patdlogo selecciond las zonas tumorales, sobre cortes tefiidos con hematoxilina-eosina. Se
procuré que dichas zonas incluyeran un minimo de 80% de células tumorales y se excluyeran las

areas mds necroéticas y el tejido sano (Figura 36).

Entre 2 y 6 laminillas de 5 um, en funcién del tamafio del drea tumoral seleccionado, fueron
desparafinadas con xilol/etanol y tefiidas con hematoxilina-eosina. Se macrodisecaron las areas
de interés y se recogieron en el tampdn de lisis, proporcionado por el kit “QlAamp® DNA micro
kit” (Qiagen, Hilden, Germany). Posteriormente, se realizd la extraccion del DNA, siguiendo las

instrucciones del fabricante, con alguna modificacion (Figura 36).

Cada muestra macrodisecada se digirid, durante 16-20 horas, a 562C con proteinasa K. Tras
digerirse el tejido, las muestras se incubaron a 902C, 1 h, para revertir parcialmente los
entrecruzamientos creados por el formol. Seguidamente, la muestra se proceso, en una columna

de gel de silica, obteniendo el eluido de DNA purificado.

La concentracion de DNA extraido se cuantificd midiendo la absorbancia de la muestra a 260 nm

en el espectrofotometro “DS-11" (DeNovix, Wilmington, Delaware, EEUU).

Seleccién de la Diseccion de las Extraccion
zona tumoral areas de interés del DNA

Figura 36. Pasos seguidos en el proceso de extraccion del DNA de tejido.
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4.2.1.2 Extraccion del DNA en sangre

En lo que refiere a la muestra sanguinea, se extrajeron 10 ml de sangre venosa de cada paciente,
en tubos “Vacutainer”, con gel de SST y activador de coagulacién (Becton Dickinson, NJ, EE.UU.) y,
para el plasma, los tubos contenian k2E (EDTA). El suero y el plasma se aislaron, después de
centrifugar la muestra a 2500rpm durante 10 minutos, a temperatura ambiente, y fueron
almacenados a -202C hasta su andlisis, después de una segunda centrifugacién de iguales
caracteristicas. EI DNA circulante, se obtuvo con el kit “QIAmp® Blood Mini-Kit” (Qiagen)
siguiendo las instrucciones del proveedor. El proceso, fue andlogo al realizado con el kit de tejido,

pero en este caso sin precisar de una incubacion prolongada con proteinasa K, ni a 902C.

4.2.2 Conversion del DNA con bisulfito

El DNA extraido, se tratd, quimicamente, con bisulfito, para la modificacién de las citosinas no
metiladas a uracilos (Figura 37). Las citosinas metiladas (5-metilcitosinas) son resistentes a esta
reaccidén y permanecen como citosinas. Este paso es necesario para convertir fragmentos de DNA

iguales a nivel de bases, pero diferentes en metilacién, en secuencias que sean distinguibles en

/ NaHs0,, lnsn +HO, - NH o
+ NaHSO, )\

S04Na SO;Na

una PCR.

Citosina Uracilo

Figura 37. Reacciones quimicas que intervienen en la conversién con bisulfito. Sulfonacién, desaminacién y

desulfonacién.

Esta conversion, se realizd con el kit “EZ-DNA Methylation-Gold kit®” (Zymo Research, Irvine,
California, EEUU), siguiendo las instrucciones provistas. Brevemente, a 400 ng de DNA (en 10 pl)
se le afiadieron 130 pl de “CT conversion reagent”. Las muestras se incubaron a 982C, durante 10
minutos, y a 642C, 2,5horas. Posteriormente, se aplicaron a una columna “Zymo-Spin IC™” de gel
de silica, donde se unié el DNA. La reaccidén se completé afiadiendo, a la columna, 200 ul de “M
desulphonation buffer” e incubandola durante 20 min con el DNA. Finalmente, tras dos lavados

con los tampones del kit, se recuperé el DNA, ya modificado, en 20 ul de tampdn de elucion.
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El DNA que se obtiene, mediante este proceso, es altamente inestable, ya que las cadenas han
dejado de ser complementarias, y se ha de manipular siempre en hielo. En nuestro caso, el DNA

fue conservado a -209C hasta su utilizacion.

En lo que se refiere a las muestras controles utilizadas, el control positivo (DNA completamente
metilado) utilizado en la PCR, “CpGenome™ Universal Methylated DNA Millipore”, fue
modificado, en paralelo, con las muestras. El control positivo no metilado (DNA completamente
no metilado) se comprd ya modificado, “EpiTect® control DNA (human) unmethylated and

bisulfite converted” (100), Qiagen.

4.2.3 Reaccion de la cadena de polimerasa especifica de metilacion (MSP)

Inicialmente, en el estudio original, las muestras fueron analizadas mediante la PCR especifica de
metilacion (MSP). A partir del DNA modificado, se realizé la MSP, es decir, se amplificaron
separadamente, con cebadores especificos, las secuencias de MGMT metiladas y las no metiladas.
En cada andlisis, se incluyé la muestra por duplicado, dos controles comerciales (DNA metilado y
DNA no metilado) y un control sin muestra, agua. Las parejas de cebadores utilizadas fueron las
descritas por Esteller y colaboradores, y se indican en la tabla 15 (239). Las condiciones de
termociclado fueron de 5 min a 952C, seguido de 42 ciclos de (30”952C, 30” 592C, 30”72°C) y 5
min a 722C. En las muestras de suero y plasma se utilizaron 50 ciclos. Las concentraciones finales
de los reactivos de PCR fueron: “HotStart®Plus” (Qiagen, Izasa, Espafia) 0,5 U/ul, MgCl, 2 mM,
dNTP 200 uM y cebadores 0,2 uM. Los productos de las PCR se analizaron en un gel de agarosa de

alta resolucion, al 2,5%, tefiido con “SYBR® Safe DNA gel stain” (Invitrogen, Thermofisher,

Espaiia).
Region Medida del
e : Secuencia de los cebadores
amplificada | fragmento
Promotor no Forward 5°- TTT GTG TTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT -3’
ilad 92pb
metilado Reverse 5’- AAC TCC ACA CTC TTC CAA AAA CAA AAC A -3°
Promotor S0 Forward 5'-GGG CTC TGG AGG AAA AGA AAG -3°
. p
metilado Reverse 5~ CTC CAT CTC ATA GCT GTC GG -3’

Tabla 15. Secuencia de los cebadores empleados para el estudio de la metilacion del promotor de MGMT.
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Una muestra se consideré metilada al observarse una banda en la PCR con cebadores metilados.
Cuando no se observaba ninguna banda en ninglun tubo, la muestra se valor6 como "no
evaluable". En algunos casos, con resultados diferentes en el duplicado de la muestra, esta se
volvid a analizar por triplicado. Se consideré como positiva, cuando se objetivé banda en 2 de los

cinco ensayos.

4.2.4 Pirosecuenciacion

El DNA purificado y convertido (20 ng), se utilizé para amplificar el promotor de MGMT, con los
cebadores especificos del kit “Pyromark®Q24 CpG MGMT”, disefiados para analizar las CpGs 74 -
75 -76 -77 y 78. El protocolo, las condiciones y los reactivos usados para la PCR fueron los dados
por el kit “PyroMark®PCR”. Los cebadores, se utilizaron a una concentracion final de 0,2 uM. Las
condiciones de termociclado, para las muestras de tejido, fueron de 5 min a 959C, seguido por 45
ciclos de (20” 952C, 30” 532C, 20” 72°C) y 5 min a 722C. Para las muestras de sangre, inicialmente
se aplicaron las mismas condiciones, pero, a posteriori, dado que los resultados obtenidos no se
encontraban dentro del rango dptimo requerido por la técnica, se aumentd la amplificacion a 50
ciclos. Ya que varias muestras se procesaron en paralelo, para cada amplificacién de PCR se

incluyeron un control positivo de metilacidn, uno negativo y una muestra de agua.

La reaccién de pirosecuenciacién se realizé con el sistema “Qiagen PyroMark Q24 system”
(Qiagen GMbH, Hilden, Alemania), segun sus protocolos. Dicho sistema, aprovecha la
biotinilizacién de uno de los cebadores, el que generara la cadena molde, para purificar dicha

cadena y ponerla en contacto con el cebador de secuenciacién.

Resumidamente, el producto de la PCR (10ul) fue incubado con “Streptavidina Sepharose perls”
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) durante 10min a 1400 rpm, para unir los productos

de la PCR a las esferas de sefarosa.

Posteriormente, para purificar la cadena molde, se utilizé la “Pyromark Q24 Vaccum Workstation”
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), en la que, de manera secuencial, se fueron lavando las cadenas
de DNA con etanol, tampdn de desnaturalizacién y tampdn de lavado, para finalmente obtener la
cadena molde (Figura 38). Las cadenas molde de DNA purificadas, se hibridaron con el cebador de

Ill

secuenciacion en el “annealing buffer” (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), a una concentracion de

0,4 uM, durante 2 min a 802C y, tras ello, atemperados durante 20 min.
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“Wash buffer” Estacionamiento

l‘ - 51\-—._];. § — — =
\’ ' .
- |
Solucién Agua pura
desnaturalizante guap
Etanol 70% Agua pura

Bandeja de Bandeja
la PCR “Pyromark Q24”

Figura 38. Esquema de la estacion de trabajo (“Pyromark Q24 Vaccum workstation”) con cada uno de los pasos.

Finalmente, las muestras se procesaron en el equipo “Qiagen Pyromark Q24 System”, con los
reactivos de “Pyromark Gold Q24 Reagents”, que incluyen los dNTP, asi como los enzimas
necesarios para que la reaccién de pirosecuenciacién, propiamente dicha, tenga lugar.
Con la seleccion del ensayo de MGMT, la secuencia a analizar fue
“YGTTTTGYGTTTYGAYGTTYGTAGGTTTT”, donde “Y” representa la base interrogada (C o T). El
orden de dispensacion de los dNTP fue el siguiente: “GTCGTTAGTCAGTTCGTATCAGTCGTCA”. Esta
ultima C, marcada en amarillo, y visualizada en el histograma (Figura 39), es un control del

tratamiento con bisulfito. El histograma esperable, con este ensayo, es el siguiente:

o = NW

Figura 39. Histograma.
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Tanto la programacidn de la pirosecuenciaciéon y orden de dispensacion, como el andlisis posterior

de los resultados, se realizé con el programa “Pyromark Q24 2.0.8".

El DNA comercial no metilado (N=13), se utilizd para calcular la linea base o “punto de corte

técnico” de la determinacién del estado de la metilacion de MGMT, mediante pirosecuenciacién.

Los pirogramas que se consideraron valorables fueron Unicamente aquellos en los que la RLU
(relative light unit), en el eje Y, era superior a 25. En las figuras 40, 41 y 42 se muestran ejemplos
de pirogramas obtenidos al analizar la metilacidn del promotor de MGMT en muestras de tejido.
En las 40 y 41 se observan ejemplos de pirogramas en el que el valor en el eje Y no era 25y, por
tanto, se considerd “no éptimo” para la valoracion del resultado. Mientras que en la figura 42 se

muestra un resultado valorable.

BL YGTTTTGYGTTIYGAYGTIYGTAGGTTTT
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Figura 40. Pirograma no valorable.
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Figura 42. Pirograma valorable.
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4.3 Analisis estadistico

Los datos se implementaron en una base de datos extraida de la utilizada en el ensayo GENOM
009, que contenia las variables relevantes. El procesamiento estadistico de las variables de
estudio se realizd con el programa bioestadistico “SPSS” (version 24.0) para Windows (IBM Corp.,

Armonk, NY).

El estudio descriptivo de la poblacién se realizd6 mediante un estudio de frecuencias. Las variables
categoéricas se evaluaron mediante el test de Chi-cuadrado o test de Fisher, en caso necesario, en

una tabla de contingencias de 2x2.

En lo que se refiere al andlisis del impacto prondstico y predictivo del estado de metilacion de
MGMT mediante ambas técnicas, la SLP y la SG se evaluaron usando el método de Kaplan-Meier y

se compararon las curvas con el test de log-rank.

Con la finalidad de evitar factores de confusion, en el primer estudio, con MSP, los encargados de
manipular las muestras de tejido y de sangre utilizaron diferente codificacion para los casos. De

este modo, no podian saber el resultado que se obtenia en un mismo caso, en distinta muestra.

Los resultados de la pirosecuenciacidn se entregaron, en forma de porcentaje, para cada una de
las citosinas de las posiciones CpGs de la 74 a la 78, de cada muestra (suero, plasma y tejido). Asi
mismo, se cred una nueva variable utilizando la media del porcentaje de metilacidon de esas 5

posiciones para cada tipo de muestra y caso.

Para determinar el punto de corte, con relevancia clinica, para cada CpG y las medias, se utilizé el
programa “RStudio v3.4.4”. Mediante las "Estadisticas de clasificacion maxima seleccionada"
(paguete maxstat de la version 1.1.442) se determind el punto de corte que predijo la diferencia
maxima en SG, dandole el nombre de “mejor punto de corte”. Luego, se buscé el punto de corte
minimo en el que las diferencias en SG comenzaron a ser significativas (p<0,05), llamandole
“punto de corte minimo”. Segun estos ultimos valores, se construyd una variable dicotémica con
el término: muestra con promotor de MGMT metilado o muestra MET, si el valor era superior al
punto de corte, o muestra con promotor de MGMT no metilado o no-MET, si el valor era inferior

o igual al punto de corte. Esos valores fueron los utilizados para el resto de analisis estadisticos.
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El paquete "epiR" de R se utiliz6 para calcular la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) de los distintos casos para predecir el resultado
del estado de metilacidn. Se entiende como sensibilidad la probabilidad de que un individuo con
evento tenga un resultado positivo en una prueba (verdaderos positivos), mientras que la
especificidad define la probabilidad de que un individuo sin evento tenga un resultado negativo
en la prueba. En cuanto al VPP, es la proporcién de verdaderos positivos entre el global de
positivos (verdaderos positivos/ verdaderos positivos + falsos positivos), y el VPN, la de
verdaderos negativos entre todos los negativos. Dado que en este caso, ninguno de los resultados
se puede considerar el de referencia, se realizaron comparaciones de manera bilateral entre
resultado en tejido por ambas técnicas (MSP vs pirosecuenciacidn y pirosecuenciacion vs MSP),
ambas muestras por pirosecuenciacion (plasma vs tejido por pirosecuenciacion) y ambas

muestras por MSP (sangre vs tejido por MSP).

