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TITULO DE LA TESIS

ESTUDIO MOLECULAR DE LOS TUMORES CEREBRALES
OLIGODENDROGLIALES.

RESUMEN

Los tumores oligodendrogliales son poco frecuentes y clasicamente se han clasificado
en tumores oligodendrogliomas grado Il y grado I11. Si presentan un componente
astrocitario se han denominado oligoastrocitomas.

En este trabajo se han analizado los aspectos clinicos de estos tumores en una serie de
casos con diagnéstico morfoldgico, segun los criterios de la OMS previo a 2016, de
oligodendroglioma o bien oligoastrocitoma y hemos incluido los de grado Il y I1l. Se
ha recogido informacion correspondiente a un periodo de 37 afios (entre 1977 y 2014)
y se han identificado 182 casos con estas caracteristicas en dos hospitales terciarios de
Madrid. A esta serie que incluia los casos por diagnéstico morfoldgico la hemos
denominado cohorte inicial.

Posteriormente hemos realizado una reclasificacion de esta cohorte inicial en base a
los criterios moleculares con mutacion de IDH y codelecion de 1p/19q. A esta serie de
casos le hemos dado la denominacion de cohorte reclasificada.

En un primer paso se han descrito las caracteristicas de la cohorte inicial.

En esta serie inicial hemos podido observar que estos tumores son es mas frecuentes
en varones, de predominio en la 5 década de la vida y de localizacion predominante
en l6bulo frontal, tal como se ha descrito previamente en la literatura.

Los pacientes fueron tratados con cirugia lo mas extensa posible y en la mitad de los
casos recibieron radioterapia y un tercio recibieron quimioterapia en base a las
recomendaciones establecidas por la evidencia cientifica.

Los datos de supervivencia en esta cohorte inicial fueron de una supervivencia libre
de progresion (SLP) de 5.95 afios y supervivencia global (SG) de 13.06 afios para los
oligodendrogliomas de grado Il y una SLP de 4 afios y SG de 6 afios para el
oligodendroglioma de grado Ill. Estos datos también se ha constatado que estan en

linea con lo descrito previamente en la literatura. Ademas, se ha podido comprobar



que esta diferencia de supervivencia entre el grado 1l y el grado 11l alcanza la
significacion estadistica en esta cohorte inicial, con los casos incluidos por criterios
morfol4gicos.

Con la introduccion de la clasificacion molecular de estos tumores, no existia una
buena descripcion de la evolucion de estos tumores y por ello se ha realizado
posteriormente un analisis de la cohorte ya reclasificada, en la que quedaron incluidos
91 casos (59 casos de grado Il y 32 casos de grado I11). Al igual que en la cohorte
inicial se ha observado una mayor prevalencia en varones, la localizacion
predominante a nivel frontal y una mediana de edad de 45 afios. Asimismo, se ha
objetivado la realizacion de una cirugia lo mas amplia posible con un 46% de casos
considerados reseccion completa y un 5.5% de biopsias. También en el tratamiento
postperatorio los datos son muy similares a la cohorte inicial, con un 46% tratados
con radioterapia, un 32% con quimioterapia y un 38.5% de casos que no han recibido
ningun tratamiento postoperatorio.

Ademas, se ha analizado la supervivencia en esta cohorte reclasificada y se ha
encontrado una mediana de supervivencia global de 13.3 afios.

Un dato a destacar es que, tras aplicar estos criterios de clasificacion moleculares,
cuando se analizo6 esta mediana de supervivencia global por grado tumoral, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grado Il y grado 111
(mediana de SG de 13.3 afios para los oligodendrogliomas de grado 11 y de 12 afios
para los oligodendrogliomas de grado Il1). La clasificacién molecular modifica el
impacto del grado en la SG.

También hemos objetivado diferencias estadisticamente significativas entre la cohorte
reclasificada y la que quedd excluida (mediana de 13.35 vs 7.52 afios), por lo que la
clasificacion molecular permite identificar una serie de casos de forma mas
homogénea en cuanto al pronostico y excluye casos con peor prondstico.

En el momento de la primera progresién los pacientes recibieron diferentes tipos de
tratamiento y solo un 9% no recibio mas tratamiento. Hemos observado una
disminucion de la mediana de supervivencia con cada progresion. La mediana de
supervivencia tras la primera progresion fue de 6 afos.

Se ha revisado, por otra parte, en los tumores con diagnostico inicial de bajo grado, la
evolucion en el momento de la primera progresion y hemos observado que un 54% de

los que han tenido progresion presentaban datos de transformacién a un grado tumoral



mas alto (ya sea por captacion de contraste en el RM, por datos de la anatomia
patoldgica 0 ambos).

Los tumores con caracteristicas morfolégicas iniciales de oligoastocitoma se
reclasificaron en un 30% con criterios moleculares de oligodendroglioma y su
evolucion fue similar al resto de la cohorte reclasificada.

Posteriormente se realizé un analisis de los resultados por grado histologico.

De la cohorte reclasificada 59 casos han sido de oligodendrogliomas de grado I1. En
estos pacientes se ha encontrado que los resultados de supervivencia son similares a
los recibidos en otros estudios con tratamientos mas intensivos de quimio y
radioterapia, aunque en nuestra cohorte el 50% de los pacientes no recibe ninguln tipo
de tratamiento postoperatorio. Los datos de supervivencia en los pacientes sin ningdn
tipo de tratamiento alcanzan medianas de SG de 12.73 afos. Los datos refuerzan que
una vez que se aplican criterios moleculares se mejora el prondéstico independiente de
los tratamientos adyuvantes aplicados y que asimismo los criterios clinicos del riesgo
pierden su impacto cuando se aplican criterios moleculares (la SLP en los no tratados
fue superior en los de riesgo alto que nos de riesgo bajo en los pacientes que no
recibieron adyuvancia).

En el caso de los oligodendrogliomas de grado I11, se han identificado 32 casos en la
cohorte reclasificada. Del andlisis de la supervivencia se ha podido también observar
que, en esta cohorte reclasificada hay una mejor supervivencia, que se puede constatar
en la mediana de supervivencia global encontrada incluso en aquellos casos que no
han recibido ningun tipo de tratamiento postoperatorio (mediana de 12.27 afios),
indicando el impacto prondstico de la clasificacion molecular. De los tratamientos
postoperatorios se ha observado un mayor beneficio para aquellos casos que reciben
quimioterapia como parte del tratamiento adyuvante.

Por ultimo, se ha analizado la evolucion de aquellos casos que no han recibido
tratamiento y se ha podido observar que la median de supervivencia global era similar
para los de grado Il 'y grado Il (de 12.73 y 12.2 afios respectivamente), lo que vuelve
a resaltar que el grado pierde su impacto pronostico cuando existe una clasificacion

molecular mas precisa.

Entrando ya en los datos moleculares, por un lado, esta el propio proceso de
reclasificacion. Un 52% de casos han sido reclasificados desde los casos iniciales por

criterios morfoldgicos. Los criterios fundamentales que llevaron a esta reclasificacién



fueron la ausencia de mutacion de IDH en un 14% de los casos y la ausencia de
codelecion de 1p/19q en un 33.5% de los casos.

El papel de la técnica de NGS permitid detectar la codelecion de 1p/19q en un 30% de
los casos analizados (10/30 casos), asimismo hemos podido asegurar, con esta

técnica, la consistencia de los datos moleculares.

El estudio molecular de la cohorte reclasificada indic6 aproximadamente un 10% de
mutacion de IDH2. La mutacion del promotor de TERT se ha objetivado en un 88%
de los casos, El tipo de mutacion de TERT ha sido la C250 en 36% y C228 en un 52%
de los casos. No hemos encontrado que ninguno de estos datos tenga un impacto en el

pronostico.

En cuanto a la via de las ciclinas: En esta serie se ha encontrado ausencia de
expresion de p16 tanto en los oligodendrogliomas grado 11 como grado 11

Ademas, esta pérdida de expresion, en nuestra serie, se asocio a una peor
supervivencia global de forma estadisticamente significativa en los
oligodendrogliomas de grado 111 (con mediana de SG de 4.76 afios vs 17.49 afios en
ausencia vs presencia de expresion de p16) y también en el conjunto de los casos
(grado 11y grado I11). En el analisis de los oligodengrogliomas de grado 1l la
diferencia no alcanzo la significacion estadistica (10.86 afios vs 13.35 afios).

En cuanto a clina D1 hemos encontrado expresion de ciclina D1 tanto en
oligodendrogliomas grado 1l como grado I1l. Hemos objetivado una mayor expresion
de ciclina D1 en los oligodendrogliomas de grado I1l. La ausencia de expresion en los
oligodendrogliomas de grado Il fue del 71% y la ausencia de expresion en los
oligodendrogliomas de grado 111 fue del 32%.

También se ha analizado el valor prondstico de la expresién de ciclina D1.

Se ha considerado alta expresion de D1 cuando habia expresion por encima del 25%.
Hemaos encontrado que existe una correlacion entre esta sobreexpresion y un peor
prondstico, en el conjunto de la serie y en los oligodendrogliomas grado Il (mediana
de 6.31 afios frente a 12.73 afios). Por ultimo, en esta via de las ciclinas, se ha
encontrado expresion por inmunohistoquimica de pRb en practicamente todos los

casos excepto en 5 pacientes.
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1.1 Anatomia Patologica en los tumores cerebrales.

La clasificacion anatomopatoldgica de todos los tumores del organismo se hace

siguiendo las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Actualmente en el Sistema Nervioso Central (SNC) se sigue la clasificacién de la
OMS de 2016. La clasificacion previa de los tumores del SNC data de 2007.

La OMS clasifica los tumores en diferentes tipos histoldgicos y diferentes grados de

malignidad, sabiendo que el tipo histoldgico hace referencia a la célula normal del

SNC a la cual remeda morfologicamente la célula tumoral y el grado de malignidad se

clasificade I a IV siendo el | el grado mas benigno y el IV el grado méas maligno.

Estos criterios se utilizan para clasificar todos los tumores del SNC, no solo los

gliomas
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La OMS ha dividido los tumores del SNC en tumores neuroepiteliales, tumores del
nervio periférico, tumores de las meninges, linfomas y neoplasias hematopoyéticas,

tumores de células germinales y tumores de la region selar.

Dentro de los tumores neuroepiteliales estan los tumores astrocitarios, los tumores
oligodendrogliales, los mixtos, los tumores ependimarios, tumores de los plexos
coroideos, tumores neuronales y neurogliales, tumores neuroblasticos, tumores de la
glandula pineal, tumores embrionarios y tumores gliales de origen incierto.

WHO classification of tumours of the central nervous system

10 WHO classification of tumours of the central nervous system
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Vamos a centrarnos ahora en los gliomas. Siguiendo el esquema de tipos histolégicos,
los gliomas son tumores que remedan a la glia. Por tipos histologicos si se parecen a
las células astrocitarias se Ilamarian astrocitomas, si se parecen a los oligodendrocitos
se llaman oligodendrogliomas (OD)y si tienen células de uno y otro tipo, los
Ilamamos tumores oligoastrocitarios (ya veremos que actualmente no se considera ya
esta entidad), y cuando se parecen a las células del epéndimo o su especializacion que
son las células del plexo coroideo son los tumores ependimarios y los del plexo
coroideo.

Pero normalmente cuando hablamos de gliomas, nos referimos solo al astrocitoma,

oligodendroglioma (OD) o bien oligoastrocitoma (OA).

En adelante, al referirnos a los gliomas difusos, vamos a excluir a otras entidades, ya
sean otros tumores neuroepiteliales (los ependimomas, del plexo coroideo y otros
tumores neuroepiteliales), asi como otros gliomas que se consideran circunscritos
(como el astrocitoma subependimario de células gigantes, tipico de la esclerosis
tuberosa, los astrocitomas pilocitos con su variante el astrocitoma pilomixoide o el
xantocitoma pleomorfo). Estas lesiones no se consideran tumores infiltrantes si no
que se consideran gliomas bien circunscritos y son entidades clinico-patoldgicas muy
recortadas, con localizaciones bastante tipicas y unas edades de aparicion bastante

caracteristicas.

Por definicion, todos los gliomas difusos empiezan por un grado Il. Por su caracter
difuso la reseccion es dificilmente completa, ya que aparecen células tumorales
mucho mas alla del nucleo tumoral principal. Por lo tanto, todos los tumores

infiltrantes son minimo, un grado I1.

La denominacion de las diferentes entidades segun el tipo histologico y el grado: En

el tipo astrocitario: para un grado Il se llama astrocitoma difuso para diferenciarlo de

14



los astrocitomas bien circunscritos. Cuando es un grado 11 se llama anaplésico. El
grado 1V se denomina glioblastoma.

Los oligodendrogliomas, solo hay oligodendrogliomas de grado Il y grado 11 de
malignidad, no hay ningun oligodendroglioma que tenga un comportamiento como un
grado IV. El grado 111 se denomina oligodendroglioma anaplasico (ODA).

En cuanto a los oligoastrocitomas, en la clasificacion previa del 2007, podian ser de
grado Il el oligoastrocitoma, oligoastrocitoma anaplasico o grado Il y el grado IV se
Ilamaba glioblastoma con componente oligodendroglial. En la OMS de 2016, como
ya se ha mencionado, esta entidad desaparece, al introducir la informacion del estudio
molecular en el diagnostico.

Vamos a revisar ahora los aspectos morfol6gicos mas importantes, que permiten
definir estas entidades.

El analisis microscopico nos permite reconocer un fenotipo oligodendroglial.

En los OD de bajo grado, los nucleos son redondos y uniformes. Son frecuentemente
lesiones con células proximas, pequefias y empaquetadas. Sin embargo, en la periferia
del tumor se puede apreciar el crecimiento difuso infiltrativo, formando estructuras
secundarias como clusters de células tumorales en torno a neuronas preexistentes
(satelitosis), debajo de la superficie pial (agregacion subpial) y rodeando los pequefios
vasos corticales (agregados perivasculares).

Es frecuente la presencia de una red de pequefios capilares y calcificaciones, aunque
no suponen datos especificos en los OD.

Ademas, parte de las células tumorales en los oligodendrogliomas pueden mostrar
fenotipo gliofibrilar o minigemistocitico con tincion positiva para proteina acida
fibrilar glial en el citoplasma, o méas raramente, morfologia en células anillo de sello
(1021 21

Los tumores de tipo astrocitario pueden tener varios tipos morfolégicos, aunque el
patron fibrilar es el mas caracteristico. Estdn compuestos por células con nucleos
hipercromaticos irregulares alargados, a veces sin citoplasma evidente, pero se
identifica una matriz fibrilar. Otras veces, estas células pueden tener procesos
citoplasmaticos eosinofilicos que se mezclan de forma variable con el neuropilo

circundante.

La distincion morfoldgica principal del astrocitoma difuso del oligodendroglioma se

basa en las caracteristicas citoldgicas. Los oligodendrogliomas contienen nucleos

15



regulares redondeados, nucléolos pequefios y halos claros perinucleares. Por el
contrario, los nucleos del astrocitoma estan agrandados, alargados, irregulares e

hipercromaticos.

Para la clasificacion segun el grado, es de necesario tener en cuenta varias
caracteristicas:
1. Infiltracion del parénquima vecino no tumoral
Hipercelularidad
Atipia citoldgica

2

3

4. Proliferacion celular

5. Proliferacion microvascular
6

Necrosis

Las cuatro caracteristicas iniciales describen a los tumores de grado Il y la
proliferacion microvascular y necrosis caracterizan a los tumores de grado 111y IV.
Vamos a ver con un poco mas de detalle algunas de estas caracteristicas:

1. Proliferacion. La proliferacion se mide por el nimero de mitosis y aumenta
también con el grado de malignidad. Otro dato es que la proliferacién medida
por el Ki67 no es superponible al nimero de mitosis y no es criterio de la
OMS de grado de malignidad (Ki67 mide cuando las células en cualquier fase
que no sea GO, no solo la fase M). Si puede orientar al grado en casos
determinados, teniendo en cuenta sus limitaciones como el solapamiento entre

grados.

2. Proliferacion microvascular. Es la proliferacion de células endoteliales y

perivasculares formando ovillos similares a glomérulos renales. En el grupo de
los gliomas infiltrantes, es una caracteristica propia de los gliomas de alto
grado (11, 1V).

3. Necrosis. Puede haber necrosis con o sin empalizada. En el grupo de los
gliomas infiltrantes es una caracteristica propia de los gliomas de alto grado
(1, 1v).

Ahora vamos a aplicar estos conceptos en los oligodendrogliomas:

16



En el oligodendroglioma solo hay dos grados: 11y 11, no existe el grado IV.

Se caracteriza por un aspecto en huevo frito. El grado 1l ya es hipercelular y tienen
unos vasos muy finos y ramificados y muchas veces se observan
microcalcificaciones.

En el grado 111 de malignidad aparecen las figuras de mitosis, pero para el
oligodendroglioma se requiere 6 mitosis por 10 campos de gran aumento.

Como no hay grado 1V, tanto la proliferacion vascular prominente como la necrosis

caen en el grado IlI.

En cuanto al oligoastrocitoma(OA), en la clasificacion morfoldgica utilizada
previamente a la clasificacion de 2016 puedian tener dos patrones, mostrar areas mas
astrocitarias con areas mas oligodendrogliales separadas o bien mostrar elementos que
tienen parte de uno o de otro entremezclados. Se llama variante compacta o difusa. En
cuanto a los grados se utilizan los mismos que para el oligodendroglioma. El
oligoastrocitoma siempre se ha emparentado mas con los tumores oligodendrogliales
que con los astrocitarios. El Gnico aspecto es que la hiperplasia hipervascular entra en
el grado de 111y la necrosis convierte el oligoastrocitoma en grado IV.

La OMS habia propuesto el término de “glioblastoma con componente
oligodendroglial” para catalogar los OAA con necrosis, ya que su prondstico era peor.
Esta es una entidad que desaparecié en la clasificacion de la OMS 2016 al introducir
la clasificacion molecular. Anteriormente, suponia un problema diagndstico porque
existe una gran subjetividad, con diferencias en el diagnostico entre distintos
observadores. El problema derivaba en decidir si el componente astrocitario es
reactivo o tumoral, ademas el porcentaje de ambos componentes varia segun los
distintos autores, influyendo el tamafio de la muestra y en estos casos se utilizaba la
pérdida de heterocigosidad de 1p y 19q para apoyar el diagndstico de tumor
oligodendroglial este tumor [,

En el caso de los OD, no hay marcadores inmunohistoquimicos (IHQ) que permitan
un reconocimiento especifico y sensible del tumor y por otra parte y hay otras
lesiones que pueden mostrar zonas de morfologia oligodendroglial que no son
oligodendrogliomas como por ejemplo el astrocitoma pilocitico.

El hallazgo de las pérdidas alélicas de 1p/19qg ha formado parte del diagnostico de

0D, dada la frecuencia de dichas pérdidas en estos tumores 1,
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Con todo lo dicho previamente, el diagnostico a veces no era sencillo debido a que la
diversa actividad bioldgica era dificil de captar a nivel microscopico y también
porque las muestras no siempre eran representativas. Esto llevaba a una elevada
variedad interobservador I,

En la siguiente tabla podemos ver recogidos los datos para la clasificacion de los
gliomas infiltrantes y como la presencia de proliferacion microvascular y necrosis

define los tumores de mas alto grado.

1.2 Biologia molecular: conocimientos actuales en los tumores

cerebrales

Hasta este momento hemos revisados los criterios morfoldgicos utilizados para la
clasificacion de los tumores del SNC. Son los criterios utilizados hasta que se
introdujeron los criterios de la OMS de 2016.

Los estudios llevados a cabo en los Gltimos afios han profundizado en las bases
genéticas de la tumorogénesis, y en definitiva estos datos se han trasladado a la forma
de clasificar estos tumores, tal como ha quedado establecido en la clasificacion de la
OMS de 2016.

Por el momento, esta clasificacion se considera una actualizacion de la 42 edicion de
2007 mas que una 5° edicion Bl. Proximamente, a medianos del 2021-2022 se espera
una nueva clasificacion de la OMS de tumores del SNC.

Esta nueva clasificacion de 2016 rompe con las caracteristicas establecidas para el
diagnostico de estos tumores en el ultimo siglo, basadas en las caracteristicas
morfoldgicas observadas al microscopio, y se incorporan ahora datos moleculares
para la clasificacion de estos tumores.

De hecho, como hemos revisado, en la edicion previa de la OMS de 2007 los
hallazgos morfoldgicos eran utilizados para clasificar a los pacientes en las diferentes
entidades.

En la edicion de la OMS de 2016, se han incluido biomarcadores moleculares, ademas
de los hallazgos histoldgicos descritos previamente para establecer las distintas
categorias diagnosticas. Se ha denominado diagndstico integrado, teniendo en cuenta

caracteristicas morfoldgicas y caracteristicas moleculares.
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Esto ha llevado a un mayor grado de objetividad y en la clasificacion de estos
tumores, asi como mayor precision para el pronostico y tratamiento.

La OMS de 2016 propone un nuevo formato de diagnostico en capas en el cual en una
primera capa estaria el diagnostico de tipo histologico, luego vendria el grado
histologico y luego la informacion molecular. En base a todos estos datos se realizaria
lo que se denomina diagnostico integrado.

Las alteraciones moleculares hasta ahora se utilizaban como factores pronésticos y
predictivos de respuesta dentro de una determinada categoria, pero no se utilizaban

como criterios diagnasticos, y en esto reside el gran cambio.

Los marcadores moleculares recientemente introducidos son:

Mutaciones en los genes de la isocitrato deshidrogenasa IDH1/2, codelecion de
1p/19q, mutaciones en el gen de alpha thalasemia/mental retardation sindrome X-
linked (ATRX)y mutaciones en el promotor de la telomerasa transcriptasa reversa
(TERT) y alteraciones en p53.

Mas adelante vamos a revisar la base cientifica para la introduccion de estos

marcadores en el diagndstico de estos tumores [©1,

1) IDH1/IDH2

- Desarrollo e incidencia de la mutacion

Las mutaciones de IDH1/2 (gen de isocitrato deshidrogenasa 1) se describieron por
primera vez en el afio 2008 por Pearson et al en un estudio donde se secuenciaron
glioblastomas de forma masiva (149 casos).

Se observd la presencia de la mutacién de IDH1 en una pequefia proporcion de casos
(18 de 149), y se relacionaba con los glioblastomas llamados previamente
secundarios, se daba en personas mas jovenes y presentaban una mejor supervivencia
1

En los gliomas difusos de grado Il y Il se han encontrado mutaciones en IDH1
(IDH1mut) en una frecuencia entre el 60-80% de los casos.

Se ha encontrado mutacion de IDH2 (IDH2mut) entre un 2-5% de los gliomas
infiltrantes y las mutaciones en IDH1 e IDH2 son mutuamente excluyentes.

Todas las mutaciones de IDH1 implican al codén 132, sobre todo, la mas habitual es
la mutacién p.R132H (90% de los casos)
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Las mutaciones de IDH2 se dan en el codon 172, siendo la méas habitual la p.R172K.
Estudios mas recientes han sefialado que la mutacién en IDH es un evento temprano
en la gliomagénesis (“es una mutacion driver”) y precede a la delecion de 1p/19q,
siendo este Ultimo el que posiblemente lleve a un fenotipo de tipo oligodendroglial
mientras que mutaciones en TP53 y ATRX conduzcan a un fenotipo mas de tipo
astrocitario.

Las mutaciones en IDH, por otra parte, se asocia a un perfil hipermetilador (G-CIMP-
CpG Island Methylator Phenotype ) y a la metilacion del promotor de la Q8-
metilguanina-DNA metil-transferasa (MGMT)® I,

- Papel en el diagnéstico:

Dentro de los tumores primarios del SNC, las mutaciones de IDH exclusivas de los
gliomas infiltrantes. Las proliferaciones gliales reactivas tampoco presentan
mutaciones de estos genes.

Se han descrito mutaciones en IDH en otros tumores a parte del SNC:
colangiocarcinoma intrahepatico, condrosarcoma leucemia mieloide aguda, linfoma T
angioinmunoblastico, melanoma maligno y carcinoma anaplasico de tiroides y en otros
tipos de neoplasias (mas raro)*% .

- Funcioén en la célula:

IDH1 es una enzima que participa en el ciclo de Krebs, la principal via metabdlica que
utilizan los organismos aerobios para generar energia. Las mutaciones en esta enzima
conllevan alteraciones en el metabolismo, incluyendo el aumento de 2-
hydroxyglutarato (2-HG), que induce un fenotipo de glioma hipermertilado (G-CIMP).
Esto lleva a una serie de remodelaciones de la cromatina y a alteraciones
transcripcionales.

- Papel pronostico:

Se conoce ademas que IDH tiene implicaciones prondsticas en gliomas difusos y
ademas es un factor predictivo de beneficio de la quimioterapia en pacientes con
oligodendroglioma anaplasico, los pacientes con mutacion en IDH sin codelecion
tienen peor pronostico que los que tienen mutacion en IDH y codelecion de 1p/19q,
pero tienen mejor pronostico que aquellos que no tienen mutacion en IDHM [22]

- Técnica para su determinacién:

Existe un anticuerpo comercializado contra la proteina IDH-1 p.R132H y se puede

utilizar en tejido incluido en parafina. El anticuerpo anti IDH1-R1232H detecta la
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forma mutada de la proteina, por lo que inmunohistoquimica (IHQ) positiva indica que
existe mutacion en el gen IDH1(R132H).

Las recomendaciones actuales son iniciar el estudio con la deteccion IHQ de la proteina
mutada y, en caso de que ésta resultara negativa, completarlo con el estudio por

secuenciacion de los genes IDH1 e IDH2.

Por lo tanto, las mutaciones en IDH pueden tienen un papel como marcador diagndstico,
ya que las mutaciones en IDH son especificas de gliomas infiltrantes y permite hacer
un diagndstico diferencial con otras entidades ya sean tumorales o reactivas.
Asimismo, las mutaciones en IDH también tienen un papel pronostico en los diferentes
tipos histoldgicos y grados de malignidad.

Tanto en los gliomas de grado 1l como grado 111 la ausencia de mutaciones en IDH se

asocia a un peor pronostico.

2) CODELECION DE 1p/19q

- Desarrollo e incidencia

En los afios 90 se observo que muchos tumores oligodendrogliales tenian pérdida de
heterocigosidad (LOH) para 1p y 19q. Posteriormente se observé que se debia a la
traslocacion t(1:19)(g10:p10) con la consecuente pérdida de uno de los cromosomas.
Esta alteracion tiene relevancia clinica al estar asociada a una mayor sensibilidad a la
quimioterapia y mejor prondstico. Este hecho se demostro en un estudio llevado a
cabo por Cairncross et al en que observaron que en oligodendrogliomas anaplasicos
esta alteracion se relacionaba con una mayor respuesta a la quimioterapia con PCV
(procarbazina, CCNU, Vincristina). Esto se vino a confirmar en estudios posteriores
mas grandes, randomizados y prospectivos, donde se verificd una mayor sensibilidad
a la quimioterapia y también un aumento de la supervivencia global [*31 [4]

- Papel diagnostico

La codelecion de 1p/19q (1p/19q codel) se correlaciona de manera casi exclusiva con
una histologia oligodendroglial y por tanto la determinacion de 1p/19q tiene un papel a
nivel diagndstico ya que facilita el diagndstico diferencial con aquellas patologias que
puedan tener una morfologia oligodendrogial.

Tambien en los casos de glioma infiltrante con morfologia mixta oligoastrocitaria

permite definir el caso como astrocitario o bien oligodendroglial.
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La codelecion de 1p/19q se asocia a mutaciones de IDH y del promotor de TERT en los
tumores oligodendrogliales, y existe una correlacion inversa entre la mutacion de IDH
y las mutaciones de TP53 y ATRX, y la amplificacion del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). La mayoria de los gliomas con codelecién de 1p/19g muestran un
perfil G-CIMP y se incluyen en el subtipo proneural de la clasificacion de los gliomas
[15]_

La mayoria de los oligodendrogliomas con codelecion de 1p/19q tienen mutaciones en
el gen CIC (un ortologo del gen capicta de Drosophila, situado en 19q) y en menor
grado (15%) en el gen FUBPL (situado en 1p). Esta asociacion sugiere que esta pérdida
cromosomica puede contribuir a la inactivacion de estos genes. El papel de estos genes
en el desarrollo del oligodendroglioma es todavia desconocido.

- Técnicas para su determinacion:

El estudio de 1p/19q puede realizarse por el analisis de la pérdida de heterocigosidad
(LOH), por estudio de microsatélites y la hibridacién in situ fluorescente (FISH). La
tasa de correlacion entre estas técnicas es muy elevada. Es la técnica FISH la més

comUnmente empleada.

3) La mutacion de ATRX

Otra alteracidon descrita en el area de los gliomas infiltrantes es la presencia de
mutaciones en ATRX (del inglés a-thalasemia/mental retardation-syndrome-X-linked),
que es otro mecanismo conocido para el mantenimiento de la longitud de los telémeros
mediante el denominado ALT (del inglés alternate lengthening telomeres).
Las mutaciones en ATRX (ATRXm) se observan en los tumores de estirpe astrocitaria,
se correlaciona con las mutaciones de IDH1 y TP53. Estd ausente en
oligodendrogliomas y glioblastoma primario (4%).

- Papel diagnostico
La deteccion de la mutacion en ATRX pude ser de utilidad para establecer un
diagnostico diferencial con otras entidades que no tienen esta mutacién, como el
astrocitoma pilocitico.
Por otra parte, también hay que tener en cuenta que las mutaciones de ATRX son
mutuamente excluyentes con las mutaciones en TERT.

- Técnica para su determinacion
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La técnica diagndstica habitualmente empleada es la IHQ. El anticuerpo que se emplea
en la practica clinica diaria marca la forma nativa de la proteina, por lo que la
positividad para ATRX significa la ausencia de mutacion de ATRX, y en el caso de

existir mutacién, la tincion IHQ sera negativa.

4) La mutacion del promotor de TERT

Los gliomas infiltrantes se asocian con alteraciones en el gen de la telomerasa
transcriptasa inversa (TERT).

El acortamiento en la longitud de los telémeros se produce en las células del organismo
con cada ciclo de division celular, y es un factor que resulta clave para el mantenimiento
de la inmortalidad de las células tumorales. Para ello las células neoplasicas precisan
mantener la longitud de los telomeros. Las alteraciones en el gen de TERT conllevarian
a ese mantenimiento.

La alteracion mas frecuente que se ha encontrado son las mutaciones en el promotor
del gen de TERT (TERTm).

En tumores el SNC se ha descrito en los gliomas infiltrantes (oligodendrogliomas y
glioblastomas), en meduloblastoma y meningioma.

Esta mutacion se ha encontrado en un 50-75% de los glioblastomas IDH no mutados,
y un 75% aproximadamente de los oligodendrogliomas (grado Il o 111).

En este sentido hay que tener en cuenta que en los tumores astrocitarios grado 11y I11,
presentan mas habitualmente mutaciones en ATRX que es otro mecanismo implicado
en el mantenimiento de la longitud de los telomeros.

- Técnica para su determinacion:

La determinacion de TERTm suele hacerse mediante secuenciacion.

Puede tener un papel en el diagnostico diferencial de los gliomas infiltrantes del SNC.
5) METILACION DEL PROMOTOR DE MGMT Y G-CIMP

En los casos con IDH mutado, la presencia de la metilacion del promotor de MGMT
esta ligada a los tumores con fenotipo G-CIMP.

En estos casos se puede observar metilacion en un amplio numero de genes, entre los

que podriamos encontrar a MGMTI®] |
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Relacion entre las distintas alteraciones moleculares

Las alteraciones moleculares descritas se encuentran relacionadas entre si como a

hemos revisado previamente.

En el siguiente esquema podemos sintetizar esas relaciones (Ohgaki et al,2012)

Células gliales progenitoras

EGFR ampl
TERmM

4

Células gliales progenitoras

}

Célula precursora con IDHm

ATRXM Codel 1p/19q
TP53m ClCm
FUBP1m
PTERTmM
Astrocitoma difuso Oligodendroglioma
Astrocitoma Oligodendroglioma anaplasico
anaplasico

!

Glioblastoma IDH no mutado

Glioblastoma IDH mutado
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1.3 Funcion bioldgica de estos marcadores, ¢Cual es su papel en la
célula en condiciones de normalidad y patologico?

FUNCION BIOLOGICA DE IDH, ATRX Y TERT

Vamos a revisar los principales avances en los conocimientos moleculares y la
funcion biologica que los siguientes marcadores tienen en la célula de forma habitual:
1) IDH y sus isoformas; 2) ATRX y TERT.

1) IDH

Vamos a revisar estas mutaciones en IDH:

En el afio 2008 se dieron a conocer los primeros datos IDH en gliomas a raiz de un
estudio que habia empezado 2 afios antes, el Genoma Atlas. En este estudio se analizd
tanto la expresion RNA, DNA y estudio epigenético en un gran nimero de pacientes,
la mayoria con glioblastomas.

El primer trabajo publicado de este estudio, tras secuenciar 149 casos de
glioblastoma, un 12% de ellos presentaban mutacion en el gen que codifica para IDH
1 y ademas se observé que tenian mejor prondstico que aquellos que no tenian
mutacion [,

Después se publico un estudio mas amplio, incluyendo diferentes tipos de los tumores
cerebrales y se observo que este tipo de alteraciones en IDH1/IDH2 son muy
frecuentes en los tumores gliales, astrocitarios y oligodendroglioma. Son mas
frecuentes en los en astrocitomas de bajo grado y en los oligodengliomas 171,
También se analiz6 si este tipo de mutaciones estaba presente en otro tipo de tumores
que no fuesen los tumores del SNC y se pudo observar que existian mutaciones en
este gen en otras patologias como en el colangiocarcinoma intrahepatico, y algun tipo
de tumor cartalaginoso y en un porcentaje de casos de leucemia aguda.

Se analizaron, asimismo, qué tipo de mutaciones tenian los gliomas:

en mas del 95% de las mutaciones de IDH1 era una mutacion puntual en el residuo

132 y cuando la mutacion era en IDH2 era en el residuo arginina 172.
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Estas dos enzimas (IDH1/2) son enzimas que forman parte del metabolismo de la
célula. IDH1 se encuentra en citoplasma e IDH2 en mitocondria y ademas estos
residuos el 132 en IDH1 y 172 en IDH2 alteran el funcionamiento de la enzima de la
misma forma.

Sin embargo, cuando se estudio en estos otros tumores no del sistema nervioso, se

observo que raramente tenian mutaciones en el mismo residuo 132 o0 172 de IDH.

Vamos a analizar la funcidn que tiene este gen en la célula: IDH 1 se encuentra en la
célula en el citoplasma e IDH2 en la mitocondria, lo que hace es catalizar el paso de
isocitrato a alfaketoglutarato. Alfaketoglutarato es una enzima que regula procesos
que participan en el control epigenético del DNA, es decir, en el control de la de la
metilacion o desmetilacion del DNA.

Se conoce también que la fuente de esta via metabdlica es la entrada de glutamato o
glutamina a las células gliales, que provienen del espacio extracelular.

De forma normal, esta transformacion del isocitrato a alfaketoglutarato se acompafia
también de un aumento de pH lo cual significa un aumento de poder reductor con lo
que de alguna manera disminuye el estrés celular y esta asociado a una mejor
supervivencia de la célula.

Se conoce que cuando se produce la mutacion, la funcién del gen se conserva y
aparecen distintas teorias sobre si el gen actia como oncogen 0 COmo gen Supresor.
La teoria mas desarrollada es que este gen mutado conserva la funcién del gen wild
type (WT) pero esta funcidn esta algo disminuida, con menos alfaketoglutarato,
menos pH y disminuye la capacidad de reduccién oxidativo y esto por si mismo
puede ser una causa que aumenta la tumorogeénesis.

Sin embargo, se conoce también que hay una ganancia de funcion, es decir una nueva
funcién enzimatica aparece en estas células que hace que el alfaketoglutarato se
convierta en 2- hidroxiglutarato, este inicialmente se habia relacionado con aumento
HIF 1 alfa y esto a una mayor tumorogénesis.

Pero esto era algo sorprendente porque la mutacién en IDH1 se asocia a un mejor
prondstico aqui habia una contradiccion.

Sin embargo, los estudios que se han ido desarrollando han subrayado la importancia
de otro aspecto vinculado al aumento de 2 hidroxiglutarato y es que se pudo observar
que este aumento de 2hidroxiglutarato compite con alfa ketoglutarato en los procesos

de metilacion del DNA. De esta forma, 2hidroxiglutarato inhibe enzimas como la
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histona demetilasa 0 DNA hidroxilasa y hace que cambie el perfil de metilacion del

DNA en el tumor.

Y este punto se considera de mayor relevancia que la disminucién del estrés oxidativo

y de aumento de HIF alfa.

Los estudios han detectado un aumento dehidroxiglutarato asociado a la mutacion de

IDH.

FUNCION IDH NORMAL
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En resumen, hoy conocemos que tenemos 3 enzimas diferentes IDH1, 2 y 3.

IDH1 a nivel de citoplasma e IDH 2 y 3 a nivel de mitocondria. Todas ellas tienen la

misma funcion, que es transformar isocitrato en alfa ketoglutarato y NADPH.

Por tanto, IDH esta implicado en la transformacién de isocitrato a alfaketoglutarato.

El alfaketoglutarato a su vez:

- Regula la degradacion del Factor 1-alfa inducible por hipoxia (HIF1) y

- Es cosustrato para diversas enzimas dioxigenasas que regulan modificaciones

epigenéticas.

La mutacion de IDH ¢qué conlleva?
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1) Inhibe el funcionamiento optimo de IDH y como consecuencia disminuye
alfaketoglurato y NADPH.
a. Esto dificulta la degradacion de HIF1 y promueve supervivencia
celular.
b. Disminuya la formacion de NADPH y aumenta el riesgo de estrées
oxidativo y mutagénesis.
2) IDH1 adquiere una nueva actividad que lleva a la produccion de
hidroxiglutarato que inhibe de forma competitiva las enzimas necesarias para

una optima regulacion de las alteraciones epigenéticas.

Tras observar la presencia de la mutacion de IDH en un subgrupo de glioblastoma de
mejor pronostico, se realiz6 un estudio (publicado en el New England Journal of
Medicine- NEJM- en 2009, donde se secuencio IDH1 e IDH2 en 445 tumores del
SNC y 494 tumores no SNC. Se identifico la mutacidn en 70% de los tumores
astrocitarios y oligodendrogliomas grado 11y 111 y en glioblastomas dearrollados a
partir de lesiones de bajo grado (81,
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Otro aspecto que se ha estudiado desde el punto de vista molecular en los tumores
cerebrales es el de la situacion de metilacion del DNA.

Esto se ha relacionado con la hipermetilacion de las islas CpG, gque se asocian a
silenciacion de la expresion génica.

Del mismo estudio del TCGA se ha hecho un subestudio mirando el perfil de

metilacidn que presentaban los casos con glioblastoma. Se ha analizado la metilacion
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de las regiones CpG que corresponden a las regiones de promotores de distintos
genes, y se pudo observar que habia perfiles de metilacion, algunos estaban mas
metilados y otros menos metilados indicando la existencia de un glioma - CpG Island
Methylator Phenotype (G-CIMP).

Otro aspecto que pudo observarse es que existia una fuerte asociacién entre IDH
mutado y los tumores G-CIMP positivos.

Noushmer et al analizaron 60 pacientes con gliomas de grado Il y 90 pacientes grado
I11. Se ha podido observar que, comparado con GB, estos tumores tenian un
incremento de 10 veces de G-CIMP positivo, y los grado 111 una proporcién
intermedia. Al realizar el analisis por tipo histologico, G-CIMP era el doble de
frecuente en el tipo oligodendroglial comparado con el astrocitario. Los datos
indicaban ademas una mejor supervivencia en estos tumores [161,

Otro estudio publicado en Nature ha podido demostrar que el hecho de tener mutacion
en IDH1 es un factor suficiente para establecer este perfil metilador.

Esto enlaza con lo descrito previamente respecto a los cambios de funcién en el caso
de mutacién en IDH: este aumento del nuevo metabolito, 2hidroxiglutarato, que

compite con alfaketoglutarato, favorece la metilacion del DNA 14,

2)ATRX y TERT
Determinados marcadores utilizados actualmente en el area de la neurooncologia
como histona 3, IDH, TERT y ATRX tienen en comun que afectan a la organizacion
de la cromatina.
Desde el punto de vista de las alteraciones moleculares, estamos mas acostumbrados a
hablar de mutaciones y alteraciones de genes, pero aqui tiene mas que ver con la
organizacion de la cromatina, ya sea por la regulacion epigenética y la expresion
génica, ya sea por la integridad cromosomica.

Los telomeros vy la telomerasa:

Los teldmeros son los extremos de los cromosomas. Los extremos del DNA si
estuvieran desnudos, serian muy reactivos, tienden a recombinarse y a unirse entre
ellos. Si no hubiera una proteccion a nivel de los extremos, estos se fusionarian y se
producirian aberraciones cromosémicas.

Por esta razon existe, a nivel del cromosoma, una secuencia muy larga repetitiva rica
en guaninas desoxinucledtidos que acaba en un saliente de cadena sencilla, esta

estructura es ya capaz de unirse a una serie de proteinas, las shelterinas, y este
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complejo actta como si fuera el final del corddn de un zapato, evitando que se unan

dos cromosomas entre si.

Por otra parte, el nivel final de los cromosomas (los telémeros), es un problema para
la replicacion del DNA, ya que la DNA polimerasa tiene que copiar una molécula de
DNA madre y no es capaz de empezar de cero pero necesita una pequefia region de
doble cadena, esta zona de doble cadena la aporta un cebador de RNA, una pequefia
molécula de RNA que se hace complementario al extremo del telémero, y a partir de
aqui la DNA polimerasa puede empezar a sintetizar la hebra hija y a final el cebador
de RNA se elimina, pero si esto de alguna manera no se repara, tenemos una hebra
hija que serd mas corta que la progenitora, y a partir de aqui si la hebra hija, en un
nuevo proceso de division celular lo tuviera como molde tendriamos otra vez una
secuencia aun mas cortay asi, a lo largo de las generaciones los telomeros se irian
acortando, hasta que no tuvieran esta estructura de protecciéon final de los
cromosomas y también se acabaria afectando la integridad de los genes
subteloméricos.

Para evitar esta situacion actua la telomerasa.

Es, por tanto, un complejo que esta formado por una subunidad catalitica y un
fragmento que es una cadena pequefia de RNA que es complementaria al DNA
repetitivo del final de los telomeros. De manera que el complejo es capaz de unirse
por complementariedad de bases al final de los telémeros y el RNA sera utilizado
como molde por la unidad catalitica para alargar de nuevo el extremo de los
telémeros, y de esta manera se evita que se pierda material a lo largo de las
replicaciones. Se denomina a las dos subunidades la retrotranscriptasa (TERT) y la
molécula de RNA asociada (TERC).

Pero no tenemos telomerasa en todas las células. A nivel de las células germinales la
actividad es muy alta pero las células somaticas tienen menos actividad telomerasa.
Por lo tanto, a medida que estas células se van dividiendo, los telémeros se van
acortando, en este momento la célula lo detecta y es capaz de frenar la division
celular, la célula seguira viva, pero entrara en senescencia, no seguira dividiéndose,
aunque cumpla sus funciones.

En el caso de las celulas tumorales si quieren seguir viviendo indefinidamente, esto lo

tienen que resolver, de alguna manera tienen que reparar sus telomeros si no, no
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podrian seguir proliferando, y esto lo hace generalmente con la reactivacion de TERT,
es el mecanismo mas frecuente de recuperacion de telomeros.

¢como se reactiva TERT en las células tumorales? Hay descrito diferentes
mecanismos: cambios epigenéticos, reordenamientos del gen, y también mutaciones
en el promotor de TERT. El promotor es el que regula la expresion del gen. Se han
descrito dos mutaciones en gliomas, la C250T y 228T. En otros tumores hay otras
mutaciones descritas. En los dos casos la mutacion lo que origina es una secuencia
capaz de unirse a factores de transcripcion y esto implica que haya sobreexpresion de
nuevo de TERT.

Via ALT de elongacién de los teldbmeros

Lo descrito anteriormente no es el tnico mecanismo de elongacion de telémeros si no
gue también hay una via alternativa, la via ALT.

Esta via estd basada en mecanismos de recombinacion homologa de los dos
cromosomas de una pareja, con el cromosoma corto utilizaria como molde el
cromosoma largo.

En un 5-10% de los tumores se ha visto esta via alternativa para elongacién de los
teldbmeros. Aunque la prevalencia de este fenotipo ALT es infrecuente en cancer, si es
habitual en determinados subtipos de tumores entre los que se encuentran los gliomas.
Hasta un 75% de los tumores con el promotor de TERT WT usan este mecanismo
ALT para el mantenimiento de los telémeros.

Exactamente no se sabe como funciona este mecanismo, como se reactiva en los

tumores, pero se sabe que esto estd asociado a la perdida de expresion de ATRX.

ATRX:

ATRX se ha caracterizado inicialmente al estudiar el sindrome a-talasemia, retraso
mental ligado al X (ATRX) en el que se produce alteraciones craneofaciales,
anomalias genitales, retraso mental, hipotonia y anemia moderada, asociada a alfa
talasemia. EI gen ATRX sintetiza para una proteina remodeladora de la cromatina
SWitch (SWI)/sucrone non-fermenting (SNF)-like. Ese gen presenta mutaciones
frecuentes en gliomas.

Los tumores con pérdida de ATRX tienen un DNA telomérico largo y esta relacionado

con esta via ALT, sugiriendo que ATRX puede ser un supresor del mecanismo ALT.
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Ademas, la expresion de ATRX esta forzada en ALT positivos y en lineas celulares a
abolicion de ATRX se asocia a abolicion del fenotipo ALT.

Sin embargo, se ha visto que la pérdida de ATRX no es suficiente para la activacion
de ALT. Aqui entra DAXX, que fue inicialmente identificado como una proteina de
unién al receptor de muerte Fas, que induce apoptosis mediante la via JNK.,
Analizando los complejos chaperona de la histona H3.3 se ha identificado ATRX y
DAXX.

ATRX, en colaboracion con DAXX deposita H3.3 en la cromatina a nivel telomérico
y pericentromérico para prevenir la formacion de cuadruples-G (G4-DNA), un tipo de
estructura de DNA que promueve los mecanismos de reparacion del DNA mediante la
recombinacion homologa.

Esto refuerza el papel de ATRX/DAXX/histona H3.3 en la supresién de la via ALT

Por otro lado, se ha visto también que ATRX cuando esta mutado, la capacidad de
reparar rupturas de doble cadena del DNA de la célula esta afectada. Para reparar esto
la célula tiene dos mecanismos diferentes, uno es de recombinacion homologa que

también se utiliza en la via ALT de los telémeros [201121]

1.4. Clasificacion de la OMS 2016. Cambios introducidos respecto a

la clasificacion previa

Con la publicacion de todos estos datos, se ha avanzado hacia una clasificacion de los
tumores del SNC mas basada en criterios moleculares, resultando méas precisa y
reproducible.

Esta seria una breve revision historica de la clasificacion de los tumores del SNC:

La primera clasificacion de estos tumores fue la de 1926, por Bailey y Cushing y se
basaba en variables pronosticas de cada tipo histologico.

En 1949 se hicieron cambios en la clasificacion, utilizando los grados de agresividad
(en 4 grados) para clasificar a los tumores (Kernohan et al) 122,

La clasificacion de St Anne-Mayo de 1988 se basaba en el tipo histologico
(astrocitoma y oligodendroglioma) y basaba los grados histoldgicos segun: atipia,

mitosis , necrosis y neovascularizacion 231,
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Con estas bases, en 1979 la OMS cred su clasificacion y se han ido creando nuevas
ediciones en 1993, 2000 y 2007 (previo a la actual de 2016) 1.

La clasificacion de 2016, como ya se ha revisado, presenta cambios importantes,
basados sobre todo en la utilizacion de los datos moleculares para clasificar a los

tumores.

En 2014 se reunieron en Harlem un grupo de 28 neuropat6logos expertos para debatir
estos aspectos, de como los nuevos conocimientos moleculares podrian mejorar la
clasificacion de los tumores del SNC, y amparados por la OMS elaborar una nueva
clasificacion.

Se avanz0 hacia una clasificacion en base al aspecto histoldgico, pero se requeria
también un estudio molecular para alcanzar lo que se denominaria un “diagnostico
integrado”, y, en resumen, habria que decir que el conocimiento de las bases
bioldgicas de los gliomas infiltrantes ha conducido a la utilizacion de nuevos
marcadores moleculares tanto con una finalidad diagnoéstica, prondstica como

predictiva.

Esta nueva clasificacion ha supuesto multitud de cambios en las diferentes categorias.
Este es un esquema de los cambios que se han producido entre la clasificacion de la
OMS del 2007 y 2016.
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Clasificacion WHO 2007

Clasificacion WHO 2016

TUMOURS OF NEUROEPITHELIAL TISSUE

Astrocytic tumours

Pilocytic astrocytoma 9421/1"
Pilomyxoid astrocytoma 9425/3*
Subependymal giant cell astrocytoma 9384/1
Pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3
Diffuse astrocytoma 9400/3
Fibrillary astrocytoma 9420/3
Gemistocytic astrocytoma 9411/3
Protoplasmic astrocytoma 9410/3
Anaplastic astrocytoma 9401/3
Glioblastoma 9440/3
Giant cell glioblastoma 9441/3
Gliosarcoma 9442/3
Gliomatosis cerebri 9381/3
Oligodendroglial tumours
Oligodendroglioma 9450/3
Anaplastic oligodendroglioma 9451/3
Oligoastrocytic tumours
Oligoastrocytoma 9382/3
Anaplastic oligoastrocytoma 9382/3
Ependymal tumours
Subependymoma 9383/1
Myxopapillary ependymoma 9394/1
Ependymoma 9391/3
Cellular 9391/3
Papillary 9393/3
Clear cell 9391/3
Tanycytic 9391/3
Anaplastic ependymoma 9392/3
Choroid plexus tumours
Choroid plexus papilloma 9390/0
Atypical choroid plexus papilloma 9390/1*
Choroid plexus carcinoma 9390/3

Other neuroepithelial tumours

Astroblastoma 9430/3
Chordoid glioma of the third ventricle 94441
Angiocentric glioma 9431/1*

Vamos a verlo més detallado y sobre todo en relacion con los gliomas infiltrantes.

Como primer punto, se agrupan los astrocitomas difusos y los circunscritos. Los

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrocytoma, IDH-mutant 9400/3
Gemistocytic astrocytoma, IDH-mutant 9411/3
Diffuse astrocytoma, IDH-wildtype 9400/3
Diffuse astrocytoma, NOS 9400/3
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant 9401/3
Anaplastic astrocytoma, IDH-wildtype 9401/3
Anaplastic astrocytoma, NOS 9401/3
Glioblastoma, IDH-wildtype 9440/3
Giant cell glioblastoma 9441/3
Gliosarcoma 9442/3
Epithelioid glioblastoma 9440/3
Glioblastoma, IDH-mutant 9445/3"
Glioblastoma, NOS 9440/3
Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant 9385/3*
Oligodendroglioma, IDH-mutant and
1p/19g-codeleted 9450/3
Oligodendroglioma, NOS 9450/3
Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant
and 1p/19g-codeleted 9451/3
Anapiastic oligodendroglioma, NOS 9451/3
Oligoastrocytoma, NOS 9382/3
Anaplastic oligoastrocytoma, NOS 9382/3
Other astrocytic tumours
Pilocytic astrocytoma 94211
Pilomyxoid astrocytoma 9425/3
Subependymal giant cell astrocytoma 9384/1
Pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3

Ependymal tumours

Subependymoma 9383/1
Myxopapillary ependymoma 9394/1
Ependymoma 9391/3
Papillary ependymoma 9393/3
Clear cell ependymoma 9391/3
Tanycytic ependymoma 9391/3
Ependymoma, RELA fusion-positive 9396/3"
Anaplastic ependymoma 9392/3
Other gliomas
Chordoid glioma of the third ventricle 9444/1
Angiocentric glioma 9431/1
Astroblastoma 9430/3
Choroid plexus tumours
Choroid plexus papilloma 9390/0
Atypical choroid plexus papilloma 9390/1
Choroid plexus carcinoma 9390/3

gliomas difusos se agrupan en gliomas difusos astrocitarios y oligodendrogliales y se

separan el grupo de gliomas bien circunscritos. Con anterioridad, como se clasificaba

segun el tipo histoldgico, estos gliomas de tipo circunscrito, que la gran mayoria son

astrocitarios, se agrupaban con los astrocitomas. Ahora esto ha cambiado, la OMS

agrupa astrocitomas difusos y oligodendrogliomas difusos porque ambos son difusos

y comparten algunas caracteristicas moleculares, y lo diferencia de los gliomas bien
circunscritos como el pilocitico o el xantocitoma pleomérfico.

En segundo lugar, desaparecen algunas entidades como el oligoastrocitoma.

El astrocitoma protoplasmatico es una entidad que desaparece porque no hay un

acuerdo morfoldgicamente, no se diagnostica practicamente nunca y puede

corresponder a otro tipo de entidades.
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¢ Como han quedado los astrocitomas difusos en la clasificacion de la OMS del
ano 20167

- El paradigma de astrocitoma difuso que conociamos hasta ahora, seria el astrocitoma
difuso IDH mutado y en el caso del anapléasico estaria el astrocitoma anaplasico IDH1

mutado.

- El glioblastoma se segrega en dos tipos: IDH 1 mutado y no mutado y aparece una

entidad denominada glioblastoma epitelioide.

- Hay otras entidades englobadas en los astrocitomas difusos:

- Astrocitoma difuso NOS. La OMS reserva este término NOS (Not Othewise
Specified), para aquellos datos en los que no podemos obtener datos
moleculares. Son situaciones en las que los test diagndsticos para la
clasificacion de la OMS no se pueden realizar o el test necesario ha fallado.

- El término NOS ha sido recientemente matizado y se ha introducido el
término NEC: Not Elsewhere Classified. Los casos clasificados como NEC, se
han realizado los test necesarios para el diagndstico y estan disponibles nos
resultados pero los datos no encajan con un diagnostico especifico de la OMS.
Sobre todo, suele darse cuando hay una discordancia entre los datos
histologicos, moleculares e inmunohistoquimicos (IHQ).

- La OMS reconoce ademas que existen algunas entidades provisionales, que
son las que estan en cursiva y con un asterisco delante como seria el
astrocitoma difuso IDH wild type (WT) por ejemplo, o el astrocitoma
anaplasico IDH WT y creen que son provisionales porque son entidades que
probablemente no estén bien definidas o en tipo histoldgico o en grado de
malignidad, por ejemplo, un astrocitoma difuso IDH WT no tenemos claro si
realmente tendria un grado 11 de malignidad o podria ser un GB mal
biopsiado, entonces, la OMS reserva este término como un término

provisional con el que no esta muy de acuerdo pero de momento se reserva.

Una aclaracion, cuando hablamos de tumores IDH mutado o WT tenemos que tener

en cuenta algunos puntos:
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Existen dos genes de IDH: IDH1 e IDH2 (de hecho, existen mas, pero desde un punto
de vista practico vamos a asumir estos dos). Existe un test IHQ que detecta la forma
mutada de IDH1 R132H que es la mas prevalente pero no es la Gnica. Por lo tanto, si
se obtiene una IHQ positiva para la forma R132H puede afirmarse que existe
mutacion IDH1 R132H pero una IHQ negativa para IDH1 R132H no es igual a un
IDH WT.

;qué habria que hacer para asegurar que se esta ante un caso IDH WT?

Se deberia secuenciar IDH1 e IDH2. El problema es que esta secuenciacion, debido
que la mayoria de los casos corresponden a glioblastomas, puede ser muy laboriosa y
la OMS recomienda que se puede hacer un diagnostico de casos IDH1 WT en algunas
situaciones, solo con un IHQ negativa.

Las situaciones en las que se acepta IDH WT sin necesidad de completar el estudio
con una secuenciacion son:

- Glioblastoma (GB), la gran mayoria son primarios y WT,

- En pacientes mayores de 55 afios porque en estos casos la probabilidad de
encontrar un caso mutado es muy baja siempre y cuando no existe una lesion
previa de menor grado, es decir, cuando no tengamos la sospecha que en
realidad estamos ante un glioblastoma secundario.

- También debe cumplir el criterio de que no ocupe la linea media o cuando esté
descartada la entidad nueva de astrocitomas difusos de la linea media que
tienen mutacion en genes de la histona 3.

No podemos hacer el dx de un tumor IDH WT si no hacemos la secuenciacion a pesar
que la IHQ salga negativa si estamos ante tumores de bajo grado, astrocitomas o

oligodendrogliomas I1 o I11.

¢ Cémo se han quedado los tumores oligodendrogliales en la clasificacion afio
20167

El término oligodendroglioma se reserva para un tumor que tenga IDH mutado y
1p/19q codelecionado. Es un criterio molecular practicamente y asimismo en el caso

de oligodendroglioma anaplasico: IDH1 mutado y 1p/19q codelecionado.

Como en el caso del astrocitoma, como hemos visto, la OMS reserva el término NOS

en los casos en los que no se conocen los datos moleculares, aunque se insiste en que
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en un oligodendroglioma no se deberia permitir no conocer los datos moleculares. Y

de nuevo se pone asteriscos en las entidades que se entiendes como provisionales.

Por otra parte, OMS desaconseja completamente el diagnostico de oligoastrocitoma
porque la mayoria de los oligoastrocitomas, cuando se hacen los estudios moleculares,
0 bien caen en el grupo de los oligodendrogliomas o de los astrocitomas. Unicamente
deja un oligoastrocitoma NOS grado 3 o grado 4 para aquellos casos en los que los
estudios no son concluyentes porque puede tener alteraciones de los dos tipos (muy
raro) o porgue no se han podido realizar los estudios por escaso material. Por lo tanto,
la histologia clasica de los oligodendrogliomas no es ya ni necesaria ni criterio

suficiente para el diagndstico de oligodendroglioma.

¢ Y cuales serian las implicaciones clinicas de la nueva clasificacion?

Esta claro que la nueva clasificacion permite diagndsticos mas objetivos y mejor
estratificacion de los pacientes en grupos con relevancia clinica.

Los problemas con que nos encontramos actualmente son por un lado que nos obliga
a personalizar los tratamientos teniendo en cuenta todos estos nuevos grupos que se
han creado con la estratificacion y para muchos de estos grupos no hay estudios
prospectivos validados de supervivencia.

Por otra parte, aunque la mayoria de estas entidades quedan definidas
molecularmente, nos sigue quedando un grupo de tumores, que probablemente son
muy heterogéneos, y no quedan definidos y que muchas veces estan definidos por
ausencia de marcadores.

La integracion del diagndstico molecular al diagndstico retrasa el diagnéstico porque
las biopsias de cerebro son a veces muy pequefias y el acercamiento tiene que ser
paulatino y supone la implementacion de todas estas técnicas en todos los centros

donde se diagnostiquen y traten tumores gliales.

¢qué marcadores y que técnicas deberian implantarse?

La O MS propone estés 3 alteraciones moleculares como diagnosticas:
-Las mutaciones de IDH

-La codelecion de 1p/19q
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-La mutacion de K27 de histona 3

Para IDH necesitamos IHQ, y la secuenciacion.

Hay biomarcadores que pueden ser de ayuda, las mutaciones de ATRX, las
mutaciones del promotor del TERT o la amplificacion de EGFR.

Nuevas aportaciones a la actual clasificacion de la OMS:

En el mismo afio 2016 un grupo de expertos pusieron en marcha una iniciativa que se
denomino c-IMPACT-NOW (the Consortium to inform Molecular and Practical
Approaches to CNS Tumor Taxonomy- Not Official WHO). Se planteaba con ello
crear un foro para resolver problemas planteados por la reciente clasificacion de la
OMS y proponer aclaraciones y recomendaciones para resolver aspectos asistenciales
y para incorporar a futuras ediciones de la clasificacion de la OMS.

De los trabajos publicados, el primero aborda los términos NOS (not Otherwise
Specified) y NEC (Not Elsewhere Classified) 241,

El segundo clarifica la definicion de glioma de la linea media y astrocitoma grado Il y
grado |11 mutado®l,

En el tercer trabajo publicado se profundiza en los casos con diagnéstico de
astrocitoma grado 11 y grado Il IDH-WTI?®],

La cuarta publicacién aclara la situacion de los gliomas difusos caracterizados por
alteraciones en MYB, FGF 0 BRAF?"]

El quinto trabajo actualiza los criterios de gradacion y aspectos terminoldgicos para
los astrocitomas con mutacion en IDHI?81,

En la sexta actualizacién, se establecen recomendaciones para futuras clasificaciones
y gradacion de los tumores[?%

Y la séptima publicacion trata sobre la clasificacion molecular de los tumores
ependimarios.%.

Por ultimo, estan los algoritmos diagndsticos propuestos en base a estos datos

moleculares:

1.5 Algoritmos diagnosticos para la clasificacion de la OMS 2016
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Se han publicado algunos algoritmos para llegar a este diagnostico integrado.

Por una parte, tenemos el siguiente algoritmo diagndstico propuesto en la
clasificacion de la WHO 2016:

Astrocitoma

Oligoastrocitoma

Oligodendroglioma

S T~

IDH mutado

Pérdida ATRX *
Mutacion TP53

Astrocitoma difuso,
IDH mutado

Glioblastoma

IDHWT |

Codelecion
1p/19q

Tras excluir otras entidades:
Astrocitoma difuso, IDH WT
Oligodendroglioma NOS

codelecion de 1p/19q

Oligodendroglioma, IDH mutado y

*Caracteristico, pero no requerido para diagndstico

Test no realizado o no concluyente:
Astrocitoma difuso, NOS
Oligodendroglioma, NOS
Oligoastrocitoma, NOS

Fuente: Louis et al

Algoritmo diagnostico de la clasificacion de la OMS 2016:

Este seria un esquema que sirve como algoritmo diagnostico de los tumores.

Primero se haria un estudio de las mutaciones IHQ de IDH vy si hiciera falta se

procederia con la secuenciacion, entonces, si el tumor tiene una codelecion de 1p19q,

se diagnosticaria de un oligodendroglioma. Si esta mutado y lo que tiene es pérdida de

ATRX 'y p53 seria un astrocitoma. En este caso ATRX y p53 son caracteristicos, pero
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no son necesarias para el diagnostico de astrocitoma, sin embargo, 1p/19q es

necesario para el diagnostico de oligodendroglioma.

En el caso de los glioblastomas puede ser IDH mutado o WT. El WT, como hemos
visto, podemaos definirlo con IHQ si el paciente tiene mas de 55 afios, no hay lesion
previa y no esté en linea media. En caso que no podamos hacer los test o sean no
concluyentes, lo dejariamos como estas variantes NOS.

Este es de hecho el esquema que hemos seguido para reclasificar a los casos de

nuestra muestra.

Por otra parte, la EANO (European Asscociation of Neuro-Oncology ha publicado
unas guias de diagnostico y tratamiento de los gliomas infiltrantes.

De esta publicacion se puede extraer el siguiente algoritmo diagndstico:

Immunohistochemistry IDH1/2 1p/19q testing Integrated diagnoses
sequencing
¢ . Ll
$ e ~"‘ 2%
T el g W e | :
A o ¥ 7 A B N EP/19Q> :|_> Diffuse or anaplastic astrocytoma, IDH-mutant, or
Syl i Pty TR non-codeleted glioblastoma, IDH-mutant

Nuclear ATRX lost

1p/19qg- ) Diffuse or anaplastic astrocytoma, IDH-mutant, or
non-codeleted glioblastoma, IDH-mutant

\ 1p/19g- Oligodendroglioma or anaplastic oligodendroglioma,

Pl codeleted IDH-mutant and 1p/19q-codeleted
3 nop * o
IDH1-R132H-mutant Nuclear ATRX retained I e e
1p/19q- g oglioma or anaplastic oligodendroglioma,
- codeleted » | IDH-mutant and 1p/19q-codeleted
mutant r .
~a 1p/19¢- > lefuse oranaplastic astrocytoma, IDH-mutant, or
S non-codeleted glioblastoma, IDH-mutant
«| RDH-
g i Ty, ! wild-type » | Diffuse oranaplastic astrocytoma, IDH-wild-type, or
, . Y o 3% S oS glioblastoma, IDH-wild-type
IDH1-R132H-wild-type Nuclear ATRX retained glioblastoma histology
aged over 55 years - :
»| G , IDH-wild-type
/v\lzrl-::l-‘type I Dli'ffuse or anaplastic fxstrocy‘toma, IDH-wild-type, or
glioblastoma, IDH-wild-type
\‘IDH-
P ‘ mutant
IDH1-R132H-wild-type Nuclear ATRX lost \4 1p/19g- Y Diffuse or anaplastic astrocytoma, IDH-mutant, or
non-codeleted glioblastoma, IDH-mutant
Midline tumour location
.. R AR ) . -
» '. o) . i
L ) s f / -
e g P R ;‘ Diffuse midline glioma, H3-K27M-mutant
. > . ' >
f -
i gy
IDH1-R132H-wild-type H3-K27M-mutant

Figure 1: Diagnostic algorithm for integrated classification of diffuse astrocytic and oligodendroglial gli including glioblastoma




En este caso, podemos resumir que el primer paso seria un estudio histolégico y
poder, en este caso, definir si el diagnostico es de glioma infiltrante.

Si estamos ante un glioma infiltrante, el primer analisis recomendado es el de realizar
el estudio de IDH por IHQ (IDH1-R132H) y de ATRX.

La presencia de mutacion en ATRX marca una linea astrocitaria y sabemos que esta
ligada ademas a mutaciones en IDH porque basicamente no esta presente en casos de
IDH WT.

En la primera situacion presentada en la figura, un glioma infiltrante con positividad
para IDH1 (mutado) y ATRX mutado, es diagnostico de astrocitoma infiltrante. Para

el grado, se utilizarian las caracteristicas histoldgicas previamente descrita.

La siguiente situacion seria la posibilidad de encontrarnos con IDH mutado, pero sin
mutacion en ATRX. Aqui podemos estar ante un oligodendroglioma o un astrocitoma
sin mutacion de ATRX. En esta situacion, tal como podemos ver en la figura, habria
que realizar la codelecion de 1p/19q para definir una u otra entidad. Después
corresponderia aplicar los criterios histologicos para dar el grado de malignidad.
Aqui hay que sefialar que todos los casos diagnosticados de oligodendrogliomas

deben cumplir el criterio de mutacion de IDH y codelecion de 1p/19q.

El resto de la figura nos presenta el algoritmo en caso de IDH-R132H sea negativo:
En este caso, en primer lugar, hay que asegurar que realmente sea IDH WT, mediante
el estudio de otras mutaciones diferentes a R132H o IDH2. Para ello se puede debe
estudiar mediante secuenciacion de IDH1 e IDH2.

- Tras la secuenciacion podemos encontrarnos IDH mutado y entonces hay que
volver a ver el resultado de ATRX por IHQ. Si ATRX estuviera mutado
estariamos ante un astrocitoma y si ATRX no esta mutado, habria que hacer la
determinacion de 1p/19q y determinar si podria tratarse de un
oligodendroglioma o, en caso negativo, astrocitoma con ATRX no mutado.
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- Laotra posibilidad es que por secuenciacion IDH resultara WT. En este caso
el diagndstico seria astrocitoma WT, ya que los oligodendrogliomas por

definicion tienen mutacion de IDH B,

1.6.Via de las ciclinas. Via de las ciclinas en oligodendrogliomas

1.6.1. Descripcion del ciclo celular

A. Fases del ciclo celular
B. Regulacion del ciclo celular y elemensots de ciclo celular

C. Puntos de control del ciclo celular (checkpoints)

D.Integracion de los procesos celulares con las CDKs

El ciclo celular es un concepto muy importante para la célula en situacion de
normalidad y también en situaciones oncoldgicas. Es un proceso basico en biologia
que tiene como fin la formacion de una nueva célula.

Es por otra parte, un proceso complejo donde participan practicamente todos los

organulos de la célula.

Para describir este proceso vamos a revisar lo que son las fases del ciclo celular y asi

como los mecanismos de control.

A. Fases del ciclo celular:

El ciclo celular se puede dividir, de manera esquematica en dos fases, la de mitosis y
la interfase.
En la fase de mitosis la célula va a producir la division celular y en la interfase se dan

unos procesos preparatorios para esta division.

Etapas de la interfase

Fase G1: En esta fase G1 se sintetizan el ARN y las proteinas, lo que dara lugar a un

cambio en la apariencia de la célula debido al incrementa de tamafo. La célula
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incrementa ademas el nimero de estructuras citoplasmaticas y también sus organelas y
el material enzimatico. Se verifica si se dan las condiciones necesarias para que la célula
Ilegue a dividirse y si esta fase se concluye de manera adecuada la célula pasara a la

fase S.

Fase GO: La fase GO es un estado de reposo. La célula se encuentra fuera del ciclo
celular. La célula, en ausencia de estimulos de factores de crecimiento, o si se

suprimen los nutrientes, entra en una fase de latencia.

Fase S: sintesis En esta fase se produce la replicacién del ADN. En este punto el
nacleo aumenta su tamarfio ya que las proteinas se acumulan para la sintesis de ADN.
El contenido en ADN pasa de estado diploide 2n hasta 4n.

Fase G2: Es el periodo desde el final de la fase S hasta la mitosis. La célula tiene aqui
dos juegos diploides completos de cromosomas.

En esta fase, se completa la duplicacion del ADN y se ponen en funcionamiento los
procedimientos para ensamblar las estructuras necesarias para una division igual entre
las dos células hijas, tanto de material genético como el resto de organelas. La

cromatina se condensa.

Divisién

Fase M: Se produce segregacion de las dos células hijas.

B. Requlacion del ciclo celular

La regulacion del ciclo celular descrito previamente ha de ser muy exacto. De hecho,
su desregulacion esté asociado a procesos como el cancer.
El ciclo celular se activa por la expresion de ciclinas que se unen a CDKSs, que tienen

actividad kinasa y hacen que el ciclo progrese a otra fase.
El ciclo celular, ademas, esta regulado por unos factores que pueden parar el ciclo en

puntos determinados. Son unos puntos de chequeo. De esta manera se vigila si la fase

anterior se ha cumplido bien y se decide si da lugar a la siguiente y asi se impide que
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se entre en una fase concreta sin que la fase anterior se haya llevado a cabo de forma
adecuada.

Estos puntos de chequeo estan en momentos esenciales del ciclo celular. Si un
checkpoint decide que ha habido problemas en un momento, se para el ciclo celular y
da tiempo a reparar el problema.

Hay dos puntos en los que se debe tomar la decision de si se debe seguir el ciclo
celular:

- El punto de decision para la replicacion de los cromosomas, que se toma en
fase G1: si las condiciones son adecuadas se pasa a la fase S. En levaduras se
ha denominado START y en células animales se llama punto de restriccion.

- El punto de decision para la decision de division celular, que se toma al final
de G2.

Puede decirse que el control en G1 es el méas importante. Pasado este punto, lo

mas habitual es que la célula llegue a dividirse. Es el punto donde se considera

que la célula toma la decision de dividirse. Esta decision se va a tomar en funcion
de si la masa celular es la adecuada para que se siga el ciclo celular y también
como respuesta a estimulos externos (por ejemplo, en base a los nutrientes que
pueda tener la célula, si una célula esta en un medio de cultivo, sin nutrientes, no

va a entrar en ciclo celular).

Elementos de control del ciclo celular

B.1 Elementos de control del ciclo celular:

Este control del ciclo celular estd compuesto por varias proteinas:

- las ciclinas (cdc), que se llaman asi porque aparecen y desaparecen a lo largo
del ciclo celular, y

- las cinasas dependientes de ciclinas (CDK), que en situacion monomeérica no
tienen practicamente actividad, pero se activan por accién de las ciclinas al ser
fosforiladas en determinados amino&cidos (serinas y treoninas).

- Retinoblastoma (Rb)

- Inhibidores de CDKs como p16 y su familia INK4 y la familia CIP/KIP
p21,27 y p57.
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1. CDK (kinasas dependientes de ciclinas)

Como hemos revisado previamente, estas kinasas forman parte de los
mecanismos de control de la division celular.

Partiendo de los conocimientos iniciales en levaduras se ha podido ver que en
mamiferos es bastante mas complejo. En levaduras solo hay una de ellas,
CDC2, en mamiferos hay hasta 20 CKs, que van desde CDK1 (que equivale a
CDC2), hasta CDk20 y hay distintas subfamilias.

Las CDKs son, por tanto, una familia de kinasas dependientes de las ciclinas.
Como su nombre indica, tienen una actividad kinasa aunque en su forma
monomérica no tienen practicamente actividad y se activa por accién de unas
proteinas denominadas ciclinas, por ello reciben el nombre de kinasas

dependientes de ciclinas.