Las variables categéricas se compararon con la prueba Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher.
Todos los pacientes que comenzaron el tratamiento se incluyeron en los analisis. La respuesta al
tratamiento neoadyuvante se evalud, tras dos ciclos, segin los criterios RANO. Para esta
valoracién, las respuestas se agruparon en beneficio clinico (enfermedad estable, respuesta
parcial o respuesta completa) y no beneficio clinico (progresién). La SLP se definié como el tiempo
desde la inclusién del paciente, en el ensayo clinico, hasta la primera progresién documentada o
la muerte por cualquier causa. La SG se definié como el tiempo desde la inclusién hasta la muerte
por cualquier causa. Los pacientes que todavia estaban libres de progresién o vivos en la fecha del
ultimo contacto fueron censurados. Las medianas de la SLP y la SG se calcularon con el método de
Kaplan-Meier y se compararon mediante la prueba de log-rank. Todas las pruebas estadisticas

fueron bilaterales y la significacién se establecié en 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de los pacientes

La mediana de edad de los pacientes, analizados en nuestra cohorte, fue de 63 afos (36-79) y el
58,8% (N=60) eran hombres. En lo que se refiere al estado funcional, la mayoria (71,3%) tenian un
PS de 0-1 y el 48% un indice de Barthel (ver anexo 2) mayor a 90. Neurolégicamente, el 54,9%
tenia un MMSE > 27 y el 59,8% presentaba algun déficit. Las localizaciones mas frecuentes del GB

fueron temporal, en un 30,4%, frontal en un 28,4% y parietal en un 23,5%.

En las siguientes tablas se presentan todas las caracteristicas detalladas de los pacientes.

N=102 N=102
Caracteristica Caracteristica
N (%) N (%)
Edad Tratamiento dentro del ensayo
Mediana (rango) 63 (36-79) No 9(8,8)
>50 afios 97 (95,1) Si 93(91,2)
<50 afios 5(4,9) Rama de tratamiento
Sexo A: TMZ 53 (52)
Hombre 60 (58,8) B: TMZ + Bev 49 (48)
Mujer 42 (41,2) Tipo de cirugia
Localizaciéon tumoral Biopsia 83 (814)
Temporal 31 (30,4) Reseccidn parcial 17 (16,7)
Frontal 29 (28,4) Desconocida 2 (1,96)
Parietal 24 (23,5)
Tabla 16 y 17. Caracteristicas de los pacientes.
Cuerpo calloso 7(6,86) N: Numero de pacientes.
Occipital 3(2,94)
Multicéntrico/multifocal 3(2,94)
Talamo 2 (1,96)
Hipotalamo 1(0,98)
Desconocida 2 (1,96)
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N=102
Caracteristica
N (%)
PS
0-1 72 (71,3)
>2 29 (28,7)
MMSE test
>27 56 (54,9)
<27 37 (36,3)
Desconocido 9(8,8)
indice de Barthel
>90 49 (48)
70-90 30(29,4)
<70 17 (16,7)
Desconocido 6(5,9)

Tabla 18. Estado funcional de los pacientes.

Caracteristica

N=102

N (%)
Déficit neuroldgico
No 40 (39,2)
Si 60 (58,8)
Desconocido 2(2)
Tipo de déficit neurolégico
Ninguno/desconocido 41 (40,2)
Mas de uno 18 (17,6)
Sintomas motores 20 (19,6)
Lenguaje 9(8,8)
Cognitivo 5(5)
Sensorial 4 (3,9)
Visual 3(2,9)
Convulsiones 2(2)

Tabla 19. Estado neuroldgico de los pacientes.

N=102
Caracteristica
N (%)
Uso de anticonvulsivantes
No 52 (51)
Si 48 (47)
Desconocido 2(2)
Farmacos anticonvulsivantes
1 farmaco 42 (41,14)
2 farmacos 4(3,92)
3 farmacos 1(0,98)
Desconocido 55 (53,96)

Tabla 20. Tratamiento anticonvulsivante.
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5.2 Muestras

El ensayo incluyé 102 pacientes, de los cuales, finalmente, se recopilaron 81 muestras de tejido y
83 de sangre. En éstas se realizd el andlisis de la metilacidn del promotor de MGMT mediante

MSP.

Dado que el presente proyecto se realizd, a posteriori, y no de manera paralela, se dispuso de 78
muestras de tejido y 64 de sangre (suero o plasma) para comparar el analisis por

pirosecuenciacion.

La determinacién por MSP en tejido (M-MSP-T) fue informativa en 73 pacientes, mientras que con
pirosecuenciacion (M-PIR-T) lo fue en 74. Es decir, 8 muestras fueron no valorables por MSP y 4
por pirosecuenciacion. En cuanto a las muestras de sangre, 74 pacientes tuvieron un resultado
con MSP (M-MSP-S) mientras que, con pirosecuenciacion, 53 lo tuvieron en el suero (M-PIR-Su) y
49 en el plasma (M-PIR-P), siendo 3 muestras no valorables en suero y 6 en plasma. No todos los
pacientes tuvieron resultados para muestras pareadas, de hecho 70 tuvieron resultados en tumor
utilizando las dos técnicas, 50 pacientes mediante MSP tanto en sangre como en tejido, 33 en
tumor y plasma por pirosecuenciacion y 39 en tumor y suero. En total, se obtuvieron resultados
valorables en el 90,1% de muestras para M-MSP-T y 89,2% para M-MSP-S. Mientras que, con
pirosecuenciacion, 94,9% para M-PIR-T, 94,6% para M-PIR-Su y 89,1% para M-PIR-P.

Esta distribucion total de los pacientes y las muestras con resultados valorables, se esquematiza

en la siguiente figura.

| PACIENTES global

[ TEJIDO [ | SANGRE
N=50 [ prasma || suero
|
M-MsSP-T | N=70 | pM-pIR-T M-MSP-S M-PIR-P M-PIR-Su
N=73 N=74 N=74 N=49 N=53
I
N=33

Figura 43. Muestras de los pacientes incluidos en nuestro proyecto.

La correlacidn entre el estado de metilacion del promotor de MGMT, por ambos métodos, v el
beneficio clinico, SLP y SG sélo se calculd para los pacientes tratados dentro del ensayo y con

resultado informativo (Figura 44).
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PACIENTES dentro del ensayoclinico
TEJIDO SANGRE
PLASMA SUERO
M-MSP-T M-PIR-T M-MSP-S M-PIR-P M-PIR-Su
N=67 N=68 N=71 N=45 N=51

Figura 44. Muestras disponibles de los pacientes incluidos en el ensayo clinico GENOM 009.

5.2.1 Muestras de tejido

De los 102 pacientes totales, en 21 no se recopilaron las muestras histoldgicas, por lo que no se
pudo analizar la metilaciéon del promotor de MGMT. El resto, se fueron recolectando, conforme

eran recibidas de otros centros, y se congelaron para el posterior analisis por MSP.

El proyecto de la pirosecuenciacion se inicié 3 afios después. Durante este tiempo, las muestras
permanecieron almacenadas en congelacion. Algunas se preservaron en forma de DNA
modificado mediante bisulfito, otras disponian de DNA extraido remanente y otras, incluso, de

muestra histolégica.

En nuestro estudio actual, con la finalidad de sacar el maximo rendimiento del material restante,
inicialmente, se analizaron las muestras almacenadas de DNA modificado con bisulfito. En los
casos en que el resultado era no valorable, o en rangos no dptimos para la exigencia de la técnica,
se repitié la amplificacion por PCR o la extraccion del DNA. De este modo, sélo se tuvieron en
cuenta los resultados que estaban dentro de los rangos dptimos de la técnica. Algunos casos no

valorables, fueron descartados por no disponer de mas material genético o muestra de parafina.

5.2.2 Muestras de sangre

De nuestra cohorte de 102 casos, en 38 no se tuvieron muestras de sangre (ni plasma ni suero).

Por lo que se recopilaron 64 muestras sanguineas, 55 de plasma y 56 de suero.
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5.3 Determinacion del punto de corte de la pirosecuenciacion

5.3.1 Punto de corte técnico

Uno de los procesos que se realizd, antes de analizar los resultados de las muestras, fue el estudio
de la metilaciéon del promotor de MGMT, mediante pirosecuenciacion, en el DNA no metilado
comercial. Un total de 13 controles no metilados se valoraron con pirosecuenciacién, obteniendo
un media de metilacion de 2,88 (desviacidon estandar de +/- 0,71). Este valor fue el que se

Ill

considerd, a partir de ese momento, como el “punto de corte técnico”. Los porcentajes de

metilacion inferiores a este valor, fueron determinados como negativos.

5.3.2 Metilacion en muestras no patoldgicas

Con la finalidad de tener una referencia del grado de metilacion de MGMT normal, se analizo,
mediante pirosecuenciacion, tejido no tumoral, a modo de muestras control. Asi pues, se
analizaron 11 muestras de linfocitos sanguineos, 10 de colon y 6 de cerebro normal. De entre las
muestras de cerebro, en 5 se valord, por separado, la sustancia blanca (s.blanca) y la gris (s.gris).
Se analizaron las 5 CpGs de cada muestra y se calculd, por un lado, la media de las 5 CpGs de cada

caso y, por otro, la media de todos los casos para cada posicion (Tabla 21).

La media de metilacion para los linfocitos fue de 2,8 (desviacidon estandar +/- 1,11); para las
muestras de colon, 2,4 (+/- 2,06); para el cerebro normal, 3,7 (+/- 1,03); para la s.gris 3,2 (+/- 0,8)
y para la s.blanca 8,5 (+/- 4,96) (Tabla 21).

Media Media Media Media Media Media Desviacion

CpG 74 CpG 75 CpG 76 CpG 77 CpG 78 estandar
Linfocitos 2,1 2,9 2,9 1,8 4,2 2,8 1,11
Colon 1,7 2,8 3,1 1,7 2,9 2,4 2,06
Cerebro 3,5 3,7 4,5 2,7 4,4 3,7 1,03
S.Blanca 3,8 6,6 8 7,8 16,4 8,5 4,96
S.Gris 2 3,6 2,2 5,8 2,4 3,2 0,80

Tabla 21. Resultados de le metilacion de MGMT en las muestras no patoldgicas, con la media y la desviacién
estdndar para cada muestra.
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5.3.3 Puntos de corte para las muestras de sangre y tejido

Se obtuvieron los resultados del porcentaje de metilaciéon de cada una de las 5 citosinas (74-78)
de las CpG del promotor de MGMT analizadas en tejido, suero y plasma. Se realizé la media de
estas cinco posiciones y se analizod el punto de corte en el que se identificaban las diferencias

maximas en SG. A este punto se le llamé “mejor punto de corte”.

El “mejor punto de corte” para el promedio de las cinco posiciones CpG fue: 11,4% en el tumor

(M-PIR-T), 3,4% en el plasma (M-PIR-P) y 1,6% en el suero (M-PIR-Su).

Dado que no se pudo identificar una correlacién significativa entre el “mejor punto de corte” para
el suero y la SG, y que los valores de metilacion de éste eran inferiores a las muestras control de
DNA no metilado comercial (“punto de corte técnico”), los valores del suero se descartaron para

analisis adicionales.

Mas allad del “mejor punto de corte”, se analizd el valor minimo a partir del cual se objetivaban
diferencias estadisticamente significas (p<0,05), en SG, el cual se llamé “punto de corte minimo”.
Este punto, basado en la media de las 5 CpGs analizadas, fue de 5% (p=0,009) para M-PIR-T y 3,4
% (p=0,01) para M-PIR-P y fue el valor que se utilizdé para determinar una muestra como MET o

no-MET (Tabla 22).

M-PIR-T M-PIR-P

Punto de corte minimo 5% 3,4%

Valor p 0,009 0,01

Tabla 22. Punto de corte minimo para M-PIR-T y M-PIR-P.

Las tabla 23, 24 y 25 presentan los porcentajes de metilacion de cada una de las CpGs (74-78) en
las muestras de tejido, plasma y suero analizadas mediante pirosecuenciacion. Del mismo modo,
se refleja su media, mediana, desviacién estdndar, “mejor punto de corte” y significacién
estadistica (valor p para diferencias en supervivencia global). EI “mejor punto de corte”

representa el punto en el que se observaban las maximas diferencias en SG.
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M-PIR-T (% de metilacion de las CpG)

CpG CpG CpG CpG CpG
Media
74 75 76 77 78
Media 18,86 19,82 18,88 19,69 13,95 18,24
Mediana 4 6,5 7 4,5 5,5 5,8
Desviacion estandar 24,71 23,70 23,05 25,83 20,52 21,61
Mejor punto de corte 6 6 10 15 8 11,4
Vellels 2 pere) (0,001) | (0,003) | (0,001) | (0,002) | (0,008) | (0,002)
diferencias en SG

Tabla 23. Resultados en tejido. Se muestra el “mejor punto de corte” para cada CpG. En verde, el “mejor punto de
corte” para la media. Entre paréntesis, se muestra el valor p para la significacion en SG.