En cuanto a su estructura, es bilobulada, y el sitio activo esta entre ambos

l6bulos.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que sabemos que hay muchas ciclinas
(hay en el genoma humano unas 30 ciclinas).

La complejidad deriva de que la interaccion entre las ciclinas y las CDKSs es
diversa y una ciclina puede interaccionar con distintas CDKs y a la inversa.
Hay por tanto una gran complejidad entre las ciclinas y CDKS.

La unién de las ciclinas produce un cambio que genera una rotacién en la

estructura de la CDKSs, que afectan al sitio de union al ATP.

Estas CDKs tienen distintas funciones en la célula, estan las implicadas en el
ciclo celular, implicadas en activar otras kinasas, y en la transcipcion. El
objeto de este trabajo es revisar aquellas implicadas en el ciclo celular, que

vamos a detallar a continuacion:
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CDKSs implicadas en el ciclo celular.
A.1 CDK4/CDK®6

Una de las fases mas importantes del ciclo celular es cuando la célula decide

entrar en el ciclo celular y esto es importante porque la mayor parte de las
células del adulto (95-98%), estan en quiescencia, la mayor parte de nuestras
células no se esté dividiendo.

¢y que tiene que hacer una célula para entrar en ciclo celular? Expresar la
maquinaria necesaria para fase S y para mitosis. Por eso el evento niumero uno
en ciclo celular es transcripcion, normalmente una célula quiescente no
expresa los genes necesarios para fase S, y cuando quiere entrar en ciclo
celular tiene que expresar estos genes. Asi que el evento nimero uno es
inducir transcripcion de los genes necesarios para dividirse. Y aqui entran una
serie de CDKS, entre ellas CDK4/CDK®6 que son kinasas que junto con
ciclina D fosforilan retinoblastoma y también otros factores de transcripcion, y
esto hace que comiencen las oleadas de transcripcion necesarias para el ciclo
celular. Rb esta implicado en la represion de la transcripcién. Al fosforilar Rb
(o sus proteinas relacionadas p107 o p130), se produce una inhibicion de la
represion de multiples genes que sintetizan proteinas para la sintesis de DNA

(fase S), o mitosis.

A.2. CDK1y CDK?2

Una vez que la célula ha duplicado el DNA, CDK1 se activa por ciclina A o
ciclina B promoviendo procesos celulares como la maduracion del
centrosoma, condensacion de cromosomas y entrada en mitosis tras la rotura
de la membrana nuclear.

CDK2 también puede contribuir a este proceso, aunque puede tener funciones
adicionales en la replicacion y reparacion del DNA.

Por lo tanto, tenemos CDK2 esta mas involucrada en las fases posteriores del
ciclo celular y CDk1 que sobre todo participa en mitosis.

Pero esta es una vision simplificada porque puede haber, en un determinado
momento, otras interacciones, por ejemplo, en ausencia de CDK4/6, CDK2
puede interactuar con la ciclina D y CDK1 puede interactuar con ciclina Ao E
en ausencia de CDK2 o CDK4 321 [33],
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2. Las ciclinas
Las ciclinas se unen a las CDKSs y controlan sus funciones, que consisten en la
fosforilacion de otras proteinas. El ciclo celular se ve dirigido por este
ensamblaje ciclico entre estos dos compuestos, ciclinas y kinasas dependientes
de ciclinas.
Como se ha expuesto previamente, las ciclinas reciben este nombre ya que
aparecen y desaparecen a lo largo del ciclo celular. Por lo tanto, el proceso de
degradacidn de estas proteinas resulta clave para control del ciclo celular.
Las ciclinas son el paradigma de moléculas reguladas por ubiquitina ya que
requieren una importante regulacion. La degradacion por ubiquitinas es una
degradacidn controlada regulatoria. Las proteinas identificadas por ubiquitina
(que es un pequefio péptido), pueden ser reconocidas por el proteasoma, que es

basicamente es una maquina de degradacion de proteinas.

3. Retinoblastoma (Rb)
Rb es un represor de la transcripcién. Las células son quiescentes porque

proteinas represoras como Rb y otras proteinas que estan sentadas sobre el
ADN impiden su transcripcién. Se relaciona con la represion de cientos de
genes.

El retinoblastoma es sustrato de los complejos cdk-ciclina D y kdc2-ciclina E.
En estado de reposo o al principio de G1, el Rb se encuentra unido al factor de
trascripciéon E2F. EI complejo Rb-E2F asegura por un lado que no se
sinteticen genes esenciales para que la fase S no se inicie (la actividad de E2F
es esencial para la actividad de estos genes) y ademas, también esta implicado
en la transcripcion de otros genes que permiten retener a la célula en G1.

La fosforilacion de Rb causa la liberacién de E2F y se pone en marcha la
transcipcion de genes.

En G1 o GO, la Rb es fosforilada por las kinasas cdk4, 6-ciclina y permite la
liberacion de E2F.

Ciclina D1 tiene una especial relaciéon con Rb. La sobreexpresion de D1
promueve la entrada en la fase S y la inhibicion de D1 retiene la célula a no
entrar en fase S.

Por lo tanto, Rb es un represor de la transcripcion.
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4. Inhibidores de CDKs (CKis)

Estos inhibidores mantienen los complejos cdk-ciclina en su forma inactiva,

evitando la fosforilacién de Rb por lo que impiden la entrada en el ciclo
celular.

Estas proteinas CKis se clasifican en dos clases: La familia INK y la familia
KIP.

La familia INK se compone de cuatro miembros: p16, p15, p18 y p19.

La familia KIP se compone de tres miembros: p21, p27 y p57.

C. Puntos de control del ciclo celular (checkpoints)

Punto de control en G1.

Este es el principal punto de control y se encuentra al principio del ciclo celular, antes
de entrar a la fase S. Este punto lleva a decidir a la célula si entra en fase S para
duplicar el genoma. Es un punto de no retorno ya que si la célula duplica el genoma

ha de dividirse necesariamente.

En este punto actlan varias ciclinas, las mas importantes son CDK4 y CDK®6, que
junto con ciclina D fosforilan retinoblastoma y esto hace que comiencen las oleadas
de transcripcion necesarias para el ciclo celular.

Cuando empieza el ciclo celular la ciclina D1 se une a CDK4/CDK®6 y esto hace que
se desarrolle el proceso de G1. Este punto resulta muy importante ya que es el punto
en el que coinciden las distintas rutas mitogénicas. De esta manera la Ciclina D1y en
cierta medida CDk4/CDK®6 son responsables del inicio del ciclo celular.

Para entrar en ciclo celular necesitamos proteinas que inactiven retinoblastoma, aqui
entran las CDK y las ciclinas, porque la ciclina D se induce bajo mecanismos
mitogénicos (esta Ras, PI3K etc). Esto hace que se induzca ciclina D, que se active
CDKA4/CDKB, fosforile retinoblastoma y se inactive. Al ser retinoblastoma un
represor, cuando lo activamos permitimos que se activen algunos genes.

Por ejemplo, algunos de los genes que se activan son ciclina E, que, a su vez va a

unirse a CDK2 y sequir el proceso del ciclo celular.

48



Control del ciclo en fase G2/M
Las ciclinas mitoticas se unen a las CDKs durante la fase G2 y forman el factor

promotor de la fase M (FPM), el cual induce a la célula a entrar en mitosis.

1.6.2 Via de las ciclinas en oligodendrogliomas

1. Via de las ciclinas y alteraciones cromosdmicas en oligodendrogliomas.

Cromosoma 9q y CDKN

En los oligodendrogliomas, desde el punto de vista molecular, la alteracion mas
frecuente afecta al cromosoma 19 y al cromosoma 1.

La alteracién mas frecuente consiste en la pérdida de heterocigosidad (LOH) del
brazo largo del cromosoma 19.

En la mayoria de los oligodendrogliomas, la pérdida afecta a todo el loci informativo
de 19q, indicando que todo el cromosoma ha sido delecionado. Pero en algunos casos
se ha observado una pérdida parcial. Por tanto, se ha tratado de buscar el gen supresor
de tumores en esta localizacion, que tras la delecion se haya perdido. Una de las
regiones que se han apuntado es la 19913.3 4],

La segunda alteracion més frecuente es la LOH del brazo corto del cromosoma 1.

La asociacién de la pérdida de 1p y 19q sugiere un efecto sinérgico de ambas
alteraciones llevando a una ventaja selectiva para el crecimiento tumoral.

Algunos estudios indican la presencia de mas de un gen supresor de tumores en
relacion con 1p. Se han identificado al menos dos regiones potenciales para genes
supresores de tumores: 1p36.3 y 1p34-35 B3],

Estos datos permitieron avanzar en mejorar los criterios para el diagnéstico ya que se
determiné que la delecion de 1p/19q se asociaba méas frecuentemente a tumores

oligodendrogliales y las mutaciones en TP53 a los tumores astrocitarios.

Por otra parte, los oligodendrogliomas anaplasicos presentan un nimero mas elevado
de alteraciones cromosomicas que los oligodendrogliomas de grado I, indicando que
la progresion hacia malignidad se asocia a la adquisicion de multiples anomalias

genéticas. A parte de la delecién de 1p/19g, que comparten con los gliomas de bajo
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grado, se ha podido encontrar un aumento de la incidencia de deleciones en el brazo
corto del cromosoma 9 (también presente en los tumores de tipo astrocitario).

El cromosoma 9 se relaciona con la via de las ciclinas: CDKN2A (conocido como
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) es un gen que se localiza en el cromosoma 9,
banda p21.3. El gen codifica para 2 proteinas que incluyen p16 (o p16INK4a) y
pldarf. Ambos actian como genes supresores de tumores.

Trabajos previos han encontrado una afectacion del gen supresor de tumores
CDKN2A en 9p21con delecion homocigota en un 25% de los oligodendrogliomas
anaplasicos.

Reifenberger et al, hicieron un estudio cromosémico de 37 oligodendrogliomas y
encontraron que mas de la mitad de los casos con pérdidas de 1p/19q tenian ademas
pérdidas en otros cromosomas. Los més frecuentemente afectados fueron 9p y 14q,
pero la LOH de 9p solo se observo en oligodendrogliomas anaplésicos B¢,

De hecho, el diagrama propuesto por la WHO previo a la clasificacién de 2016 para

estos tumores era el siguiente B71:

Oligodendrocitos o células precursoras

LOH 1p Sobreexpresion EGFR
LOH 19q PDGF/PDGFR
LOH 4q

\ 4

Oligodendroglioma WHO grado 11

CDKN2A delecion Amplificacion CDK4, EGFR, MYC (raro)
CDKN2C mut/del Sobreexpresion VEGF
LOH 9py 10q

\ 4

Oligodendroglioma anaplasico WHO grado I11

Varios trabajos se han llevado a cabo profundizando en estos datos.
En los afios 90 y principios de 2000 los trabajos incidieron en los hallazgos de las
pérdidas cromosomicas en 1p/19q en estos tumores y la pérdida en el cromosoma 9

(con delecién de CDKN2A) en la transicidn hacia tumores de grado lI.
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Estos estudios se caracterizaron por la inclusién de pacientes con tumores
oligodendrogliales seleccionados por criterios morfoldgicos. En este sentido, un
ndmero importante de los pacientes que se incluian en el analisis, no tenian
codelecion de 1p/19q, ademas se incluian oligoastrocitomas e incluso también
glioblastomas. Con los criterios actuales de definicion molecular, muchos de estos
casos serian clasificados como astrocitomas o glioblastomas. Esto ha de ser tenido
muy en cuenta cuando analizamos los resultados, ya que los resultados encontrados
podrian deberse a lo que hoy entenderiamos como otros tipos histoldgicos no

oligodendrogliomas.

Bigner et al han profundizado en los aspectos moleculares de los oligodendrogliomas
y revisaron 55 casos, encontrando que ademas de la pérdida de 1p/19q, habia otras
alteraciones moleculares en los oligodendrogliomas, entre las que estaba la delecion
de 9p /CDKNZ2A presente en 42% de los casos de grado 111 frente a 14% en grado II.
Estas pérdidas de 9p se dieron en un 70% de los casos, en pacientes que tenian,
ademas, pérdida de 1p/19q.

Concluyeron que la pérdida de 9p/delecion de CDKN2A se asociaba a progresion de

grado I a grado 11111,

En ese mismo periodo, Cairncross et al buscaban marcadores moleculares predictivos
de respuesta a quimioterapia en estos tumores, y publicaron datos en los que se podia
observar una respuesta a la quimioterapia asociado a la pérdida de 1p/19q. También
analizaron la pérdida de CDKNZ2A (ocurria en un 21% de los casos) y encontraron
que era un factor de mal prondstico.

Ademas, también describieron que esta pérdida de CDKN2A se daba sobre todo en
los tumores con 1p/19q intacto.

Estos datos dan lugar a la controversia sobre si realmente la pérdida de CDKN2A
puede estar relacionado con los oligodendrogliomas definidos por criterios de la OMS
2016 (29 1401,

Otro estudio publicado por Miettienen et al incidian en la importancia de la expresién
de CDKN2/p16 como paso para la progresion tumoral. Demostraron esa importancia
en tumores astrocitarios y en oligodendrogliomas, la falta de expresion de la proteina

predecia pobre supervivencia. Sugerian que la falta de expresion de CDKN2/p16
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pueda utilizarse para identificar aquellos tumores astrocitarios y oligodendrogliales
que pueden evolucionar peor*

Por otra parte, otros estudios que han incidido en la relacion entre la pérdida de
9p/CDKN2A/p16 vy los hallazgos histoldgicos.

Godfraind et al encontraron en los oligodendrogliomas anaplasicos asociacion entre la
pérdida del cromosoma 9 y la presencia de proliferacion microvascular y la necrosis.
Los autores establecian la hipotesis de la relacion entre CDKN2A y su actividad sobre
la expresion de VEGF. Propusieron la siguiente evolucion genética e histologica 42 .

LOH 1p/19q Oligodendroglioma
0? Inicio defctlwdad mitotica
v +proliferacion microvascular
LOH9p y/o necrosis

Figarella-Branger et al revisaron 203 casos de oligodendrogliomas anaplasicos y
encontraron que, por criterios histologicos y moleculares, podrian dividirse en 3
grupos: el grupo 1, con>5 mitosis/10 CGA (campo de gran aumento), pero sin
necrosis ni proliferacion microvascular; el grupo 2, con proliferacion microvascular
pero sin necrosis; y el grupo 3, con proliferacion microvascular y necrosis.

La proliferacién microvascular estaba asociada con alteraciones en el cromosoma 9
(pérdida de 9p 0 9q). La necrosis estaba mas asociada con un mayor numero de
alteraciones cromosdmicas, incluida la pérdida del cromosoma 4 142 431

Reyes- Botero et al revisaron 50 casos de oligodendrogliomas anaplasicos y
encontraron que la imagen de RM con realce de contraste se asociaba a la pérdida de
9p y CDKN2A de manera estadisticamente significativa y con un volumen tumoral
mas grande, asi como a la expresion de genes relacionados con la angiogénesis 4 ,
Trabajos mas recientes, han evaluado estos aspectos en series mas seleccionados (con
oligodendrogliomas con IDH mutado y pérdida de 1p/19q). Estos trabajos sefialan el
importante papel prondstico que puede tener la pérdida de 9p/CDKN2A y p1l6, asi

como su potencial valor para clasificar el grado tumoral.
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En el afio 2019 se publico un estudio francés donde se analizé el valor prondstico de
CDKN2A en 911 casos de glioma de alto grado con mutacion de IDH. En 483 casos
presentaron mutacion de IDH y codelecion de 1p/19q y con histologia de
oligodendroglioma anaplésico, también se analizaron 40 casos de grado I1.
Encontraron que la delecion homocigota de CDKN2A se relacionaba con peor
prondstico (SLP y SG). También encontraron en el analisis multivariante que en los
pacientes con delecion homozigota de CDKN2A, la presencia de proliferacion
microvascular o necrosis perdia relevancia prondstica, por lo que la delecion de
CDKN2A parece ser el primer paso de estratificacion del riesgo.

No encontraron delecion de CDKN2A en pacientes con tumores de grado Il. El valor
pronostico de CDKN2A también se confirmé para los pacientes que tenian IDH
mutado, pero sin codelecion.

Ni la amplificacién de CDKA4 ni la delecion homozigota de RB fueron un factor
pronostico 1,

La pérdida del cromosoma 9 como factor pronostico (dada la localizacion de
CDKNZ2A/p16), ha sido estudiada en otros trabajos. Alentorn et al analizaron 216
pacientes con tumores oligodendrogliales con pérdida de 1p/19q. La pérdida
cromosOmica de 9p21.3 se detectd en un 42% de los casos y se asocid a peor
pronostico (tanto en SLP como SG) 461,

Michaud K et al., revisaron en su trabajo una serie retrospectiva de 40 casos de
oligodendrogliomas anaplasicos y lo compararon con 10 de oligodendroglioma de
bajo grado. En este caso la serie cumplia los criterios de mutacion de IDH y delecion
de 1p/19g™7

La cohorte se clasifico en varias categorias: Oll, Olll 9p wt, Olll 9p delecionado.
Encontraron delecion en el cromosoma 9p en el 55% de los casos con
oligodendroglioma grado 111 y no presente en el grado I1.

En cuanto a p16, en los oligodendrogliomas grado 11, la sobreexpresién de p16 se
asocio a peor SG.

En los oligodendrogliomas grado 111 el impacto prondstico se relacion6 con la
situacién del cromosoma 9p. En los casos con delecion de 9p, la ausencia de
expresion de p16 se relaciono con peor SLP y peor SG. Sin embargo, en los pacientes
con expresion de 9p, una sobreexpresion de p16 se relacion6 con peor SG.

Ninguno de los casos con oligodendroglioma grado Il present6 delecion de 9p. En los

oligodendrogliomas grado 111 se objetivo delecion en 55%.
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La delecion de 9p se relaciond asimismo con un peor prondstico.

2. Ciclina D1 en oligodendrogliomas

Hay trabajos que han incidido en el estudio de la ciclina D1 en los tumores
oligodendrogliales.

Datos de trabajos previos han sefialado el aumento de ciclina D1 como paso hacia
tumores de mayor grado de anaplasia.

Fiano et al publicaron los resultados de la expresion por IHQ de diferentes
compuestos de la via de las ciclinas. Encontraron que los niveles de ciclina D1
aumentaban con el grado de anaplasia, con una correlacién lineal con el MIB1 index
labeling (481,

Otros trabajos realizados en modelos animales sugieren que ciclina D1 y CDK4
tienen un papel importante en el desarrollo tumoral de los gliomas, asi como en el
microambiente tumoral influyendo en el crecimiento tumoral. La pérdida de ciclina
D1 impedia el paso hacia grados mas altos de malignidad 191 .

También se ha analizado el valor prondstico de la expresién de ciclina D1,

encontrandose correlacion de la sobreexpresion de D1y peor prondstico 71,

3. Rb en oligodendrogliomas

La situacion de Rb en oligodendrogliomas se ha analizado en algunos trabajos. Se ha
descrito que es infrecuente la pérdida de expresion de Rb y que alteraciones de esta

via de las ciclinas son mutamente excluyentes [0,

1. 7.0ligodendrogliomas grado I1. Revision de las
recomendaciones terapéuticas.

1.7.1 TRATAMIENTO QUIRURGICO

1.7.2 TRATAMIENTO ADYUVANTE CON RADIOTERAPIA EN LOS
GLIOMAS DE GRADO 11

1.7.3. TRATAMIENTO ADYUVANTE CON QUIMIOTERAPIA EN
LOS GLIOMAS DR GRADO 11
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1.7.1 TRATAMIENTO QUIRURGICO

En los tumores de bajo grado, la cirugia se considera el tratamiento inicial.

El papel de la cirugia de reseccion amplia frente a solo biopsia ha sido objeto de
diversos estudios. De cara a la cirugia, la localizacion en areas elocuentes y por otra
parte la naturaleza infiltrante de estos tumores, dificulta en ciertos casos una cirugia
extensa.

Actualmente hay tendencia a asumir como objetivo una reseccién lo mas amplia
posible. Los datos favorables a esta actitud se basan en las siguientes consideraciones
[51] [52]:

- Mejorar la supervivencia.

- Por otra parte, permite mejorar el diagnostico: cuando se realiza s6lo una
biopsia, puede no identificarse las areas de mas alto grado (incluso en aquellos
casos que la biopsia sea estereotactica). Permite asimismo optimizar el estudio
molecular.

- Mejor control de las crisis comiciales (nivel de evidencia Ill)

- Mejora el efecto de masa y la hipertensién intracraneal.

La biopsia estaria indicada para lesiones profundas, incluido el tronco encefélico, y en
lesiones difusas y multicéntricas.

Una estimacién de reseccién de <50% de forma preoperatoria debe conllevar a
considerar s6lo biopsia como procedimiento quirtirgico segin algunos autores 531,

En el afio 2015 se publico una revision sistematica y guias practicas basadas en la
evidencia para el papel de la cirugia en el manejo de los gliomas de bajo grado 4 .
Los autores concluyen, en cuanto al impacto en SLP, que existe un nivel de evidencia
Il para recomendar una cirugia basada en reseccion total o subtotal en vez de biopsia,
siempre que sea posible.

El impacto de la extension de la cirugia en la supervivencia global tiene un nivel de

evidencia Ill.
En esta revision sistematica, profundizando en los datos disponibles para valorar el

beneficio en SLP y SG, vieron que se habian publicado diversos estudios (19) en los

gue se habia analizado la cuestion de la extension de la cirugia y la progresion de la
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enfermedad, la gran mayoria con evidencia de clase 111 y s6lo en 2 casos con
evidencia clase II.

De los estudios de clase 1I:

1) Hay un estudio en el afio 2002 con 28 pacientes para evaluar la extension de la
cirugia de forma prospectiva y encontraron que, tras 9 afios de seguimiento, las
recidivas eran mas frecuentes en aquellos pacientes con cirugias més reducidas .
2) En otro estudio del afio 2008, con evidencia de clase I, 111 pacientes fueron
evaluados después de una reseccion completa, y encontraron un 52% de riesgo de
progresion a los 5 afios de la cirugia °®1. La imagen postoperatoria realizada reveld
que un 59% tenian tumores <lcm, con tasa de recurrencia del 26%,; un 32% entre 1-2
cmy 68% de tasa de recurrencia y un 9% >2 cm, con tasa de recurrencia 89%.

Del resto de estudios, que tienen una evidencia de clase 111 [571 8159 [58]

En cuanto a la supervivencia global, encontraron 35 estudios publicados, todos
retrospectivos, en los que se analizaba esta cuestion y se aporta una evidencia de clase
1.

En algunos de estos estudios no se encontrd correlacion entre la extension de la
cirugia y la supervivencia global €% 3 pero en la mayoria, se ha encontrado una

mayor supervivencia segun el grado de reseccion.

Uno de estos estudios es el publicado por Smith et al. Es un estudio donde se analizd
el beneficio en supervivencia en funcion de la extensién de la cirugia. Se realizé un
analisis volumétrico basado en pruebas de imagen pre y postoperatorio en mas de 200
pacientes. Encontraron que la extension de la cirugia se asoci6 a una mayor
supervivencia %2, Tambien Sanai et al encontraron esta relacion en una revision
realizada sobre los datos publicados [621,

Mas recientemente se han publicado también datos sobre el papel de la extension de
la cirugia en relacién con determinados tipos histol6gicos y en concreto con la
histologia oligodendroglial. Encontraron que una mayor extension de la reseccion
quirdrgica se asocia a un aumento de supervivencia global [,

Ademas, hay que tener en cuenta que, con el paso del tiempo, se han optimizado las
técnicas quirurgicas, como la neuronavegacion, a lo que se pueden afiadir imagenes
de tractografia y electroestimulacion para mapeo cerebral lo que ha permitido mejorar

la resecabilidad reduciendo las secuelas postoperatorias.
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Witt et al realizaron un metaanalisis con 8091 pacientes comparando cirugia con o sin
estimulacion intraoperatoria y demostraron una mayor tasa de reseccion completa con
el mapeo intraoperatorio !,

Todas estas consideraciones hay que realizarlas en el contexto de una cirugia que no
va a ser curativa y también teniendo en cuenta que es prioritario minimizar la

morbilidad de la cirugia.

En resumen, las limitaciones en cuanto a la evaluacion del tratamiento quirdrgico son
que la mayoria de los estudios son retrospectivos o de casos-control y no se ha
realizado una randomizacién. Solo algunos han publicado un analisis volumétrico de
la extension de la reseccion quirdrgica.

Por otro lado, existen consideraciones biolégicas que apoyarian la reseccion
completa. En primer lugar, el tumor puede contener focos de alto grado que no
queden reflejados en una muestra méas pequefia. En segundo lugar, la reseccion
completa puede disminuir el riesgo de desdiferenciaciones futuras hacia un tumor mas
maligno. En tercer lugar, cuando un tumor de gran tamafio es resecado, puede mejorar

los efectos de los tratamientos postoperatorios.

Por lo tanto, en cuanto a la cirugia, la tendencia actual es a recomendar una reseccion
lo mas extensa posible, y el estado de la reseccion debe evaluarse mediante RM
dentro de las 72 horas tras la cirugia en secuencias de T2 o FLAIR.

Esta recomendacidn podemos encontrarla recogida en diferentes guias como las guias
americanas National Comprehensive Cancer Nerwork (NCCN) 8!y de la Sociedad
Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) 531,

1.7.2 TRATAMIENTO ADYUVANTE CON RADIOTETRAPIA EN LOS
GLIOMAS DE GRADO I1.

El tratamiento de radioterapia se considera parte del tratamiento en los gliomas de
bajo grado.

Los diferentes estudios han tratado de dar respuesta a cuestiones como cual es el
mejor momento de su administracion y cual es la dosis optima.

Se han publicado 4 estudios con nivel de evidencia I:
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1) Enun estudio de la EORTC 22845 se randomizaron los pacientes a
radioterapia precoz frente a radioterapia a la progresion.
e Seincluyeron 311 pacientes.
e Con un tiempo de seguimiento de 7.8 afios
e En el andlisis por intencidn de tratar, la supervivencia libre de
progresion fue de 5.3 afios para RT precoz y de 3.4 afios para el grupo
control (P<0.0001).
e Sin embargo, la supervivencia global fue igual en ambos casos (7.4 vs
7.2 afios), indicando que la radioterapia tardia puede ser una opcion en
determinados casos. Sin embargo, las crisis comiciales se vieron mejor
controladas en los pacientes que recibieron radioterapia precoz [¢71,
Este estudio concluyd que existe un beneficio en SLP, pero no en SG al administrar
RT tras el diagnostico frente a hacerlo a la progresion. Estos resultados se
mantuvieron en el analisis de los tumores gliales de bajo grado excluido el pilocitico y
los anaplasicos que se diagnosticaron tras una revision central.
El estudio se inici6 a mediado de los 80 y presenta varios sesgos: por un lado, la falta
de uso generalizado de la RM, por otro la estimacidn de la reseccion quirurgica se
hizo en base a la impresion del cirujano. La revision central modificé el diagndstico
en un 26% a anaplasicos y ademas no se realizaron cuestionarios de calidad de vida
de forma generalizada por lo que no se puede determinar si el tiempo hasta progresion
se correlaciona con el tiempo hasta deterioro clinico.
Los autores concluyen que retrasar el tratamiento de RT es factible en pacientes
jovenes solo con clinica de crisis comiciales, sin deterioro neurolégico, en los que se

haya realizado una reseccion extensa.

2) En el afio 2002, Karim et al habian publicado un andlisis interino de los resultados
de este mismo estudio, cuando se habian producido una mediana de seguimiento de
60 meses (5 afios). La SG no fue diferente entre las ramas, a 5 afios fue de 63 vs 66%.
Se verifico una diferencia estadisticamente significativa en SLP a 5 afios de 37 frente
44%. EL TTP fue de 3.4 afios frente a 4.8 afios 18!,
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Por otra parte, se desarrollaron estudios para valorar la dosis 6ptima de radioterapia,

comparando dosis altas con dosis mas bajas de RT. No hubo una diferencia que

impactase en supervivencia entre ambas opciones de dosis.

1) En el estudio randomizado de Shaw et al

Se estudid en 203 pacientes el efecto de usar dosis mas bajas de
radioterapia (50.4 Gy) frente a dosis mas altas (64.8Gy).

Los datos de supervivencia global fueron mejores para aquellos casos
con dosis mas bajas de radioterapia (a 2 y 5 afios fue de 94 y 72%
frente a 85 y 64%; p=0.48), aunque no estadisticamente significativos.
Los resultados se consideraron favorables independientemente de la
extension de la cirugia. Los datos identificados como prondsticos
fueron la edad, la histologia y el tamafio tumoral. Se produjo
radionecrosis en un 2.5% de los casos con dosis mas bajas y en un 5%
de los casos con dosis mas altas. El estudio por lo tanto concluy6 que
las dosis de 50.4Gy son més adecuadas frente a dosis mas altas de
radioterapial®® .

2) El estudio de Karim et al, EORTC 22844 "%,

En 379 pacientes se analizé el beneficio de dosis altas de radioterapia
(59.4Gy) frente a dosis bajas (45Gy).
Tiempo de seguimiento de 74 meses,

La supervivencia a 5 afios fue de 47 vs 50%. No se encontraron
diferencias entre ambas dosis de tratamiento. Los factores pronosticos
asociados a supervivencia que se encontraron en el analisis
mutivariante fueron la edad, el tamafio tumoral, las funciones
neuroldgicas y la extension de la reseccion. Al igual que los estudios
anteriores, los autores concluyen recomendando dosis mas bajas de

radioterapia (45Gy) frente a dosis mas altas.

Ademas, Kiebert et al ["levaluaron 379 pacientes con glioma de bajo grado tratados
con dosis de 59.4Gy frente a 45Gy (dentro del estudio EORTC 22044), en relacion a

aspectos de calidad de vida. No encontraron diferencias en la supervivencia que era el
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objetivo primario del estudio. La presencia de fatiga e insomnio fueron mas
frecuentes con la RT a altas dosis y en general, los pacientes con dosis mas altas
tuvieron mas efectos secundarios. La conclusion de los autores fue la recomendacion
de dosis mas bajas de radioterapia (45Gy) frente a dosis mas altas.

Por otra parte, hay diversos estudios que ademas evaltan aspectos relacionados con el
deterioro neuroldgico en pacientes tratados con radioterapia En algunos de estos
estudios hay evidencia para pensar en la radioterapia como responsable del deterioro
neurocognitivo y en las pruebas de imagen de estos pacientes. Por todo ello resulta
importante determinar el momento ideal de administracion de este tratamiento, asi

como la técnica de radioterapia utilizada "2 I3,

En resumen, los estudios con nivel de evidencia I indican que la radioterapia
administrada tras la cirugia, se asocia a un aumento de la supervivencia libre de
progresion, pero no a aumento de supervivencia global, independientemente de la
reseccion quirdrgica.

Estudios con nivel de evidencia Il indican que el tratamiento de radioterapia mejora
el control de las crisis comiciales en pacientes con epilepsia y reseccién subtotal.

En relacion con la toxicidad aguda, incluye fatiga, pérdida de peso y aumento del
edema cerebral. Por otra parte, el deterioro cognitivo observado en algunos casos, se
ha relacionado tanto con la enfermedad como con los tratamientos, teniendo en cuenta
que tanto el tumor en si mismo, la radioterapia como los tratamientos como

corticoides y antiepilépticos pueden contribuir a estar situacion 1.

Si se decide la administracion de radioterapia, debe restringirse a determinados
margenes. Para evaluar la extension del tumor debe de utilizarse una RM con T2 o
FLAIR. El volumen diana clinico esta definido por el FLAIR o T2, con un margen de
1-2 cm. La dosis estandar se considera de 45 a 54Gy administrada en fracciones de
1.8-2.0 Gy [¢8],
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1.7.3 TRATAMIENTO ADYUVANTE CON QUIMIOTERAPIA EN LOS
GLIOMAS DE GRADO 11

Para el manejo de estos pacientes con oligodendroglioma grado I1, con quimioterapia
adyuvante, disponemos de 2 estudios importantes que nos guian en las
recomendaciones terapéuticas:

- El estudio RTOG9802 "4 que compara radioterapia con radioterapia seguida de 6
ciclos de quimioterapia con esquema PCV, en los pacientes de alto riesgo

- Por otro lado, est4 el estudio de la EORTC 22033 ["® que compara RT frente a
temozolomida.

En ambos estudios el brazo control es la radioterapia.

Brevemente, el estudio RTOG98-02 es un estudio que se inicié en 1998 y el objetivo
era la supervivencia global. Se incluyeron histologias mixtas (oligodendroglioma,
oligoastrocitoma y astrocitoma). En el momento de disefio del estudio no se disponia
de datos a nivel molecular.

Este estudio tenia una consideracion, catalogaba de bajo riesgos a los pacientes
menores de 40 afios y pacientes que tenian reseccion completa. Por lo tanto, los
pacientes mayores de 40 afios, aunque tuvieran una reseccion completa se consideraba
ya alto riesgo.

Una vez clasificado el paciente segun el riesgo de la enfermedad, se establecian dos
opciones de tratamiento: en el caso de los pacientes de alto riesgo el brazo control era
la RT y el experimental RT+PCV. Los considerados de bajo riesgo pasaban a
observacion y se les hacia un seguimiento.

La primera comunicacion de este estudio se realizd con 6 afios de seguimiento y con
un 35% de los pacientes fallecidos. En este momento se considerd un estudio negativo
ya que no se vio un beneficio en SG.

Pero posteriormente se comunicaron los resultados con un mayor seguimiento, en
ASCO 2014 y se publicd en un NEJM en el afio 2016, y con 12 afios de seguimiento,
se ha visto un beneficio importante en SG. El brazo control 7.8 afios frente al brazo
experimental 13.3 afios. Profundizando en las distintas histologias, se pudo apreciar
que los pacientes de mejor pronostico como son los oligodendrogliomas y son los que
mejor se van a beneficiar de tratamiento RT—-> PCV. Del estudio molecular que se

hizo, la mutacion de IDH impactaba en supervivencia independientemente del
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tratamiento. Se ha podido ver que solo el 60% de los pacientes fueron capaces de
completar el tratamiento de QT adyuvante. Este esquema también ha demostrado

beneficio en los pacientes de grado Il1.

El segundo estudio viene a responder a la pregunta de si podemaos diferir el momento
de administrar el tratamiento de radioterapia, evitando asi la toxicidad asociada al
tratamiento de RT, como la neurotoxicidad y administrar solo la QT de entrada. De
esta manera, en este estudio unos pacientes empezaban con QT, otros RT y cuando
progresaban cambiaban al tratamiento complementario. Es un estudio con un disefio
sencillo, y los pacientes recibieron tratamiento de quimioterapia con esquema con
dosis densas de temozolomida.

Los resultados en SLP (el objetivo primario del estudio), fue similar entre ambas

ramas de tratamiento.

Vamos a profundizar en los detalles de estos dos estudios:

1) Elestudio RTOG 98-02:

- El protocolo del estudio:

- Pacientes de alto riesgo Rama A: RT con dosis de 54Gy en 30 fracciones

Rama B: RT con dosis de 54 Gy en 30 fracciones>PCV x6 ciclos

PCV: lomutina 110 mg/m2 dial; procarbazina 60 mg/m2 dias 8-21; Vincristina 1,4
mg/m2 dias 8 y 19.
Duracion del ciclo de 8 semanas

Alto riesgo: pacientes mayores de 40 afios con cualquier extension quirdrgica o
<40 afios con reseccion subtotal o biopsia

- Se incluyeron pacientes con diagndéstico de glioma de grado 2:
oligodendroglioma (107), astrocitoma (65) y oligoastrocitoma (79) (con
revision central).

- Seincluyeron un total de 251 pacientes con KPS>60.
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En el afio 98 se inicio el protocolo RTOG 9802. Periodo de seguimiento de 12
anos.

El objetivo primario del estudio fue la SG.

En el momento de la Gltima publicacion, 67% habian progresado y 55%
habian muerto.

La primera publicacion del estudio fue en el afio 2012, con una mediana de
seguimiento de 5.9 afos y 38% de mortalidad.

De los pacientes en tratamiento el 98% y 93% recibieron tratamiento de
radioterapia y en cuanto a la rama que ademas recibia quimioterapia la
mediana de ciclos administrados fue de 3. Un 56% recibieron quimioterapia

por protocolo.

Se determino la mutacion de IDH en 113 pacientes. Presentaron la mutacion
61% de los incluidos en la rama de RT y 64% de la rama RT->PCV.