M-PIR-P (% de metilacion de las CpG)
CpG CpG CpG CpG CpG
Media
74 75 76 77 78
Media 7,27 8,49 9,33 8,10 8,86 8,40
Mediana 2 3 3 2 3 2,8
Desviacion estandar 18,01 18,72 19,15 19,86 20,04 19,96
Mejor punto de corte 3 4 8 3 6 3,4
Valor p para
. . (0,023) | (0,177) | (0,002) (0,01) (0,057) | (0,005)
diferencias en SG

Tabla 24. Resultados en plasma. Se muestra el “mejor punto de corte” para cada CpG. En verde, el “mejor punto
de corte” para la media. Entre paréntesis, se muestra el valor p para la significacion en SG.

M-PIR-Su (% de metilacidn de las CpG)

CpG CpG CpG CpG CpG .

Media
74 75 76 77 78

Media 6,19 7,23 7,19 6,57 7,60 6,9

Mediana 2 3 3 2 3 2,6
Desviacion estandar 12,97 12,7 13,17 14,46 13,69 13,3
Mejor punto de corte 1 2 2 1 1 1,6

Valor p para
(0,069) | (0,223) | (0,05) | (0,023) | (0,099) | (0,058)
diferencias en SG

Tabla 25. Resultados en suero. Se muestra el “mejor punto de corte” para cada CpG. En verde, el “mejor punto de
corte” para la media. Entre paréntesis, se muestra el valor p para la significacion en SG.
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5.4 Andlisis individual de las diferentes CpGs

Como se ha explicado previamente, para llevar a cabo los analisis estadisticos de las muestras de
pirosecuenciacion, se optd por usar la media del porcentaje de metilacién de las 5 CpGs
analizadas. No obstante, una vez obtenidos los dos puntos de corte (el “mejor” y el “minimo”), se
determiné cuantos pacientes definidos como MET, por el valor de la media de las 5CpGs, hubieran
tenido un resultado diferente al analizar cada una de las CpGs por separado vy, al contrario,
cuantos no-MET, hubieran resultado MET. Asi pues, se entrecruzaron los puntos de corte de cada

posicién de CpG con los de tejido y plasma.

En la tabla 26, se presentan los resultados para el “mejor punto de corte” en tejido para cada CpG

Ill

cruzado con el “mejor punto de corte” de la media. En verde se marcan los casos coincidentes y

IM

en azul los casos MET segln el “mejor punto de corte” de cada citosina individual, pero no-MET

segln la media.

Mejor punto de
corte de la media
Total
de CpGs
<11,4% | >11,4%

CpG 74 No MET N 39 1 40
Mejor punto % 52,7% 1,4% 54,1%
de corte 6% MET N 5 29 34

% 6,8% 39,2% 45,9%
Total N 44 30 74
% 59,5% 40,5% 100%

CpG 75 No MET N 37 0 37
Mejor punto % 50% 0% 50%
de corte 6% MET N 7 30 37

% 9,5% 40,5% 50%
Total N 44 30 74
% 59,5% 40,5% 100%

CpG 76 No MET N 42 5 47
Mejor punto % 56,8% 6,8% 63,5%
de corte 10% MET N 2 25 27

% 2,7% 33,8% 36,5%
Total N 44 30 74
% 59,5% 40,5% 100%

Tabla 26. Resultados del “mejor punto de corte” en tejido, segin la media, y segun la posiciéon de cada CpG
individual. N: nimero de pacientes, %: porcentaje del total.
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Mejor punto de
corte de la media
Total
de CpGs
<11,4% | >11,4%

CpG 77 No MET | N 44 4 48
Mejor punto % 59,5% 5,4% 64,9%
de corte 15% MET N 0 26 26

% 0% 35,1% 35,1%
Total N 44 30 74
% 59,5% 40,5% 100%
CpG 78 NoMEeT | N 40 6 46
Mejor punto % | 541% 8,1% 62,2%
o, N 4 24 28
de corte 8% MET
% 5,4% 32,4% 37,8%
N 44 30 74
Total
% 59,5% 40,5% 100%

Tabla 26 (continuacion). Resultados del “mejor punto de corte” en tejido, segliin la media, y segun la posicién de
cada CpG individual. N: nimero de pacientes, %: porcentaje del total.

Por lo tanto, de manera resumida, el nimero de casos no-MET por la media pero MET por la
valoracién individual fueron: 5 en laCpG 74, 7 en la CpG 75,2 en laCpG 76 y 4 en la CpG 78. En la
CpG 77, con el “mejor punto de corte” individual en 15%, no hubo ningun caso determinado MET

que fuera no-MET por la media.

En la tabla 27 se muestran los resultados obtenidos al comparar el “punto de corte minimo” de la

IM

media, en tejido, frente a los valores del “mejor punto de corte” individuales de cada una de las

CpGs.
Punto de corte
minimo de la media Total
de CpGs
<5 >5
CpG 74 NoMET | N e2 > 40
Mejor punto % 47,3% 6,8% 54,1%
de corte 6% MET N 0 34 34
% 0% 45,9% 45,9%
Total N 35 39 74
% 47,3% 52,7% 100%

Tabla 27. Resultados del “punto de corte minimo” en tejido, segln la media, y segun el “mejor punto de corte” de
la posicion de cada CpG individual. N: nUmero de pacientes, %: porcentaje del total.
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Punto de corte
minimo de la media
Total
de CpGs
<5 >5
CpG 75 No MET | N 34 3 37
Mejor punto % 45,9% 4,1% 50,%
de corte 6% MET N 1 36 37
% 1,4% 48,6% 50%
Total N 35 39 74
% 47,3% 52,7% 100%
CpG 76 No MET | N 35 12 47
Mejor punto % | 473% 16,2% 63,5%
de corte 10% MET N 0 27 27
% 0% 36,5% 36,5%
Total N 35 39 74
% 47,3% 52,7% 100%
CpG 77 NoMET | N 35 13 48
Mejor punto % 47,3% 17,6% 64,9%
o N 0 26 26
de corte 15% MET
% 0% 35,1% 35,1%
N 35 39 74
Total
% 47,3% 52,7% 100%
N 34 12 46
CpG 78 No MET
Mejor punto % 45,9% 16,2% 62,2%
o, N 1 27 28
de corte 8% MET
% 1,4% 36,5% 37,8%
N 35 39 74
Total
% 47,3% 52,7% 100%

Tabla 27 (continuacién). Resultados del “punto de corte minimo” en tejido, segin la media, y segun el “mejor
punto de corte” de la posicidn de cada CpG individual. N: nimero de pacientes, %: porcentaje del total.

En este andlisis, Unicamente 2 casos serian determinado como MET por la CpG individual (uno en
la CpG 75 y otro en la 78), siendo no-MET por el valor “minimo” de la media.

III

Para los valores de plasma, también se enfrentd el “mejor punto de corte” de cada una de las

CpGs por separado, con el de la media. Estos datos se exponen en la tabla 28.
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Mejor punto de
corte de la media
Total
de CpGs
<34 >3,4
N
CpG 74 No MET 35 5 40
Mejor punto % 71,4% 10,2% 81,6%
de corte 3% MET N 0 9 9
% 0% 18,4% 18,4%
Total N 35 14 49
% 71,4% 28,6% 100%
CpG 75 NoMEeT | N 32 7 39
Mejor punto % | 653% 14,3% 79,6%
de corte 4% MET N 3 7 10
% 6,1% 14,3% 20,4%
Total N 35 14 49
% 71,4% 28,6% 100%
CpG 76 No MET | N 35 6 41
Mejor punto % | 71,4% 12,2% 83,7%
o N 0 8 8
de corte 8% MET
% 0% 16,3% 16,3%
N 35 14 49
Total
% 71,4% 28,6% 100%
N 34 3 37
CpG 77 No MET
Mejor punto % 69,4% 6,1% 75,5%
o N 1 11 12
de corte 3% MET
% 2% 22,4% 24,5%
N 35 14 49
Total
% 71,4% 28,6% 100%
CpG 78 N 35 6 41
No MET
Mejor % 71,4% 12,2% 83,7%
punto de N 0 8 8
MET
corte 6% % 0% 16,3% 16,3%
N 35 14 49
Total
% 71,4% 28,6% 100%

Tabla 28. Resultados del “mejor punto de corte” en plasma, segtn la media, y segun la posicidn de cada CpG
individual. N: nUmero de pacientes, %: porcentaje del total.

En conclusidn, como se observa en la tabla 28, sélo 3 resultados tuvieron un resultado MET para

la CpG 75 y uno para la CpG 77, siendo negativos por el valor de la media.
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5.5 Correlacion entre los resultados con MSP y pirosecuenciacion

Con el fin de analizar la correlacién entre los resultados de la metilacién mediante las dos
técnicas, se valoraron todos los pacientes en global. De manera que se compararon las muestras,
independientemente de que los pacientes hubieran sido o no incluidos en el ensayo clinico, y se
analizé la concordancia entre los resultados de la muestra de un mismo caso determinada por
diferente método. Se entiende como concordancia, los casos coincidentes MET-MET o no-MET-

no-MET.

5.5.1 Metilacion del promotor de MGMT en tejido

La metilacion del promotor de MGMT en tejido, mediante MSP (M-MSP-T), tuvo un resultado

valorable en 73 casos, de los cuales 38 (52,1%) fueron MET y 35 (47,9%) no-MET.

En la figura 45 se muestran algunos de los resultados obtenidos mediante MSP.

Muestral Muestra2 Muestral Muestra2

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

L
:
.
:

—~— —~—

A.Cebadores MGMT metilado B.Cebadores MGMT no metilado

Figura 45. Muestras analizadas por MSP. A: Amplificacién con cebador que se une a las CpGs metiladas. B:
Amplificacion con cebadores que se unen a las CpGs no metiladas. Columnas 1, 2, 8, 9: muestra 1. Columnas 3, 4, 10,
11: muestra 2, Columnas 5, 12: Control positivo (totalmente MET). Columnas 6, 13: Control positivo (totalmente no-
MET). Columnas 7 y 14 sin muestra (agua). PM (peso molecular): 25-500pb (pares de bases).

Inicialmente se estudiaron 78 muestras por pirosecuenciacién, aunque 4 casos no amplificaron
correctamente y, dado que no se disponia de mas muestra para una nueva extraccion de DNA, se

descartaron. Asi pues, de 74 casos restantes, el 100% obtuvo un resultado valorable por

pirosecuenciacion, siendo 39 muestras MET (52,7%) y 35 no-MET (47,3%).

En las figuras 46 y 47 se muestran ejemplos de los casos analizados por pirosecuenciacién.
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Figura 46. Muestra con resultado negativo para metilacidn. El porcentaje indica la proporcidn entre los valores de
Ty C para una CpG.
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Figura 47. Muestra con resultado positivo para metilacion.

En 14 de estos 74 casos estudiados por pirosecuenciacion, la diferencia entre el porcentaje mayor
y el menor entre las CpGs de una misma muestra, fue > 25%. Siendo, la maxima diferencia entre

CpGs, del 88% (de 11 a 98%).

Entre los 70 pacientes con resultados informativos en tejido, tanto para MSP como para
pirosecuenciacion, ocho (11,4%) identificados como no-MET por MSP fueron determinados como
MET por pirosecuenciacion. Por otro lado, tres (4,3%) reconocidos como MET por MSP fueron
definidos como no-MET por pirosecuenciacion. La concordancia entre M-MSP-T y M-PIR-T fue del

84,3% (p<0,001) (Tabla 29).

Técnicay

: 2
muestra M-MSP-T Concordancia xp
Técnicay Estado de MET No-MET %
muestra metilacion N=34 N=36
v 31(44,3%) | 8(11,4%)
M-PIR-T No-MET 84,3 <0.001
N=31 3(4,3%) 28 (40,0%)

Tabla 29. Concordancia entre M-MSP-T y M-PIR-T. N: NUmero de pacientes.

Con los datos obtenidos, también se analizé la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) de las dos técnicas, para la determinacion de la
metilacion en tejido. En nuestro andlisis, la pirosecuenciacion tuvo una especificidad y VPP mayor

en comparacion con la MSP: sensibilidad de 90% frente a 72% y VPP de 91% frente a 78%.
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Por el contrario, la MSP tuvo una sensibilidad y un VPN mejor: 91% frente a 78% y 90% frente a

75%, respectivamente (Tablas 30 y 31).

M-MSP-T vs M-PIR-T M-PIR-T vs M-MSP-T
Sensibilidad 91% (76 - 98%) Sensibilidad 78% (62 - 89%)
Especificidad 75% (58 - 88%) Especificidad 90% (73 - 98%)
VPP 78% (62 - 89%) VPP 91% (76 - 98%)
VPN 90% (73 - 98%) VPN 75% (58 - 88%)

Tabla 30 y 31. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de M-MSP-T frente a M-PIR-T y a la inversa. N=70, %2 p<0,001.

5.5.2 Metilacion del promotor de MGMT en sangre

El andlisis de la metilacion de MGMT en sangre, se realizé en 74 pacientes, por MSP. De estos, 11
pacientes (14,9%) fueron MET y 63 (85,1%) no-MET. Con la técnica de pirosecuenciacién, se
llevaron a cabo 55 determinaciones en plasma, obteniendo datos valorables en 49 de ellas, siendo
14 (28,6%) MET y 35 (71,4%) no-MET. Como se ha explicado previamente, aunque se analizaron
56 muestras de suero mediante pirosecuenciacioén, de las que 53 fueron valorables, estos datos
no se utilizaron, puesto que el porcentaje de metilaciéon en suero, estaba por debajo del “punto

de corte técnico”.