Por histologias: oligodendrogliomas mutacion en 78% de los pacientes;

astrocitomas 48% y oligoastrocitomas 54%.

Estos son los resultados del estudio:

SLP:

Los pacientes tratados con RT y PCV tuvieron mayor SLP, con mediana de
10.4 afos frente a 4 afios en los que recibieron solo RT (p>0.001)

La tasa de SLP a 5 afios fue de 61% vs 44% y a 10 afios de 51 vs 21% a favor
de la rama con quimioterapia. HR 0.5 p=<0.001.

Sin embargo, no se pudo ver una diferencia entre ambos grupos los 2 primeros
afios tras la randomizacion. Las diferencias empezaron a ser evidentes a partir
del momento en que un 25% tuvo progresion y fue cada vez mayor en el
tiempo.

El andlisis que se hizo demostro que este beneficio se podia ver en los
diferentes histotipos (astrocitoma y oligodendroglioma) de forma

estadisticamente significativa.
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- IDH mutado fue un factor de mejor pronostico, independientemente del
tratamiento y dentro de los mutados tuvieron mayor SLP si eran tratados con
RTyPCV.

SG:

- Lamediana de SG fue significativamente mayor para los pacientes tratados
con RT y PCV, con una mediana de 13.3 afios frente a 7.8 afios con RT sola.

- Latasa de SG a5 afios fue de 72 vs 63%

- Latasa de SG a 10 afios fue de 60% vs 40%

- Ladiferencia entre los grupos no se ha hecho evidente hasta aproximadamente
4 afios tras la randomizacién, momento en que habian ocurrido
aproximadamente un 25% de las muertes.

- Enun analisis segun el subtipo histologico, se pudo ver superioridad de la
combinacion en todos los subtipos histologicos, pero no alcanzé la
significacion estadistica en los pacientes con astrocitoma.

- La mutacién de IDH fue un factor de buen pronoéstico independientemente del
tipo de tratamiento recibido. Entre los pacientes con mutacion en IDH los que

recibieron el tratamiento combinado tuvieron una mayor supervivencia.

Los efectos secundarios mas habituales fueron nauseas, vomitos, astenia y anorexia
grado 1o 2.

Los datos cognitivos recogidos en el MMSE indicaron que tenian una media de
puntuacion superior al basal durante los 5 primeros afios tras la randomizacion, tanto
de los que habian recibido RT sola o en combinacién.

En la discusion los autores indican que hay un beneficio en SLP y SG en los gliomas
de grado Il tratados con radioterapia y quimioterapia, este beneficio parece ser mayor
en pacientes con mutacion de IDH y en el tipo histolégico oligodendroglioma y
oligoastrocitoma. Las diferencias no pueden explicarse por los tratamientos recibidos
tras la progresion porque en el grupo de RT sola recibieron mas intervenciones tras la
PGR.

Otro aspecto que se destaca es el hecho que las curvas no se separan hasta que no
pasan 2-3 afos tras la randomizacion, cuando aproximadamente un 25% de los

pacientes han progresado. Esto también puede observarse con las curvas de
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supervivencia global. Por esta razon se plantean si puede deberse a que la radio y

quimioterapia no sea igual de efectiva en todos los pacientes (en cuyo caso las curvas

empezarian a separarse desde el principio).

Por lo tanto, podria considerarse que hay un grupo de pacientes que pueden no

beneficiarse del tratamiento con radioterapia y quimioterapia, pero la identificacién de

estos casos es a dia de hoy imprecisa.

2) Elestudio EORTC 22033-26033

Disefio del estudio:

Pacientes con glioma de bajo grado con
al menos 1 factor de alto riesgo :

>40 afios, progresion de la
enfermedad, tumor >5cm,

tumor que cruza linea media o sintomas
neuroldgicos.

Rama A: Radioterapia 50,4 Gy, 28 dosis, 1,8 Gy/dia

Rama B: esquema de dosis densas con esquema de 75
mg/m2 durante 21 dias en ciclos de 28 dias, total de 12
ciclos.

- Se incluyeron pacientes con tumores infiltrantes de grado Il

(oligodendrogliomas, astrocitoma y oligoastrocitoma).

- Seregistraron un total de 707 pacientes, y se randomizaron 477 (el resto no se

randomizaron por diferentes causas en el periodo entre el registro y la

randomizacion, entre ellos, en 47 pacientes se transformaron a alto grado, 50

pacientes rechazaron).

- Periodo de seguimiento: mediana de 48 meses (4 afos). El estudio se

desarroll6 entre 2005-2010

- El objetivo primario fue la SLP. El disefio buscaba un incremento del 13% a 5

afios en SLP (de 45 a 58% para el grupo con temozolomida), con HR de 0.68.

- Los criterios de inclusién en este estudio era que se considerara necesario

algun tratamiento mas, a parte de la cirugia. Se consideraron aquellos que

fueran >40 afos, tuvieran tumor radiolégicamente en progresion,

empeoramiento de los sintomas neuroldgicos, o crisis refractarias.

- El periodo de tiempo desde la randomizacion a la inclusion de pacientes fue

variable, porque en una primera fase se registraban para un analisis molecular
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y después se randomizaban, cuando clinicamente se consideraba indicado

iniciar el tratamiento.

Las caracteristicas de los pacientes incluidos fueron de una mediana de edad de 45
afios y en cuanto a la extension de la cirugia, 40% solo se biopsiaron, 43% tuvieron
reseccion parcial y 17% reseccion completa.

Se hizo una revision de la AP de forma centralizada.

El tiempo transcurrido desde el diagnostico al tratamiento fue de una mediana de 5.6
meses (0.7 y 12 afios).

En el momento que se cerraron los datos, 55% de los casos habian progresado.

Estos son los resultados del estudio:

- Lamediana de SLP fue de 46 meses para RT y de 39 meses para
temozolomida (3.83 afios vs 3.25 afios).

- Encuanto a la SG, en el momento de la publicacién se habia producido un
25% de muertes por lo que no habia datos suficientes para un analisis de
mortalidad.

- Los datos de calidad de vida no se han reportado.

Han completado el tratamiento 91% en la rama de RT y 75% en la rama de
temozolomida. Un 15% de los casos necesitaron reduccion de dosis
Se observé toxicidad hematoldgica grado 3-4 en los pacientes que recibieron

tratamiento con temozolomida.

Datos moleculares:
- Se analiz6 1p/19q en 357 casos Y fue positivo en 117 (33%).
- Se analizo IDH en 392 casos Yy fue positivo en 83%. En 9 (3%) de los casos se
encontr6 mutacion en IDH2.
El estudio no tenia suficiente potencia estadistica para realizar analisis de subgrupos.
- Se pudo determinar que habia 104 (39%) pacientes IDHmut/codel
- En 49 (15%) casos eran IDW WT.
- Para los pacientes con IDHmut/codel la mediana de SLP fue de 55 meses
(4.58 afios) para temozolomida y 61.3 meses (5.1 afios) para RT. Estas

diferencias no alcanzan la significacion estadistica.
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- Los datos analizados indican que los pacientes con IDHmut /non-codel el

tratamiento con QT de inicio puede ser deletéreo (55 vs 33 meses a favor de
RT), p=0.0043.

Se pudo observar que la metilacion de MGMT no aportaba informacién para los casos

con IDH mutado.

En la discusion los autores sefialan que para los pacientes de peor prondstico como los

IDH wt o IDHmt/non codel, se recomienda un tratamiento mas intenso.

Para los pacientes IDH mut /codel el tratamiento es controvertido en base a los

resultados de este estudio.

Un aspecto clave en los tumores de bajo grado es poder identificar a aquellos
pacientes que se van a beneficiar menos del tratamiento postquirargico. En este
sentido, dentro del estudio RTOG9802, se han publicado los resultados de aquellos
pacientes considerados de bajo riesgo: menores de 40 afios con una cirugia
completa. Como hemos visto, en el estudio de la RTOG 9802 se consideraron 2
grupos, de bajo y alto riesgo 7],

Estos pacientes de bajo riesgo se mantuvieron en observacion.

En estos pacientes se realizé una RM pre y postgx, se registré el diametro maximo
preoperatorio. Se hicieron medidas en la RM postoperatoria por T2-Flair

Las imagenes de la RM postoperatoria fueron catalogadas y se dividieron los casos en
3 categorias: <1 cm, 1-2cm 0 >2 cm.

Después se realizo seguimiento con RM cada 6 meses. En la imagen de PGR se
dividio en 3 categorias: 1) en los 2 cm cercanos a la cavidad de reseccion, 2) >2 cm de
la cavidad de reseccion, pero en la misma region cerebral, 3) en diferente region del
cerebro.

Estos con los resultados de este estudio:

- Seincluyeron 116 pacientes entre 1998 y 2002 y 111 fueron analizados (los
otros no cumplian criterios).
- Se publicaron los datos en el 2008 con una mediana de seguimiento de 4.4
afos.
- Resultados:
o Latasade SGaZ2y5 afos fue de 99 y 93%
o LaSLPaZ2yb5 afios fue de 82 y 48%.
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Si lo comparamos con los datos de los pacientes con factores prondsticos
desfavorable (n= 251):

-laSG a2 y5 afios fue de 87 y 66% (p<0.0001)

-laSLP a2 y5 afos fue de 73 y 50 % (p=0.13), similar al grupo favorable.

- La mediana de PFS fue de 4.9 afios para los pacientes en el grupo favorable y de 5.5

afnos para el grupo no favorable.

Factores predictivos de peor prondstico:

Dado el escaso numero de muertes, no se pudieron determinar factores predictivos de
peor SG.

En cuanto a la SLP, en el anlisis uni y multivariante se determinaron 3 factores: 1)
didmetro preoperatorio > 4 cm

2) tipo histoldgico astrocitoma/oligoastrocitoma

3) tumor residual en imagen > 1 cm.

Si entramos al andlisis del detalle de estos 3 factores prondsticos:
1) en cuanto al didmetro preoperatorio
- Tumores <4 cm 27%

- tumores >4 cm 63%

2) en cuanto al tipo histoldgico. La tasa de recurrencia fue:
- Astrocitoma y oligoastrocitoma 54%

- oligodendroglioma 32%

3) en cuanto al tumor residual postoperatorio:
De los 111 pacientes analizados el 88% tenian una imagen postoperatoria para evaluar
la enfermedad residual:

- 59% tenian <1 cm-> incidencia de recurrencia 26%

- 32% tenian 1-2 cm de enfermedad residual-> incidencia de recurrencia 26%

- 9% tenian > 2 cm=> incidencia de recurrencia 89%

Si se analizaba la presencia de 2 de estos factores de riesgo de recurrencia:

1) astrocitoma y oligoastrocitoma y
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2)

3)

4)

o <lcm de enfermedad residual: 28%

o 1-2 cm de enfermedad residual: 88%

o >2cm de enfermedad residual: 100%

o No posible evaluar la enfermedad residual: 57%.
En el caso de los oligodendrogliomas (50)

o <1cm—>23%

o 1-2cm—>43%

o >2cm-> 75%

e No evaluables>17%
En aquellos casos con los 3 factores de mal pronéstico (>1cm,
astro/oligoastrocitoma y diametro preoperatorio >4cm - SLP a 2 y 5 afios de
60y 13%
Si los tres factores de buen pronostico estaban presentes (<lcm,
oligodendroglioma, < 4cm preoperatorio)>SLP a2 y 5 afios 100 y 70%

Una vez que se daba la situacion de recurrencia los pacientes recibieron
diferentes tratamientos como nueva cirugia (23%), radioterapia 63%, 43% QT.
De los pacientes que fueron a cirugia, los resultados patol6gicos indicaron que
la mitad de los pacientes habia evolucionado hacia un més alto grado.

El 82% de los casos recayeron dentro de los 2 cm de la cavidad quirurgica,
16% estaba mas alla de 2 cm y 2% de forma discontinua.

En la discusion los autores subrayan que este estudio pone sobre la mesa datos
que indican que estos pacientes con prondstico favorable (menos de 40 afios
con reseccion completa), presentan una SLP peor de la esperada,
(aproximadamente 50% a 5 afios), similar a lo publicado para pacientes de
pronostico desfavorable.

Los datos también apoyan el valor de RM de control postquirargico, de
manera gue solo un 59% de los casos tenian una reseccion completa definida
por la presencia de <1cm de lesion residual en RM vy estos pacientes tuvieron
una tasa de recurrencia del 26% y si habia >2 cm fue de 89%. Estos datos
indican el carécter infiltrante de estos tumores, y ademas subrayan el hecho de

la falta de precision del cirujano para estimar la reseccion completa.

69



Todos estos datos indican la importancia de seleccionar aquellos casos con

mejor prondstico de cara a los tratamientos postoperatorios a administrar.
Por otra parte, esta la cuestion de la utilizacion de temozolomida en el tratamiento
adyuvante en sustitucion del esquema de PCV dado su comodidad de administracion

y perfil de efectos secundarios.

Los datos mas importantes proceden del estudio RTOG 0424 '], que es un estudio

de fase Il multicéntrico (nivel de evidencia Il1).

Disefo del estudio, Fase Il multicéntrico: Temozolomida se administro de forma
concurrente a dosis diarias de 75mg/m2 y después de forma adyuvante (150-
200mg/m2), una vez cada 28 dias durante 12 ciclos.

- Gliomas de grado Il (oligodendroglioma, oligoastroctioma y ascitoma-55%).
Revision central.

- Serealiz6 un seguimiento durante 4.1 afios y 5 afios para supervivencia

- Se trataron 129 pacientes con 3 0 mas criterios de alto riesgo (edad mayor de
40 afios, tumor preoperatorio >6 cm, tumor cruzando el cuerpo calloso,
histologia de astrocitoma, déficit neuroldgico preoperatorio).

- Seincluyeron pacientes entre enero 2005 y febrero 20009.

- El objetivo era detectar un incremento en la mediana de supervivencia desde

40.5 meses a 57.9 meses (incremento del 43%).

Estos son los resultados:
- Los resultados fueron de una mediana de SG no alcanzada. La tasa de SG a 3
afios fue del 73.1% (controles histéricos del 54%) y SG a 5 afios del 57%.

- Encuanto a la SLP, la mediana fue de 4.5 afios, con SLP a 3 afios del 59.2%.

Factores prondsticos:

Solo la histologia se relacioné con SG en un modelo de Cox
(oligodendroglioma/oligoastrocitoma vs astrocitoma).

En cuanto a la toxicidad, eventos hematoldgicos severos ocurrieron en 10% de los

pacientes.
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En la discusion los autores indican que al tratarse de un estudio de Fase I, es
necesario comparaciones con controles histéricos, con los problemas estadisticos que
esto supone. Sin embargo, los resultados superan >43% en incremento en la mediana
de SG.

Por lo tanto, los datos que tenemos no nos aportan una evidencia cientifica
suficientemente fuerte para saber si temozolomida puede sustituir PCV, pero si se
comparan estos resultados con los del estudio RTOG9802 los datos parecen mejores
para el esquema con PCV: la mediana de SLP en este estudio fue de 4.5 afios y en el
estudio de la RTOG9802 de 10.4 afios y SLP a 3 afios del 59% con temozolomida vs
75-80% en el estudio RTOG9802.

El estudio de Wahl y cols ["81:

Estudio de Fase Il de tratamiento adyuvante con temozolomida: temozolomida
200 mg/m2 x 5 dias cada 28h x 12 ciclos

- Seincluyeron pacientes con gliomas de bajo grado (oligodendroglioma,
oligoastrocitoma y astrocitoma), KPS>60. Revision central.

- Periodo de seguimiento de 7.5 afios.

- Se habia realizado reseccién subtotal o biopsia.

- El end point primario fue la tasa de respuesta. Entre 2000 y 2013 se incluyeron
120 pacientes.

- En 97 casos tenian tejido disponible para realizar estudio molecular. El 45%
estaban codeleccionados, 37% IDH mut/no codel y 16% IDHWT/1p/19q
intacto.

Estos son los resultados:
- Latasa de respuestas fue de 5% en oligoastrocitomas, 7% en
oligodendrogliomas y 4% en astrocitomas. El 81% tuvieron EE.
- Lamediana de SLP fue de 3.8 afos y la mediana de SG fue de 9.7 afos.
- Enel caso de los oligodendrogliomas la SLP fue de 4.6 afios y la de SG fue de
10.8 afnos. En el caso de los astrocitomas, la SLP fue de 3.3 afios y la SG fue

de 7.1 anos.
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- Enel caso de 1p/19q codel, la mediana de SLP fue de 4.9 afios y SG 9.7 afos.

Para los casos IDH mut, mediana de SLP de 3.6 afios y SG 11.2 afios.

Se midio el KPS, un 14% tuvo mejoria, un 9% empeoramiento y el 96% sin cambios.
A la PGR el 59% fueron a una cirugia de rescate, 45% QT, y 54% RT.

Los autores en la discusion sefialan que sus resultados son similares a los de la rama

control con RT del RTOG9802 y sugiere que temozolomida puede ser igual de eficaz

que RT sola.
Estudio Disefio Tratamiento Criterios de [6F] PFS mediana 0S% PFS% | Tiemp | Oligos
estudio inclusion mediana seguim
Shaw et al Fase 111 RT 50.4Gyvs | GBG (todos) 72% 6.43
(n=203) 64.8Gy Vs afios
85%
EORTC Fase 111 RT45 Gy vs GBG (astro, 58vs | 47vs | 74 No
22844 (n=379) RT 59.4Gy oligoastro y 59% 50% meses | datos
oligo G2) pilo (6.2
(15pac) afios)
EORTC Fase IlI Observacion GBG (astro, ITT: 7.2 ITT:4.4 afios 65.7 5afios | 7.8 No
22845 (n=311) Vs oligoastro,oligo | vs 7.4 vs 5.3 afios Vs 35vs | afios datos
RT 54Gy y pilocitico con | afios No piloc: 3.7 68.4% | 55 %
reseccion No piloc: | vs4.4
incompleta) 7.1vs7.9
RTOG9802 | Fase IlI RT (54Gy) vs | GBG de alto 7.8 afios 4 afiosvs 10.4 | 5afios | 5afios | 11.9
(n=251) RT (54Gy) + 6 | riesgo: vs 13.3 afios HR 0.50 63vs | 44vs | afos
ciclos de PCV | reseccion afiosHR | p=0.001 2% 61%
adyuvante incompletay/o | 0.59
edad > 40 p=0.003
EORTC Fase IlI RT (50.4Gy) GBG con al No 46 meses RT 48 Codel
22033 (n=707) Vs menos 1 factor | alcanzada | (3.83 afios) y meses 33%
temozolomide | de riesgo 39 meses 4 SLP
(dosis densas) | (edad >40 temozolomida afios) aprox
afios, PGR de (3.25 afios) 5 afios
la enfermedad,
tamario >5 cm,
cruza la linea
media
RTOG0424 | Fase Il RT (54Gy) GBGcon 3 No alc 4.5 afios 5afios | 3 afios No
(n=129) con factores de alto 57% 59.2% datos
Comparacion | temozolomida | riesgo (edad 40 3 afios
con controles | concurrente y afios, histologia 73.1%
histéricos secuencial astrocitara,
(x12ciclos) cruza la linea
media,
diamécm,
neuroldgico)
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1)

2)

Wahl M et Fase Il Temozolomida | Enfermedad 9.7 afos 3.8 afios Oligos
al. (Neuro (n=125) ciclos tumoral Oligos: Oligos:4.6afos 1p/19q
Oncol mensuales x residual 10.8 SLP
2017) 12 ciclos 49
SG4.9

RTOG9802 | Fasell Nada GBG en 5.5 afios 93% 48% 4.4
observacion | (n=116) menores de 40 (grupo afios

afios con desfavorable

reseccion 4.9)

completa

1.8.0ligodendrogliomas grado I11. Principales estudios clinicos.

Una cirugia extensa se considera uno de los pilares fundamentales del tratamiento de
los gliomas anaplasicos. Una cirugia méas extensa se relaciona con

una mayor supervivencia, reduccioén de la presion intracraneal, mejor control de las
crisis comiciales, mejor calidad de vida y mejor tolerancia a los tratamientos
postoperatorios 631,

Sin embargo, al igual que se ha comentado para los gliomas de bajo grado, los
estudios que disponemos son mayoritariamente de caracter retrospectivo y basados en
series de casos, en los que también se han analizado diferentes histologias.

Estudios mas recientes aportan informacion y confirman el beneficio de una cirugia
mas amplia en el contexto de los gliomas de grado Il y aportando un analisis
volumétrico ["°,

Esta recomendacion de una cirugia lo mas extensa posible se recoge en las guias
NCCN y SEOM [661€0],

Desde los afios 80 se establecio la radioterapia como estandar de tratamiento en los
gliomas de alto grado.

Se considera un nivel de evidencia | para radioterapia externa tras la cirugia, en
gliomas de alto grado. Se basa en 2 estudios randomizados publicados en los afios 70,
en los que se pudo objetivar un aumento de la supervivencia global 4821

Ademas, un metaanalisis canadiense que incluia 6 estudios randomizados confirmaba
un beneficio en supervivencia global. Muchos de estos estudios incluian tanto gliomas
de grado 111 como glioblastomas 31,

La dosis recomendada es de 59.4 Gy en 33 fracciones 0 60Gy en 30 fracciones.
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3)

4)

5)

6)

En los afios 90 se publicaron trabajos que ponian de manifiesto

que son tumores quimiosensibles, a diferencia de otros tumores cerebrales 4,

Con estos datos se disefiaron en los afios 90 dos estudios de los que mas
recientemente acabamos de tener resultados: el estudio de la RTOG 9402 y el estudio
de la EORTC 26951. En ambos casos, tras un abordaje quirdrgico inicial se trataba de
responder a la pregunta de si la quimioterapia (esquema PCV: lomustina,

procarbazina y vincristina), aportaba beneficio al tratamiento de radioterapia.

Tras iniciar estos estudios fase Il se publicaron trabajos que incidian en el hecho que
habia un subgrupo de pacientes, con pérdida de 1p/19q, que eran particularmente
sensibles al tratamiento con quimioterapia (diferencias de cerca de un 100% de
respuestas frente a un 25%).

Con esta informacidn se realizé una enmienda al protocolo de los estudios de fase I,
ya en marcha, para determinar estas alteraciones en los pacientes incluidos en el

estudio.

Los primeros resultados de los estudios fase Il se publicaron en el afio 2006 (se cerrd
en el afio 2002) y nos indicaban que la quimioterapia postquirdrgica aumentaba la
SLP pero no la SG [,

En esos afios también se conocio el papel pronostico de la metilacidn del promotor de
MGMT en glioblastoma y un poco mas tarde el papel pronéstico de IDH en los
tumores gliales. Estos aspectos también fueron incorporados al analisis molecular de
los casos incluidos en los estudios fase |11 en oligodendrogliomas anaplasicos.

Con los resultados iniciales del estudio del afio 2006, con aumento de SLP sin afectar
SG, y de una progresiva introduccion de temozolomida como sustitucién del esquema
PCV (mas téxico y complicado de administrar), se dio una situacion de enorme

variabilidad en cuanto al manejo postquirargico de esta patologia.

Esta variabilidad en la practica clinica quedd reflejada en una publicacion del afio
2007 1881, Se realiz6 tras una encuesta a miembros de la SNO (Society of Neuro-
oncology) y se preguntaba sobre la recomendacién de tratamiento. El esquema mas

elegido era el de utilizar radioterapia concurrente con temozolomida seguido de
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temozolomida. Sin embargo, si habia péerdida de 1p y 19q, se optaba méas

frecuentemente por recomendar tratamiento solo con temozolomida.

Dicho esto, vamos a revisar con mas detalle los estudios de fase 11l comentados

previamente.
Este es el disefio del estudio. Aqui vemos representado el esquema de la rama

experimental. Se randomizaron los pacientes frente a radioterapia.

EORTC 26951

Cirugia |:> Radioterapia :> PCV: _ _

59.4Gy en 25 fracciones lomustina 110 mg/m2 dia 1
procarbazine 60 mg/m2 dias 8 a 21
Vincritina 1.4 mg/m2 dias 8 y 29 (dosis
méaxima 2 mg

X6 ciclos

Los ciclos se repiten cada 6 semanas

RTOG 9402
o PCV: _ —
Cirugia %) | Lomustina 130 mg/m? dia 1 W) | Radioterapia: 59.4 Gy en 33
Procarbazina 75mg/m2 dias 8-21 fracciones

Vincristina 1.4 mg/m2 dias 8 y 29

X4 ciclos

En ambos estudios habia una rama control con radioterapia estandar hasta 60 Gy y
una rama con radioterapia mas tratamiento con quimioterapia con esquema PCV
(Lomustina, Vincristina, Procarbazina).

Los estudios diferian en el momento de administracién de la quimioterapia (o bien

antes o después de la radioterapia), en el nimero de ciclos administrados, (6 0 4
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ciclos) y también en las dosis de los farmacos administrados (como podemos ver en el
esquema).
El protocolo establecia la opcion de quimioterapia en el momento de la progresion en

los pacientes tratados con radioterapia, por lo que hubo cruzamiento entre ramas.

En el afio 2012 se comunicaron los resultados finales de estos dos estudios (de la

EORTC y RTOG) y fueron publicados al afio siguiente.

En el caso del estudio de la EORTC 26951 871

1. Seincluyeron pacientes con oligodendroglioma anaplasico o con
oligoastrocitoma anaplasico (con al menos 25% de elementos
oligodendrogliales, segun la WHO 1993).

2. Fueron incluidos un total de 368 pacientes con tumor oligodendrogial entre el
afio 1995 y 2002, con PS 0-2 y edad entre 16 y 70 afios

3. Periodo de seguimiento de 12 afios.

4. El objetivo primario en el estudio de la EORTC era SLP y SG.

- En el momento de la publicacion, el 80% de los pacientes habia progresado y
un 25% de los pacientes seguian vivos.

- En el momento de la progresion, tal como marcaba el protocolo, los pacientes
recibian quimioterapia. Esto fue mas marcado en la rama de radioterapia sola.
Podemos decir de cierta manera que el estudio compara quimioterapia precoz
frente a quimioterapia mas retardada.

- Las ramas estaban bien balanceadas para los factores pronésticos conocidos.

- Estos son los resultados del estudio:
o afiadir PCV a radioterapia aumenta la mediana de SLP de 13 a 24
meses (p=0.003) y
o la SG de 31meses (2.55 afnos) a 42 meses (3.52 afios) p=0.0018 , de
forma estadisticamente significativa.
Estos resultados se mantuvieron ademas al realizar un analisis que incluia
estratificacién del riesgo por edad, tipo de cirugia, PS y cirugia previa para

glioma de bajo grado.
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- La siguiente cuestion que traté de contestar el estudio es la de si existe alguna forma
de identificar aquellos pacientes que mas se van a beneficiar. Para ello se analizaron
datos moleculares, de forma prospectiva 1p/19q, y de forma retrospectiva de MGMT
e IDH.
- Enelcaso de 1p/19, se analizé en 316 pacientes y el 25 % resultaron
codeleccionados (80 pacientes).
o Para 1p/19q hay un beneficio en SLP de 50 meses (4.1 afios) a 157
meses (13.08 afios) p=0.002 y
o en SG de 9 afios a una mediana todavia no alcanzada (>12 afios)
(p=0.059).
o Paralos pacientes sin codelecion de 1p/9q, la SLP fue de 9 vs 15
meses (p=0.026) y la SG de 25 vs 21 meses (p=0.185).

- MGMT se analizé en 183 pacientes y el 75% resulté metilado. IDH se analizé
en 179 pacientes, y estaba mutado en el 46%.

o Factores pronoésticos: La codelecion de 1p/19q fue un factor prondstico
(OS 123 vs 23 meses, signitificativo).

o De forma similar, el pronostico también fue mejor (PFS y SG) para los
pacientes con metilacién del promotor de MGMT y tumores IDH
mutados.

o Factores predictivos: Los que parecen beneficiarse méas del tratamiento
con PCV son aquellos pacientes con metilacion de MGMT, mutacion
de IDH o confirmacion histoldgica de oligodendroglioma.

o Enun andlisis mas profundo:

= Se encontro interrelacion entre la metilacion de MGMT y la
mutacion de IDH.

= Si IDH no estaba mutado, la SG fue similar para los pacientes
sin metilacion de MGMT que aquellos con metilacion de
MGMT

= Ademas, se analizaron 150 casos en los que se pudieron
determinar los 3 aspectos moleculares: codelecion de 1p/19q,

mutacion de IDH y metilacion de MGMT. En un anélisis
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multivariante, se encontrd que solo 1p/19qg e IDH fueron

factores prondsticos independientes y no MGMT.

Por lo tanto, podemos concluir de este estudio de la EORTC que el tratamiento
adyuvante con PCV incrementa la SG en pacientes con oligodendroglioma anaplasico
(HR 0.56). En este sentido hay que tener en cuenta varias observaciones:

- Estos resultados se obtuvieron a pesar de que la mediana de ciclos
administrados fue de 3 ciclos y solo 30% alcanzaron los 6 ciclos de
tratamiento (la mayoria por toxicidad hematoldgica).

- Ademas, también se vié un aumento en la SLP estadisticamente significativo.

- La mayor reduccion del riesgo de muerte se encontré en los pacientes con la
codelecion de 1p/19 (80 casos).

- Hay que tener en cuenta que en la mayoria de los estudios se observa que la
duracidn de la respuesta la quimioterapia a la PGR tras RT es de unos 12 a 24
meses. Asi que el estudio confirma el aumento de SG con la QT al inicio en
vez de a la PGR.

- Y ademas este beneficio se ha podido corroborar con los resultados del estudio
de laRTOG9402

- Enlos pacientes no codelecionados también se ha visto una reduccion del
riesgo, no significativa, HR0.83.

Los pacientes se incluyeron tras diagnostico local y posterior revision central, a
diferencia del estudio RTOG9402, y se confirmo el 70% de los casos. Esta tasa de
variabilidad interobsevador es la descrita para estos tumores.

En cuanto al estudio molecular, resultaron factores prondsticos de supervivencia la
mutacion de IDH, codelecion de 1p/19q y metilacion de MGMT.

En cuanto a los factores predictivos de respuesta, es decir biomarcadores, solo 1p/19q
e IDH fueron factores independientes. Estudios recientes indican que la mutacion en
IDH conlleva un fenotipo hipermetilador de islas CpG y la metilacién de MGMT es
resultado de este fenotipo hipermetilador.

Los autores concluyen en la discusion que puede considerarse RT—>PCV como

nuevo estandar de tratamiento. Después de estos datos sigue pendiente de evaluar el
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papel de la temozolomida (en vez de el esquema de PCV) y también buscar el

tratamiento de los pacientes sin codelecion de 1p/19q.

También conocimos los resultados finales del estudio de la RTOG 9402 3,

1. Los pacientes tenian diagnostico de oligodendroglioma u oligoastrocitoma
anaplasico y se randomizaban a una rama control con radioterapia estandar y
la rama experimental con PCV x4 ciclos intensivo seguido de radioterapia.

2. Se reclutaron 299 pacientes

3. Los resultados que conocimos en 2012 surgen 18 afios mas tarde tras la
inclusion del primer paciente, con una mediana de seguimiento de 11,3 afios, y
con informacidén de 1p/19q en el 90% de los participantes.

4. El objetivo primario era la supervivencia global.

- En el momento del andlisis seguian vivos un 25% de pacientes.

- El 79% de los pacientes que estaban asignados a la rama de radioterapia recibieron
PCV a la progresion.

- Solo el 54% de los pacientes recibi6 los 4 ciclos de QT programados.

- Las limitaciones que presentes en el anélisis de 2006 derivaban del contexto de
haberse producido <50% de fallecimientos en los pacientes codelecionados y la falta

de informacion molecular en un 30% de los casos.

Resultados:
- Para el total de poblacion tratada, la mediana de SG fue de 4.6 vs 4.7 afios
(HR0.79 p 0.1).
- Sevio un aumento de la SLP 23 vs 13.2 meses p=0.003; HR 0.68

La siguiente cuestion a revisar fueron los datos moleculares:

Los pacientes identificados con codelecion fueron 126 casos (48% del total analizado-
263),
- La mediana de supervivencia para este grupo de pacientes fue de 14,7 frente a
7,3 afios con HR 0.59 y p=0.03.
- Lamediana de SLP fue de 8.4 afios frente a 2.9 afios con RT sola (p<0.001).
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Los pacientes codelecionados tenian mayor supervivencia y mayor SLP, por tanto, se
trata de un factor pronostico.

En el caso de los pacientes sin codelecion no se encontraron diferencias en la mediana
de supervivencia estadisticamente significativas, la mediana de supervivencia fue de
2.6 afos tras RT>PCV y de 2.7 afos para RT sola.

- Sin embargo, si se analiza la separacion en la parte final de la curva, sugiere
que también hay pacientes sin codelecién que se pueden beneficiar del
tratamiento con PCV.

Los datos de toxicidad indicaron como principales efectos secundarios relacionados
con la quimioterapia, la presencia de mielosupresion, cambios cognitivos, neuropatia

autonomica/periféerica, disfuncion hepatica y rash.

Los autores concluyen que podria considerarse la RT y la QT con PCV un nuevo
estandar de tratamiento. EIl estudio pone en evidencia la importancia de tener un
diagnostico preciso y un seguimiento a largo plazo: solo cuando se analizaron las
alteraciones cromosomicas y se hizo un seguimiento a largo plazo se detectaron
diferencias entre las ramas a estudio. Sin embargo, hay que tener en cuenta que se
trata de un andlisis de subgrupos y por tanto hay que hacer un andlisis cuidadoso de
los resultados teniendo en cuenta la potencia y el disefio inicial del estudio. La
estratificacion retrospectiva segun 1p/19q tampoco estaba planificada.

Otras consideraciones serian las relacionadas con la opcién de tratamiento con
temozolomida, de lo cual no tenemos actualmente una evidencia procedente de
estudios de fase IlI.

En cuanto a la cuestion de los biomarcadores, la codelecion de 1p/19q identifica los
tumores de crecimiento lento y en este estudio se puede considerar un marcador
prondstico y predictivo.

Sin embargo, hay que considerar que las interrelaciones entre 1p/19q vy la respuesta al
tratamiento pueden ser mas complejas: las curvas no se separan hasta los 5 afios y eso
sugiere que no todos los pacientes codelecionados se benefician por igual del
tratamiento con RT y PCV, por otra parte, también los pacientes no codelecionados
parecen beneficiarse del tratamiento con PCV (también tras haber alcanzado la

mediana de supervivencia).
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Estos datos implican que 1p/19q puede ser considerado como un marcador, y no un
mecanismo de respuesta a PCV.

No es exacto y es posible que se trate de un componente dentro un grupo molecular
que define una familia de OA, dentro de otras alteraciones genéticas, como IDH,
hipermetilacion o con mutaciones en CIC.

Estos estudios aportaron ademas respectivos resultados a nivel molecular.

En el estudio de la EORTC 26951 se realiz6 NGS en las muestras de los tumores
incluidos (€81,

El planteamiento parti6 de los conceptos en torno a la variabilidad interobservador
que existe para el diagnéstico de estos tumores y que tumores con una apariencia
macroscadpica similar se ha visto muy diferente evolucion.

Ademas, los datos mas recientes han indicado que el analisis molecular parece tener
un papel prondstico importante, asi como predictivo, y de hecho se ha encontrado una
mejor correlacién con el prondstico segun los datos moleculares, comparado con los
datos histologicos.

Partiendo de muestras en parafina se realiz6 un analitisis de las mutaciones en ATRX,
P53, IDH1, IDH2, CIC, FUBPL, PI3KC, TERT, EGFR, H3F3A, BRAF, PTEN y
NOTCH, y alteracion en el namero de copias para los cromosomas 1p/19q, 10q y 7.
Se analizaron las mutaciones en TERT por PCR.

Se pudieron analizar 139 casos (de un total de 368 pacientes incluidos en el estudio),
que fueron clasificados en varias categorias:

- tipo I en 49 casos (codelecion de 1p/19q, “oligodendroglioma”),

- tipo Il en 20 casos (IDH mutados, “astrocitoma’), no codelecion.

- tipo Il en 55 casos (7+,109- o0 TERT mutado y 1p/19q intacto,

“glioblastoma”).

Esta clasificacion molecular se vio que tenia una implicacion prondstica y se
correlacionaba mejor con la evolucion que la propia histologia.