Las muestras de sangre (plasma y suero), analizadas por pirosecuenciacién, tuvieron unos valores

homogéneos entre las 5 posiciones CpGs.

5.6 Correlacion entre los resultados en sangre y tejido

5.6.1 Metilacion del promotor de MGMT por MSP

En 50 casos se obtuvieron resultados valorables con MSP, pareados tejido y sangre (M-MSP-T y
M-MSP-S). Al analizar la concordancia entre ambas muestras, se observé una discordancia en 19

pacientes (38%) (p=0,02) (Tabla 32).

Tecnicay M-MSP-T Concordancia v’p
muestra
Técnicay Estado de MET No-MET %
muestra metilacidn N=26 N=24
"l\"‘f; 8 (16%) 1(2%)
M-MSP-S No-MET 62 0,02
N=d1 18 (36%) 23 (46%)

Tabla 32. Concordancia entre M-MSP-T y M-MSP-S. N: Nimero de pacientes.
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Del mismo modo, se evalué la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la sangre, mediante MSP,
en comparacion con el tejido. La sensibilidad fue del 31%, mientras que la especificidad fue del

96%. Los VPP y VPN fueron 89y 56%, respectivamente (Tabla 33).

M-MSP-S vs M-MSP-T
Sensibilidad 31% (14 - 52%)
Especificidad 96% (79 - 100%)
VPP 89% (52 - 100%)
VPN 56% (40 - 72%)

Tabla 33. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de M-MSP-S frente a M-MSP-T. N=50, y? p=0,024.

5.6.2 Metilacion del promotor de MGMT por pirosecuenciacion

En 33 pacientes se tuvieron resultados pareados en tejido y plasma, mediante pirosecuenciacién

(M-PIR-T y M-PIR-P). La concordancia entre los valores fue de 63,7% (p=0,23) (Tabla 34).

Tecnicay M-PIR-T Concordancia v p
muestra
Técnicay Estado de MET No-MET %
muestra metilacion N=7 N=26 ?
,':’E 5(15,2%) | 10 (30,3%)
M-PIR-P No_MET 63,7 0,23
- o, 0
N=18 2 (6,1%) 16 (48,5%)
Tabla 34.

Concordancia entre M-PIR-T y M-PIR-P. N= Numero de pacientes.

La sensibilidad del plasma frente al tejido fue del 38%, discretamente mayor que mediante MSP
(31%), aunque con ambas técnicas fue baja. La especificidad fue del 76%, un valor bastante

inferior al obtenido con la otra técnica (96%). EI VPP fue del 60% y el VPN del 57% (Tabla 35).

M-PIR-P vs M-PIR-T
Sensibilidad 38% (15 - 65%)
Especificidad | 76% (50 - 93%)
VPP 60% (26 - 88%)
VPN 57% (34 - 77%)

Tabla 35. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de M-PIR-P frente a M-PIR-T. N=33, y2 p=0,465.
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5.7

Impacto prondstico y predictivo de la metilacion del promotor de MGMT

Los datos de eficacia, es decir, supervivencia global (SG), supervivencia libre de progresion (SLP) y

respuesta, solo se analizaron para los pacientes aleatorizados en el ensayo clinico GENOM 009.

La metilacion del promotor de MGMT, mediante MSP, en tejido (M-MSP-T), se correlacioné con el

beneficio clinico (enfermedad estable + respuesta parcial + respuesta completa) (p=0,09) (Figura

48). La SG fue de 4,9 meses en no-MET frente a 12,1 en MET (p=0,001) y la SLP fue de 2,2 meses

en no-MET, mientras que en MET fue de 6,2 (p=0,001) (Figura 49 y 50).
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Figura 48. Beneficio clinico, evaluado segun criterios RANO, para M-MSP-T. %2 p=0,09.
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Figura 49 y 50. SG y SLP segiin M-MSP-T. En verde, casos MET y en azul, no-MET.
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Por otro lado, la determinacién en tejido, por pirosecuenciacién (M-PIR-T) también se
correlaciond con los resultados de beneficio clinico, SLP y SG (p=0,004, p=0,001, p=0,005,
respectivamente) (Figura 51, 52 y 53).
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Figura 51. Beneficio clinico, evaluado segun criterios RANO, para M-PIR-T. x2p=0,004.

SG para M-PIR-T SLP para M-PIR-T
No-MET MET p No-MET MET p
4,9 (2,3-7,4) 9,6 (7,0-12,1) 0,005 2,2 (1,9-2,5) 4,8 (1,8-7,9) 0,001
1,0‘1 I No - MET Rl I No- MET
MET MET
\ —+ Censurado —+ Censurado

L © 08
E 0,8 g
S 8
E g
3 3
© 0,6~ © 067
2 K]
o ]
s + o
2 04 £ o
2 ° 2 °
Q o
=3 S
a . 3

0,2+ 0,21

+
0, T T T T 0,0 T T T T
,00 10,00 20,00 30,00 40,00 100 10,00 20,00 30,00 40,00
Meses hasta éxitus Meses hasta la progresion

Figura 52 y 53. SG y SLP para M-PIR-T. En verde, casos MET y en azul, no-MET.
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Los resultados de sangre, mediante MSP (M-MSP-S) no se asociaron con la SG ni con la SLP (Figura

54y 55).
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Figura 54 y 55. SG y SLP para M-MSP-S.

Sin embargo, al analizar el estado de la metilacion del promotor de MGMT en plasma, por

pirosecuenciaciéon (M-PIR-P), los datos si se correlacionaron con una mejor SG (p=0,007) y SLP

(p=0,002) (Figura 56 y 57).
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Figura 56 y 57. SG y SLP para M-PIR-P.
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Los resultados de metilacion de MGMT para M-MSP-S y M-PIR-P no se correlacionaron con el

beneficio clinico (p=0,127 y p=0,255, respectivamente) (Figura 58).
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Figura 58. Beneficio clinico, evaluado segun criterios RANO, para M-MSP-S (izquierda) y M-PIR-P (derecha).

Ya que M-PIR-P parecia ser un marcador mas preciso que M-MSP-S, se intenté determinar si

completando el resultado de MSP, con un segundo analisis por pirosecuenciacién, mejoraria el

valor prondstico. Para ello, se compard la SG en los pacientes definidos como MET por alguno de

los dos métodos, con los identificados como no-MET por ambas pruebas. La SG fue de 9,6 meses

(1IC 95%; 6,2-12,9) para los pacientes MET y 4,5 meses (IC 95%; 2,5-6,5) para los pacientes no-MET

(p=0,004), datos similares a los de M-MSP-S sola (9,1 vs 8,8 meses; p=0,92) (Tabla 36).

SuperMET*

63

SG

4,5 meses (2,5-6,5)

9,6 (6,2-12,9)

p=0,004

64

SLP

2,3 meses (1,8-2,6)

4,6 (2,7-6,6)

p=0,011

Tabla 36. SLP y SG para el grupo “SuperMET”. *Se entiende como “SuperMET” los pacientes que tuvieron un

resultado positivo para metilacién con ambas pruebas.
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6 DISCUSION

El estudio de alteraciones moleculares, relacionadas con diferentes tipos de cancer, es una
herramienta cada vez mds necesaria para determinar el diagndstico, el prondstico y la
probabilidad de respuesta a un tratamiento. La obtencién de muestra de tejido tumoral,
mediante biopsia, no esta exento de riesgos, y en el caso de los tumores cerebrales, comporta
una complejidad afiadida. Como alternativa a este procedimiento, se estan llevando a cabo
multiples investigaciones para la busqueda de biomarcadores en biofluidos, es decir, el uso de la
“biopsia liquida”. El estudio en biopsia liquida, conlleva la necesidad del uso de técnicas cada vez
mas sensibles, para la deteccién de dichas alteraciones. Uno de los modos de evaluar la exactitud
del resultado obtenido, con las diferentes metodologias, en liquidos bioldgicos, es comprobar su
correlacion en tejido. Aunque en nuestro analisis, al igual que en el resto de los publicados,
hemos tomado la biopsia de tejido como la referencia para validar el resultado en biopsia liquida,
este concepto es cuestionable. Por un lado, la biopsia de tejido puede no ser un reflejo del global
del tumor. Por otro, se pueden detectar CTCs o ctDNA en liquidos bioldgicos de pacientes sin
lesiones metastdsicas, por lo que podria ser, incluso, mas sensible que la propia biopsia para

detectar micrometastasis ocultas (240).

En nuestro estudio, inicialmente, se determind el estado de metilacién del promotor de MGMT,
en tejido y sangre, mediante la técnica de MSP y se compararon los resultados de manera
pareada, encontrando una baja correlacion entre ellos. Al analizar la supervivencia libre de
progresién y supervivencia global, segin el estado de metilacion de ambas muestras (sangre y
tejido), Unicamente los pacientes con metilacién del promotor de MGMT, en tejido, mostraron
una mejor SLP y SG, en comparacién con los que no la presentaban. Estos son datos ya publicados
previamente (80). La baja concordancia entre los resultados nos hizo plantear que, quiza, otra
técnica podria ser mas sensible para la deteccion de metilacion del promotor de MGMT en sangre
Yy, por tanto, obtener una mayor concordancia con el tejido. Este hecho permitiria plantear el uso
de la sangre como biopsia liquida en tumores del SNC. Del mismo modo, se cuestiond si esta
nueva técnica también podria ser capaz de detectar mas pacientes con metilacion de MGMT, en

las muestras de tejido.
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6.1 Poblacion a estudio

Las caracteristicas demograficas de nuestros pacientes, concuerdan con la poblacion tipica afecta
de GB. La edad media al diagndstico fue de 63 afios (siendo de 64 en la literatura) y la mayoria de
pacientes eran hombres. En nuestro caso, la localizacién anatémica mayoritaria fue el l16bulo

temporal, aunque seguido muy de cerca por el frontal, el mas frecuente segun las publicaciones.

En lo que se refiere al estado funcional, la mayoria (71,3%) tenian un PS de 0-1 y el 48% un indice
de Barthel >90. Neuroldgicamente, el 54,9% tenia una puntuacion en el test de MMSE > 27 vy el

59,8% presentaba algun déficit neuroldgico.

Un dato a destacar de nuestra poblacion es el tratamiento recibido. Dado que los pacientes
presentaban tumores irresecables, la cirugia que se realizé fue minima, siendo en la mayoria de
casos solo biopsia. Esto puede otorgar un peor prondstico a nuestra cohorte. En cuanto al
tratamiento posquirdrgico, el tratamiento neoadyuvante no forma parte del estdndar habitual y

también ha podido influir en la evolucién de estos pacientes.

6.2 Lasangre como fuente de biomarcadores

Los tumores son heterogéneos y cambiantes a lo largo del tiempo, debido al impacto de los
tratamientos. Durante su evolucion, sufren variaciones genotipicas y fenotipicas que precisarian
de una nueva biopsia para ser detectadas. El uso de la biopsia liquida, podria ser apropiado para
representar el global del tumor y analizar estos cambios, aunque actualmente aun esta en fase de

estandarizacion y eso limita su reproducibilidad (186).

En los tumores del SNC, la biopsia liquida es de vital importancia, ya que se necesita un método
minimamente invasivo para definir las alteraciones moleculares, en las diferentes fases de la
enfermedad. Al riesgo que supone obtener tejido cerebral, hay que sumarle que la escasez de la

muestra obtenida puede no plasmar las caracteristicas del tumor en su totalidad.

En el momento del diagndstico, aunque, en estos tumores, el primer tratamiento es siempre una
cirugia, en algunos escenarios, la definicién previa de biomarcadores podria ser de gran utilidad
para el planteamiento terapéutico. Asi, en pacientes ancianos, en los que el acto quirurgico

implique una elevada comorbilidad, el diagnéstico del tipo tumoral y los factores bioldgicos,

132



pronésticos y predictivos, podria ser determinante para la toma de decisiones. Del mismo modo,
esto seria conveniente para valorar la extensidn de la reseccion, en situaciones en que una cirugia
maxima pueda ser compleja. Por ejemplo, en un paciente joven con factores de buen pronéstico,

es probable que se optara por una cirugia mas amplia.

Posteriormente, el manejo clinico de los pacientes con GB, puede requerir de la monitorizacién de
la enfermedad, en distintas fases de su evolucion. En muchas ocasiones, durante la valoracién de
la respuesta al tratamiento, y en los seguimientos, mediante pruebas de imagen, surgen dudas
gue no se pueden resolver con las técnicas complementarias habituales. En estos casos, se
plantea la necesidad de una rebiopsia que confirme el estado de la enfermedad (progresion o
pseudoprogresion, por ejemplo). La revaloracion de los cambios en las caracteristicas moleculares
del tumor, también puede ser beneficiosa para el estudio de las resistencias a farmacos y el

desarrollo de nuevas terapias contra éstas.

La busqueda de biomarcadores en biofluidos, con el fin de hallar una alternativa a la biopsia, ha
sido y es objeto de constante investigacion. El LCR, debido a su localizacién e intimo contacto con
el SNC, se ha postulado como un liquido prometedor para el andlisis gendmico en tumores
cerebrales, tanto primarios como metastasis (241). La baja concentracién proteica del LCR normal
permite detectar, precozmente, una situacion patoldgica, en caso de encontrarse alteracién de
estas proteinas o aparicién de algunas normalmente ausentes. Este hallazgo se puede producir
por rotura de la barrera hemato-encefalica, la secrecidn proteica intratecal o la diseminacién
desde el parénquima cerebral. Diversos estudios han utilizado el LCR como biopsia liquida en
pacientes con tumores cerebrales, demostrando una mayor concentracidn de ctDNA en éste que
en plasma (230, 232) e, incluso, una mayor sensibilidad para la deteccién de la metilacion del
promotor de MGMT (242). Aun asi, su obtencién tiene unos riesgos afiadidos que dificultan su
uso. La extraccién de LCR, mediante una puncién lumbar, puede desencadenar complicaciones
potencialmente letales, como el enclavamiento en pacientes con hipertension intracraneal y, en

punciones repetidas, infeccion y hemorragia (243).

La sangre es otro liquido biolégico con gran interés como fuente de biomarcadores. El primer
estudio, en el que se analizé DNA libre, en sangre de pacientes con cancer, se publicé en 1977
(178). En él, se describié una correlacién entre la disminucién de la concentracion de DNA en
sangre y la respuesta al tratamiento. Diversas publicaciones posteriores, han utilizado la sangre

para la deteccién de DNA tumoral, mRNA y proteinas, resultando un biofluido eficaz en el anilisis
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de biomarcadores en distintos tumores extracraneales, con una elevada correlacidon con el tejido

tumoral (202, 205, 221, 244).

Aunque muchas veces los conceptos suero y plasma se utilizan como sinédnimo de sangre, el suero
no tiene factores de coagulacion ni células, mientras que el plasma sélo estd libre de células. Esta
confusidon que se genera en los términos, dificulta la busqueda de bibliografia en la que se
especifique, correctamente, el componente utilizado. Por otro lado, hay muy pocos estudios en
gue se comparen ambos. En un estudio en pacientes con cancer de pulmdén en que se
diferenciaban los dos elementos, se determind una menor sensibilidad del suero en comparacion
con el plasma. Curiosamente, la cantidad de DNA circulante fue mayor en suero, pero este
material genético provenia de las células sanas y no de las tumorales (245). Esta mayor cantidad
de ctDNA en suero, frente al plasma, habia sido previamente mencionada en diversas
investigaciones, tanto en individuos sanos, como en pacientes oncoldgicos (246, 247). Parece ser,
qgue el DNA no tumoral del suero podria proceder del proceso de la lisis de glébulos blancos,
durante el proceso de coagulacién (246). Asi pues, probablemente, la concentraciéon elevada de

DNA normal, en suero, hace que el ctDNA quede mas diluido y sea mds compleja su deteccidn.

En nuestro proyecto previo, en el que se determind la metilaciéon del promotor de MGMT por
MSP, la muestra sanguinea (suero o plasma) se traté como “sangre” en global, sin distinguir entre
ellas. En el proyecto en el que se centra esta tesis, es decir, el andlisis mediante
pirosecuenciacion, se decidié tratar por separado las muestras de suero y plasma. Esto se realizé

con el fin de hallar si habia diferencias entre los resultados en ambas muestras.

Nuestros resultados, muestran diferencias significativas entre los resultados del suero y del
plasma. Los porcentajes de metilacion del promotor de MGMT en suero, eran claramente
menores y, mientras que la determinacién en plasma demostraba un impacto en la SG y la SLP, en
suero no se objetivd ninguna relacién. Es mas, el porcentaje que se obtuvo en suero era inferior al
“punto de corte técnico” e, incluso, al de las muestras de controles no patolégicos. Por tanto, el
haber utilizado estas dos muestras por separado afiade interés al estudio, ya que nos ha

permitido profundizar en nuestros resultados.

Actualmente, ningun biofluido ha demostrado ser equivalente a la propia biopsia, en cuanto a
sensibilidad y especificidad. No obstante, la biopsia estdndar presenta importantes

inconvenientes. Al riesgo de complicaciones y la no representacién de la heterogeneidad,
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comentados previamente, se suman inconvenientes practicos, como la mayor inversién de tiempo

e infraestructura, el coste afiadido y la preservacién y almacenamiento del tejido.

La sangre, no solo subsana el problema de la heterogeneidad sino que la minima invasividad para
su obtencién es otra gran ventaja, tanto frente a la biopsia como al otros bioliquidos. Esta
accesibilidad y facilidad para su extraccién, permite su uso repetido en el diagndstico y la
monitorizacion, por lo que se trata de un liquido excelente para el uso como fuente de ctDNA. Asi

pues, teniendo en cuenta esta afirmacion y los datos previamente publicados, se escogid la sangre

como bioliquido para el estudio que nos concierne.

Después de la realizacion de este proyecto, consideramos que, aunque nuestra investigacion
corrobora que la sangre no puede sustituir al tejido, el uso de la sangre como fuente de
biomarcadores deberia ser una prdactica a seguir utilizando y a incorporar, no sélo en ensayos
clinicos, sino también en la rutina clinica diaria. Para ello, se precisa de nuevas tecnologias que
discriminen estos biomarcadores y entender como el conocimiento de éstos pueden beneficiar a

los pacientes.

Aunque nosotros hemos utilizado la sangre como bioliquido, bajo nuestro punto de vista, una
estrategia valida seria realizar la primera determinacion (fase diagndstica) en el LCR, debido a su
mayor sensibilidad, mientras que en el seguimiento seria mas adecuada la muestra sanguinea,
dado que se puede repetir con mayor facilidad. La sangre permite una verdadera monitorizacion a

tiempo real.

6.3 Estudio del ctDNA como biomarcador en sangre

Para que los biomarcadores circulantes sean Uutiles en la clinica, deben ser altamente especificos
del tumor y estar presentes en concentraciones detectables. El material genético de las células
tumorales (ctDNA) se diferencia del DNA de células normales, presentes en el mismo biofluido,
por presentar mutaciones propias del tumor. Este hecho, hace que sea un biomarcador muy
especifico (248). Asi pues, un punto fuerte del uso de ctDNA, en comparacion con otros

biomarcadores, es la menor probabilidad de resultados falsos positivos.

El ctDNA es un marcador que refleja la genética del cancer del que proviene y se ha relacionado

con el volumen tumoral (249). Ha sido analizado en multiples tipos de cdncer, ya sea en la fase de
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diagnéstico, seguimiento o valoracién de respuesta al tratamiento. Su breve vida media (2 horas)
le permite reflejar procesos sucedidos en un corto plazo. Es decir, los incrementos de ctDNA se
producen rapidamente ante la progresidon tumoral, asi como el correspondiente declive tras una
cirugia o la respuesta a un farmaco. Los cambios pueden detectarse, incluso, de manera previa a
las alteraciones en la imagen radioldgica (226). Esta caracteristica, le otorga un especial interés en

la monitorizacidn a tiempo real, frente a otros biomarcadores.

En resumen, estas particularidades diferenciales del ctDNA frente a otros biomarcadores, lo
convierten en uno de los preferidos para el analisis de caracteristicas moleculares en sangre, con

una alta precision, especificidad y sensibilidad (250).

En nuestro proyecto, la baja concordancia entre los resultados obtenidos en tejido y en plasma
podria llevar a diferentes especulaciones. Una de ellas, seria que los GB, debido a la estructura de
la barrera hemato-encefdlica, no vierten DNA al torrente sanguineo (251). No en todos los
tumores se ha detectado ctDNA en sangre, de hecho, su concentracién en sangre se ha
relacionado con el tipo y la carga tumoral o estadio (a mayor diseminacién del tumor, mayor
probabilidad de deteccidon de DNA en sangre) (178, 221, 230). De hecho, en estudios con pocos
casos de pacientes con tumores del SNC o metdstasis cerebrales, se ha objetivado una baja carga
de ctDNA en plasma (196, 223, 229, 231, 232). No obstante, en pacientes con glioma de alto
grado, se ha demostrado que la rotura de la barrera hemato-encefalica facilita el paso de ctDNA al

torrente sanguineo.

Nuestro equipo lleva anos trabajando con ctDNA en sangre de pacientes con tumores cerebrales
primarios (155, 252, 253). En 2003, se publico el primer estudio en el que se valoré la metilacidn
del promotor de MGMT en sangre y tejido de pacientes con GB, asi como otros genes. Aunque
Unicamente se analizaron 21 casos con datos pareados, la concordancia del estado de metilacién
de MGMT, por MSP, fue elevada. Por otro lado, los pacientes que presentaban metilacién de
MGMT segun el resultado en sangre, se correlacionaban con una mejor supervivencia.
Posteriormente, otros investigadores han apoyado el uso del ctDNA en sangre, como fuente para
la deteccion diversas alteraciones moleculares, como la metilacién del promotor de MGMT (155,
176, 223, 224). Debido al manejo y conocimiento previamente adquirido por nuestro grupo, a los
resultados publicados por otros y a todos los puntos expuestos a su favor, se decidid utilizar el

ctDNA en este proyecto.
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Uno de los objetivos de esta investigacion, era validar el uso de la biopsia liquida, para lo cual era
importante encontrar una buena correlacion entre los resultados en tejido y en sangre. Todos los
pacientes analizados tenian enfermedad detectable y captante de contraste por RM, debido a la
rotura de la BHE, en el momento de la extraccién sanguinea. Esto sugiere que, esos tumores
deberian verter DNA a la sangre. De hecho, en nuestro analisis del estado de metilacién del
promotor de MGMT, se corrobord la presencia de ctDNA en sangre con ambos métodos (MSP y
pirosecuenciacion). No obstante, la correlacion entre muestras fue discreta con ambas técnicas,

tanto al comparar M-MSP-S con M-MSP-T como M-PIR-P con M-PIR-T.

Una explicacion a estos resultados es la complejidad de la deteccion de ctDNA. El ctDNA vertido a
la sangre son pequefios fragmentos de 180-200pb, ya que esa es la longitud aproximada de la
cadena de DNA que se encuentra protegida por la estructura del nucleosoma, y las roturas tienen
lugar en el espacio internucleosomal. El avance en las nuevas técnicas, basadas en secuenciacion,
ha mejorado discretamente su deteccién, aunque sigue suponiendo uno de los principales retos
para el uso de este biomarcador (173). El desarrollo de nuevos métodos para el andlisis de ctDNA

en sangre, permitird mejorar, en un futuro cercano, sus limitaciones en referencia a su deteccion.

6.4 Eleccion de la pirosecuenciacion

Como se ha comentado en profundidad en esta tesis, la metilacién del promotor de MGMT es un
fendmeno ampliamente estudiado, que ha demostrado tener un papel prondstico y predictivo en
los pacientes con GB. Este hecho, hace que cada vez sea mds importante su analisis y la fiabilidad
del resultado obtenido. Aunque la deteccion del estado de metilacion, en tejido, es un estandar

en GB, tanto en la practica clinica como en investigacion, esta prueba sigue siendo imperfecta.

La interpretacion de los datos resultantes del analisis de metilacion, por cualquier técnica,
comporta diferentes complejidades. Entre ellas, se encuentran con las intrinsecas del propio
método y de las muestras, desde su procesamiento hasta su conservacién (254). La deteccién del

patron de metilacidn (heterogeneidad u homogeneidad) es otro de los puntos a tener en cuenta.

Las caracteristicas diferenciales, de cada una de las técnicas, son las que nos deben ayudar a
decidir cudl es la mds adecuada. Previamente, en el apartado 1.2.2, se ha comentado
ampliamente los aspectos destacables de los diversos subtipos de tecnologias basadas en

amplificacién por PCR. La principal distincidn entre ellas, es el uso de cebadores especificos para
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la deteccion de metilacién, o, por el contrario, de cebadores independientes del estado de
metilacidn. El primer grupo, se llaman también “especificas de metilaciéon”, mientras que las que
componen el resto de grupos reciben el nombre de “no especificas de metilacion”. Mediante los
métodos “no especificas de metilacién” podemos realizar diferentes valoraciones: analizar todos
los fragmentos de DNA generados por la PCR (amplicones), de manera global; estudiar cada CpG
de manera individual, con la obtenciéon de un valor promedio; o secuenciar cada uno de los

amplicones, de manera individual, con una lectura de cada alelo por separado.

La MSP, con las condiciones y cebadores utilizados por Esteller y colaboradores (149), ha sido, y
es, la técnica utilizada en la mayoria de los ensayos clinicos, y, por tanto, la mas conocida. Los
resultados obtenidos, en tejido de pacientes con GB, sugieren una buena correlacion entre el
estado de metilacion del promotor de MGMT vy la supervivencia y respuesta a alquilantes (51,
149-151, 155, 253, 255). Los cebadores utilizados estan disefiados especificamente para analizar

las secuencias de las posiciones CpGs 76-80 y 84-87 del promotor de MGMT.

Este método, en sus inicios, tenia como comparador la secuenciacion de Sanger, sobre la que la
MSP tenia claras ventajas. Estos puntos a favor de la MSP eran la simplicidad, la reduccién del
tiempo empleado (4-6horas, en lugar de dias), el menor coste de los reactivos y la mayor

sensibilidad en la deteccidn de metilacion (163).

No obstante, con el tiempo, la MSP ha ido mostrando diferentes inconvenientes. Para empezar,
una conversion incompleta de citosinas no metiladas a uracilos, durante el tratamiento con
bisulfito, puede llevar a obtener resultados falsos positivos (165). Ademas, se trata de un proceso
no automatizado y con lectura subjetiva, hecho que aumenta la probabilidad de que los

resultados sean imprecisos (Figura 59).