La supervivencia a 5 afos fue del 71% para los de tipo |, del tipo 11 del 47% y del 6%
para los tipo I1l. Las medianas de supervivencia para el tipo 1 fueron de 9.3 afios y

para el tipo 111 de 1.1 afio. Para el tipo Il la mediana de supervivencia fue de 3.1 afios.
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En conjunto se encontré IDH mutado en 68 casos (66 IDH1 y 2 IDH2). En 50 casos
se encontrd codelecion de 1p/19q (NGS confirmd maés casos que por la técnica de
FISH en 20 casos, en los que ademas se encontrd la mutacion de TERT y mutacion de
IDH).

Las mutaciones en TERT se encontraron en el 75% de los casos

Se encontraron las siguientes alteraciones en el subgrupo clasificado como tipo I:
delecion de 1p/19q (100%), IDH mutado (98%), TERT mutado (98%), CIC mutado
(59.2%); FUBP1 (40.8%); NOTCH1 mutado (22.4%), PIK3CA (4.1%).

Cromosoma 7 normal (94%), EGFR no amplificado 100%, pérdida de 10q en el 12%,
EGFR no amplificado (0%), ATRX mutado 2% (1 caso), p53 mutado en 8.2% (4
casos), PTEN mutado en ninguno (0%).

De forma global:

Précticamente todos los de tipo I tienen mutacion en IDH y TERT. Ninguno de los
casos mostro pérdidas en 10q ni inestabilidad en cromosoma 7.

Los de tipo Il tienen mutacion en p53 (95%) y mutacién en ATRX en un 65%.

Las mutaciones en TERT estaban presentes en el 95% de los clasificados como tipo
[11'y en un 98% de los clasificados como tipo I.

Las mutaciones en CIC y FUBP1 fueron encontrados en los tumores clasificados
como de tipo 1.

Las mutaciones en ATRX fueron encontradas en un 65% de los tumores clasificados
como de tipo Il (excepto 1 caso que era del subgrupo de tipo I).

Las mutaciones en PTEN se encontraron asociados al grupo Ill.

La pérdida de 10q estaba presente en tumores IDH mutados, pero sobre todo en el
tipo IlI.

También como concepto general, las mutaciones en IDH estaban inversamente
correlacionadas con las pérdidas de 10q, inestabilidad en el cromosoma 7, y
amplificaciones en EGFR, y se vio una correlacion directa con mutaciones con CIMP
y pérdidas de 1p/19q.

Por otra parte, las pérdidas de 1p/19q, tenian correlacion con mutaciones en CIC y
FUBP1

Y ademaés las mutaciones en TERT estaban relacionadas de manera inversa con

mutaciones en ATRX y p53.
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Otro dato interesante es que se pudo observar un grado de concordancia entre la
revision histolégica centralizada y el estudio molecular en un 59% de los casos.

En cuanto al valor prondésticos, en el analisis univariante, se encontro significacion
para la combinacion de dos factores: 1) mutacion de TERT y estado de 1p/19q y 2) la
presencia de pérdida de 10q con, o bien la amplificacion de EGFR o bien desbalance
de cromosoma 7.

Con analisis CTREE, de todos los factores analizados, el que tuvo un impacto
prondstico mas importante fue la mutacién de IDH, y después, la pérdida de 10q.

En el analisis multivariante, se comparo el impacto pronoéstico de la clasificacién
molecular, con el de la revision histolégica central, resultando favorable para el
diagndstico molecular.

En los tumores con codelecion de 1p/19q, el prondstico no se vio afectado por la
mutacion en CIC o FUBP1, ni NOTCH ni mutaciones en p53 ni las alteraciones en 7
0 10q.

En términos de valor predictivo de respuesta a la quimioterapia, se encontraron 3
factores: metilacion de MGMT-STP27, la situacion de MGMT combinado con la
mutacion de IDH y desbalance en el cromosoma 7 (este ultimo bastante distorsionado

por la presencia de 3 largos supervivientes con delecion de 1p/19q).

Los autores en la discusion concluyen que la técnica de NGS tiene un importante
potencial para la clasificacién molecular de los gliomas. Se pudieron analizar hasta el
96% de las muestras a pesar del largo tiempo en parafina (>10 afios)

Por otra parte, el diagndstico molecular tiene una significacion prondstica mas
importante que el estudio histologico.

Otro aspecto a destacar es que este estudio pone sobre la mesa la importancia de la
consistencia molecular, que se puede determinar al analizar un nimero mas extenso a
nivel molecular, de manera que los hallazgos implican una mayor certeza en el
diagnostico, con una mayor especificidad, por ejemplo, al tener en cuenta hallazgos
gue puedan ser mutuamente excluyentes (como ATRX y TERT), o presencia de datos
que suelen darse conjuntamente (como la delecion de 1p/19q y CIC).

Tambien hay que destacar que la deteccion de la pérdida de 1p/19q fue mayor con

NGS que con la técnica de FISH (ademas con una estrecha correlacion con otros

83



datos como la mutacion de TERT e IDH), sefialando por tanto que se trata de una
técnica con mayor sensibilidad.

Ademas, se analizaron los factores pronosticos, y se identificaron la presencia de
mutaciones en IDH, mutaciones en TERT en relacion con 1p/19q y pérdida de 10q.
Ademas, esta clasificacion molecular tiene un valor predictivo. Tanto este estudio de
la EORTC como el de la RTOG indican que no solo 1p/19q tienen un valor
predictivo. En el estudio de la RTOG es la mutacion de IDH el principal factor para
predecir respuesta a la quimioterapia con PCV. En el estudio de la EORTC se
encontré6 MGMT como principal factor predictivo, mientras que IDH no tenia peso
suficiente. CIMP y también la metilacién de MGMT por el método llumina H450
Beadchip (MGMT-STP27) fueron factores predictivos, en otro de los estudios
realizados a nivel molecular dentro del estudio de la EORTC 9,

Esta discordancia puede relacionarse con el porcentaje de IDH mutados que fue del
50% en el estudio de la EORTC y en el de la RTOG fue el 74%. En el ultimo caso
IDH (ademas de 1p/19q) resultd ser un factor predictivo de respuesta a PCV (no fue
asi en el de la EORTC, pero hay que tener en cuenta el escaso numero de casos que
habia). La metilacién del promotor de MGMT si resultd ser un factor predictivo de

respuesta en el estudio de la EORTC.
Ademas, hay que tener en cuenta que el estudio de la EORTC ha incluido hasta un
41% de pacientes que desde el punto de vista molecular los hubiéramos clasificado

como glioblastomas y no hubieran sido incluidos en el estudio.

Los datos moleculares relacionados con el estudio de la RTOG9402 sobre todo se

focalizaron en buscar si se podian incorporar marcadores para predecir beneficio del
tratamiento en supervivencia a parte de 1p/19q 9.

Se buscé sobre todo mutaciones en IDH y un polimorfismo asociado a alto riesgo de
mutacion en IDH.

Los datos de los que se partia eran:

- La mediana de seguimiento de este estudio fue de 11.3 afios
- La mediana de supervivencia fue similar (4.6 vs 4,7 afios)
- La codelecidn resulto ser un factor pronostico, ya que los pacientes con

codelecion viven mas independientemente del tratamiento recibido y un factor
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predictivo, ya que los pacientes viven mas con el tratamiento con PCV

(mediana de supervivencia de 14.7 vs 7.3 afios) p=0.003

En los pacientes no codelecionados la supervivencia fue similar (2.6 vs 2.7

afios). Pero la supervivencia a 10 afios fue significativamente mayor para los

tratados con RT-PCV (25 vs 10% p<0.05).

Datos nuevos en esta publicacion:

La mutacion en IDH se pudo realizar en 210 de 291 pacientes (72%)

La mutacion de IDH estaba presente en el 74% de los tumores (156 casos)
Los pacientes con mutacién viven méas que los no mutados, es por tanto un
factor pronostico.

Para pacientes con mutacion en IDH la supervivencia fue mayor con el
esquema con PCV (9.4 vs 5,7 afios).

En los que no se encontrd mutacion no habia diferencias en SG (1.3 vs 1.8

afios) y tampoco en supervivencia a 10 afios (6 vs 4%).

También se ha mirado la situacion para aquellos pacientes que tienen

codeleccién y mutacion de IDH.

Habia datos sobre la codelecion y mutacion en 208 de 291 casos (71%)

o Los pacientes con ambos, mutacion de IDH y codelecion fueron los

que tuvieron mayor supervivencia (14.7 afios con PCV)

o Los mutados no codeleccionados, supervivencia intermedia (5.5 afios

con PCV)
o No mutados y no codeleccionados: 1 afio

o Por otra parte, los mutados, codeleccionados se benefician de RT-PCV

(SG de 14.7 vs 6.8 afios p=.01)
o Los mutados no codeleccionados también se benefician de
Quimioradioterapia (5.5 vs 3.3 afios, p=.045)
= En estos casos ATRX positivos vivian mas que los ATRX

negativos (11 vs 2.7 afios).
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o Los tumores no codelecionados y no mutados no se beneficiaron de la

combinacion (1 vs 1.3 afios p=.97).

- Por otra parte, se analizd el alelo G, y se ha visto que la SLP fue mayor con

QT/RT en presencia de este alelo y una tendencia a mayor SG.

Por lo tanto, podemos concluir que en OA y AOA el beneficio en supervivencia

global con el tratamiento de RT/PCV puede estar correlacionado con las mutaciones

en IDH1.

N de T de SG SLP SG (1p/19q) | SLP Observaciones otras

pacient | seguim (afios) afios (1p/19q) datos moleculares

es afios
EORTC 368 12 afios 2.55vs 13.2 9.3 vsno 4.1 vs -1p/19q el 25%(80 Solo el 30%
26951 (RT vs 3.52 mes alcanzada 13.08 casos) completaron 6
RT->PCV x6 (sig) Vs (no sug) (sig) - Factores Px: IDH ciclos de tto
Estudio fase 24.3 HR 0.56 mut, MGMT met, -Revision
I (sig) 1p/19q cod central

- Fac pred: IDH mut, confirmo el
MGMT met 70%
RTOG 9402 291 11.3 4.6 vs 1.7vs | 7.3vs14.7 29vs 8.4 - Codel 48% 54% recibieron
(RT vs PCV afios 4.7 (no 2.6 afi | afios(sig) afios (sig) -IDH mut 74% 4 ciclos
x4>R) sig) (sig) -88 casos muty
Fase I1I codel
NOA 04 318 9.5 afios 6.5vs 8 2.7vs | NoalcRTy 8.6 RT
RT vs PCV vs pac afios 2.5 PCVvs8a 9.4 pcv
TMZ (Nosig) | afios temo 4.46 temo
(no

Fase I1I sig)
RTOG 40 pac 8.7 afios No 5.8 No alc (74% No alc
Br0131 alcanza afios a 7 afios)
Tmzx6>RT da
Fase I
Lassman. 1040pa | 5.2 afios 6.3a 31a 85a 45a
Restrospecti c
vo 308

codel

Esta ademas el estudio retrospectivo de Lassman y cols Y, Se revisaron 1013

pacientes diagnosticados de oligodendroglioma (incluido oligoastrocitomas), entre
1981 y 2007 con diferentes opciones de tratamiento (RT sola, QT+RT, QT solau

otras estrategias).
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La localizacion predominante fue el 16bulo frontal (56%), seguido del 16bulo temporal
(17%) y parietal (12%).

Se encontro6 codelecion en 1p/19q en 301 casos (48%) de 631 en los que habia
informacion, y ausencia de codelecion en 242 (38%). El resto tenian una delecion

parcial.

En cuanto al tratamiento, todos tuvieron un procedimiento quirurgico, 11% fue de
solo biopsia.
Tras la cirugia recibieron:

- Radioterapia 200 pacientes (20%),

- Quimioterapia seguido de radioterapia 135 casos (13%)

- Rt + quimioterapia concurrente en 112 pacientes (11%)

- RT seguido de quimioterapia en 281 casos (28%)

- Quimioterapia sola en 201 casos (20%)

- Otros en 20 casos (2%)

Hubo un importante cruzamiento entre tratamientos a la progresion de la enfermedad.

Tras un seguimiento de una mediana de 5.2 afios, la mediana de supervivencia global
fue de 6.3 afios y tiempo hasta progresién fue de 3.1 afios.
La mediana de supervivencia global segun el tratamiento recibido fue de:
- Quimioterapia sola: 7 afios
- Quimio-radioterapia (secuencial y/o concurrente): 7.3 afios (la diferencia no es
estadisticamente significativa).
- Radioterapia sola: 4.4 afios (significativamente méas corto que QT sola o QT-
RT)
La mediana de TTP fue de:
- Quimioterapia sola de 2.8 arios
- Quimioterapia y radioterapia de 4.1 afos (significativamente superior que para
guimioterapia sola).

- Radioterapia sola 1.8 afios (significativamente menos que quimioterapia sola).
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Se realizd también un analisis en funcion de las alteraciones cromosémicas de 1p/19q:
La codeleccion 1p/19q se relacion6 con mejor SG y el TTP, por lo que resultd ser un
factor pronostico.
En los casos con codelecion, se analizaron los datos en supervivencia seun el
tratamiento recibido. El tiempo hasta progresion fue de:
- Quimioterapia-radioterapia: mediana de 7.2 afios
- Quimioterapia sola: mediana de 3.9 afios (significativamente menor que para
quimio-radioterapia).
- RT sola: mediana de 2.5 afios (significativamente menor que los que recibian
solo quimioterapia).
Las diferencias en mediana de supervivencia global no alcanzaron la significacion
estadistica:
- 8.4 afos para quimio y radioterapia
- 10.5 afios para quimioterapia sola
- 8.7 afos para radioterapia sola
Para comparar la eficacia del esquema de quimioterapia con temozolomida frente a
PCV, se analiz6 la supervivencia en aquellos casos con codelecién tratados solo con
quimioterapia sola:
- Lamediana de TTP fue mayor para PCV: 7.6 afios frente a 3.3 afios (p=0.018)
- La mediana de supervivencia global fue también favorable para el esquema
con PCV: 10.5 vs 7.2 afios (p=0.16)
Cuando se compararon ambos esquemas en los pacientes tratados con radio y

quimioterapia tanto la TTP como SG no fue diferente entre ambos esquemas.

Para los pacientes sin codelecion, la mediana de SLP y SG fue mejor para los tratados
con radioterapia y quimioterapia comparado con los tratamientos en monoterapia. La
mediana de SG para los pacientes sin codelecion fue de:

- RT/QT: 5 afios

- QT sola: 2.2 afios

- RT sola: 1.9 afios

Los factores prondsticos méas importante encontrados en el analisis univariante

fueron:
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- KPS, edad, la extension de la reseccion y la situacion de la codelecion.
Otros factores que también resultaron prondsticos fueron: el tipo de tratamiento, la

localizacion (frontal frente a otras), y la histologia (OA frente AOA)

En la discusion los autores justifican el peso de esta revision retrospectiva basandose
en la rareza de este tumor. Consideran que queda confirmado el papel de la delecion
de 1p/19q, la extension de la cirugia y KPS en cuanto a supervivencia global. El
estudio también sugiere un mayor beneficio con la quimioterapia con el esquema
PCV frente a temozolomida.

En la poblacion general, el tratamiento con RT y quimioterapia (concurrente y/o
secuencial), aumenta la SLP pero no la SG frente a QT sola. La RT en modalidad
Unica se asociod a un peor pronostico.

En cuanto a los pacientes codelecionados, SLP fue mejor ara Quimio/radioterapia que
quimioterapia sola, pero la diferencia no alcanzé la significacion estadistica. Las
diferencias en SG no alcanzaron la significacion estadistica. También en este caso la
SLP fue mas corta para RT que para quimioterapia.

En los casos no codelecionados, la SLP y SG fue mejor para la terapia combinada de
RTyQT.

Por otra parte, los datos del estudio sefialan un mayor beneficio de la quimioterapia
con PCV frente a temozolomida, en los casos con codelecion, con una diferencia de
mas de 4 afios. Si bien hay gque tener en cuenta que no hay datos prospectivos que
comparen la eficacia de ambos esquemas de tratamiento.

El estudio NOA 04 (que analizamos a continuacion), establece también una
comparacion entre ambas ramas de tratamiento, pero el tamafio de ambas ramas es
pequefio y no tiene potencia para comparaciones entre ambas ramas. Por otra parte, un
aspecto a tener en cuenta es el de la toxicidad, que es mayor en el caso del esquema
PCV, pero estos datos no han quedado recogidos en este estudio retrospectivo.

Por ultimo los autores hacen una reflexion sobre las limitaciones de este estudio, al
ser un estudio de caracter retrospectivo. Ademas, no se ha realizado una revision
central de la extensidn de la cirugia ni de la progresion. Tampoco se ha recogido de
forma detallada informacion sobre la duracion de los tratamientos o los datos de los
tratamientos tras la progresion y su posible impacto en la supervivencia global.

Asimismo, el estudio carece de una revisién centralizada del diagnéstico histoldgico.
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Se puede decir que los resultados del estudio sugieren que un tratamiento combinado
de RT y QT conllevan un mayor beneficio en términos de control de la enfermedad y

supervivencia global comparado con RT o QT en monoterapia.

Otro de los estudios relevantes en los Gltimos afios sobre gliomas anaplasicos es el
NOAO04 92,

En este estudio se incluyeron pacientes con glioma grado 111 (oligodendroglioma,
astrocitoma y oligoastrocitoma anaplasico) y se randomizaron a recibir o bien
radioterapia o bien quimioterapia (PCV o temozolomida) y a la progresion realizar el

tratamiento no realizado en la primera linea.

Hubo una primera publicacion en el afio 2009

- Se incluyeron 318 pacientes, se randomizaron 160 a la rama de radioterapia Rama
A) y 78 en larama de PCV (Rama B1 x4 ciclos) y 80 tratados con temozolomida
(Rama B2x 8 ciclos).

- Con un tiempo de seguimiento de 54 meses (4.5 afios) aproximadamente el 43%
habian alcanzado el TTF.

- El objetivo primario del estudio fue el tiempo a fallo de tratamiento (TTF). Se
definié como el tiempo hasta que se producia la segunda progresion.

Resultados:

- Lamediana de TTF fue de 43.8 meses (3.64 afios) para QT seguido de RT y
de 42.7 (3.55 afios) meses para radioterapia seguido de QT. HR para rama B1
y rama B2 fue de 1.2.

- Lamediana de SLP fue de 30.6 meses (2.55 afios) con radioterapia 'y 31.9
meses (2.65 afos) con quimioterapia. (p=0.87). Sin diferencias entre
temozolomida y quimioterapia con PCV.

- La mediana de supervivencia global no fue diferente entre los grupos (72 vs

82 meses), 6 afos vs 6.8 afios.

También se analizaron factores moleculares:

- Se detectd codelecion de 1p/19q en 41% de los casos (en 14% de astrocitoma
anaplasico, 77% de oligos anaplasicos y en 58% de oligoastrocitoma anaplésico).

-Se encontrd metilacion de MGMT en 60.9% de los casos analizados.
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-Se encontré mutacion de IDH en 65.6%. Las mutaciones en IDH2 se

encontraron en 3.1% de los casos.

En el analisis multivariante encontr6 como factores prondsticos: la extension de la
reseccion, la histologia, mutacion en IDH1 y metilacion de MGMT (no en
astrocitoma anaplasico). La presencia de la metilacion del promotor de MGMT se
asocio aun aumento de SLP no solo en las ramas B (con quimioterapia), sino también

en la rama A con radioterapia.

En la discusion, los autores concluyen que el estandar de tratamiento para tumores
oligodendrogliales debiera ser radioterapia o quimioterapia, pero no su combinacion
(en el contexto de este momento donde los resultados de los estudios con PCV

indicaban un aumento de PFS pero no SG).

También argumentan que, por otra parte, resulté menos probable que los pacientes
recibieran tratamiento a la recurrencia cuando el tratamiento inicial habia sido la
radioterapia comparado con cuando habia sido quimioterapia, aungue la incidencia de
toxicidad aguda ha sido mas importante si estaban recibiendo quimioterapia que
radioterapia.

Todos los datos previos llevan a los autores a recomendar quimioterapia como

primera linea de tratamiento.

Posteriormente se publicd el seguimiento a 9.5 afios 2 . El objetivo principal,
recordemos era el del tiempo hasta fallo del tratamiento (TTF) definido como la

progresion tras 2 lineas de tratamiento.

El 64% tenian <50 afios, 80% reseccion completa o parcial, 90% tenian KPS >80.
En este momento del seguimiento, un 67% habia alcanzado el TTFy

aproximadamente la mitad de los pacientes habia fallecido.

Los datos de la rama de tratamiento B1/B2 vs A fueron
- La mediana de SLP fue de 2.7 vs 2.5

-TTF: 4.4vs 4.6

-0S:6.5vs 8
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Por tanto, no se encontraron diferencias entre las dos ramas, aunque la mediana de

supervivencia resultaba favorable a la rama A.

Se realizaron biomarcadores en 198 pacientes y se analizaron los siguientes aspectos:
- La histologia: La SLP, TTF y SG fueron mejor en oligodendroglioma comparado
con astrocitoma.

- En cuanto al prondstico, la clasificacién molecular basada en IDH,1p/19q fue
superior a la clasificacion histologica.

Se confirmo la importancia de IDH como factor prondstico.

- Cuando se compar6 Temozolomida y PCV los pacientes con CIMP y
codelecionados, tuvieron mejor SLP y tendencia a mejor TTF con PCV vs
temozolomida (mediana de 9.4 vs 4.46 afios)
Los datos sugieren una mayor SLP con RT comparado con temozolomida, y
resultados similares de RT y PCV.
- Lametilacion de MGMT se asocid a mejor SLP en pacientes tratados con QT
si tenian IDH WT.

Como conclusidn, los datos a largo plazo no indican que la eficacia de RT o QT sea
diferente, ni por subgrupos histoldgicos ni moleculares en gliomas anaplésicos.

En la discusion los autores ponen en contexto estos resultados a largo plazo los datos
de los demas estudios publicados, entre los que se encuentran los estudios de fase 111
que comparaban quimio-radioterapia con radioterapia y que se han revisado
previamente.

El estudio NOAO4, confirma una equivalencia de quimioterapia con radioterapia, por
lo que no sustentan la utilizacién de monoterapia en esta patologia, teniendo en cuenta
que los otros estudios de fase I11 han podido confirmar un aumento del beneficio de la
combinacion de quimio-radioterapia comparado con radioterapia sola. Aunque no
alcanza la significacion estadistica, los datos del NOAO4 apoyan el tratamiento con
RT frente a quimioterapia en monoterapia.

Los resultados del estudio NOAO4 también se han analizado teniendo en cuenta los

resultados del estudio basado en un analisis retrospectivo de Lassman (analizado
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previamente), y se ha podido verificar que en pacientes codelecionados, la QT sola se

asocia a una mediana de supervivencia de 10.5 afios y con QT/RT de 8.4 afios.

Los pacientes tratados con solo RT en el estudio NOAO4 han ido mejor que la misma
rama en los estudios de fase Il1. Pero los datos son todavia inmaduros para aquellos
pacientes con histologia oligodendroglial, donde no se ha alcanzado el 50% de
eventos para el célculo de la supervivencia global.

También en la discusién del trabajo, los autores sefialan la informacién aportada por
el estudio para comparar los esquemas de quimioterapia con PCV frente a
temozolomida sola, con una mejor PFS (datos de TTF y OS todavia no maduros), en
el caso de los pacientes codeleccionados. También en el estudio retrospectivo referido
previamente de Lassman y colbs, habia datos a favor de PCV relativamente a

temozolomida en los pacientes codelecionados.

En cuanto al estudio molecular, el estudio NOAO04 da informacion sobre la
importancia de los datos moleculares para establecer grupos pronosticos (mejor que la
histologia): IDH define un grupo caracteristico y de hecho, los tumores con IDH WT
tienen un mal prondstico, con un curso clinico similar al glioblastoma.

Este estudio también sefiala que la codelecion es predictiva de una mejor evolucién
con quimioradioterapia. Por otra parte, MGMT tiene un valor predictivo, pero solo en

los casos con CIMP negativo.

Tenemos también el estudio RTOG BR0131[%%1 . Es un estudio de fase II.

Este estudio se disefié con un esquema de quimioterapia en vez de temozolomida. Por
lo demas el disefio es similar al de la rama experimental en el estudio de la
RTOG9402: tras la cirugia se administra quimioterapia con temozolomida seguido de
radioterapia.

Esta administracion previa a la irradiacion permite las ventajas de ver el verdadero
beneficio de la quimioterapia antes de la irradiacion, ademas de optimizar el
tratamiento en ausencia de los cambios vasculares producidos por la irradiacion y
asimismo tratar en el tumor los bordes infiltrantes que pueden ir mas alla de la
irradiacion.

Se incluyeron oligodendrogliomas y oligoastrocitomas anaplasicos (con al menos

25% de componente oligodendroglial).
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La mediana de seguimiento en la primera publicacion (afio 2008) fue de 29.4 meses
(2.45 afos).

El tratamiento de temozolomida se administrd con dosis de 150 mg/m2 dia en los dias
de 1-7 y de 15-21 en ciclos de 28 dias durante un total de 6 ciclos.

Después se administraba RT (un total de 59.4 Gy en 33 fracciones) con temozolomida
a dosis de 75 mg/m2/dia durante 42 dias. El objetivo primario fue la tasa de respuesta

a los 6 meses, en el momento previo al inicio de la RT.

Se incluyeron 42 pacientes en 2 afios (entre 2002 y 2004), elegibles 39, con una
mediana de edad de 45 afios. Se realizd 1p/19q en 36 casos (92%). En 22 pacientes
(61.1%) se encontro codelecion de 1p/19q.

- 64% recibieron el tratamiento de QT completo
- Toxicidad no hematoldgica menos de grado 3 en 74.4%.
- 38% tuvieron toxicidad hematologica grado 3
- El objetivo primario fue la tasa de respuesta a 6 meses:
o Hubo PGR en 10% (frente a un 20% observado con el esquema PCV
en el estudio RTOG9402).
o Respuesta parcial un 26%
o Respuesta completa un 6%
o Estabilidad 52%
o De los pacientes con PGR en ningln caso tenian codelecion de 1p/19q.

En el afio 2015 se ha publicado una actualizacion de este estudio 4, con una mediana
de seguimiento de 8.7 afios. La mediana de supervivencia global todavia no se ha
alcanzado. La mediana de SLP es de 5.8 afios.

Para los pacientes que tenian codelecién la mediana de SLP no se ha alcanzado (el
74% de los casos siguen vivos tras 7 afios), ni tampoco la mediana de SG. Para los

pacientes sin codelecién, la mediana de SLP fue de 1.3 afios.
Este estudio pretende, por tanto, dar informacion sobre el papel que pueda tener

temozolomida en el tratamiento de estos tumores, teniendo en cuenta su utilizacion de

forma estandar en los gliomas de grado V.
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No hay por el momento estudios que comparen directamente la eficacia de uno frente

a otro esquema.

En concreto, el disefio del estudio ROTG 9402 y BR0131 fueron muy similares:
RTOG 9402 PCVx4->RT
BR 3101 Temozolomida x6>RT

No obstante, si queremos responder a la pregunta si es mejor PCV o temozolomida,

habra que esperar los resultados del estudio CODEL

El estudio CODEL se inicio6 en el afio 2009 y esta previsto completar los datos en
octubre 2025.
Esta previsto incluir un total de 360 pacientes.

Es un estudio de la EORTC en conjuncién con los canadienses, de fase IlI.

Este es el disefio del estudio

Rama A |———> | RT>PCV x6

Rama B — | RT+temozolomida—>temozolomida (x6-12 ciclos)

De este estudio se ha publicado una parte de su analisis inicial ¢ :

En la parte publicada se dan a conocer los resultados del analisis de los pacientes
tratados en el disefio inicial del estudio CODEL.

Las ramas iniciales constaban de una rama de RT sola (rama A), RT con
temozolomida concomitante y adyuvante (rama B), temozolomida sola (rama C). El
objetivo primario era la SG.

Tras un seguimiento de 7.5 afios, 83% de los pacientes con temozolomida habian
progresado vs 37.5% con RT. Las diferencias fueron estadisticamente significativas.
Las diferencias en mortalidad no alcanzaron la significacion estadistica (25 vs 16%).

Como conclusién, la rama con temozolomida sola presenta menor SLP que las ramas
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con RT. En base a estos resultados mas los resultados de los estudios de fase 111
RTOG 9402 y EROTC 26951, el estudio CODEL se ha redisefiado para comparar
RT+ PCV vs RT+ TMZ.

Tras los resultados de estos estudios, otra cuestion que queda pendiente es la de qué
hacer con los pacientes sin codelecion.

Para responder a esta pregunta va a ser de gran utilidad tener los resultados de estudio
en marcha CATNON. Este estudio compara tras la cirugia, en pacientes sin
codelecion, el tratamiento con radioterapia sola, frente a radioterapia y temodal
concurrente, frente a radioterapia y 12 meses de temodal adyuvante o bien

radioterapia con temodal concurrente y luego adyuvante.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1 HIPOTESIS

La hipdtesis de este trabajo es que una caracterizacion molecular de los tumores
oligodendrogliales basado en los criterios diagndsticos de mutacién de IDH y
codelecion de 1p/19q asi como determinados elementos de la via de las ciclinas
puede tener un impacto en el pronostico de estos pacientes. Las diferencias

pronosticas podrian tener implicaciones terapéuticas en estos tumores.

Para desarrollar esta hipdtesis se han establecido dos planteamientos:

1) Determinar la implicacion prondstica derivada de la clasificacion de la OMS
de 2016 en base a parametros moleculares.
En los tumores oligodendrogliales, la clasificacion con criterios de la OMS
de 2016 incluye los datos moleculares de mutacion de IDH y codelecion de
1p/19g como caracteristicas fundamentales. La hipétesis es que esta
clasificacion molecular de por si tiene una implicacidon prondéstica, ademas
de una mayor precisién para la clasificacion de estos tumores y por tanto
podria tener secundariamente repercusiones en las recomendaciones

terapéuticas.
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2) Determinar la implicacién prondstica de la via de las ciclinas.

Por otra parte, se plantea la hipdtesis de que, en los casos de
oligodendrogliomas seleccionados por criterios moleculares, determinados
elementos de esta via de las ciclinas pueden definir el pronostico de estos

tumores.

2.2 OBJETIVOS

Los objetivos del estudio son los siguientes:

1. Seleccionar y describir una cohorte de pacientes con diagnostico de
oligodendroglioma y oligoastrocitoma (grado Il y I11), por criterios morfoldgicos
segun la clasificacion de la OMS previa a 2016.

2. Reclasificar estos pacientes seleccionados inicialmente por criterios morfologicos

siguiendo los criterios de la OMS de 2016.

3. Descripcién de los parametros clinicos de esta serie grande y de largo tiempo de
evolucion de oligodendrogliomas seleccionados ya estrictamente por criterios
moleculares (resultante de la reclasificacion de la cohorte previa diagnosticados por
criterios morfoldgicos).

4. ldentificar el impacto pronostico tras la reclasificacion por criterios moleculares de
los oligodendrogliomas inicialmente clasificados morfoldgicamente, asi como el valor
de las distintas técnicas inmunohistoquimicas y moleculares utilizadas para esta

reclasificacion.

4. ldentificar el impacto de los tratamientos recibidos (tipo de cirugia, quimio y
radioterapia) en la cohorte seleccionada por criterios moleculares en

oligodendrogliomas grado Il y grado IlI.

5. Comparacion de los datos entre la cohorte inicial y la cohorte reclasificada

molecularmente
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6. Identificar la expresion de diferentes elementos de la via de las ciclinas en la cohorte
seleccionada por criterios moleculares. Analizar el valor prondstico de la expresion

inmunohistoquimica de Rb, p16 y ciclina D1.

3. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo es un estudio retrospectivo descriptivo, donde se ha revisado
aspectos clinicos y moleculares de una cohorte de casos con diagndstico de
oligodendroglioma y oligoastrocitoma.

La cohorte inicial se ha reclasificado segun los criterios moleculares actuales de
oligodendroglioma de la OMS 2016, que requiere la presencia combinada de la

mutacion de IDH y la codelecion de 1p/19q.

3.1 SELECCION DE PACIENTES

La seleccion inicial de casos se hizo identificando todos los pacientes diagnosticados
de oligodendroglioma (grado 11y grado I11) y oligoastrocitoma (grado Il y grado I11)
en los registros de anatomia patoldgica de los hospitales Universitario Ramén y Cajal
y Hospital Universitario 12 de Octubre, entre septiembre de 1977 y octubre de 2014.
En estos casos el diagnostico se habia realizado basado en criterios morfoldgicos
(diagnostico previo a la OMS de 2016). Se excluyeron pacientes con otros

diagndsticos.

Posteriormente, solo se incluyeron los pacientes en los que no habia bloque de tejido
tumoral del diagndstico inicial, se excluyeron los pacientes en los que solo se disponia
de tejido de recurrencias o cirugias sucesivas (segun los detalles referidos en el

apartado Resultados)

Se han identificado 182 casos con diagnostico de oligodendroglioma y
oligoastrocitoma (grado Il y grado I11) sumando ambos hospitales. Se identificaron 68
casos en el hospital Universitario Ramon y Cajal y 114 en el hospital Universitario 12
de Octubre.
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Se ha decidido no incluir pacientes con diagndstico posterior a 2014, teniendo en
cuenta que, dada la evolucion de esta patologia, seria necesario tener un periodo de
seguimiento largo para determinar mejor la evolucién de los casos incluidos.

Se ha realizado un seguimiento de los casos hasta el 1 de marzo de 2020.

El estudio fue autorizado por el comité ético del hospital Ramon y Cajal con fecha del
dia 13 de enero 2014. Se afiade el modelo de consentimiento informado en el anexo 1.
A los pacientes vivos en el momento del seguimiento se les informé acerca de la
naturaleza del estudio y se ofrecio la posibilidad de participar en el presente estudio.
Los pacientes que estuvieron de acuerdo firmaron el consentimiento informado V1

del estudio.

3.2 VARIABLES A ESTUDIO.

Los datos clinicos de los casos proceden de la revision de las historias clinicas de los
pacientes. Se han realizado Ilamadas telefonicas a pacientes para resolver algunos
datos concretos no recogidos en la historia clinica, sobre todo relacionados con la
evolucion a largo plazo de la enfermedad.

Se han recogido mdltiples variables: diagnostico histoldgico, grado, tipo histolégico
(oligodendroglioma o bien oligoastrocitoma), fecha de nacimiento, sexo, localizacién
del tumor, situacion de 1p/19q, presencia o no de necrosis, presencia o no de
proliferacion endotelial, presencia o no de realce en la RM al diagndstico, fecha de la
cirugia, extension de la cirugia (en base a impresion del cirujano o de la RM
postquirurgica, dependiendo del dato disponible), administracién o no de radioterapia
tras la cirugia, administracion de quimioterapia tras la cirugia, tipo de quimioterapia
recibido, presencia o no de progresion tumoral, fecha de progresion, tipo de
tratamiento en la primera recaida, presencia o no de segunda recaida, fecha de
segunda recaida, tratamiento en la segunda recaida, fecha de progresion a segunda
recaida, presencia o no de exitus, fecha de exitus o de Gltima revision.,

Esta informacion se archivo en la base de datos de forma anénima.
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3.3 RECLASIFICACION Y CARACTERIZACION MOLECULAR.

El diagnostico de la cohorte inicial se habia realizado por criterios morfoldgicos
(previo a la introduccion de los criterios de la OMS 2016).

Se han identificado 182 casos con criterios de oligodendroglioma o bien
oligoastrocitoma (grado Il y I11), sumando ambos hospitales.

Posteriormente se ha hecho una reclasificacion de estos casos para seleccionar solo
aquellos que cumplian los criterios de oligodendroglioma de la OMS de 2016, que

requiere tanto la presencia de mutacion de IDH, como la codelecion de 1p/19q.

Para la reclasificacion de la cohorte inicial segun los criterios moleculares de la OMS
2016 se utilizaron los estudios inmunohistoquimicos y moleculares, que se detallan

posteriormente, asi como la secuencia y detalles de los diferentes estudios realizados.

3.4. ESTUDIOS REALIZADOS PARA LA RECLASIFICACION
MOLECULAR

- Deteccion de mutaciones de IDH1 e IDH2 mediante la técnica de “High
Resolution Melting” (HRM)

- Estudio de 1p/19q por FISH

- Estudio Inmunohistoguimico de IDH1 (R132H) em tissue-arrays.