Muestral Muestra2 Muestral Muestra2
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 59. Muestras en gel de agarosa al 2,5%, analizadas por MSP. (Descripcidn de columnas igual que en la Figura
45). En este caso, se objetiva la imprecision de las bandas, por ejemplo, en la columna 1y 8, para la muestra 1.
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Como se ha comentado previamente, la MSP ofrece unos resultados cualitativos, no cuantitativos.
Asi, la intensidad de la banda obtenida en el gel, no tiene correlacién con el grado de metilacidn
de la muestra. Por otro lado, el hecho de ser una técnica “especifica de metilacion” conlleva la
imposibilidad de detectar una metilacién parcial de las CpG analizadas. En consecuencia, con este
método, Unicamente se detectan patrones homogéneos de metilacion. En nuestro estudio de la
metilacion de MGMT, en tejido, mediante pirosecuenciacion, hemos podido objetivar esta
heterogeneidad entre las 5 citosinas analizadas. En 14 del total de 74 casos, la diferencia entre el
porcentaje mayor y el menor de las 5CpGs de una misma muestra era = 25%. Estos hallazgos nos
hacen pensar que, algunos de estos casos, en que no todas las CpG estuvieran metiladas, podrian

valorarse como no-MET por MSP.

A continuacién se muestran algunos ejemplos:

Figura 60. Pirograma con heterogeidad de metilacion en las CpGs analizadas. Véase la primera CpG con un
porcentaje de metilacion de 7%, mientras que éste es de 54% en la cuarta.
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Figura 61. Pirograma con heterogeidad de metilacién en las CpGs analizadas. Véase la ultima CpG con un
porcentaje de metilacién de 8%, mientras que en las tres primeras CpGs se encuentra entre 33 - 40%.

Este inconveniente técnico es, probablemente, el mas importante a nivel clinico, ya que la
imposibilidad de detectar una metilacién parcial del promotor podria llevar a no detectar un
paciente con cierto grado de metilacidon y con posible beneficio al tratamiento con alquilantes.
Por este motivo, con el tiempo, y al objetivar la heterogeneidad de la metilacién del promotor de
MGMT (235, 256), se empezd a plantear que esta técnica probablemente no seria la mas

adecuada (109, 143, 257) (Figura 62).
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Figura 62. (Extraida de (254)) en la que se muestra los 3 estados posibles de metilacién del locus: totalmente
metilado, totalmente no metilado y metilado heterogéneamente.

Las técnicas “no especificas de metilacion”, entre las que se encuentra la pirosecuenciacion, se
caracterizan por poder detectar esta heterogeneidad tumoral y cuantificar, o semicuantificar, el
grado de metilacién (254). A diferencia de la MSP, que es una técnica con valoracion subjetiva y
con resultado dicotomico (MET o no-MET), la pirosecuenciacidon es objetiva y da resultados en
forma de porcentaje. Con el fin de intentar subsanar el inconveniente de no poder cuantificar la
metilacion de MGMT, por MSP, en la literatura, se ha propuesto una variacion de ésta, llamada
MSP en tiempo real o semicuantitativa (SQ-MSP). Aunque es una técnica mas compleja y la
cuantificacidon del grado de metilacion es aproximada, el andlisis de la metilacion de MGMT

mediante este método se ha relacionado con el pronéstico (258).

Otras particularidades, a tener en cuenta en la eleccién de un método, es su reproducibilidad,
rapidez, estandarizacidn, facilidad de interpretacién y coste. La pirosecuenciacién es un proceso
sencillo y rdpido, con capacidad de analisis de varias CpG y en un gran nimero de muestras al
mismo tiempo. Requiere de unas 3 horas, teniendo en cuenta el tiempo dedicado a la PCR previa,
pudiendo analizarse 21 muestras a la vez (24 con los controles). La interpretacién de las graficas,

una vez establecido el punto de corte, es sencilla.

En una publicacion, se compararon los resultados de metilaciéon del promotor de MGMT en
glioma mediante pirosecuenciacién, MSP y MS-MLPA (236). La pirosecuenciacion resultd
equivalente a la MSP en cuanto a la prediccidn de la SLP y fue el Unico método que pudo predecir
la SG. La relacién entre la supervivencia y el estado de metilacion del promotor de MGMT,
mediante pirosecuenciacion, se ha ratificado en otras investigaciones (236, 237, 256, 257, 259-
264). Es mas, incluso ha demostrado una mejor correlacion al compararse con técnicas
previamente utilizadas, como la MSP, IHQ, MS-MLPA (235, 236, 238, 260, 262), destacando su
elevada especificidad y sensibilidad (165, 235).
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En la figura 63 se muestran diferentes métodos para el estudio de la metilacién del promotor del

gen MGMT vy las CpGs analizadas en cada uno de ellos.

PSQ Therascreen 0000

PSQ 96 00000

MSP 00000 0000

qMSP_f 00000000 —00-0—

qMSP_r o 00 00000 000

MS-HRM 00 0000000000

wour - —{H—{—HHHHHHH—HH—HH
CpG number 7071 7273 74 75 7677 78 7980 81 82 83 8485 86 87 88 89 20

Figura 63. (Extraida de (265)). Andlisis de CpGs del promotor de MGMT con diferentes técnicas. Los circulos
representan CpGs. Abreviaturas: PSQ: Pirosecuenciacion, MSP: PCR especifica de metilacién, gMSP: MSP
semicuantitativa, MS-HRM: Analisis metilacidn- especifica de fusion de alta resolucion.

La reproducibilidad es otro de los criterios a considerar para decantarse por una técnica,
entendiendo por reproducibilidad la robustez de la prueba. En este aspecto, Preusser y
colaboradores llevaron a cabo un ensayo comparando los resultados obtenidos con
pirosecuenciacion a nivel intra e inter-laboratorios (264). Sus resultados mostraron una
correlacion perfecta entre las determinaciones del estado de metilacién del promotor de MGMT
(100% concordancia), independientemente del laboratorio en el que se realizara. Asi pues, se
concluyd que la técnica tiene una excelente reproducibilidad y repetitividad, es decir, una elevada
concordancia entre medidas repetidas de una misma muestra, en un mismo laboratorio, equipo y

personal técnico.

Del mismo modo, muchos estudios han demostrado que esta robustez es posible en muestras
parafinadas de GB. Estos datos, afiadidos a su mayor sensibilidad, fiabilidad y a su
estandarizacién, lleva a que se haya postulado como una técnica superior al resto, concluyendo
que probablemente deberia tomarse la pirosecuenciacion como la técnica de referencia (156,
235-238, 257, 259-262, 264, 266-271). De hecho, en algunas guias, la han postulado como método

recomendado para el andlisis de la metilacién del promotor de MGMT en gliomas (272).
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Asi pues, debido a estos resultados previamente publicados en la literatura, nuestro equipo
decidié el uso de la pirosecuenciacién para el detectar la metilaciéon del promotor de MGMT en

ctDNA en tejido y sangre.

En nuestro analisis de pirosecuenciacién en tejido, aun teniendo menor nimero de muestras, y
aunque éstas pudieran estar, presuntamente, mas degradadas, se obtuvieron un mayor nimero
de muestras valorables (ver datos en resultados). Dado que, en la pirosecuenciacion, se precisa de
menos cantidad de DNA, en comparacién con la MSP, es posible que la muestra utilizada en la
primera técnica tenga, también, menor cantidad de inhibidores que interfieran en Ia

amplificacién.

De las discrepancias entre los resultados del tejido, podemos profundizar en diversos puntos. Por
una parte, 3 no-MET por pirosecuenciacion, obtuvieron resultado de MET por MSP. Se ha descrito
el hallazgo de falsos positivos al analizar muestras de parafina por MSP. Estos falsos positivos se
producen, basicamente, por la conversidon incompleta de citosinas a uracilos con el tratamiento

de bisulfito y por modificaciones introducidas por el formol (273).

Otro dato a destacar es que 8 casos detectados como no-MET por MSP, tuvieron un resultado
MET utilizando la pirosecuenciacién. Es probable que los resultados se deban a una falta de
deteccion, por MSP, de una muestra con metilacién parcial de sus CpGs. Como se ha comentado
previamente, la pirosecuenciacion, al contrario de la MSP, permite analizar distintas CpG de
manera individual, por lo que permite diferenciar muestras parcialmente metiladas. Del mismo
modo, la dificultad de interpretacién de la positividad o no de una banda visualizada en la MSP,
también puede haber influido es estos resultados. Es decir, una banda tenue, puede haber sido

interpretada como negativa, siendo, en realidad, positiva.

Estos datos comentados, en los que la pirosecuenciacidon detectaba mas MET que la MSP, nos
plantearon la duda de si un test podia ser complementario al otro. De ser asi, en los casos no-MET
por MSP, se podria realizar la determinacién por pirosecuenciacién para obtener un resultado
definitivo. No obstante, no se objetivaron diferencias en supervivencia entre aquellos pacientes
determinados como MET o no-MET por ambos métodos al compararlos con los que lo eran sdlo
por uno de ellos. Asi pues, con nuestros resultados, no podemos aconsejar el uso de las dos
técnicas de manera complementaria, pero si recomendamos utilizar la pirosecuenciacidn en los

casos en que la MSP no obtiene un resultado valorable.
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Con nuestros resultados en tejido, podemos concluir que la metilacién del promotor de MGMT en
tejido, mediante pirosecuenciacidn, es mas especifica (90 vs 75%) y tiene un mayor VPP (91% vs
78%) que la MSP. Por otro lado, la MSP ha resultado ser mas sensible (91% vs 78%) y tener mayor
VPN (90% vs 75%). Estos datos no van de acuerdo con la literatura presentada, en la que la
pirosecuenciacion se planteaba como una técnica mas sensible. Los resultados en sangre tuvieron
una baja sensibilidad con ambas técnicas, mientras que la especificidad fue mayor con MSP (96%

Vs 76%).

Esto nos hace plantear qué caracteristicas son las primordiales a la hora de elegir una técnica. Esta
claro, que la reproducibilidad es una de ellas. La pirosecuenciacion es una técnica objetiva, hecho
gue ayuda a una mejor reproducibilidad y, como se ha explicado, hay estudios que han objetivado
gue esta una buena capacidad de repeticion entre laboratorios y entre diferentes técnicos de un

mismo laboratorio.

En cuanto a la validez diagndstica de una prueba, la pregunta es si tiene mas valor la especificidad

o la sensibilidad.

Actualmente, se estan llevando a cabo diversos ensayos clinicos que discriminan a los pacientes,
segun su estado de metilacién, a recibir un tratamiento u otro (274, 275). Algunos de ellos, incluso
cambia el estdndar de primera linea para pacientes sin metilacion del promotor de MGMT, de
modo que, en lugar de recibir tratamiento con alquilantes, se tratan con un farmaco alternativo.
Asi pues, puesto que la implicacién de un falso negativo puede hacer que un paciente no reciba
un tratamiento que podria ser beneficioso (farmaco alquilante), parece claro que se precisa de un
método con alta especificidad. El tratamiento con TMZ en pacientes con GB, es el Unico que ha
demostrado una mejoria en SLP y SG, por lo que prescindir de su uso, en un paciente con
metilacion de MGMT, podria tener un impacto trascendental. Por el contrario, en caso de que una
técnica sea menos especifica, se podria clasificar un caso no-MET en MET. La implicacion de este
supuesto no se traduciria en evitar un tratamiento con potencial beneficio, asi que el error no

tendria tanto impacto sobre el paciente.
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6.4.1 Seleccion de CpGs

Una de las preguntas abiertas para el estudio de la metilacion de MGMT, mediante
pirosecuenciacion, es cémo elegir las CpG a analizar. La duda no se basa Unicamente en cudntas,
sino también en qué posiciones, asi como si tiene impacto escogerlas consecutivas o
aleatoriamente. Seleccionar mdas de una posicién de citosina, nos lleva también a plantearnos si
todos los sitios tienen la misma relevancia. La mayoria de estudios, usan la media entre los
porcentajes obtenidos en las CpG analizadas, pero otros intentan discernir entre aquellas que

podrian tener mayor influencia en el pronéstico.

Hasta el momento actual, el nimero de CpGs analizadas en la literatura va desde 4 a 62, y el
punto de corte desde 2,7% a 35% (109, 156, 235, 256, 266, 276, 277). Debido a que no hay
consenso sobre la regién mas relevante para analizar la metilacion de MGMT, a continuacion, se

resumen los datos obtenidos en varias investigaciones, para resolver esta duda.

La metilacion del promotor de MGMT en la regién mas ampliamente estudiada, la que comprende
las posiciones de CpGs entre la 74 y la 78, ha mostrado correlacién con el prondstico de los
pacientes con nuevo diagndstico de GB (236, 237, 259-262). La mediana de metilacion de la
region que contiene CpG 74-89 influye significativamente en la SG (256, 257, 263). Como se ha
comentado previamente, el perfil de metilacién observado es frecuentemente heterogéneo, las
CpGs 84, 89 y las medianas de 84-88, 74-78 y 76-80 han mostrado una estrecha relacion con la
SLP y SG en un estudio (256), asi como las CpGs 85 y 87 en otro(263). Las posiciones 25-50 y 72-90
se correlacionan con la transcripcidn del gen y las 72-90, localizadas en el exdn 1, parecen jugar

un papel critico en la actividad del promotor (143, 267).

En vista de los resultados obtenidos previamente, en los que se concluia que diferentes citosinas
podian tener un impacto prondstico, un estudio mas reciente decidié comparar combinaciones de
distintas citosinas (278). Asi pues, se eligieron 86 casos con informacién sobre la metilacién en las
CpGs 75-82, y 48 casos con informacion de las CpGs 72-78. Aungue no todas las muestras eran de
GB, sino que también se incluian gliomas grado lll, todos ellos fueron tratados con el mismo
esquema de tratamiento (TMZ y RT), y de todos ellos se tenia informacién sobre SG. Este estudio
concluyd que, la combinacion de 4 citosinas, tenia similar correlacién con la expresion de mRNA
de MGMT, en comparacién con mas de 4, y era suficiente para predecir la expresion del gen. Asi

mismo, también se determind que el valor predictivo de las CpGs 75-78 era parecido al de las
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CpGs 76-79 y 74-78, por lo que los kits comerciales eran practicamente equivalentes, en cuanto a
su correlacion con la expresion de MGMT, y el impacto en la supervivencia en pacientes tratados

con TMZ.