- Secuenciacion por panel NGS

Para una caracterizacion molecular mas completa se realizé también:

- Estudio de mutaciones del promotor de TERT mediante pirosecuenciacion.
- Estudio inmnohistoquimico de ATRX en tissue-array

3.5 ESTUDIO DE LA VIA DE LAS CICLINAS

Para el estudio de la via de las ciclinas se realizé estudio inmunohistoquimico en

tissue arrays con los siguientes anticuerpos: p16, Ciclina D, Rb y CK®6.
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3.6. DESCRIPCION DE LOS PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS
REALIZADOS

1. A continuacion, se describen los procedimientos, técnicas IHQ y moleculares
utilizadas:

Muestras tumorales

Extraccion de DNA

High Resolution Melting (HRM)

FISH

Matriz de Tissue Array

Estudio Inmunohistoquimico

Panel NGS

Pirosecuenciacion

® N o 1k LD

1. Muestras tumorales

Todas las muestras del estudio estaban fijadas en formaldehido tamponado al
4% e incluidas en parafina.
En cada caso se seleccionaron los bloques representativos de parafina para

realizar los estudios moleculares y las técnicas de inmunohistoquimica.

2. Extraccion de DNA:

Una vez seleccionado el bloque para cada tumor, se obtuvieron de 5a 10

secciones de 5 pm de espesor. En algunos casos que habia poca representacion
de células tumorales se realiz6 la macrodiseccion del area de tejido con mayor
densidad de células tumorales.

El ADN gendmico se extrajo utilizando el kit de Gendmica (Genémica
S.A.U,, Madrid, Esparia) siguiendo las instrucciones del fabricante. El tejido
se desparafino con xileno y etanol. Posteriormente, las muestras se incubaron
a 56°C con buffer de lisis y proteinasa K toda la noche. Al dia siguiente se
inactivo la digestion a 70°C durante 10 minutos y se purificaron con columnas
mediante centrifugacion. La concentracion y pureza del ADN fueron

determinadas mediante el espectrofotometro NanoDropTM ND-2000 UV-Vis
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(ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA) y el fluorimetro
Invitrogen™ Qubit™ 3 (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA).

Las muestran se conservaron a -20°C.

High Resolution Melting (HRM):

El screening inicial de mutaciones en IDH1 e IHD?2 se realizo por técnica de

High Resolution Melting (HRM) que permite el estudio y la comparacion de
curvas de fusion de las cadenas de ADN 71

Esta técnica se inicia con una PCR que amplifica la secuencia de ADN de
interés en un LightCycler 480 y a este proceso se afiaden colorantes
fluorescentes (SYBR Green) segun las instrucciones del fabricante. Se lleva a
cabo un incremento de la temperatura en etapas de 0,1°C desde 60°C a 95°C
durante el cual se registra la fluorescencia para detectar la temperatura en que
las secuencias amplificadas se disocian en cadenas simples. Con estos datos se
realiza una curva de fluorescencia y temperatura. Esta técnica permite detectar
cambios en una sola base del DNA, ya que las diferentes secuencias genéticas
van a presentar diferencias en las temperaturas de disociacion respecto al
DNA control.

FISH (Hibridacion Fluorescente In Situ)

El estudio de codeleccion de 1p/19q por FISH se realizé partiendo del tejido
en parafina, en su mayoria en los tissue-arrays y algunos casos con poca
densidad celular tumoral o casos dudosos, se utilizaron bloques individuales
de parafina. Se cortaron secciones de 5um y se mantuvieron en estufa a 65°
durante al menos durante 12 horas. Tras la desparafinizacion y rehidratacion,
el pretratamiento se realiz6 utilizando el “Tissue Digestion Kit I’ suministrado
por Leica Biosystems. La hibridacion se realiz6 aplicando 10 pl de las sondas
de color dual LSI 1p36/1g25 y LSI 19913/19913 (Vysis, Downers Grove, Il
USA). La hibridacion se realiz6 durante toda la noche a 37°.

La lectura del FISH se realiz6 en un microscopio de fluorescencia, para cada
caso se analizaron aproximadamente unos 200 nucleos (media 194 células;
rango 106-236). Se considero pérdida presencia de delecion 1p o 19q cuando
se identifico un disbalance 1p/1q (1 vs 2 sefiales) o 19p/19q (2 vs 1 sefial),

respectivamente, en mas del 25% de las células tumorales.
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5. Tissue Arrays
Para el estudio IHQ y de FISH se realizaron matrices de tejido (“Tissue

Arrays”), que contienen muestras de 1,5 mm de didmetro por duplicado de
cada caso, extraidas a partir del bloque de parafina. Para construir la matriz se
seleccionaron areas representativas del tumor. Para el proceso de construccion
de esta matriz de tejido se utilizo un dispositivo especifico (“tissue-arrayer”),
que punciona el tejido marcado, obteniendo un cilindro que se introduce en
nuevo bloque de parafina que contiene cilindros de 1,5mm de didmetro de
numerosas muestras.

Este sistema de tissue array permite estudios multiples casos en las mismas
condiciones de experimentacion ademas de analizar diferentes estudios
Inmunohistoquimicos y de FISH en el mismo area del tumor. Por otra parte,
abarata costes y conserva mayor cantidad de tejido tumoral. Todas las
muestras ordenadas se tifieron con H&E para confirmar la presencia de tejido
tumoral.

Solo se utilizaron bloques procedentes de tejido correspondiente al diagnostico
inicial para el tissue-array. Los pacientes en los que no habia bloque de
parafina del diagndstico inicial se excluyeron del tissue-array, en estos casos

no se utilizo el tejido de recurrencias o cirugias sucesivas.

6. Estudio Inmunohistoguimico

El estudio inmunohistoquimico se realiz6 utilizando un procesador de tincion
automatizado Leica Bond (Leica Biosystems). Se cortaron secciones de tejido
de los tissue-arrays a 5um y se secaron a 70°C durante 30 min. A
continuacion, la desparafinacion y la recuperacion antigénica se realizo en el
sistema Bond 111 con solucion de recuperacion 1 (pH6) y 2 (pH 9). Las
secciones se incubaron con los anticuerpos primarios descritos en la tabla de
anticuerpos descrita a continuacién, usando el protocolo estandar Leica Bond
IHC-F. El kit de deteccion Leica Bond Polymer Refine DAB se utiliz6 de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Tabla de anticuerpos:

Anticuerpo | Clon Dilucién Casa Comercial | Desenmascaramiento
IDH HO9 1/200 DIANOVA pH9
ATRX Policlonal | 1/300 SIGMA pH9
Rb 13A10 1/30 NOVOCASTRA | pH9
P16 EGH4 Prederterminada | ROCHE pH9
Ciclina A 6E6 1/100 NOVOCASTRA | pH9
CdK®6 Monoclonal | 1/50 ABCAM Ph6

7. Panel de secuenciacion de NGS (Next Generation Secuencing).

En determinados casos donde las técnicas previas no permitieron llegar al

diagndstico o no habia congruencia entre los datos moleculares, se realiz6

secuenciacion mediante panel de NGS (Next Generation Secuencing)[®eI% |

Este panel de NGS incluye 14 genes frecuentemente mutados en gliomas en

los que se estudian “hotspots”, exones - 0 secuencias codificantes completas y

55 SNPs que se encuentran situados a lo largo de los cromosomas 1y 19 (para

el estudio de la codelecién de 1p19q).

Los 14 genes incluidos en el panel son los siguientes:
H3F3, ACVRL. IDH1, PDGFRA, TERT, HIST1H3B, HIST1H3, EGFR,
BRAF, CDKN2A, PTEN, IDH2, TP53 y ATRX.

Para la reclasificacion y estudio molecular de nuestra serie, los analisis se

centraron en el estudio de las alteraciones detectadas en IHD1, IDH2, TERT,
ATRXy la codelecién de 1p19q.

Las librerias se realizaron utilizando el kit de libreria lon AmpliSeq v2.0 con

10 ng de ADN procedente del tejido tumoral fijado en formol e incluido en

parafina. Las librerias se multiplexaron y se sometieron a PCR de emulsién en
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el sistema lon Chef (Thermo Fisher). Finalmente se secuenciaron utilizando el
secuenciador S5XL (Thermo Fisher).

La profundidad media de lectura fue de 2240x y la longitud media de lectura
fue de 116 pares de bases.

Para el analisis computacional de datos de secuenciacion de NGS, las
secuencias se alinearon con el genoma de referencia hgl9 y la “llamada de
variantes” se realizé utilizando el Programa Torrent Suite v.5.6 de Thermo
Fisher.

Se excluyeron las variantes con menos de 100 lecturas totales, con menos de
30 lecturas del alelo mutado, con una frecuencia alélica inferior a 5%, las
localizadas en regiones intronicas y de splicing, las sindnimas y las presentes
en la poblacién con una frecuencia alélica superior al 1% segun el proyecto
1000 Genomes. Todas las variantes restantes se visualizaron utilizando
Integrative Genomic Viewer (IGV; Broad Institute) y se revisaron
manualmente en las bases de datos COSMIC y ExAc, asi como en la literatura

cientifica para excluir polimorfismos o variantes no patogenicas.

Para detectar la perdida de heterocigosidad (LOH) 1p / 19q, se anotaron las
frecuencias alélicas para cada SNP con mas de 250 lecturas. En funcion de los
rangos establecidos para clasificar homocigotos y heterocigotos en funcion de
las frecuencias alélicas detectadas en muestras normales con respecto al
genoma de referencia, los desequilibrios de los marcadores 1p y 19q debidos a
LOH se puntuaron cuando sus frecuencias alélicas estaban fuera de los rangos
establecidos de homocigosidad o heterocigosidad control. Definimos el
criterio para la codelecion 1p / 19q como la ausencia de marcadores
heterocigotos en estos brazos cromosomicos, junto con la presencia de al
menos un marcador heterocigoto en el brazo opuesto. La no codelecion de
1p/19q se definié con al menos un marcador heterocigoto en 1p o 19q 8,

Pirosecuenciacién

La pirosecuenciacion fue una de las técnicas empleadas para estudiar la
presencia de mutaciones del promotor de TERT. Las mutaciones mas
frecuentes del promotor de TERT son la C228T y C250T, que se encuentran a

-124 y -146 pb del inicio de la traduccion, respectivamente. Se utilizaron los
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siguientes cebadores para amplificar un fragmento de 110 pb que contenia las
posiciones de las mutaciones mencionadas: 5’-
CCCTTCACCTTCCAGCTCC-3’ (forward) y 5°-
AAAGGAAGGGGAGGGGCTG-3’ (reverse, 5’ biotinilado). La PCR se llevo
a cabo utilizando el termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) con una desnaturalizacion inicial a
95°C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
durante 30 segundos, hibridacion a 60°C durante 30 segundos, extension a
72°C durante 30 segundos y una extension final a 72°C durante 10 minutos.

El cebador para la pirosecuenciacion (5’-ACCCCGCCCCGTCCCGACCCC-
3’) fue disefiado desde la mutacion C250T, a -146 pb del inicio de la
traduccion, en direccion 3° de modo que se pudieran analizar las dos posibles
mutaciones en el mismo ensayo. La pirosecuenciacion se llevé a cabo en el
pirosecuenciador PyroMark Q24 (Qiagen) utilizando el reactivo PyroMark
Gold Q24 (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se afiadié Q-
solution para mejorar el rendimiento de la amplificacion. Los resultados

fueron analizados con el software PyroMark Q24 2.0.6 Build 20 (Qiagen).

3.7. CUANTIFICACION DE RESULTADOS

ATRX se clasifico en positivo o negativo segun los resultados de presencia o
ausencia de expresion inmunohistoquimica.

Para la evaluacion inmunohistoquimica de ATRX, se considerd tincién
negativa sélo en aquellos casos en los que una pérdida de tincion nuclear se
limito a las células tumorales y existia un control positivo interno apropiado
en las células no tumorales adyacentes.

Rb se clasifico como positivo o0 negativo. La inmunorreactividad de Rb se
considero positiva cuando mas del 50% de los nucleos de las células tumorales
presentaban una intensa tincion positiva.

P16 se clasificd en 6 grupos: No expresion inmunohistoquimica, expresion
<10% en los nucleos de las células tumorales, expresion <25%, expresion

entre 25-50%, expresion entre 50-75% y expresion entre 75-100%.
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- Ciclina D1 se clasificd en 6 grupos: No expresion inmunohistoquimica,
expresion <10% de los nucleos de las células tumorales, expresion <25%,
expresion entre 25-50%, expresion entre 50-75% y expresion entre 75-100%.

- CDKG®6: no se observo expresion en ninguno de los casos analizados. Ante los
resultados negativos y la discrepancia respecto a los datos previos en la

literatura, se considerd un problema técnico y por ello se desestimo su analisis.

3.8. SECUENCIA DE LAS PRUEBAS REALIZADAS PARA EL PROCESO DE
RECLASIFICACION

Para aplicar los criterios de la OMS 2016 en esta serie de casos, hemos empezado por
determinar la mutacion de IDH (primero por HRM- High Resolution Mlenting), IHQ
de IDH1-R132H y secuenciacion en los casos que habia duda, y despues se ha
realizado la determinacion de 1p/19q por FISH en aquellos casos que 0 no estaba

realizado o se creia necesario confirmar los datos disponibles.

Determinacion de la mutacion de IDH por HRM: total de la muestra

¥

Determinacion de la codeleccion de 1p/19q en aquellos casos con mutacion de
IDH. Se realizé por FISH.

¥

Determinacion de TERT por pirosecuenciacion

.

Determinacion IHQ: Tissue Array sobre los casos con muestra al diagnéstico. Se
realizé IHQ de IDH (R132H), ATRX, p16, ciclina D, Rb y CKB6.

. 4
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Estudio NGS sobre casos dudosos (42 casos)

Para el proceso de reclasificacion se realizo:

En la primera fase para la reclasificacion se realizé estudio masivo de toda la
serie mediante HRM para ver si existia mutacion de IDH, con el fin de excluir
los casos que no tuviesen mutacion, ya que la nueva clasificacion de la OMS
2016 exige mutacion para el diagnostico de oligodendroglioma.

Este primer filtro se realiz6 mediante la técnica de HRM (High Resolution
Mlenting), con alta correlacion para mutacion tanto de IDH1 como IDH2.
Esta técnica se realizé en primer lugar porque permite hacer muchos casos a la
vez y asi se identificaron los casos no mutados para ser excluidos.

En esta fase se eliminaron los que no tenian mutacién de IDH.

De forma complementaria, también se realizé determinacion de IDH por
inmunohistoquimica (IHQ),en los tissue arrays (que solo detecta la mutacién
R132H de IDH1).

En la segunda fase se realizé la codelecion de 1p/19q por FISH. Se realizé en
aquellos casos que no se habia determinado previamente en el momento del
diagnostico, con finalidad clinica, también en los casos con delecion parcial y
en los casos que planteaban dudas por no presentar congruencia el resto de los
datos moleculares.

En esta fase se eliminaron los que no tenian codelecion de 1p/19q.

Se realizo la determinacion de la mutacion de TERT por pirosecuenciacion a
todos los que presentaron mutacion de IDH

En una cuarta fase se realizé un tissue-array para el estudio IHQ de IDH,
ATRX y estudio de la via de las ciclinas (p16, ciclina D1, pRB, CK®6).
En este tissue array no se incluyeron los pacientes en los que sélo se disponia

de tejido de segunda o sucesivas cirugias.
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En los casos donde existian problemas técnicos con los estudios previos
(HRM para IDH y el FISH para 1p/19q), y en algunos casos en los que
existian datos moleculares discordantes, se realizo estudio de secuenciacion
mediante panel NGS de 12 genes implicados en gliomas que incluia también
la codelecion de 1p/19q.

Todos los resultados de estos datos los analizamos con detalle en el apartado
de resultados (4.3.2).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de datos se realiz6 una base de datos a través del programa

Microsoft® Excel para Mac Version 16.45. En esta base de datos se han introducido

los datos de las variables recogidas y descritas previamente.

El andlisis estadistico se realizé con el programa informéatico IBM® SPSS Version

23.

En el analisis de datos se han realizado los siguientes procedimientos:

Distribucion de frecuencias de las diferentes variables

Estudio de asociacion de variables cualitativas dicotdmicas mediante el test de
Chi-Cuadrado, se consider¢ valor de probabilidad p>0.005 como significativo.
Estudio de supervivencia: se realizaron los analisis estadisticos mediante las
curvas de Kaplan-Meier. Para el calculo de supervivencia se considero la
fecha de diagndstico como la fecha de la cirugia y la fecha de final de
seguimiento fue la fecha de fallecimiento del paciente en los casos en que se
habia producido), o bien la fecha de Gltima visita.

El analisis univariante de supervivencia se calculd realizandose las
comparaciones entre los distintos grupos mediante el test de Log-Rank. Se
considerd significativo con probabilidad p<0.005.

El analisis multivariante de la supervivencia se calcul6 mediante el modelo de
regresion proporcional del riesgo (Cox proportional hazard models). Se acepto
el valor de probabilidad p<0.005 como significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Datos clinicos de la cohorte inicial.

4.2  Datos clinicos de la cohorte tras aplicar los criterios
moleculares de la OMS 2016. Cohorte reclasificada:
4.2.1 Caracteristicas clinicas de la cohorte global por

criterios de la OMS 2016.

4.2.2 Primera progresion: caracteristicas,
tratamiento y evolucién.

4.2.3 Comparacion de datos de la cohorte inicial y la
cohorte reclasificada.

4.2.4 Reclasificacion de los tumores considerados
como oligoastrocitomas en la clasificacion
anterior a 2016.

4.2.5 Resultados de los datos clinicos de los
oligodendrogliomas de grado Il en la cohorte
reclasificada.

4.25.1 Oligodendrogliomas de grado II:
evolucion segun el tratamiento
quirdrgico.

4.25.2 Oligodendrogliomas de grado I1I:
evolucion segun el tratamiento
postoperatorio. Supervivencia libre de
progresion.

4.25.3 Oligodendrogliomas de grado I1I:
evolucion segun el tratamiento
postoperatorio. Supervivencia global.

4.2.6 Resultados de los datos clinicos de los
oligodendrogliomas de grado 111 en la cohorte
reclasificada.

4.2.6.1 Oligodendrogliomas de grado 111l
evolucion segun el tratamiento
quirargico.

4.2.6.2 Oligodendrogliomas de grado I11:
evolucidn segun el tratamiento
postoperatorio. Supervivencia libre de
progresion.

4.2.6.3 Oligodendrogliomas de grado 11l
evolucion segun el tratamiento
postoperatorio. Supervivencia global.
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4.3 Datos moleculares de la cohorte tras aplicar los criterios
de la OMS 2016. Cohorte reclasificada:
4.3.1 Proceso de reclasificacion segun criterios de la
OMS 2016.
4.3.2 Datos moleculares de la cohorte reclasificada.
4.3.3 Analisis de la via de las ciclinas en la cohorte
reclasificada.

433.1
4.3.3.2
43.3.3
4334
4.3.3.5
4.3.3.6
4.3.3.7

4.3.3.8

4.3.3.9

Expresion de p16 por IHQ. Expresion
de p16 en el total de la muestra.
Expresion de p16 en los
oligodendrogliomas grado I1.
Expresion de pl6 en
oligodendrogliomas grado I11.
Analisis multivariante y ausencia de
expresion de pl6.

Sobreexpresion de pl6.

Expresion de pl16 y proliferacién
microvascular, necrosis y captacion de
contraste en la RM.

Expresion de ciclina D1.

Expresion de ciclina D1y su impacto
pronostico.

Expresion de Rb.

4.1. Datos clinicos de la cohorte inicial.

A partir de este momento en el texto, vamos a utilizar el término de cohorte inicial

para referirnos a la serie de casos seleccionados por criterios morfoldgicos y con el

término de cohorte reclasificada haremos referencia a la serie de casos obtenido tras

aplicar los criterios de la OMS de 2016 (con determinacion de mutacién de IDH y

codelecion de 1p/19q).

Hemos denominado cohorte excluida a aquella que no cumplio criterios de la OMS

2016.

Por lo tanto, la cohorte inicial incluia los casos de la cohorte reclasificada mas la

cohorte excluida.
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4.1. DATOS CLINICOS DE LA COHORTE INICIAL

La muestra inicial se ha generado a partir de los casos identificados en el registro de
Anatomia Patoldgica, tanto del hospital Universitario Ramon y Cajal como del
hospital 12 de Octubre, ambos hospitales terciarios localizados en Madrid.

Se han utilizado los criterios de busqueda: oligodendroglioma, oligodendroglioma
anaplésico, oligoastrocitoma y oligoastrocitoma anaplésico.

Con estos criterios, hemos recogido un total de 182 casos, diagnosticados entre el 15
de septiembre de 1977 y el 29 de octubre de 2014.

Estas fueron las caracteristicas de esta cohorte de 182 casos seleccionados en base a

los criterios morfologicos (previamente a la reclasificacion):

e Hemos identificado 119 casos (65.4%) de grado 11 y 63 casos (34.6%) de
grado IlI.

e Hemos encontrado 142 casos considerados como oligodendrogliomas (78%) y
40 casos de oligoastrocitomas (22%)

e En cuanto a la distribucion de sexos, se han identificado 70 mujeres (38,5%) y
112 hombres (61,5%).

e Encuanto a la edad, la media de edad al diagnéstico fue de 44.8 afios (14-75).

e Por localizacién, 109 casos se han localizado en el 16bulo frontal (59.9%), 27
casos en el 16bulo temporal (14,8%), 14 casos estaban en el 16bulo parietal, y 1
caso en el 16bulo occipital (0.5%) y 31 casos en otras localizaciones (17%).

e En 93 casos (51%), se habia realizado la determinacion de la codelecion de
1p/19q con carécter asistencial, y se conocia la situacion de la delecion previo
a la inclusion en este estudio. De ellos, en 17 casos no se habia encontrado
delecidn (9.3%), en 68 casos habia deleccion de 1p y 19q (36.8%), en 1 caso
de detecté perdida de 19q (0.5%), en 7 casos habia pérdida de 1p (3.8%) y en
89 casos se desconocia (48.9%).

e Enrelacion con el tratamiento quirdrgico, en 13 casos se ha realizado sélo
biopsia (7.1%), en 36 casos reseccion parcial (19.8%), en 40 casos reseccién

subtotal (22%), en 85 casos reseccion completa (46.7%). En 8 casos no se
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pudo conocer la extension de la cirugia en base a los datos recogidos en la
historia clinica.

Tras la cirugia, mitad de los pacientes han recibido radioterapia y 58 pacientes
recibieron quimioterapia (31.9%). No recibieron ningln tipo de tratamiento
adyuvante en un 36% de los casos.

Del total de pacientes, 111 han presentado progresion de la enfermedad tras la
cirugia (61%) y 66 no han progresado (36.3%) tras una mediana de tiempo de
seguimiento de 5.67 afios (minimo 0.64-maximo 24.39).

Del total de pacientes revisados, 95 seguian vivos (52%) y 85 han fallecido
(46.7%), tras una mediana de seguimiento de 5.67 afios.

La mediana de supervivencia global para toda la cohorte inicial (sin ningin
tipo de seleccion), ha sido de 11.97 afios (1C95%9.76-14.26).

La mediana de supervivencia libre de progresion para la cohorte inicial ha sido
de 5.69 afios (1C95% 4.81-6.57).

En relacion con los factores pronosticos: la localizacién frontal ha resultado
ser un factor pronostico favorable, con mediana de supervivencia de 12.73
afios vs a 9 afios en localizacion temporal (p=0.036). La extension de la

cirugia no resulto ser un factor pronostico.

En cuanto a los oligodendrogliomas grado I1:

Se han identificado 119 casos.

La mediana de edad fue de 44.1 afos (14.75-75.24).

Del total de casos, 76 han sido hombres (63.9%) y 43 mujeres (36%).

En cuanto a la localizacion, estaban en el 16bulo frontal el 63% de los casos y
temporal el 14.3%.

En cuanto a la extension de la cirugia, el 46.2% de los casos ha sido una
reseccion completa, 39,5% la reseccién fue subtotal o parcial y un 9% solo
biopsia.

Tras la cirugia, se ha administrado radioterapia en un 41.2% de los casos.
Tras la cirugia han recibido quimioterapia un 22% de los casos.

Tras la cirugia han recibido tratamiento de quimio y radioterapia 9.2% de los
casos.

La mediana de supervivencia global ha sido de 13.06 afios (10.49-15.63).

113



e La mediana de supervivencia libre de progresién ha sido de 5.95 afios (5.063-
6.85).

e Tras la progresion, la mediana de supervivencia ha sido de 3.66 afios (1.18-
5.51).

En cuanto a los oligodendrogliomas grado I11:

e Se han identificado 63 casos.

e Lamediana de edad fue de 46.29 afios (21.34-72.89).

e Del total de casos, 36 eran hombres (57.1%) y 27 eran mujeres (42.9%).

e En cuanto a la localizacion, estaban en el I6bulo frontal el 54% de los casos y
temporal en un 15.9% de los casos.

e Laextension de la cirugia ha sido completa en el 47.6% de los casos, subtotal
o0 parcial en un 46% Y biopsia sola en un 3.2%.

e Tras la cirugia, un 66.7% han recibido radioterapia.

e Tras la cirugia, un 50.8% han recibido quimioterapia.

e Tras la cirugia, 33% han recibido ambos tratamientos radioterapia y
quimioterapia.

e La mediana de supervivencia global ha sido de 6 afios (4.9-7.095).

e Lamediana de supervivencia libre de progresién ha sido de 4.01 afios (2.57-
5.45).

Se ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa en supervivencia
global entre los tumores de grado 11y grado I1I:

La mediana de supervivencia global para los oligodendrogliomas de grado 11 fue de
13.06 afios (10.49-15.63) y para los oligodendrogliomas grado Il de 6 afios (4.9-
7.095). p=0.00
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Supervivencia global segun el grado en la cohorte inicial
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No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia

global entre los diagnosticados de oligodendroglioma y de oligoastrocitoma. La

mediana de supervivencia global para los oligodendrogliomas fue de 11.79 (1C95%
8.74-14.84), y para los oligoastrocitomas de 12.2 afios (IC95% 7.86- 16.54) p=0.560.

Por tanto, primero hemos procedido a la identificacion de la muestra descrita,
denominada cohorte inicial, cuyo diagnostico se habia basado solo en criterios

morfoldgicos, segun los criterios de la OMS previo a 2016.

Posteriormente, hemos hecho una reclasificacion de estos casos para seleccionar solo

aquellos que cumplian los criterios de la OMS de 2016. Se realiz6 para ello un

estudio molecular para detectar la presencia combinada de mutacion en IDH y

presencia de codelecion de 1p/19¢g. A esta cohorte se le ha dado la denominacién de

cohorte reclasificada.

El proceso detallado de reclasificacion molecular se expondra en un apartado

posterior, a continuacion, se expone un esguema resumen:
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Cohorte inicial: 182 casos

e IHQ: 19 casos

l No habia tejido para estudio molecular

173 casos disponibles para estudio molecular

No cumplen criterios de IDH 24 casos
(13.8%)

149 casos cumplen criterios morfoldgicos y mutacion de IDH

No cumple criterios de 1p/19q:
58 casos (33.5%)

Cohorte reclasificada: 91 casos (cumplen criterios morfolégicos y mutacién
de IDH y codelecion de 1p/19q)

4.2 Datos clinicos de la cohorte tras aplicar los criterios
moleculares de la OMS 2016. Cohorte reclasificada.

De los 182 casos iniciales, hemos encontrado un total de 91 casos que cumplian los
criterios de IDH mutado y 1p/19q codelecionado. Estos casos los hemos denominado
como cohorte reclasificada.

Habian sido diagnosticados, como hemos dicho, entre el 15 de septiembre de 1977 y
el 29 de octubre 2014 y se les hizo un seguimiento hasta marzo 2020.

Por hospitales, cumplieron estos criterios 41 casos (45.1%) del Hospital Universitario
Ramon y Cajal y 50 casos (54.9%) del hospital Universitario 12 de octubre.

Por tanto, tras aplicar los criterios de la OMS de 2016, hemos obtenido una muestra

de 91 casos.

La mediana de seguimiento para toda la cohorte fue de 8.75 afos.
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4.2.1.  Caracteristicas clinicas epidemioldgicas de la cohorte por
criterios de la OMS 2016 (cohorte reclasificada)

De los 91 casos, cumplian criterios histologicos de grado Il en 59 casos (64.8%) y de

oligodendroglioma grado 111 en 32 casos (35.2%).

[y

50

40

Frecuencia

20+

Gradoll
Oligodendrogliomas: distribucion por grado

Crado Il

De los casos incluidos 79 casos eran oligodendrogliomas (87%) y 12 casos eran
oligoastrocitoma (13%).

De los pacientes incluidos habia 31 mujeres (34.1%) y 60 hombres (65.9%).

La media de edad de los pacientes incluidos fue de 44.67 afios (22.6-75.2 afios).

La localizacion fue en el I6bulo frontal en un 69% de los casos, temporal en un 12%,

parietal un 6.6%, occipital en 1 caso y otros 11%.

La extension de la reseccion quirurgica fue:
Biopsia sola en 5 casos (5.5%)

Reseccion parcial 25 casos (27.5%)
Reseccion subtotal 22 casos (24.7%)
Reseccion total 36 casos (39.1%)

No habia datos disponibles en la historia clinica en 3 casos.
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Reseccion quirdrgica

404

307

20

Frecuencia

10

Biopsia Reseccién parcial Reseccion subtotal Reseccion completa

Recibieron radioterapia tras la cirugia 42 pacientes (46.2%). En un caso no habia

informacion en este sentido.

40

Frecuencia

No radioterapia Radioterapia

Radioterapia tras la cirugia

Recibieron Quimioterapia adyuvante:

No recibieron QT adyuvante en 61 casos (67%)

Si recibieron QT adyuvante en 29 casos (31.9%)
En un caso no habia informacion en este sentido
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Frecuencia

40

No quimioterapla

Quimioterapla

Quimioterapia tras la cirugia

Tratamientos recibidos tras la cirugia:

40+

Frecuencia

No han recibido ningln tipo de tratamiento adyuvante: 38.5%
Han recibido radioterapia y quimioterapia: 17.6%
Han recibido radioterapia sola: 28.6%

Han recibido quimioterapia sola: 14.3%

Tratamientos tras la cirugia

Datos de supervivencia:

La mediana de supervivencia global de toda la serie fue de 12.7 (1C95% 11.3-14.1)
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Supervivencia global (todos los casos)
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En los oligodendrogliomas grado Il la mediana de SG fue de 13.3 afios (IC 95% 8.2-
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En los oligodendrogliomas grado 111 la mediana de SG fue de 12 afios (IC 95% 5.6-

18.3)

Supervivencia global (oligodendrogliomas grado IlI)
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Al analizar de forma comparativa la SG entre los casos con oligodendroglioma grado

I1 'y grado 1l no se observan diferencias estadisticamente significativas

Mediana de supervivencia global para oligodendrogliomas de grado 11 de
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13.35 afios (1C95% 8.27-18.44)

- Mediana de supervivencia global para oligodendrogliomas de grado 111 de
12.01 afios (1C95% 5.66-18.35 afios)

- P=0.089
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Se ha analizado de forma comparativa la diferencia entre los que tenian diagndstico
de oligodendroglioma y aquellos con oligoastrocitoma, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas:
- La mediana de supervivencia global para los oligodendrogliomas fue de 12.73
afios (1C95% 10.8-14.65)
- La mediana de supervivencia global para los diagnosticados inicialmente de
oligoastrocitoma fue de 13.06 (IC 11.43-14.68)
- P=0.699
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Supervivencia global (oligo vs oligoastrocitoma)
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En cuanto a la supervivencia libre de progresion, para el global de la serie fue de 6.28
afios (1C95% 4.67-7.89).
La SLP en funcion del grado tumoral: no se objetivaron diferencias estadisticamente
significativas:
- Lamediana de supervivencia libre de progresion para los oligodendrogliomas
grado Il fue de 7.13 afios (1C95% 5.58-8.68)
- La mediana de supervivencia libre de progresién para los oligodendrogliomas
de grado 11 fue de 4.8 afios (1C95% 2.55-7.06)
- P=0.632

Supervivencia libre de progresion (segun el grado)
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Hemos analizado la localizacion del tumor y si impacto en la SG y se ha observado
que la localizacién en el 16bulo frontal se asocia a una mayor supervivencia:
- La mediana de supervivencia para los localizados en el I6bulo frontal ha sido
de 17.39 afios (1C95%10.53-24-25).
- Lamediana de SG para los localizado se el 16bulo temporal ha sido de 13.06
(1C95% 10.04-16.07).
- Lamediana de SG para los localizados en el 16bulo parietal ha sido de 8.59
(1C95% 7.14-10.75).
- La mediana de supervivencia para los localizados en el 16bulo occipital ha
sido de 8.424 afios.
- Lamediana de SG para otras localizaciones ha sido de 3.77 afios (IC95%
2.12-5.42)
- P=0.005

SG y localizacion tumoral
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4.2.2.  Primera progresion: caracteristicas, tratamiento y

evolucion.

- Hemos analizado el tratamiento que recibieron los pacientes en el momento de
la primera progresion:

Ninguno 8.8%

Solo cirugia 7.7%

o ®

Solo radioterapia 12.1%

o o

Solo radiocirugia 3.3%

Solo quimioterapia (temozolomida): 7.7%
Cirugia seguido de radioterapia y PCV: 9.9%
Cirugiat+temozolomida: 4.4%

> Q@ oo

Cirugia+Radioterpia+Temozolomida: 2.2%

Cirugia+Radioterapia: 4.4%

J. Radioterapia+temozolomida: 1.1%
k. Radioterapia+PCV: 2.2%

I. Desconocido: 2.2%

Tratamiento en el momento de la primera progresion

Frecuencia
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En cuanto a la supervivencia:

La mediana de supervivencia tras la primera progresion para el total de la
cohorte tras la reclasificacion ha sido de 6.041 afios (1C95%3.49-8.59)

La mediana de supervivencia para los tumores de grado Il tras la recaida ha
sido de 7.16 afios (1C95%4.79-9.54)

La mediana de supervivencia tras la recaida para los oligodendrogliomas de
grado 111 ha sido de 3.62 afios (1C95%1.66-5.59)

Se realiz6 un andlisis para determinar las diferencias en la evolucion entre los
oligodendrogliomas de grado 11 y de grado Ill. Las diferencias no alcanzaron
la significacion estadistica, p=0.383.

Por otra parte, se ha analizado la evolucién en progresiones posteriores:

La mediana de tiempo de progresion de la primera hasta una segunda
progresion fue de 3 afios.

La mediana de tiempo a la progresion de segunda a tercera progresion es fue
de 1.25 afios.

Ademas, en este estudio se evalud la posible transformacion a alto grado de
los gliomas inicialmente diagnosticados de bajo grado. Se consider6 que
existia una progresion hacia un mayor nivel de malignidad si en las recaidas
presentaban captacion de contraste y/o si en la cirugia de la recaida se

confirmaba histol6gicamente este cambio de grado:

e Un 35.6% de los casos tuvieron progresion tumoral con datos de
malignizacién en el momento de la progresién (bien por RM o por
AP). Del total de pacientes de bajo grado (59 casos), en 21 se ha
podido objetivar mayor agresividad en el momento de la primera
progresion.

e Un 26.9% no se disponia de informacion sobre la situacién de la
malignizacion en el momento de la progresion.

e El porcentaje de malignizacion en relacion a los que se consider6 que

habia una progresion ha sido del 54% (21 casos con datos de
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malignizacion de 39 con datos de progresion).

e En los que se malignizaron, la mediana de tiempo hasta la

malignizacion fue de 5.11 afios

Comportamiento a la progresion de los gliomas de bajo grado

20

15

Frecuencia

104

4.2.3.

T
No progresidn

Malignizacién

Progresion sin datos de
malignizacién

cohorte reclasificada.

T
Crado lll al dx

Comparacion de datos clinicos de la cohorte inicial y la

Los datos clinicos de la muestra inicial y la muestra tras la reclasificacion son

similares en cuanto a distribucion grado 11/111, sexo, edad, extension de la reseccion y

el tipo de tratamiento recibido tras la cirugia.

La siguiente tabla resume esta informacién, asi como los datos de supervivencia:

Cohorte inicial:

Muestra seleccionada por
parametros de AP
morfélogicos

Cohorte reclasificada:
Muestra con los criterios
OMS 2016

Numero de casos

182

91

Grado Il/grado 111 (%)

65.4/ 34.6

64.8/ 35.2
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1. SLP

Sexo: Mujeres/ hombres 38.5/61.5 34.1/65.9
(%)

Edad (mediana) 44.8 (14-75) 44.67 (22-75)
Extension de reseccion: 46.7 /41.8/7.1 40.7/52.2/5.5
Completa/parcial/biopsia

(%)

Recibieron RT adyuvante | 50% 46.2%
Recibieron QT adyuvante | 32% 31.9%
Supervivencia global de la | 11.97afios 12.7 afos
cohorte reclasificada

(mediana)

Oligodendrogliomas grado | 13.06 afios 13.3 afios
I. Mediana de SG

Oligodendrogliomas grado | 6 afios 12 afios
I1l. Mediana de SG

Supervivencia libre de 5.69 afos 6.28
progresion de toda la

cohorte inicial (mediana)

Oligodendrogliomas grado | 5.95 afios 7.13 afos
Il. SLP

Oligodendrogliomas grado | 4.01 afios 4.8 afios

Por otra parte, hemos comparado la supervivencia global de la cohorte de pacientes

que cumplian criterios moleculares IDH mutado y 1p/19q codelecionado con la
cohorte que no cumplia estos criterios. Es decir, se compararon los datos de

supervivencia de los pacientes de la cohorte reclasificada con la cohorte que quedo

excluida la reclasificacion:

- Mediana de SG para los pacientes que no cumplian criterios (cohorte

excluida): 7.529 (IC 95%4.67-10.38)
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Supervivencia global segun la cohorte (seleccionada o no

Mediana de SG para los que cumplian criterios moleculares (cohorte

recalsificada): 13.35 (IC95% 7.97-18.74)
P=0.001

por estudio molecular IDH mut, 1pM19q codel)

0,57

0,6

0,4

Supervivencia acum

0,24

0,0

—Cohorte gue no cumple
y B criterios moleculares
'1 — Cohorte seleccionacla por
1 1 estudio molecular

Cohorte exluida: evolucion de los casos segun la clasificacion morfoldgica en

T T T T T T
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Tiempo (afios)

oligodendroglioma y oligoastrocitoma:

La mediana de supervivencia para los oligodendrogliomas fue no alcanzada

La mediana de supervivencia para los oligoastrocitomas fue de 6.1 (1C95% 0-

12.67)
P=0.125
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SG y oligo I cligoastro (cohorte excluida)
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4.2 4. Reclasificacion de los tumores considerados como

oligoastrocitomas por la clasificacion previa a 2016.

De la muestra inicial 40 casos habian sido considerados como oligoastrocitoma segun
el diagnostico histologico presente previo a 2016.

En la muestra final de 91 casos seleccionado por cumplir criterios de la OMS de 2016
para oligodendroglioma, es decir, con mutacién de IDH y codeleccion de 1p/19q,
habian sido reclasificados desde oligoastrocitoma en 12 casos (13.2%), del total de 91
casos reclasificados.

Dicho de otra forma, del total de pacientes con oligoastrocitoma por caracteristicas
morfoldgicas, en un 30% de lo casos (12 de 40) se etiquetaron como

oligodendroglioma por criterios moleculares de la OMS de 2016.

4.2.5. Resultados globales en oligodendrogliomas de grado Il en
la cohorte reclasificada.

4.25.1. Oligodendrogliomas de grado I1: evolucion segun el
tratamiento quirargico.
4.25.2. Oligodendrogliomas de grado I1: evolucion segun el

tratamiento postoperatorio. Supervivencia libre de
progresion.
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4.25.3. Oligodendrogliomas de grado I1: evolucion segun el
tratamiento postoperatorio. Supervivencia global.

4.2 5. Resultados globales en oligodendrogliomas de grado Il en la cohorte

reclasificada.

Hemos podido identificar 59 casos con oligodendroglioma grado Il con las
caracteristicas moleculares definidas por la OMS de 2016, presencia de mutacion de
IDH y codeleccion de 1p/19q.

La mediana de tiempo de seguimiento fue de 8.35 afios (0.64-13afi0s).

De ellos habia 39 hombres (66,1%) y 20 mujeres (33,9%).

La edad mediana al diagnostico fue de 44.59 afios (22-75).

La localizacion fue a nivel frontal en 42 casos (71.2%), temporal en 8 casos (13.6%),
parietal en 5 casos (8.5%), occipital en 1 caso (1.7%) y otras localizaciones en 3 casos
(5.1%).

La mediana de supervivencia global fue de 13.35 afios (IC 95% 8.27-18.44)

SG (oligodendrogliomas grado Il)

0,6

0,44

Supervivencia acumulada

0,271

0,0

T T
] 5 10 15 20 25
Tiempo (anos)

La mediana de supervivencia libre de progresion fue de 7.13 afios (5.58-8.68 afios).
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SLP (Oligodendrogliomas grado II)
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Supervivencia acumulada

4.2.5.1. Oligodendrogliomas de grado I1: evolucion segiin el tratamiento

quirdrgico.

En cuanto al tratamiento recibido, en primer lugar, hemos analizado la extension de la
cirugia:
- Se realizo sblo biopsia en 4 casos (6.8%), reseccidn parcial en 17 casos
(28.8%), reseccidn subtotal en 15 casos (25.4%) y reseccion completa en 21
casos (35.6%). En 2 casos no se encontr6 informacion sobre la extension de la

cirugia.

Los datos sobre la extension de la cirugia proceden de los informes realizados tras el

acto quirdrgico y se basan en la informacion aportada por el propio cirujano.

El impacto de la extension de la cirugia en la supervivencia libre de progresion fue la
siguiente:

La mediana de SLP para los que no tuvieron una reseccion completa fue de 6.28 afios
(IC 95% 3.92-8.64 afios)

La mediana de SLP para los que tuvieron una reseccién completa fue de 8.70 afios
(1C95% 4.69-12.70)

P=0.682

131



No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

SLP segun la extension de la cirugia (completa vs otras).
Oligodendrogliomas grado 11

1,09
I Reseccion no completa
Mreseccion completa

0,849
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Supervivencia acumulada
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Se analizé el impacto de la extension de la cirugia en la SLP: no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas:
- Mediana de SLP para biopsia de 6.24 afios (1C95% 4.04-8.44)
- Mediana de SLP para reseccion parcial fue de 5.11 afios (1C95%0-8-9.42)
- Mediana de SLP para reseccion subtotal fue de 6.6 afios (1C95% 3.37-9.93)
- Mediana de SLP para reseccion complete de 8.7 afios (IC95% 4.69-12.7)
- P=0.804
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SLP y extension de la cirugia. Oligodendroglioma grado Il
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En cuanto a la supervivencia global segun la extension de la cirugia:

La mediana de supervivencia global fue de 13.06 afios para los casos con reseccion no
completa (1C95% 9.65-16.46)

La mediana de supervivencia global para los pacientes con reseccion completa fue de
23.93 afios (IC -)

P=0.433
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SG y extension de la cirugia (completa vs no completa).
Oligodengroglioma grado Il
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Se analizo la SG en funcidn de la extension de la cirugia:
- Lamediana de SG para pacientes con solo biopsia fue de 6.31 afios (6.3-6-33)
- Lamediana de SG para reseccion parcial fue de 13.09 (No IC)
- La mediana de SG para reseccion subtotal fue de 10.86 (IC95% 6.73-14.98)
- Lamediana de SG para reseccion completa fue de 23.93 (No IC)
- P=0.560
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SG y extension de la reseccion. Oligodendroglioma grado I
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4.2.5.2. Oligodendrogliomas de grado I1: evolucion seguin el tratamiento

postoperatorio. Supervivencia libre de progresion.

En cuanto al tratamiento postoperatorio:

Recibieron RT adyuvante tras la cirugia un 39% de los casos y no recibieron RT un
61%.

Recibieron quimioterapia adyuvante un 22% de los casos y 78% no recibieron
quimioterapia adyuvante.

Recibieron radio-quimioterapia postoperatoria en 6 casos (10%).

No han recibido tratamiento adyuvante tras la cirugia el 49,2% de los casos (29
casos).

Recibieron radioterapia postoperatoria sola (sin quimioterapia) en 18 casos (30.5%) y
otro tipo de recomendacion postoperatoria 41 casos (69.5%).

Han recibido quimioterapia sola (sin radioterapia) en 7 casos (11.9%).

Al analizar la SLP para los pacientes que habian recibido algun tipo de tratamiento
adyuvante frente a no haber recibido tratamiento adyuvante:
e Lamediana de SLP para los que no han recibido ningdn tipo de tratamiento
adyuvante fue de 7.13 afios (1C95% 3.20-11.06)
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e Lamediana de SLP para los que habian recibido algun tipo de tratamiento
adyuvante fue de 7.53 afios (1C95% 5.58-9.48)
e P=0.454

SLP y tratamiento adyuvante (si/no). Oligodendrogliomas grado Il

1,0

—ITratamiento adyuvante
1Mo tratamiento adyuvante

=
)
1

=
o
1

Supervivencia acumulada
[=1
T
L

=1
Ta
1

0,0

Tiempo (afios)

La SLP segun el tipo de tratamiento recibido:

e Ningun tratamiento adyuvante: la mediana de SLP fue de 7.13 afios (1C95%
3.20-11.06)

e Tratamiento con quimio y radioterapia: la mediana de SLP fue no alcanzada

e Tratamiento con radioterapia en monoterapia: mediana de SLP de 6.24
(1C95% 4.76-7.72)

e Tratamiento con quimioterapia en monoterapia: mediana de SLP de 6.60 afios
(1C95% 4.11-9.09)
P=0.124
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SLP y tipo de tratamiento adyuvante. Oligodendrogliomas grado Il
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Al comparar los datos de aquellos casos que habian recibido radio y quimioterapia
frente a otras opciones de tratamiento:

- Los pacientes tratados con quimio y radioterapia no alcanzaron la mediana de SLP

- Los pacientes que fueron tratados con otras opciones: mediana de 6.60 afios (1C95%
5.04-8.16)

p=0.073

SLP y radio-quimioterapia adyuvante (si/no).
Oligodendrogliomas grado Il.
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La SLP para pacientes tratados con quimioterapia en monoterapia frente al resto de
opciones:
- Lamediana de SLP para QT sola fue de 6.6 afios (I1C95% 4.11-9-09)
- La mediana de SLP para el resto de opciones de tratamiento fue de 7.13
(1C95% 5.03-9.23)
- P=0.979

SLP y quimioterapia adyuvante vs otras. Oligodendroglioma

grado Il
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La SLP para los que recibieron RT adyuvante en monoterapia o no fue de:
- Mediana de SLP para RT sola fue de 6.24 afios (1C95%4.67-7.81)
- Mediana de SLP para otras opciones de tratamiento 7.55 afios (1C95% 4.88-
10.23afi0s)
- P=0.316
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SLP y radioterapia adyuvante en monoterapia vs otras.
Oligodendroglioma grado Il
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La SLP para los que recibian RT frente a quimioterapia sola
- Lamediana de SLP para RT sola fue de 6.24 (1C95% 5.46-7.02)
- La mediana de SLP para quimioterapia sola fue de 6.60 (IC95% 2.88-10.32)
- P=0.879

SLP y adyuvancia con radioterapia frente a quimioterapia
(monoterapia). Oligodendroglioma grado Il
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4.2.5.3. Oligodendrogliomas de grado Il segun el tratamiento postoperatorio.

Supervivencia global

Al analizar los datos de recibir algin tipo de tratamiento adyuvante frente a
seguimiento:
e La mediana de supervivencia para los que han recibido algun tipo de
tratamiento adyuvante fue de 17.39 afios (IC 95% 9.11-25.66)
e La mediana de supervivencia para los que no han recibido ningun tipo de
tratamiento adyuvante fue de 12.73 afios (IC 95% 10.81-14.64)
P=0.871

SG y tratamiento adyuvante (si/no). Oligodendroglioma grado Il
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La SG en funcidn del tipo de tratamiento adyuvante:

La mediana de SG:
e Para los pacientes que no recibian ningln tipo de tratamiento adyuvante: 12.73
afios (1C95% 10.81-14.64)

e Lamediana de SG para los que recibieron radio-quimioterapia: no alcanzada
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e Lamediana de SG para los pacientes que recibieron con radioterapia sola:
17.39 (1C95% 9.92-24.95)

e Lamediana de SG para los pacientes que recibieron con quimioterapia sola:
8.89 afos
P=0.807

SG y tipo de tratamiento adyuvante. Oligodendrogliomas
grado Il
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La supervivencia global en funcién de haber recibido radio y quimioterapia adyuvante
fue de:

- Mediana de supervivencia global para radio-quimioterapia fue de no alcanzada

- La mediana de SG para otras opciones fue de 13.06 afios (1C95% 14.4-14.72)
p=0.448.

141



SG y radio-quimioterapia adyuvante (s/n). Oligodendrogliomas grado Il.
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SG en funcion de haber recibido QT en monoterapia frente al resto de opciones:
- Resto de opciones mediana de SG de 13.35 afios (IC 95%7.71 -19)
- Mediana de SG para los tratados con quimioterapia sola 8.89
- P=0.530

SG y quimioterapia adyuvante en monoterapia en
oligodendrogliomas grado Il
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SG en funcion de haber recibido solo RT adyuvante frente al resto de opciones:
- Mediana de SG para los pacientes que recibieron RT sola de 17.39 (IC95%
7.99-26.79)
- Mediana de SG para resto de opciones de 12.73 (1C95% 10.69-14.76)
- P=0.775

SG y radioterapia adyuvante (monoterapia) en
oligodendrogliomas grado Il
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La SG en funcidon de haber recibido QT adyuvante (sola o con RT):
- Paralos que recibieron QT en adyuvancia, la mediana de SG fue de 9.03
- Paralos que no recibieron QT en adyuvante, la mediana de SG fue de 13.359
(1C95% 8.6-18.1)
- P=0.810
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SG y quimioterapia adyuvante (monoterapia o combinacion). Oligodendrogli grado Il
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Supervivencia global en funcion de haber recibido quimio o radioterapia adyuvante en
monoterapia)
- Mediana de supervivencia con radioterapia adyuvante sola: 13.06 afios (IC
6.15-19.96)
- Mediana de supervivencia con quimioterapia adyuvante sola: 8.89 afios (no
IC)
- P=0.214
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Cuando se analizé la SG en funcién de haber recibido RT vs observacion

SG y radioterapia adyuvante vs observacion. Oligodendroglioma grado Il

Supervivencia acumulada

0S and adjuvant radiotherapy vs chemotherapy. Grade Il

oligodendroglioma
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La mediana de SG para los pacientes tratados con RT fue de 19.39 afios
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(1C95% 8.29-26.49)

La mediana de SG para los que siguieron en observacion fue de 8.89 afios (no

IC)
P=0.391
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Analisis de supervivencia segun los factores clinicos prondésticos descritos de

edad y extension de la cirugia:

En esta serie reclasificada, hemos encontrado que cumplian criterios de bajo riesgo
(<40 afios con reseccion completa), en 11 casos (18%) y criterios de alto riesgo en 47
casos (79%).

La mediana de SLP para los pacientes con oligodendroglioma de grado 11 y alto
riesgo que no han recibido tratamiento adyuvante fue de 8.44 afios (1C95%1.92.14.96)
y la SG fue de 12.73 (IC 9.4-16.05).

Para el caso de los oligodendogliomas de grado Il y bajo riesgo, (<40 afios con
reseccion completa), encontramos un total de 8 casos y la mediana de SLP fue de 6.19
afios (1C95% 4,18-8,21). La SG no habia sido alcanzada.

4.2.6. Resultados de los datos clinicos de los oligodendrogliomas
de grado 111 en la cohorte reclasificada.

4.2.6.1. Oligodendrogliomas de grado I11: evolucion segun el
tratamiento quirurgico.
4.2.6.2. Oligodendrogliomas de grado I11: evolucion segun el

tratamiento postoperatorio. Supervivencia libre de
progresion.

4.2.6.3. Oligodendrogliomas de grado I11: evolucion segun el
tratamiento postoperatorio. Supervivencia global.

4.2.6. Resultados globales de los datos clinicos de los oligodendrogliomas de

grado Il en la cohorte reclasificada.

Se han encontrado un total de 32 casos de oligodendroglioma anaplasico (35.16% del
total de casos analizados), con las caracteristicas moleculares definidas por la OMS
2016 (presencia de mutacién de IDH y codelecién de 1p/19q.

La mediana de tiempo de seguimiento fue de 8.53 afios (1C4-13.2).

Por sexo, se encontraron 11 mujeres (34.4%) y 21 hombres (65.6%).

La edad media fue de 45.02 afios ( 32.96-68.29).

La localizacion fue a nivel frontal en 21 casos (65.6%), temporal 3 casos (9.7%),

146



parietal en 1 caso (3.2%), otras localizaciones en 7 casos (22.5%).

La supervivencia global fue de 12.01 (IC95% 5.66-11.35) afios.

Supervivencia global en oligodendroglioma grado 11l
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La mediana de SLP fue de 4.8 afios (IC95% 2.55-7.06)

SLP en oligodendroglioma grado Il
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4.2.6.1 Oligodendrogliomas de grado I11: evolucién sequin el tratamiento

quirurgico.

Se analiz6 la extension de la cirugia:
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Se realizd una biopsia como método quirdrgico en 1 paciente (3.1%), un 25% (8) de
los casos se realiz6 una reseccion parcial; en un 21.9% (7) se realizo reseccion
subtotal y en un 50% (16 casos) se considerd la cirugia como completa.

Los datos sobre la extension de la cirugia proceden de los informes postquirdrgicos,

segun la informacion aportada por el propio cirujano.

El impacto encontrado de estos tratamientos en cuanto a SLP fueron los siguientes:
La mediana de supervivencia libre de progresion para los pacientes con reseccion no
completa fue de 4.37 afios (IC95% 3.01- 5.73) y para los pacientes con reseccion
completa fue de 4.8 (IC95% 1.67- 7.93) p=0.87.

SLP y extension de la cirugia (completa vs otras)

1,09 —T
— 1 Reseccion no completa
I Reseccion completa
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Tampoco se observo impacto en la supervivencia global dependiendo de la extension
de la cirugia (completa vs no completa).

La mediana de supervivencia global para los pacientes con reseccion no completa no
se ha alcanzado y la mediana de supervivencia para aquellos con reseccion completa
fue de 12.27 (1C95% 5.64-18.89).
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P=0.621

SG y extension de la cirugia
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4.2.6.2. Resultados para los oligodendrogliomas de grado 111 seqgtin el
tratamiento adyuvante postoperatorio. Supervivencia libre de progresion.

Tratamiento postoperatorio recibido:

Recibieron RT adyuvante tras la cirugia un 59.4% de los casos.

Recibieron QT adyuvante un 50% de los casos

Tras la cieugia, recibieron quimioradioterapia en 31.3% de los casos.

Recibieron radioterapia postoperatoria (sin quimioterapia) en 9 casos (28.1%).
Recibieron quimioterapia sola (sin radioterapia) en 5 casos (15.62%).

Hubo casos que no rebieron ningun tipo de tratamiento en la adyuvancia (ni radio ni
quimioterapia), un 18.8% de los casos.

En un caso no se conocia esta informacion por pérdida de seguimiento del paciente.

Al analizar haber recibido algun tipo de tratamiento frente a no recibir ningun
tratamiento adyuvante se ha encontrado una tendencia a mejor SLP sin alcanzar la
significacion estadistica.

-La mediana de SLP para los pacientes que no han recibido tratamiento adyuvante fue
de 2.39 (IC95% 0-5.23)

-La mediana de SLP para los pacientes que recibieron algun tipo de tratamiento
adyuvante fue de 5.6 (1C95%2.09-9.12).
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P=0.069

La supervivencia libre de progresion en funcién del tratamiento recibido, ningun

tratamento, solo RT (sin quimioterapia), solo quimioterapia (sin radioterapia), o

quimioradioterapia.

Ningun tratamiento: mediana de SLP 2.39 afios (0-5.23)

Tratamiento con quimio y radioterapia: mediana de SLP : no alcanzada
Tratamiento con Rt en monoterapia: mediana de SLP 3.27 (1C95% 2.20-
4.35).

Tratamiento con quimioterapia en monoterapia: mediana de SLP 8.2 afios
(1C95% 4.54-11.85)

P=0.034

SLP y tratamientos postoperatorios
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En los casos que habian recibido radio y quimioterapia frente al resto de casos la

mediana de SLP fue de :

En los casos que no habian recibido quimio y radioterapia: mediana de SLP

3.83 afos (1C95% 1.79-5.87)
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En los casos tratados con quimio y radioterapia, mediana de SLP no
alcanzada.
P=0.071

SLP y radio-quimioterapia en oligodendrogliomas anaplasicos
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La mediana de SLP para aquellos casos que han recibido quimio en monoterapia

frente al resto de opciones:

Mediana de SLP para aquellos casos tratados de manera distinta a la
quimioterapia en monoterapia: 3.85 (IC 2.66-5.05) afios.

Mediana de SLP para aquellos tratados con quimioterapia en monoterapia: 8.2

(IC95% 4.54-11.85) afios
P=0.260
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SLP y quimioterapia adyuvante en monoterapia en oligodendrogliomas
anaplasicos
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En aquellos casos tratados con sélo radioterapia frente al resto de situaciones
(seguimiento, solo quimioterapia o radioquimioterapia) no encontraron diferencias
significativas, pero en el limite de la significacion estadistica a favor de los casos con
tratamiento diferente a la radioterapia en monoterapia.
- Mediana de SLP en los casos tratados con radioterapia en monoterapia fue de
3.27 (IC95% 2.2-4.35) afios.
- Lamediana de SLP para los tratados con otras opciones de tratamiento fue de
6.33 (1C95% 1.6-11.06) afios.
- P=0.051
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Supervivencia acumulada

No se encontrd benefio estadisticamente significativo en términos de SLP

diferenciando los casos con administracion o no de radioterapia:

SLP y radioterapia en monoterapia en oligodendrogliomas anaplasicos
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Mediana de SLP sin RT adyuvante 4.80 (IC 95% 1.08-8.53) y con RT 4.37 (IC 95%
1.69-7.04) p=0.79

Supervivencia acumulada

SLP y RT adyuvante (si/no) en oligodendrogliomas anaplasicos
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Si analizamos la evolucion de los pacientes que reciben quimioterapia adyuvante
(quimioterapia sola o quimioradioterapia) frente aquellos que no la reciben
(radioterapia sola o ningun tratamiento), las diferentes son favorables para la rama de
quimioterapia

- Sin quimioterapia adyuvante mediana de SLP 3.2 afios (IC95& 2.026-4.53

- Con quimioterapia adyuvante mediana de SLP 8.2 afios
P=0.016

SLP y quimioterapia adyuvante en oligodendrogliomas anaplasicos
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La SLP para los que recibieron RT frente a QT sola en adyuvancia fue de:
- Lamediana de SLP para RT sola fue de 3.27 afios (IC95%2.20-4.35)
- Lamediana de SLP para los que recibieron QT sola fue de 8.2 afios
(1C95%4.54-11.85)
- P=0.030
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SLP y adyuvancia con RT frente a QT (monoterapia) en
oligodendroglioma grado 11l
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4.2.6.3 Oligodendrogliomas de grado I11: evolucién sequin el tratamiento

adyuvante postoperatorio. Supervivencia global.

Se analiz6 la SG en funcidn de haber recibido o no algun tipo de tratamiento

adyuvante tras la cirugia.

No haber recibido tratamiento adyuvante se asocio con una SG de 12.27 afios (1C95%
11.84-12.69).

Haber recibido algun tipo de tratamiento adyuvante: mediana de supervivencia no
alcanzada.

P=0.912
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SG y tratamiento adyuvante (S/N) en oligodendrogliomas anaplasicos
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Se analizaron los resultados obtenidos con los diferentes enfoques terapéuticos
administrados:
- No tratamiento adyuvante: mediana de SG 12.27 (1C95% 11.84-12.69)
- Administracion de radio y quimioterapia: mediana no alcanzada
- Administracion de solo radioterapia: mediana de SG 6.00 (IC95%2.24-9.75
- Administracion de solo quimioterapia: mediana no alcanzada
P=0.024
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SG segun adyuvancia en oligodendroglioma anaplasico
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Se analizé el beneficio en SG de la administracion de quimio y radioterapia frente a
otras opciones de tratamiento
- Mediana de SG en pacientes con otros tratamientos no quimio-radioterapia
12.04 (1C95% 3.86-20.16) afios
- Mediana de SG en pacientes tratados con radio-quimioterapia no alcanzado
- P=0.124

SG y radio-quimioterapia adyuvante en
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Los pacientes tratados con quimioterapia en monoterapia, frente a las deméas opciones

de tratamiento:

- Otras opciones, mediana de SG: 12.01 afios (1C95% 6.31-7.38)

- Casos tratados con quimioterapia en monoterapia: no alcanzada

- P=0.217

SG y quimioterapia adyuvante en monoterapia en
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Se analiz6 haber recibido solo radioterapia (en monoterapia) frente a otras alternativas

de tratamiento:

- Solo radioterapia (monoterapia) mediana de SG de 6 afios (1C95% 2.82-9.18)

- Otro tipo de tratamientos: mediana de SG 12.27 afios (IC95% 7.44-13.20)

- P=0.004
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Supervivencia acumulada

SG y radioterapia adyuvante (monoterapia) en
oligodendrogliomas anaplasicos

0,8

0,6

0,4+

0,2+

—10tros
— Radioterapia
monoterapia

—I_‘

T T T T T
o] 5 10 15 20

Tiempo (afos)

Se analizé la supervivencia en funcion de haber recibido quimioterapia adyuvante

(quimio sola o quimio-radioterapia) o no (radioterapia o nada):

Supervivencia acumulada

No tratamiento adyuvante con quimioterapia: mediana de SG de 6.51afios
(1C95% 5.18-7.83)

Tratamiento adyuvante con quimioterapia: mediana de SG no alcanzada
P=0.011
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Se analizé la evolucion de los casos que recibieron solo QT o solo RT:
- Lamediana de SG para los tratados con solo RT fue de 6 afios (1C0.39-11.61)
- Lamediana de SG para los tratados con QT sola no alcanzada
- P=0.013

SG segun el tratamiento postoperatorio (QT vs RT monoterapia).
Oligodendroglioma grado Il
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La mediana de supervivencia global tras la recaida fue de 3.62 afios (1C95% 1.64-
5.60)

El tipo de tratamiento que recibieron estos pacientes a la recaida fue:
- En 18 casos, ninguno (56%)
- Cirugia en 4 casos (12.5%)
- Cirugiay RT en 3 casos (9.5%)
- QT 2 casos (6.3%)
- Otros (1 caso) se trataron con radioterapia sola, radiocirugia, cirugia +
radioterapia + PCV; cirugia +temozolomida; RT+ PCV

Se comparo la supervivencia global en aquellos casos que no recibieron ningin

tratamiento adyuvante y se compard la evolucion entre los de grado 11y los de grado
II:
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Un total de 35 casos no recibieron ningun tipo de tratamiento postoperatorio, 29 casos
eran oligodendrogliomas de grado Il y 6 casos oligodendrogliomas de grado I11.
- La mediana de supervivencia global para los oligodendrogliomas de grado 11
fue de 12.73 (1C95%10.81-14.64)
- La mediana de supervivencia global para los oligodendrogliomas de grado Il
fue de 12.27 afios (1C95% 11.84-12.69)
- P=0.441

SG en pacientes sin tratamiento postoperatorio (grado Il vs
grado IlI)
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4.3 Datos moleculares de la cohorte tras aplicar los criterios de
la OMS 2016. Cohorte reclasificada.

4.3.1. Proceso de reclasificacion segiin la OMS 2016
4.3.2. Datos moleculares de la cohorte reclasificada
4.3.3. Analisis de la via de las ciclinas en la cohorte

reclasificada.
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4.3.1 PROCESO DE RECLASIFICACION SEGUN CRITERIOS DE LA OMS
DE 2016.

A continuacion, exponemos el proceso de reclasificacion de estos tumores.
Para aplicar los criterios de la OMS 2016 en esta serie de casos, hemos
seguido el algoritmo diagndstico de la OMS 2016 planteado por Louis et al,

descrito previamente en la introduccion.

Por lo tanto, hemos empezado por determinar la mutacién de IDH.

La seleccion inicial se hizo por HRM, pero ademas se realizo IHQ en todos los
casos para conocer los que tenian la mutacion IDH1 R132H por
inmunohistoquimica. En los casos discordantes se realizé secuenciacion por
NGS.

Una vez identificados los pacientes con mutacién de IDH, se procedio a la
determinacion de 1p/19q por FISH en aquellos casos que o no estaba realizado

0 se creia necesario confirmar los datos disponibles.

182 casos

IHQ: 19 casos

l No habia tejido para el estudio molecular e

173 casos disponibles para estudio molecular

No cumplen criterios de IDH 24 casos
(13.8%)

Cumplen criterios morfolégicos y mutacion de IDH en 149 casos

No cumple criterios de codelecion de 1p/19q:
58 casos (33.5%)

91 casos cumplen criterios morfoldgicos y mutacion de IDH y codelecion de
1p/19q.
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Nos encontramos con la siguiente situacion inicial:

Se identificaron 182 casos con los criterios morfoldgicos de
oligodengroglioma/oligoastrocitoma (grado Il y I11), con los que se hizo el
analisis inicial de casos descrito previamente. Correspondian a casos de los
que teniamos todos los datos clinicos y habian sido clasificados por criterios
morfoldgicos como oligodendroglioma o como oligoastroacitoma.

- En 19 casos no habia tejido tumoral para hacer determinaciones moleculares
ni inmunohistoquimicos. Estos casos también se retiraron del analisis final y
quedaron por lo tanto 173 casos.

- De los 173 casos, se excluyeron 24 casos, al no tener mutacion de IDH.

En este momento, por lo tanto, quedaron seleccionados 149 casos.

- De los 149 casos que tenian mutacion de IDH, se excluyeron 58 casos por no
cumplir el criterio de codelecidn de 1p/19q, quedando un total de 91 casos que
cumplian ambos criterios requisitos moleculares de la OMS 2016 (mutacion

de IDH mas codelecion de 1p/19q).

A) TECNICAS MOLECULARES REALIZADAS PARA LA
CLASIFICACION:

Aunque en el apartado material y métodos ya se ha detallado la secuencia de
pruebas realizadas, lo revisamos aqui mediante el siguiente esquema para

facilitar los detalles del proceso de reclasificacion:

Determinacion de la mutacion de IDH por HRM: total de la muestra

.

Determinacion de la codeleccion de 1p/19q en aquellos casos con mutacion de
IDH y en los que se tenian datos previos (1p/19q se habia realizado caracter

asistencial en el 51% de los casos). Se realiz6 por FISH.
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Determinacion IHQ: Tissue Array sobre los casos con muestra al diagndstico. Se
realizd IHQ de IDH, ATRX, p16, ciclina D, Rb y CK®.

t

Determinacion de TERT por pirosecuenciacion

t

Estudio NGS sobre casos dudosos (42 casos)

Vamos a detallar a continuacién los detalles del procedimiento una vez realizada la
técnica de mutacion de IDH por HRM:

B) PROCESO DE DETERMINACION DE 1P/19Q:

- En 93 casos (51%) tenian hecha la determinacion de la delecion de 1p/19q con
caracter asistencial y en 89 casos esta informacion se desconocia (48.9%).
- De los que tenian hecha la determinacion de la delecion de 1p/19q:

o 68 casos tenian delecion de 1p/19q. En estos casos no se repitid
la técnica ya que estos datos se conocian por su determinacion
previa para su uso en la préactica clinica. Se pudo comprobar
que todos ellos cumplian el criterio de mutacion de IDH.

o Elresto (25 casos) tenian otras situaciones (en 7 casos habia
pérdida aislada de 1p, en 1 caso tenia pérdida aislada de 19q, en
17 casos el resultado obtenido era de no codelecion- no tenian
codelecion ni 1p ni 19q).

- Se realiz6 nueva determinacién de 1p/19q por FISH en los casos donde no se

habia realizado previamente la determinacion de 1p/19q, o bien se habia encontrado
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una delecion parcial (bien 1p o0 19q) o bien los datos no eran congruentes y se
considerd necesario repetir la determinacion de 1p/19q. El total de casos en los que se
realiz6 1p/19q fue de 81. De ellos se confirmé la codelecidn en 23 casos, que se
incluyeron en la cohorte reclasificada. Por lo tanto, en 58 casos del total no se pudo
detectar la pérdida de 1p/19q (ni por FISH ni por panel) y en 23 de esos 81 casos
finalmente se confirmé codelecion de 1p/19q.

Estos casos donde no se pudo confirmar la codelecion de 1p/19q se eliminaron de la

cohorte final al no poder confirmar que fueran oligodendrogliomas molecularmente.

C) PAPEL DEL PANEL NGS EN EL PROCESO DE RECLASIFICACION

Se presentaron una serie de casos que generaban dudas diagndsticas. Estas dudas se
decidieron resolver mediante la realizacion de un panel de NGS.

Se trata, como ya se ha explicado en el apartado de material y métodos, de un panel
de 14-genes de panel NGS que permite la deteccion de mutaciones, variaciones en el
numero de copias (CNV), y también permite el estudio de la codelecién de 1p/19q.
De todos estos genes, para la clasificacion y seleccion de la muestra se analizaron
fundamentalmente IDH1, IDH2, TERT,ATRX y la codelecion de 1p/19q [®81.

Un total de 42 pacientes fueron revisados por esta técnica de panel de NGS. Las
siguientes situaciones se presentaron como dudas diagnosticas y estos fueron los datos
de la informacion de panel NGS:

1. Aportacion del panel en la determinacion de 1p/19q mediante panel. Se
analiz6 mediante panel en las situaciones en que se seguia considerando
desconocido por problemas técnicos en e procedimiento del FIS, o como no
codelecionado pero con datos discordantes segln otros datos moleculares o
existia una pérdida parcial:

o 1p/19q desconocido: estos casos seguian teniendo 1p/19q desconocido
fundamentalmente por problemas técnicos de hibridacion con el FISH,
Se realizo6 en 16 casos.
= De ellos, la NGS no fue valorable técnicamente, por muestra
muy artefactada en 10 casos (62%). Excluidos de la muestra

final.

165



= De estos 16 casos, 6 casos (37.5%) si pudieron dar otra
informacion utilizando panel NGS:
e No codelecionados: 2 casos

e Codelecionados: 4 casos

o 1p/19q no codelecionado en los casos realizados previo al estudio,
pero tenian mutacion tanto de IDH y como de TERT (10 casos):
= Resultaron finalmente codelecionados por NGS 5 casos
= Se definieron como no codelecionados por NGS en 2 casos
= La muestra estaba artefactada y no fue valorable por NGS:2

Ccasos

o Pérdida parcial 1p/o 19q (se habia realizado previo al estudio, con
caracter asistencial): 4 casos (3 con perdida parcial de 1p y 1 con
pérdida de 19q)

= Resultaron codelecionado por NGS en 1 caso

= Habia muestra artefactada y no fue valorable 3 casos
Por lo tanto, se pudo comprobar la codelecién de 1p/19q en 10 casos por esta
técnica. Supone un 10% de los pacientes incluidos en la cohorte y un 41% de los
analizados con este fin. En 5 casos no se obtuvieron resultados porque la muestra

estaba artefactada.

2. Determinacion de IDH mediante panel (5 casos):

o Larazdn fundamental para realizar panel NGS en estos 5 casos fue que
se habia encontrado la presencia de codelecion (ya conocida por la
determinacion asistencial previo a entrar en el estudio) pero IDH no
estaba mutado con las técnicas utilizadas (tras haber realizado IDH por
HRM y por IHQ con anticuerpo IDH-R132H).

= En 3 casos resultaron mutados para IDH, uno de ellos mutado
para IDH2, otro, mutacion en IDH1(salia no mutado por IHQ
debido a baja expresion y mutado por HRM) vy el tercero,
mutacion en IDH1, pero salié 1p/19q no codel en el NGS (y se

excluyo).
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= En 2 de ellos no habia muestra o estaba muy artefactada. No se
pudo determinar y se retiraron de la muestra final al no poder
confirmar la mutacion en IDH.

= En los que se pudo confirmar la mutacion de IDH se incluyeron

en el analisis de la muestra reclasificada.

3. Determinacion de ATRX mediante panel. Estos casos se habian estudiado
previamente para ATRX por IHQ en el Tissue Array. Se revisaron 7 casos por
NGS dado que la IHQ de ATRX no era congruente.

= En 2 de estos casos la pérdida de expresion (mutacion) de
ATRX era dudosa por IHQ y se realizé panel para su
determinacion. Los resultados no confirmaron la mutacion de
ATRX.