En conclusién, las posiciones CpG 72-83, 72-80, 72-77, 74-78, 74-89, 76-79 y 80-83 han sido
utilizadas, para el andlisis de la metilacion de MGMT, por pirosecuenciacién, en diferentes
estudios (109, 143, 235, 237, 257, 260, 262, 277, 279). No obstante, la combinacion de citosinas
mas utilizadas en la actualidad, por haber demostrado un valor clinico mas relevante, son las que
se encuentran en las CpGs 76-79 y 74-78, y se incluyen en los kits comerciales de Qiagen. Las 74-

78 son las visualizadas en nuestro proyecto.

En la figura 64 se muestra los sitios CpGs mas ampliamente estudiados y los pertenecientes a los

kits comerciales.

Upstream sequence Exon 1 Part of intron 1

|—> CpG sites 1-66 4—'—» CpG sites 67-82 4—|—>CpG sites 83-98 4—|
NAINRRLNNRNINRNEINNIT NN
J CpG sites
/’ 72-82

e 4 sites (76-79) used in Qiagen MGMT kit
g (ref:970061)

8 sites (75-82) used in this study

éédécccc AGAA(E4 Géé CCééAééCCéBGCAGG cC éécméG GCBéCAC(gé

Tsites (72-78) used in this study

5 sites (74-78) used in Qiagen MGMT kit
(ref972032; 970032) ref.: the item number for Qiagen kits

Figura 64. (Extraida de (280)) Distintas posiciones de CpGs de la isla de CpGs del promotor de MGMT.

Por consiguiente, para nuestro estudio con pirosecuenciacién, se decidié utilizar el kit
“Pyromark®Q24 CpG MGMT” con las citosinas 74 a 78, parcialmente superponibles a las
estudiadas por MSP (CpG 74-78 y 84-87). Se analizaron los datos de cada una de las citosinas y su
media. Aunque la media puede enmascarar la heterogeneidad en el patron de metilacion, se trata

de un valor mas estable.
En nuestro proyecto, tal y como habia estado descrito previamente, el andlisis de las CpGs 74-78

del promotor de MGMT, en tejido, fue predictivo de respuesta y factor prondstico (tanto en SLP

como en SG) con ambas técnicas.
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6.4.2 Punto de corte

El primer reto que se tuvo que resolver, una vez obtenido el porcentaje de metilacion de MGMT
en cada una de nuestras CpGs, fue determinar el umbral en el que se consideraba que el valor

tenia impacto clinico para considerar una muestra como positiva o negativa para metilacion.

Uno de los problemas en la interpretacion de los resultados generados por las técnicas
cuantitativas, es su traduccion a resultados binarios. Algunos métodos carecen de punto de corte
establecido, que nos determine una muestra como MET o no-MET. Aunque el punto de corte para
la deteccién de metilacién de diversos genes, por pirosecuenciacidn, estd establecido, a dia de
hoy, no hay un valor inequivoco para determinar el estado de metilacién del promotor del gen de
MGMT. Esta limitacién, ha sido el tema de diversos estudios en diferentes tumores, aunque,
como consecuencia de su impacto predictivo y prondstico, ha adquirido especial interés en

tumores cerebrales (256, 279-283).

Diferentes estudios han intentado determinar este punto de corte, a partir de estrategias
distintas. En nuestro proyecto, inicialmente, se intentd hallar el “punto de corte técnico”. El
proceso llevado a cabo para ello, fue la determinacion de la metilacion de MGMT, por
pirosecuenciacion, en controles con DNA no metilado comercial. La media de metilacién de las 5
CpG en los 13 controles fue de 2,88% (+/- 0,71). Este valor fue el que se establecié como “punto
de corte técnico” y cualquier porcentaje inferior a él, se considerd no metilado. Este proceso no

se ha hecho en otros estudios.

Debido a que la metilacion del DNA es especifica del tejido analizado, algunos investigadores han
valorado la metilacién de MGMT en tejido cerebral sano. Los porcentajes de metilacion media en
muestras de cerebro se han situado en el 5% (analisis en 2 muestras), 8% (5 muestras)y entre 0y

10% (numero de muestras no especificadas) (236, 266, 269).

En nuestros analisis de 37 muestras de tejido no patoldgico, se utilizd tejido cerebral normal,
tejido de otros drganos (colon) y células sanguineas (linfocitos). Este estudio, con muestras de
tejido de distinto érgano, tampoco se habia realizado previamente. Aunque el ndmero de
muestras analizadas de un mismo tejido no es muy amplio, la informacidon que se ha podido
extraer es interesante. El colon y los linfocitos han mostrado un porcentaje de metilacién menor o

cercano al del “punto de corte técnico”, por lo que el resultado seria no-MET. En el cerebro si se
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ha observado un cierto grado de metilacién del promotor de MGMT. En 5 muestras de cerebro
normal, con una media de metilacién de 3,7, se separaron la sustancia gris y la blanca. La media
de metilacion de MGMT en la sustancia gris fue de 3,2, mientras que en la blanca fue de 8,5. Este
dato tiene dos puntos de interés. Por un lado, no se habia descrito previamente y por otro,
sugiere que al analizar el cerebro en global, sustancia blanca y gris, el mayor grado de metilacién
de MGMT en la sustancia blanca puede quedar diluida. Esta posibilidad de dilucién de la muestra
es algo que no se ha comentado anteriormente. En muchos casos, al analizar una muestra de GB,
la seleccion de las zonas tumorales es complicada, mas aun en casos en el que las células
tumorales y sanas se mezclan (284). Asi pues, el DNA extraido de las células no tumorales vy, por
tanto, sin o con escasa metilacion de MGMT, se mezcla con el tumoral, con riesgo de
infraestimacion del porcentaje de metilacion. En nuestras muestras, hemos confirmado un
minimo de 80% de tejido tumoral, pero hay que valorar que el margen del 20% restante puede
alterar los porcentajes de metilaciéon obtenidos, por lo que seria mdas adecuado que el punto de

corte comprendiera un rango.

Seguidamente, se inicio la busqueda del punto de corte con valor clinico. Para ello, se
correlacionaron los porcentajes de metilacién de las muestras con la SG, y se buscé el punto con
significacidn estadistica que distinguia dos grupos con las maximas diferencias en supervivencia. A
este punto de corte le llamamos “mejor punto de corte”. Este valor fue de 11,4% en las muestras
de tejido y de 3,4 en plasma. Este es uno de los andlisis realizados en investigaciones precedentes.
Valores 29 % se han considerado MET en una de ellas (269), asi como 11,5-14% (236). Parece que
el valor mas repetido entre 8% y 10% (235, 266). Mas alla de definir un unico valor, algunos
autores, han tenido en cuenta el concepto de “zona gris”, aplicandolo a distintas técnicas (255).
Este se refiere a cierto grado de metilacidn de las muestras, que les sittia entre MET y no-MET, y
gue, aun siendo inferior a un punto de corte, podria tener un impacto clinico para el paciente. Asi,
concluyen que el valor alrededor del 10%, utilizado como punto de corte en muchos estudios,
estaria sobrevalorado, y pacientes con un porcentaje inferior de metilacién ya se podrian

beneficiar de un tratamiento con alquilantes (266, 277).

Analisis posteriores, ha utilizado el limite de 9%, aunque las citosinas (en nimero y posicion)
estudiadas sean diferentes a las utilizadas para definir ese punto de corte, asumiendo que todas
las citosinas tienen un mismo valor (266). Obviamente, las citosinas seleccionadas deberian influir
en la eleccién del punto de corte de metilacién medio entre ellas. En general, en los estudios

previos, el valor establecido varia en un rango desde 2,68% hasta 30%, segun la combinacion de
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citosinas estudiada (235, 237, 266, 267, 277). En nuestra cohorte, las citosinas analizadas fueron

las de las CpGs 74-78 y se uso la media de éstas para la busqueda los puntos de corte.

En una de las investigaciones mas recientes, se analizd la metilacidon del promotor de MGMT, en
139 casos de GB, mediante pirosecuenciacion y PCR especifica de metilacién semicuantitativa (SQ-
MSP) (279). El punto de corte utilizado fue entre 8% y 12%, de modo que los casos con valores
inferiores a 8% se consideraban no-MET y, superiores a 13%, MET. Este punto de corte, se utilizé
por resultados previos en una serie retrospectiva del mismo grupo (260). Los datos entre 9y 12
se consideraban en “zona gris”. Analizando la correlacién entre técnicas, concluyeron que el
punto de corte con mejor concordancia era 12% en pirosecuenciacion y 13% en SQ-MSP. Con este
valor se obtenia una concordancia entre técnicas del 98%, mientras que, con el limite de 13% en
los dos, la correlacidn era del 91%. Aunque ambos métodos demostraron correlacion entre el
estado de metilacion y la SG y la SLP, la SQ-MSP no tuvo una aceptable reproducibilidad (285).
El punto de corte de 12%, determinado por este grupo de investigadores (285), es muy préximo al

“mejor punto de corte” que nosotros hemos hallado en tejido (11,4).

A raiz de esta idea de la “zona gris”, se planted que, probablemente, el punto de corte con mayor
interés clinico no fuera aquel que separaba mejor dos grupos de pacientes segln su
supervivencia, sino aquel a partir del cual el porcentaje de metilacion se relacionaba con un mejor
pronéstico. Para ello, se analizo el porcentaje de metilacion minimo a partir del cual se objetivaba
un impacto en supervivencia. Este valor fue llamado “punto de corte minimo”, y fue de de 5% en
tejido y de 3,4 en plasma. Este es un dato que no se ha tenido en cuenta en otras investigaciones,
y que aporta importancia al punto de corte en el contexto de la practica clinica. Asi pues,
pacientes con valores de metilacién inferiores a 11,4%, en concreto, entre 5 y 11,4% serian casos
gue se podrian beneficiar de un tratamiento con agentes alquilantes. Al fin y al cabo, la
trascendencia de la determinacion de la metilacion de MGMT es su valor como factor prondstico

y como predictivo de respuesta a esquemas basados en farmacos alquilantes.

Pese a que se usé la media de las 5 CpGs (74 a 78) para todos estos estudios estadisticos, se quiso
analizar como habrian variado los datos si se hubiera determinado el valor de MGMT sélo con el
“mejor punto de corte” obtenido en una CpG. Este procedimiento se realizé tanto en muestras de
tejido, como en plasma. Los datos en tejido, expuestos en las tablas previas (apartado de
resultados), muestran datos discordantes (MET/no-MET) al analizar el “mejor punto de corte” de

III

las CpGs, de manera individual, y compararlas con la media del “mejor punto de corte” (11,4%).
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Estos casos eran: 6 (CpG74); 7 (CpG75); 7 (CpG76); 4 (CpG77) y 10 (CpG78). No obstante, los casos
MET segun “mejor punto de corte” de la CpG individual pero no-MET por la media, fueron menos
(5 CpG74; 7 CpG75; 2 CpG 76; 0 CpG77 y 4 CpG 78). Se destacan estos valores porque serian
pacientes que, aun siendo MET analizando la CpG individual, al usar la media, hubieran sido
determinados como no-MET y este dato podria tener repercusion en la actitud terapéutica.

Ill

Al hacer la misma operacidn, pero relacionando los datos con el “punto de corte minimo” de la
media, sélo hubo diferencias en 1 caso MET segun el punto “mejor punto de corte” dela CpG 75y
otro en la CpG 78, pero no-MET segun el valor minimo de la media. Se reviso la supervivencia de
estos 2 pacientes, siendo ésta de 3 y 6 meses. Valorando Unicamente la metilacién como factor
prondstico en estos pacientes, se podria sugerir que la supervivencia de estos pacientes es

congruente con la de un paciente sin metilacién de MGMT. En consecuencia, el valor de

metilacion definido por la media seria correcto.

Para las muestras de plasma se realizd el mismo andlisis. En este caso, se utilizaron los datos

|Il

obtenidos con el “mejor punto de corte” de la media de CpGs y se confrontaron con los de cada

Ill

una de las CpGs por separado. Unicamente 3 casos fueron MET por el “mejor punto de corte” de
la CpG 75 y 1 por la CpG 77, siendo no-MET utilizando la media. También se revisd la
supervivencia de estos 4 pacientes, siendo de 7,37 meses, 6,07m, 5,1m y 29,57m. De nuevo,
teniendo en cuenta la metilacién como Unico factor prondstico, se podria apuntar que los 3
primeros casos tienen una supervivencia mas acorde con un paciente sin metilacion de MGMT,
mientras que el ultimo se comportaria como un paciente MET. Asi pues, mientras que en este

ultimo caso tendria un valor el andlisis de la CpG de manera individual, no seria asi en los otros 3,

en los que el resultado fijado por la media seria adecuado.

En resumen, todos estos test hechos con cada una de las CpGs y las medias, nos confirman que
pocos casos serian determinados como no-MET, siendo MET segun la CpG individual. Esto
significa, que se aseguraria que un paciente que pudiera beneficiarse del tratamiento con agentes
alquilantes (paciente MET), lo recibiera. Por tanto, el uso de la media de las 5 posiciones de CpG

para el estudio de la metilacion de MGMT, es una buena eleccion.
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Con nuestros datos y los previamente publicados en la literatura, se evidencia que para poder
interpretar los datos y otorgar a un caso el valor de MET o no-MET hay que tener en cuenta
multiples aspectos relacionados con la técnica. Estos incluyen, las limitaciones de la propia
técnica, las CpGs analizadas, el punto de corte utilizado y su valor clinico.

Ill

En conclusion, en nuestro proyecto se definieron tres puntos de corte diferentes, el “punto de

Ill

corte técnico”, el “mejor punto de corte” y el “punto de corte minimo”. El valor del “punto de
corte técnico”, 2,88 (+/- 0,71%) fue cercano al “punto de corte minimo”. Por lo cual, se podria
deducir que cualquier nivel de metilacidon superior al “punto de corte técnico” refleja una muestra
con cierto grado de metilacion y, por tanto, un paciente que podria beneficiarse de un

tratamiento basado en TMZ.
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6.5 Limitaciones

Nuestro estudio presenta una serie de limitaciones que se enumeran a continuacion:

- Se trata de un estudio retrospectivo.

- El tratamiento que recibieron los pacientes, al estar incluidos dentro de un ensayo clinico, no es
el tratamiento estandar (esquema Stupp). Por ello, las supervivencias obtenidas no pueden ser
comparadas con controles histéricos tratados con el esquema Stupp o con los pacientes de la

practica diaria.

- Dado que en la mayoria de los casos de nuestra poblacidn, sélo se realizé una biopsia del tumor

(sin practicar una reseccion parcial o completa), la cantidad de tejido disponible fue escasa.

- No se disponia de muestras pareadas (sangre y tejido) de todos los pacientes incluidos y, en
algunos casos, las condiciones no eran Odptimas para la extraccion de DNA (muestras

hemolizadas).

- En el estudio previo (con la técnica de MSP) no se diferencié entre suero y plasma, pero en este
segundo estudio se analizaron ambas muestras por separado, obteniendo resultados distintos.
Ello plantea que los resultados obtenidos mediante MSP podrian haber sido diferentes si se

hubieran estudiado suero y plasma separadamente.

- Al haber utilizado las muestras, previamente, para el analisis del estado de metilaciéon de
MGMT, mediante la técnica de MSP, algunas de las muestras fueron insuficientes para el analisis
por pirosecuenciacién. Asi mismo, las muestras almacenadas, podian estar mds degradadas. Si
bien también es cierto, que estas alteraciones pueden suponer errores en cualquiera de las dos
técnicas (MSP y pirosecuenciacion), y precisamente se ha postulado a la pirosecuenciacion como

una mejor técnica para trabajar en estas condiciones.
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6.6 Fortalezas

Nuestro andlisis también tiene una serie de fortalezas que deben ser destacadas y que se

enumeran a continuacion.

- La poblacidn estudiada es homogénea.

Todos los pacientes tenian un diagndéstico de GB, con revisidon histolégica confirmada y con
tumores irresecables. La cirugia que se les practicd fue una biopsia o reseccién parcial minima,
por lo que tenian enfermedad residual medible, en el momento de la extraccion sanguinea. Los
pacientes estaban bien caracterizados y tuvieron un seguimiento estricto, ya que estaban
incluidos dentro de un ensayo clinico, hecho que asegura que los datos clinicos para determinar el

valor prondstico y predictivo, son auténticos.

- Los controles de calidad del DNA fueron exhaustivos.
Por un lado, se seleccionaron las regiones tumorales, excluyendo el tejido sano y las zonas
necréticas. Del mismo modo, se analizo el porcentaje de células tumorales de GB de las muestras

de tejido, considerandose éptimo, un porcentaje superior al 80%.

- Se utilizaron tejidos control.
Se valord tejido no patolégico de distintos érganos. En las muestras de cerebro, incluso, se
estudiaron la sustancia gris y blanca por separado. Esta diversidad de tejidos no habia sido

estudiada previamente.

- Se determinaron diferentes puntos de corte, para la pirosecuenciacion.
En nuestro proyecto se determinaron 3 puntos de corte para definir el estado de metilacion de

Ill

MGMT, mediante pirosecuenciacién. Estos fueron el “punto de corte técnico” y dos clinicos: el

Ill

“mejor punto de corte” y el “punto de corte minimo”. Ni el “punto de corte minimo”, definido
como el porcentaje minimo de metilacién de MGMT con impacto en supervivencia, ni el “punto

de corte técnico” habian sido descritos con anterioridad.

- El suero y el plasma fueron analizados de manera individual, lo que permitiéd extraer

conclusiones independientes.
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7 CONCLUSIONES

Referente al objetivo principal:

1. En pacientes con GB, la pirosecuenciacién es una técnica valida para el andlisis de la
metilacion del promotor del gen MGMT, en muestras pareadas de tejido y plasma. La
pirosecuenciacion, ofrece mas resultados valorables y detecta mas pacientes con metilacién del

promotor de MGMT, al comparar con la MSP.

Referente a los objetivos secundarios:

2.1 El anadlisis de la metilacion del promotor del gen MGMT, mediante ambas técnicas, en

tejido, se correlaciona con la supervivencia libre de progresion, la supervivencia global y el

beneficio clinico a los tratamientos basados en temozolomida. Mediante pirosecuenciacion, en
plasma, se relaciona con la supervivencia libre de progresién y supervivencia global, pero no con
el beneficio clinico. La determinacion del estado de metilacion del promotor de MGMT, mediante

MSP en sangre, no tiene valor prondstico ni predictivo.

2.2 El estudio comparativo de los resultados obtenidos en ambas muestras, con una
misma técnica, es decir sangre y tejido mediante MSP y plasma y tejido mediante

pirosecuenciacion, tiene una baja concordancia.

2.3 La pirosecuenciacidn es un método mas especifico y con mayor valor predictivo
positivo para detectar la metilacién del promotor de MGMT, en tejido; mientras que la MSP es
una técnica mds sensible y con mayor valor predictivo negativo. En el caso de la pirosecuenciacién
en sangre (suero o plasma), la especificidad, la sensibilidad, el valor predictivo positivo y el valor

predictivo negativo, no son suficientes para sustituir a la determinacién en tejido.

2.4 El punto de corte hallado, para definir una muestra como positiva para la metilacién
del promotor de MGMT, mediante pirosecuenciacién, sugiere que cualquier grado de metilacién
representa un beneficio clinico para los pacientes con GB tratados con esquemas basados en

TMZ.
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LINEAS DE INVESTIGACION FUTURA
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8 LINEAS DE INVESTIGACION FUTURA

Consideramos que la pirosecuenciacion es una técnica sencilla, rapida y de lectura objetiva. El
hecho de que algunas de las muestras que no obtuvieron resultado por MSP, lo hayan tenido con
pirosecuenciacion, nos hace plantear el uso de la pirosecuenciacion en estos casos. Aunque, en

nuestro analisis, esto no haya tenido una repercusién en la supervivencia de los pacientes.

Para validar los resultados y comparar las dos técnicas, seria interesante realizar un estudio en el

gue se analizaran las muestras, con las dos técnicas, al mismo tiempo, de manera paralela.

Dada la importancia que estan adquiriendo en el diagndstico de los tumores cerebrales, seria de
interés poder detectar la metilacién del promotor de TERT y la amplificacién de EGFR en biopsia
liquida. Esta ultima alteracién también tendra relevancia terapéutica en un futuro inmediato,
puesto que en la actualidad hay diversos ensayos clinicos con tratamientos dirigidos frente a esta

alteracion como diana.
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11 ANEXOS

11.1 Anexo 1: Test neurocognitivo MMSE.

¢En qué afio estamos? 0-1

¢En qué estacion? 0-1 ORIENTACION TEMPORAL
¢En qué dia (fecha)? 0-1 , .

¢En qué mes? 0-1 (maximo 5)

¢En qué dia de la semana? 0-1

¢En qué hospital (o lugar) estamos? 0-1

¢:En que"z piso (o pl'fmta, sala, servicio)? 0-1 ORIENTACION ESPACIAL
¢En qué pueblo (ciudad)? 0-1 L.

¢En qué provincia estamos? 0-1 (mdximo 5)

¢En qué pais (o nacién, autonomia)? 0-1

Nombre tres palabras peseta-caballo-manzana (o baldn-bandera-
arbol) a razén de 1 por segundo. Luego se pide al paciente que las
repita.

Esta primera repeticidn otorga la puntuacién. Otorgue 1 punto por

FIJACION DE RECUERDO

S INMEDIATO

cada palabra correcta, pero continle diciéndolas hasta que el L

. . . (maximo 3)
sujeto repita las 3, hasta un maximo de 6 veces.

Peseta 0-1 Caballo 0-1 Manzana 0-1
(Balén 0-1 Bandera 0-1 Arbol 0-1)

Si tiene 30 euros y me los va dando de tres en tres, {Cudntos le
van quedando? Detenga la prueba tras 5 sustracciones.
Si el sujeto no puede realizar esta prueba, pidale que deletree la ATENCION, CALCULO
palabra MUNDO al revés (maximo 5)

300-1,270-1, 24 0-1, 21 0-1, 18 0-1
(00-1,D0-1, N 0-1, U 0-1, M 0-1)

Preguntar por las tres palabras mencionadas anteriormente.
Peseta 0-1 Caballo 0-1 Manzana 0-1

RECUERDO DIFERIDO

(Balén 0-1 Bandera 0-1 Arbol 0-1) (mdximo 3)
DENOMINACION. Mostrarle un lapiz o un boligrafo y preguntar
équé es esto? Hacer lo mismo con un reloj de pulsera.

Lapiz 0-1, reloj O-1.
REPETICION. Pedirle que repita la frase: "ni si, ni no, ni pero"
(o “en un trigal habia 5 perros”) 0-1.
ORDENES. Pedirle que siga la orden: "coja un papel con la mano
derecha, déblelo por la mitad, y pdngalo en el suglo". LENGUAIE
Coge con la mano derecha 0-1, dobla por la mitad 0-1, pone en L.
(maximo 9)

suelo 0-1.

LECTURA. Escriba legiblemente en un papel "cierre los ojos".
Pidale que lo leay haga lo que dice la frase 0-1.

ESCRITURA. Que escriba una frase (con sujeto y predicado) 0-1.
COPIA. Dibuje 2 pentdgonos intersecados y pida al sujeto que los
copie tal cual. Para otorgar un punto deben estar presentes los 10
angulosy la interseccion 0-1

Puntuaciones de referencia:
>27:normal.
< 24: sospecha patolégica.
12-24: deterioro.
9-12: demencia.

PUNTUACION TOTAL
(maximo 30)
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11.2 Anexo 2: indice de Barthel

indice de Barthel

Actividad Descripcién Puntuacion
Independiente. Capaz de comer por si solo en un tiempo razonable. 10
La comida puede ser cocinada y servida por otra persona.
Comer Necesita ayuda para cortar la carne, extender la mantequilla...etc., pero es 5
capaz de comer solo.
Dependiente. Necesita ser alimentado por otra persona. 0
Asearse Independiente. Capaz de lavarse entero, de entrar y salir del bafio sin 5
personal ayuda y de hacerlo sin que una persona supervise.
Dependiente. Necesita algun tipo de ayuda o supervisién. 0
Independiente. Capaz de ponerse y quitarse la ropa sin ayuda. 15
. Necesita ayuda. Realiza sin ayuda mas de la mitad de estas tareas en un
Vestirse . 10
tiempo razonable.
Dependiente. Necesita ayuda para las mismas. 5
Independiente. Realiza todas las actividades personales sin ayuda alguna, 0
Arreglarse los complementos necesarios pueden ser provistos por alguna persona.
Dependiente. Necesita alguna ayuda. 15
Continente. No presenta episodios de incontinencia. 10
Accidente ocasional. Menos de una vez por semana o necesita ayuda para
Deponer o 5
colocar enemas o supositorios.
Incontinente. Mas de un episodio semanal. 0
Continente. No presenta episodios. Capaz de utilizar cualquier dispositivo 10
por si solo (botella, sonda, orinal...).
Miccionar Accidente ocasional. Presenta un maximo de un episodio en 24 horas o 5
requiere ayuda para la manipulacion de sondas o de otros dispositivos.
Incontinente. Mas de un episodio en 24 horas. 0
Independiente. Entra y sale solo y no necesita ayuda alguna por parte de 10
otra persona.
Ir al baiio Necesita ayuda. Capaz de manejarse con una pequefia ayuda; es capaz de 5
usar el cuarto de bafio. Puede limpiarse solo.
Dependiente. Incapaz de acceder a él o de utilizarlo sin ayuda mayor. 0
Independiente. No requiere ayuda para sentarse o levantarse de una silla 15
ni para entrar o salir de la cama.
Trasladarse = — = "
del sillén o Minima ayuda. Incluye una supervision o una pequeiia ayuda fisica. 10
cama Gran ayuda. Precisa ayuda de una persona fuerte o entrenada. 5
Dependiente. Necesita una gria o el alzamiento por dos personas. Es 0
incapaz de permanecer sentado.
Independiente. Puede andar 50 metros o su equivalente en casa sin ayuda
supervisién. Puede utilizar cualquier ayuda mecanica excepto un andador. 15
Si utiliza una prétesis, puede ponérsela y quitarsela solo.
Deambular Necesita ayuda. Necesita supervisién o una pequeifia ayuda fisica por parte 10
de otra persona o utiliza andador.
Independiente en silla de ruedas. No requiere ayuda ni supervision. 5
Dependiente. 0
Independiente. Capaz de subir y bajar un piso sin ayuda ni supervision de 10
Subir otra persona.
escaleras Necesita ayuda. Necesita ayuda o supervision. 5
Dependiente. Es incapaz de salvar escalones. 0
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