= En 5 casos se objetivd mutacion de IDH y 1p/19q
codelecionado y se observaba pérdida de expresion de ATRX
por IHQ. A estos pacientes también se realizé panel.

e En 2 de ellos la muestra estaba muy artefactada y no se
pudo realizar NGS. Se incluyo en la muestra
reclasificada ya que cumplia los criterios de IDH
mutado y 1p/19q codelecionado.

e En 1 caso no se confirmo la mutacién, pero TERT
resultd WT y no se confirmé codelecion y se excluyé de
la muestra reclasificada.

e En 2 casos ATRX resultd no mutado por NGS. Se

incluyeron en la muestra reclasificada.

182 casos

l No habia muestra para estudio molecular: 19 casos

173 casos disponibles para estudio molecular

/ N
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No cumple criterios de IDH: No cumple criterios de 1p/19q:
24 casos (13.8%) 58 casos (33.5%)

Numero de casos en la cohorte final, tras la seleccion por criterios moleculares: 91

D) COMPARACION DE LAS TECNICAS DE DETERMINACION DE
MUTACION DE IDH

Por otra parte, comprobamos los resultados de IDH realizado inicialmente por HRM y

posteriormente por IHQ:

o IDH1: se encontr6 mutacion por HRM en 82 casos (90.1%)
o IDH2: se encontré mutacion por HRM en 9 casos (9,9%)
Resultados de IDH realizado por IHQ:
o IDH determinado por IHQ, con anticuerpo para IDH1 (R132H):
= Positivos: 80 casos (88%)
= Negativos: 6 casos (6.5%)
= No valorables: 5 casos (5.5%)
o Por lo tanto, en 11 casos la IHQ (dirigido exclusivamente a la
mutacién de IDH1-R132H), no permitio el diagnostico de mutacion de
IDH. A continuacion, se detallan los datos discordantes entre la
determinacion IHQ y la HRM:
» 1 negativos por IHQ tenian mutacién en IDH1 por HRM
» 4 casos negativos por IHQ tenian mutacion para IDH2 por
HRM.
» 4 casos no valorables técnicamente por IHQ tenian mutacion
para IDH2 por HRM.
» 1 casos no valorables por IHQ tenian mutacién para IDH1 por
HRM.
» 1 caso no valorable
Por lo tanto, en un 88% de los casos se encontrd la presencia de la mutacion de
ISH1 R132H, determinada por IHQ.
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4.3.2. DATOS MOLECULARES DE LA COHORTE RECLASIFICADA:

A continuacion, describimos los datos moleculares de la cohorte reclasificada:

Por criterio de seleccion en la serie final reclasificada, todos tenian la
mutacion de IDH, ya que era uno de los criterios incluidos en la OMS
2016.

o IDH1: se encontr6 mutacion en IDH1 en 82 casos (90.1%).

o IDH2: se encontrd mutacion en IDH2 en 9 casos (9.9%).

La codelecién de 1p/19qg la tenian todos los casos de la serie

reclasificada dado que fue requisito para considerar el paciente como
oligodendroglioma.

TERT: Se encontré mutacion de TERT en 80 casos (87.9%); fue WT
en 4 casos (4.4%) y no se pudo realizar en 7 casos (7.7%), en estos
casos no se pudo realizar por problemas técnicos.

Se encontré mutacion de TERT en C250 en 33 casos (36.3%), la

mutacion en C228 se observo en 47 casos (51.6%).

4.3.2.1. Resultados del estudio molecular de los oligodendrogliomas de grado |1

Se ha detectado mutacién en IDH1 en 52 casos (88.1%). No habia mutacion
en IDH1 en 7 casos (11.9%).

Por IHQ, IDH1 (R132H) estaba mutado en 50 casos (84.7%) y en 5 casos no
se objetivé mutacién. En 4 casos no habia datos (por problema técnico de la

muestra en el tissue array).

Se ha detectado mutacion en IDH2 en 7 casos (11.9%)

TERT ha resultado mutado en 49 casos (83.1%), no mutado en 3 casos (5.1%)

y no valorable en 7 casos (11.9%).

En cuanto al tipo de mutacion en TERT

©)

o

o

WT en 3 casos (5.1%)

Mut C250T en 22 casos (37.3%)
Mut C228T en 27 casos (45.8%)
No valorable en 7 casos (11.9%)

169



Supervivencia en funcién de los datos moleculares:

No se ha visto diferencias en SG en funcion del tipo de mutacion de IDH
- Mediana de supervivencia IDH2 es de 11.79 (1C95%7.4-16.18)

- Mediana de supervivencia de IDH1 es de 13.35 afios (8.2-18.46)
p=0.671

No se han visto diferencias en mediana de supervivencia global con la mutacion de
IDH R132H frente al resto
- La mediana de supervivencia global fue de la mutacion R132H fue de 13.06
(1C95% 10.31-15.80)
- La mediana de supervivencia global para el resto de mutaciones fue de 17.39
(1C95% 9.31-25.46)3w
- P=0.586

SG y mutacion IDH R132H vs resto. Oligodendrogliomas
grado Il

1,0 :
| —10tras mu taciones
Mutacién IDH R132H

0,84

0,64

Supervivencia acumulada

0,24

0,05

T T T T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (afios)

No se han encontrado diferencias en SG para pacientes con OD grado Il en funcién de
si TERT estaba mutado o no.

- TERT WT mediana de supervivencia 10.86 afios (IC 95% 0-26.44)

- TERT mut mediana de supervivencia de 13.35 afios (1C95% 8.5-18.21)

- P=0.256
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Overall Survival and TERT mut (WTvs Mut) Grade Il OD

L4

—ITERT WT
SITERT Mut

0,84

Cum Survival

0,21

0,01

No se han observado diferencias estadisticamente significativas en SG en funcién del
tipo de mutacion de TERT:
- WT la mediana de supervivencia fue de 10.86 afios (1C95% 0-26.44 afios)
- Mut C250T la mediana de supervivencia fue de 12.20 afios (IC 95% 10.39-14)
- Mut C228T la mediana de supervivencia fue de 17.39 afios (IC 95% 7.06-
27.71)
- P=0.506
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Overall Survival and TERT (Type mut)

1,0
—TERT WT

FOTERT Mut C250T

TERT Mut C228T

0,8

Cum Survival

0,4

0,2

0,0

Years

4.3.2.2. Resultados seqgun el estudio molecular en oligodendrogliomas grado I11.

- IDH1 por HRM 30 casos (93.8%)
- IDH2 por HRM 2 casos (6.3%)
- IDH por IHQ:
- Positivo: 29 casos (93.5%): R132H +
- Negativo: 2 casos (6.3%)
- No conocido 1 caso (3.1%)
-TERT mutado. No mutado 1 caso (3.1%). Mutado 31 casos (96.9%)
- TERT tipo de mutacién.
- WT 1caso (3.1%)
-Mut C250T en 11 casos (34.4%)
-Mut C228T en 20 casos (62.5%)

- No se ha visto relacion entre SG y el tipo de mutacion de IDH por HRM
p=0.271
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Overall Survival and IDH mut (IDH1 vs IDH2) Grade 11l OD

1,09

L _imut IDH2
Mimut IDHL

0,84

0,64

0,44

Cum Survival

0,29

0,01

- No se ha visto relacion estadisticamente significativa para supervivencia

global para los pacientes con mutacion IDH R132H frente al resto. P=0.204

SG y mutacion de IDH R132H. Oligodendrogliomas grado 1l

1,07

L —10tras situaciones
Mutacién IDH R132H

0,64 —l

0,44

Supervivencia acumulada

0,24

0,07

T T T T
0 5 10 15 20

Tiempo (afios)

-No se ha visto relacion estadisticamente significativa entre SG y TERT (Mut vs WT)
- TERT WT mediana de supervivencia 17.49 afios (no IC)

- TERT mut mediana de supervivencia 12-014 afios (IC 95% 6.15-17.87)

- p=0.322
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Cum Survival

Overall survival and TERT (Mut vs WT) Grade Il OD

0,89

0,69

0,449

0,27

1
4
)
_FITERT WT
FITERT Mut
T T T T T
0 5 10 15 20

No se encontr relacion estadisticamente significativa entre tipo mut de TERT y SG:

Cum Survival

Overall Survival and TERT (Type Mut) Grade 11l OD

WT mediana de SG 17.49 (no IC)

Mut 250 T 12.01 mediana de SG (0-26.56)

Mut C228T no datos

1,09

0,84
0,64
0,44
0,29
—MTERT WT
FOTERT mut C250T
TERT mut C228T
0,0
T T T T T
0 5 10 15 20

Years
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Tabla resumen

IDH1 % IDH2 % TERT TERT TERT
mut% C250 % C228 %
Cohorte 90.1 9.9 88 36.3 51.6
total
Oligos GIl | 88.1 11.9 83 37.3 45.8
Oligos GIII | 93.8 6.3 96.5 34.4 62.5

4.3.3. Andlisis de la via de las ciclinas en la cohorte reclasificada.

4.3.3.1. Expresion de p16 por IHQ. Expresion de pl16 en el total de
la muestra.

4.3.3.2. Expresion de pl16 en los oligodendrogliomas grado 1.
4.3.3.3. Expresion de p16 en oligodendrogliomas grado I11.

4.3.3.4. Analisis multivariante y ausencia de expresion de p16.
4.3.3.5. Sobreexpresion de p16.

4.3.3.6. Expresion de p16 y proliferacion microvascular, necrosis y

captacion de contraste en la RM.

4.3.3.1.

4.3.3.7. Expresion de ciclina D1 por IHQ.

4.3.3.8. Expresion de ciclina D1.

4.3.3.9. Expresion de ciclina D1y su impacto pronostico.
4.3.3.10. Expresion de Rb.

Expresion de P16 por IHQ en el global de la muestra (incluidos

grado 11y I1I)

En el total de la serie (71 casos analizados), la expresion de p16 encontrada fue:

- No se detect6 expresion: 16 casos (22.5%)

- Si se ha detectado expresion de p16: 55 casos (77.5%)

- No datos: 20 casos: no se analizaron por problemas técnicos relacionados con el

tissue array.

Nivel de expresion de pl6:

e Ausencia de expression 16 casos (22.5%)
e Expresion <10%: 31 casos (43.7%)
e Expresion 10-<25%: 17 casos (23.9%)
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e Expresion entre 25-<50%: 5 casos (7%)
e Expresion entre 50-<75%: 1 caso (1.4%)
e Expresion entre 75-100%: 1 caso (1.4%)

40

30

Frequency
o
3

104

T T T
0% <10% 10-<25% 25-<50% 50-<75% 75-100%

P16 (IHQ)

La ausencia de expresion de p16 se relaciona de forma negativa con el prondstico y

es estadisticamente significativo.

- Mediana de supervivencia global en ausencia de p16: 9.03 afios (IC 95% 3.6-
14.47)
- Mediana de supervivencia en presencia de p16: 13.35 afios (IC 95% 9.36-
17.35)
P=0.023
HR=0.41
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Supervivencia global y expresion de pl6

1,04 -
—1pl6 negativo
L | 1pl6 positivo
0,64 L
] ! L
=
= |
F
]
]
=
] L
=
2
i 0,44
] L
=]
(]
0,29
0,0

Tiempo (afos)

No se ha visto impacto en SLP de forma estadisticamente significativa:

- Mediana de SLP en ausencia de p16: 4.12 afos (0.96-7.28)
- Mediana de SLP en presencia de p16: 7.13 afios (4.67-9.59)
p=0.35

PFS and pl6 expression

1,07
—1plé negative
1plE positive
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Cum Survival
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4.3.3.2. Expresion de p16 v oligodendroglioma grado |1:

1) Expresion de p16 en oligodendrogioma grado 11 (43 casos analizados)
- Ausencia de expresion de p16 en oligodengrogliomas grado Il se ha observado en 7
casos (16.3%)

- Presencia de la expresion en oligodendrogliomas grado 11 en 36 casos (83.7%)

Niveles de expresion de p16 en oligodendrogliomas grado 1I:
- Ausencia de expression 7 casos (16.3%)
- Expresién <10%: 24 casos (55.8%)
- Expresién 10-<25%: 10 casos (23.3%)
- Expresién entre 25-<50%: 2 casos (4.7%)
- Expresién entre 50-<75%: 0 casos

- Expresion entre 75-100%: 0 casos

2) La ausencia de expresion de p16 no guarda relacion significativa con la SG:
- La mediana de supervivencia global para los que no expresan p16: 10.86
afios (1C95% 9.05-12.66)
- La mediana de supervivencia para los que expresan p16: 13.35 afios (IC95%
10.15-16.56)
- P=0.754
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Supervivencia acumulada

SG y expresion de p16 (Grado II)
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La ausencia de expresion de p16 no se asocia de forma estadisticamente
significativa con la SLP:

SLP en ausencia de expresion de p16: 6.28 afios (no IC)

SLP en presencia de expresion de p16: 7.55 afios (1C95% 5.22-9.89)
P=0.812

179



SLP y expresion de p16 (Grado Il)
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4.3.3.3. Expresion de p16 por IHO en pacientes con oligodendroglioma
grado 111:

1) Expresion de p16 en oligodendrogliomas grado 111 (28 casos analizados):
-Ausencia de expresion de p16 en 9 casos (32.1%)

- Presencia de expresion de p16 en 19 casos (67.9%)

Niveles de expresion de p16 en oligodendrogliomas grado IlI:

e Ausencia de expresion p16: 9 casos (32.1%)
e Expresion <10%: 7 casos (25%)

e Expresion 10-<25%: 7 casos (25%)

e Expresion 25-<50%: 3 casos (10.7%)

e Expresion 50-<75%: 1 casos (3.5%)

e Expresion 75%-100%: 1 casos (3.5%)

2) Laausencia de expresion de p16 se relaciona de forma negativa con el

prondstico y es estadisticamente significativo.
- Mediana de SG en ausencia de p16: 4.76 afos (IC 95% 3.40-6.12)
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- Mediana de SG en presencia de p16: 17.49 afios (IC 95% no alcanzada)
- P=0.010

SG y expresion de p16 (grado IlI)

1,0
—1plE negative
| N Tplh positivo
0,84 L
0,64
0,44 I

0,24

Supervivencia acumulada

L

0,0

T T T T T
0 5 10 15 20

Tiempo (anos)

No se ha visto impacto de la expresion de p16 en SLP de forma estadisticamente
significativo:
- Mediana de SLP en ausencia de p16 es de 2.84 afios (IC 95% 1.52-
4.17)
- Mediana de SLP en presencia de p16 es de 4.80 afios (1C95% 0.46-
0.14)
- P=0.114
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SLP y expresion pl6
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4.3.3.4. Analisis multivariante y ausencia de expresion de p16

También se ha realizado un analisis multivariante en el que se han incluido
factores como extension de la cirugia, grado tumoral, recibir tratamiento
adyuvante y ausencia de expresion de p16. Solo la ausencia de expresion de p16

tuvo un valor prondstico que alcanzo la significacion estadistica p=0.034

4335 Grado de sobreexpresion de p16

Se ha analizado la situacion de sobreexpresion de p16, considerandose como alta
expresion si habia un 25% o mayor. Se ha analizado en oligodendrogliomas de grado

Il ya que se han comunicado datos en este sentido por otros autores:

- SG en oligodendroglioma grado Il segun la presencia de sobreexpresion de
pl6:
o mediana de supervivencia global para sobreexpresion de p16 de 25% o
mayor 13.35 (1C95% 10.15-16.56)
o mediana de supervivencia global para otras situaciones de p16 de
10.86 (I1C95% 9.05-12.66)
o p=0.75
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SG y sobreexpresion de p16 (Grado II)
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4.3.3.6. Expresion de p16 y proliferacion microvascular, necrosis y

captacion de contraste en la RM

Estos datos se han analizado en los oligodendrogliomas anaplasicos (grado I11).

Se ha analizado la correlacién entre la pérdida de expresion de p16 y la presencia de
profileracion microvascular en los oligodendrogliomas anaplasicos. No se ha
encontrado una relacion estadisticamente significativa: Chi2 0.802.

Sin embargo, hay que destacar que, en 9 casos teniamos teniamos datos
anatomopatologicos de la proliferacion microvacular y tenian pérdida de expresion de
pl6, y en el 88% tenian proliferacion microvascular (8 casos), solo en 1 caso no habia
proliferacion microvascular.

En nuestra muestra, un total de 23 casos (85%) de los oligodendrogliomas anaplasico

tenian proliferacién microvascular.

En cuanto a la necrosis, no se ha encontrado una relacion estadisticamente

significativa con la pérdida de expresién de p16: Chi2 0.175.
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En cuanto a la captacion de contraste en la RM en los oligodendrogliomas anaplasicos

en los que habia datos disponibles, tampoco se ha encontrado una correlacion

estadisticamente significativa con la pérdida de expresion de 16: Chi2 0.668.

4.3.3.7. Expresion de ciclina D1

En el total de la cohorte reclasificacda, la expresion de ciclina D1 fue:
e Expresion ciclina D1 (72 casos analizados)
o 0% en 40 casos (55.5%)
o Expresion 0-<10% en 18 casos (25%)
o Expresion de 10-<25% en 8 casos (11.1%)
o Expresion de 25-<50% en 5 casos (6.94%)
o Expresion de 50-<75% en 1 caso (1.4%)

En oligodendrogliomas de grado Il (42 casos analizados) la expresion ha sido de:

- No expresion en 30 casos (71.4%)
- Expresion <10% en 8 casos (19%)
- Expresion 10-<25% en 2 casos (3.4%)
- Expresion 25-<50% en 2 casos (3.4%)

- Expresion >50% >0 casos

Expresion de ciclina D1. Oligodendroglioma grado Il

40

304

Frecuencia

No expresion 25-<50%
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En los oligodendrogliomas de grado 111 la expresion de ciclina D1(analizado en 28
casos):

- No expression en 9 casos (32.1%)

- Expresion <10% en 9 casos (32.1%)

- Expresion 10-<25% en 6 casos (21.4%)

- Expresion entre 25-<50%en 3 casos (10.7%)

- Expresion entre 50-75% en 1 caso (3.5%)

Expresion de ciclina D1. Oligodendroglioma grado 111
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Frecuencia

24
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T T
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4.3.3.8. Expresion de ciclina D1y su impacto prondstico

Se analizé el valor prondstico de ciclina D1. Se considero para ello la alta expresién
de D1 si cumplia el criterio de >25% de expresion.
- Enlos oligodendrogliomas de grado Il se encontro alta expresion en 2 casos
(3.4%).
- Enoligodendrogliomas anaplasicos se encontro alta expresion de D1 en 4
casos (12.5%).
- Esta diferencia no es estadisticamente significativa.
- Paratoda la cohorte la alta expresion de D1 se ha podido encontrar en 6 casos
(6.6%).
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Al analizar los datos de alta expresion de ciclina D1 y supervivencia se ha podido
encontrar una correlacion de la alta expresion con supervivencia, que esta en el limite

de la significacion estadistica para toda la cohorte.

En toda la cohorte:
- Mediana de supervivencia global para bajo grado de expresion de ciclina D1de
12.73 afios (IC 95%10.79-14.67)
- Mediana de supervivencia global para alto
- grado de expresion de ciclina D1 de 6.31 afios (1C95% 0.80-11.83)
- P=0.054

SG y expresion de ciclina D1 (Grado 1l y 1lI)
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Para los oligodendrogliomas grado 11 la alta expresion de ciclina D1 se asocid con
disminucion de la SG de forma significativa:

- Mediana de SG para baja expresion de 12.73 afios (IC95% 10.44-15.01)

- Mediana de SG para alta expresion de 0.78 afios

- P=0.000
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SG y expresion de ciclina D1(Grado II)
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En oligodendrogliomas de grado 111, no hubo diferencias estadisticamente
significativas para alta expresion de ciclina D1 y supervivencia global.
- La mediana de supervivencia global fue de 12.27 afios para alta expresion de
D1 (IC95% 3.39-21.14)
- Mediana de SG para baja expresion de D1 fue 12.01 afios (no IC)
- P=0.786
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4.3.3.9. Expresion de Rb.

Se ha analizado por inmunohistoquimica la expresion de Rb. Se analizaron un total de
80 casos. En 5 casos del total no se encontr6 expresion por IHQ (6.2%), en el resto

habia expresion de Rb. Resultd positivo por IHQ en 75 casos (93.8%).

De esos 5 casos, en 3 casos oligodendroglioma grado 1l y en 2 casos fueron
oligodendrogliomas grado lII.

En uno de los casos, se trataba de un oligodendroglioma de grado |1, tenia codelecién
de 1p/19q, mutacion en IDH1, mutacion de TERT y no tenian datos de p16 ni ciclina
D1.

El segundo caso, también un oligodendroglioma grado 11, tenia codelecion de 1p/19q,
mutacion de IDH1, mutacion de TERT. No expresion de p16 ni ciclina D1.

El caso numero 3, oligodendroglioma grado 11, con codelecion de 1p/19q, mutacion
de IDH1, mutacién de TERT, expresion de p16 y no expresion de ciclina D1.

El caso numero 4 se trata de un oligodendroglioma anaplasico, con codelecién de
1p/19q, mutacion de IDH1, mutacion de TERT, expresion de p16 y ausencia de
expresion de ciclina D1.

El caso numero 5 se trata de un oligodendroglioma anaplasico, con codelecién de
1p/19q, mutacion de IDH1, mutacién de TERT, expresion de p16 y expresion de

ciclina D1.
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La mediana de SLP y de SG en estos pacientes no ha sido alcanzada.
Debido al escaso nimero de casos no se ha podido sacar conclusiones respecto a su
valor prondstico.

- Enoligodendrogliomas de grado Il no se ha encontrado una relacién
estadisticamente significativa entre mediana de SG y Rb positivo o negativo
p=0.57.

- En oligodendrogliomas de grado Il1, no se ha visto relacion estadisticamente
positiva entre SG y expresion de Rb por IHQ. P=0.338

SG y Rb (toda la cohorte)
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5.DISCUSION

5.1. Discusion de los datos clinicos de la cohorte inicial
5.2. Discusion de los datos clinicos de la cohorte tras
aplicar los criterios moleculares de la OMS 2016.
Cohorte reclasificada:
5.2.1.  Caracteristicas clinicas de la cohorte
global por criterios de la OMS 2016.
5.2.2.  Primera progresion: Caracteristicas,
tratamiento y evolucion.
5.2.3.  Comparacion de los datos clinicos de la
cohorte y la cohorte reclasificada
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5.2.4. Reclasificacion de los tumores
considerados como oligoastrocitomas en la
clasificacién anterior a 2016.

5.2.5.  Discusion de los datos clinicos de los
oligodendrogliomas de grado Il en la
cohorte reclasificada.

5.2.6.  Discusion de los datos clinicos de los
oligodendrogliomas de grado 11l en la
cohorte reclasificada.

5.3. Discusién de los datos moleculares de la cohorte
tras aplicar los criterios de la OMS de 2016.
Cohorte reclasificada:

5.3.1.  Discusién del proceso de reclasificacion
segun los criterios de la OMS 2016

5.3.2.  Discusion de los datos moleculares de la
cohorte reclasificada.

5.3.3.  Discusion de los datos de la via de las
ciclinas en la cohorte reclasificada.

5.1. Discusioén de los datos clinicos de la cohorte inicial

Los oligodendrogliomas son tumores del SNC poco frecuentes, suponiendo el
oligodendroglioma el 3% y el oligodendroglioma anaplésico el 1.5% de los tumores
primarios malignos cerebrales [10° [101],

En nuestra serie hemos podido identificar 182 casos (diagnosticados por criterios
morfoldgicos). Estos datos permiten constatar la baja frecuencia descrita de estos
tumores, ya que en 37 afios que se han revisado en este estudio (de 1977 a 2014), se
han tratado 182 casos en dos hospitales terciarios de Madrid, lo que corresponde a
unos 5 casos de nuevo diagnostico al afio. Por hospital, en el hospital Universitario 12
de Octubre se han identificado 114 casos en este periodo de tiempo, lo que
corresponde a 3 casos al afio y en el hospital Universitario Ramon y Cajal, 68 casos,
lo que corresponderia a 1.8 casos al afio.

Asimismo, en nuestra serie hemos observado que la incidencia de oligodendrogliomas
de grado Il es mayor que los oligodendrogliomas de grado 11, de acuerdo a lo

descrito previamente en la literatura*! 1021,
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En esta cohorte inicial hemos podido confirmar que estos tumores son mas frecuentes
en varones (un 60% de los casos) y la mediana de edad fue de 44.8 afios, en linea con

lo publicado previamente 1031 [102]

En cuanto a la entidad de los oligoastrocitomas (caracterizados por la presencia de
caracteristicas histoldgicas astrocitarias y oligodendrogliales), en nuestra serie,
corresponde a un 22% del total de casos. Estas cifras se correlacionan con las

encontradas en otras publicaciones 104,

La localizacion predominante en nuestra serie fue en el I6bulo frontal en un 60 % de
los casos, seguido del 16bulo temporal y parietal, también coincidiendo con los datos
descritos previamente 11021,

Esta distribucion por sexos, edad y localizacion se ha mantenido tanto en los

oligodendrogliomas de grado Il como grado IlI.

En relacién al tratamiento, la cirugia se considera el procedimiento terapéutico inicial.
El comportamiento invasivo de estos tumores y su localizacion en areas elocuentes
van a condicionar en muchas ocasiones la extension de la cirugia. En nuestra cohorte
hay un porcentaje de reseccion completa de un 47% de los casos y un procedimiento
basado en s6lo biopsia en 7% de los casos. Mas adelante se discutiran estos datos por
categorias segun el grado tumoral.

Tras la cirugia, mitad de los pacientes han recibido RT y 32% han recibido
quimioterapia.

Esto remarca la evolucion a lo largo de los afios, con una situacion cambiante en
cuanto a las recomendaciones de tratamiento postoperatorio segun los resultados de
las diferentes publicaciones.

Otros autores han aportado datos similares sobre los tratamientos en
oligodendrogliomas. Shieie et al han descrito cifras de reseccion completa en un 44%
de los casos y biopsia en un 13%. En esta serie de casos de Shieie et al se habia
administrado quimioterapia adyuvante en un 45% de los pacientes y radioterapia en
un 26% %21, Sin embargo, otras publicaciones recogen diferentes cifras en cuanto a la

extension de la cirugia y los tratamientos postooperatorios.
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Por otra parte, la determinacion molecular de la delecion de 1p/19q, se realiz6 con
caracter asistencial en aproximadamente la mitad de los casos. Hay que tener en
cuenta que esta serie recoge casos muy antiguos, incluidos los afios 80, donde no
habia un conocimiento de esta alteracion ni su implicacion pronostica o predictiva.
Hasta la nueva clasificacion de la OMS de 2016 la delecion de 1p/19 se realizaba para
tener informacion prondstica y predictiva, ya que se consideraba que este marcador
podia identificar un subgrupo de evolucion mas favorable y mejor respuesta al
tratamiento.

De los casos en los que se realizé la determinacion con caracter asistencial, se
encontro codelecion en un 74% de los casos del total de la cohorte. Publicaciones

previas indican la presencia de la codelecion en un 55-75% de los casos [84] [105] [202]

En esta cohorte inicial, para los oligodendrogliomas de grado 11, la mediana de SLP
fue de 5.95 afos y la supervivencia global de 13.06 afios

En los oligodendrogliomas de grado 111, la mediana de SLP fue de 4 afios y la SG fue
de 6 afios.

Estos datos refrendan publicaciones previas donde se ha comunicado unas medianas
de supervivencia de més de 10 afios para los oligodendrogliomas de bajo grado y para
los oligodendrogliomas anaplésicos hay un peor pronéstico, con medianas de

supervivencia de 4-5 afios 1061 [107] [108] [101] [60]

También el estudio retrospectivo de Lassman (oligodendrogliomas de grado I11),
aporta informacion en cuanto a la supervivencia, con una mediana de SG de 6.3 afos,

en linea también de lo encontrado en nuestro trabajo.

Los estudios randomizados mas recientes también aportan informacion sobre la
supervivencia. En estos estudios, ademas, los pacientes fueron incluidos sin tener en
cuenta criterios moleculares. En los oligodendrogliomas de grado |1, la mediana de
SG fue de 13 afios para la rama de RT seguido de PCV en el estudio RTOG 9802.
En el caso de los oligodendrogliomas de grado I11, en el estudio de la EORTC el
resultado del estudio fue de una mediana de SG de 3.52 afios para la rama de RT
seguido de PCV (que fue la rama con mejor evolucion). En el estudio de la RTOG

9402, la mediana de SG fue de 4.6 afios. Solo los datos de una mejor seleccion
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molecular de los casos, analizando 1p/19qg e IDH permiten, en estos estudios,

permiten hablar de medianas de supervivencia por encima de 10 afos.

Por ultimo, el andlisis de nuestra serie objetivd una diferencia estadisticamente
significativa en la SG entre los pacientes con oligodendroglioma grado Il y grado 111
en esta cohorte inicial clasificada por criterios morfoldgicos. Estos datos estan en

consonancia con lo publicado en otros trabajos 1%,

5.2. Discusion de los datos clinicos de la cohorte tras aplicar los criterios
moleculares de la OMS 2016. Cohorte reclasificada.

5.2.1. Caracteristicas clinicas de la cohorte global por criterios de la OMS 2016.

En nuestra cohorte reclasificada, el nimero total de pacientes ha sido de 91 casos.
Mas adelante revisaremos los aspectos de este proceso de reclasificacion.

Por lo tanto, podemos mencionar de nuevo la baja incidencia de este tipo de tumor,
con 91 casos recogidos en un periodo de tiempo de 37 afios, lo que corresponde a una
incidencia de 2.5 casos al afio.

Hay un predominio de los oligodendrogliomas de grado Il (59 casos). El nUmero de
oligodendrogliomas de grado Il fue de 32 casos.

Al igual que hemos descrito para la cohorte inicial, seguimos viendo que hay un

predominio en varones y la mediana de edad fue de 45 afos.

En cuanto a los tratamientos recibidos, se considerd reseccion completa en un 39% de
los casos y biopsia sola en un 5.5%.

Tras la cirugia, recibieron tratamiento con radioterapia en un 46% de los casos y
quimioterapia en un 32%. Cabria mencionar que no han recibido ningdn tipo de
tratamiento adyuvante en un 38.5% de los casos.

De nuevo, al igual que en la cohorte inicial, hay que subrayar la situacién de cambios
en las indicaciones terapéuticas a lo largo de todos los afios que abarca el estudio.

En cuanto a la supervivencia, la mediana de supervivencia global para toda la serie

(grado 11y grado I11) fue de 12.73 afios.
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La mediana de supervivencia global fue de 13.3 afios para lo casos de
oligodendrogliomas de grado Il y de 12 afios para los oligodendrogliomas de grado
II.

Este es un aspecto interesante y llamativo que queremos destacar ya que cuando se
compararon estos datos, de la SG entre los oligodendrogliomas grado 11y grado 111 en
la cohorte reclasificada, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Este punto marca una diferencia con lo que habiamos observado en la cohorte inicial,
donde si se habia visto una diferencia estadisticamente significativa en la SG entre los
tumores de grado 11y grado IlI.

La clasificacién molecular, por tanto, modifica el impacto del grado en la
supervivencia.

En relacion con lo descrito en este sentido en la literatura, histéricamente se habian
podido observar diferencias mas marcadas entre los gliomas de grado 11y grado IlI,
pero estudios mas recientes indican que las diferencias entre el grado 11y 11l no es tan
clara con las situaciones de tumores con estudio molecular de mutacion de IDH y
codelecion de 1p/19q, tal como hemos podido observar en nuestro estudio 07 (111,
Es de destacar que no se ha apreciado una diferencia estadisticamente significativa ni
en SG ni tampoco en SLP en funcion del grado tumoral.

Por otra parte, hemos querido revisar si se podria apreciar una diferente evolucion
para aquellos tumores con diagnostico morfoldgico de oligoastrocitoma. No se
encontraron diferencias en supervivencia entre ambos grupos. Estos datos los vamos a

analizar en un apartado posterior.

5.2.2. Primera progresion: caracteristicas, tratamiento y evolucion.

En el momento de la primera progresion la mayoria de los pacientes recibieron algun
tipo de tratamiento (solo un 9% no llegé a recibir ningun tratamiento). Los
tratamientos administrados fueron heterogéneos e incluyeron nueva cirugia (en
aproximadamente un 20% de los casos), radioterapia y quimioterapia. Esta variedad
de tratamientos administrados no permitié sacar conclusiones sobre la mejor opcion
terapéutica.

La eleccion de los tratamientos en este momento de la progresion de la enfermedad

suele estar ligada a la localizacion del tumor, asi como a los tratamientos recibidos al
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inicio de la enfermedad. En el estudio RTOG 9802 también se han comunicado tasas
de intervencion quirdrgica en torno al 20% en el momento de la primera progresion.
Otros autores han publicado series de oligodendrogliomas donde también han
comunicado diferentes opciones de tratamiento en el momento de la primera

progresion (1041,

La mediana de supervivencia para toda la cohorte tras la primera progresion fue de 6
afios, para los tumores de bajo grado de 7.1 y para los de grado 111 fue de 3.62 afios.
Los datos de la evolucidn también nos indican que la mediana de supervivencia se
acorta con cada nueva progresion, de manera que la mediana de supervivencia ha sido
de 3 afios de la primera a la segunda progresion y de 1.25 afios de la segunda a la
tercera progresion, en probable relacién con una mayor agresividad del tumor y/o una

menos respuesta a los tratamientos administrados.

En nuestro estudio, ademas, hemos analizado las caracteristicas de agresividad que
presentaban en este momento de la primera progresion los oligodendrogliomas de
bajo grado en el diagndstico inicial. Nuestro objetivo ha sido describir la evolucion de
estos tumores hacia un mayor nivel de agresividad ya que en determinados casos en la
evolucion de estos casos de bajo grado se produce un aumento del tamafio, pero sin
datos de mayor agresividad, pero en otros hay una transformacion a mayor
malignidad, con captacion de contraste en la RM o bien en la anatomia patol6gica
descrita tras la cirugia se aprecian elementos caracteristicos de un cambio a mayor
grado tumoral.

Hemos podido constatar un aumento del grado en el momento da primera recaida en
un 35.6% de los casos de los 59 casos recogidos como bajo grado inicial. En un 17%
de los casos no teniamos este tipo de informacion dado el caracter retrospectivo del
estudio.

Como no todos los casos han tenido progresion, hemos analizado el porcentaje de
malignizacion solo dentro de los casos en que se ha considerado que ha existido una
progresion, en esta situacion el porcentaje de mayor agresividad en el momento de la
progresion ha sido del 54% (21/39 casos). Estos datos estan en linea con los
publicados en el estudio de la RTOG 9802.

La mediana de tiempo hasta que se producia este aumento de grado fue de 5.11 afios.
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El tiempo encontrado hasta la transformacion en otros estudios que han analizado
estos datos fue de 72 meses (6 afios), por tanto, en linea con nuestros datos [1*2,
El porcentaje de aumento de grado en la recaida que hemos encontrado en otras

publicaciones ha sido de 33% 1041,

5.2.3. Comparacion de los datos clinicos de la cohorte inicial y la cohorte

reclasificada.

Tras la reclasificacion, hemos podido observar que ambas cohortes, la inicial y la
reclasificada mantienen una serie de caracteristicas clinicas comunes:

1) El porcentaje de pacientes de grado Il y grado 111, que es similar en
ambas cohortes

2) Ladistribucion por sexo, siendo mas prevalente en varones en ambas
series.

3) La mediana de edad al diagnostico, en torno a los 44-45 afios en ambas
series.

4) La extension de la reseccion, entre un 40-45% se estimé completa y
<10% de casos solo se biopsiaron en ambas series.

5) En cuanto a los tratamientos postoperatorios, recibieron RT
aproximadamente la mitad de los casos y QT postoperatoria en un
tercio de los casos en ambas series.

En cuanto a los datos de supervivencia:
1) Para los oligodendrogliomas de bajo grado la mediana de supervivencia global
fue en torno a 13 afios en ambas cohortes
2) Para los oligodendrogliomas de grado 111 la mediana de supervivencia global
fue de 6 afios en la cohorte inicial, pero inferior a la mediana de supervivencia

en la cohorte reclasificada, que fue de 12 afios.

Un aspecto a destacar es que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la cohorte reclasificada y la cohorte excluida:
La mediana de SG para los pacientes de la cohorte reclasificada fue de 13.35 afios y

de la cohorte excluida fue de 7.52 afos
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Estos datos nos indican la importancia de la caracterizacion molecular de cara a
definir el pronostico de estos pacientes.

En nuestro trabajo no hemos procedido a la caracterizacion molecular detallada de los
de los casos que no cumplian criterios de mutacion de IDH y codelecion de 1p/19q
(cohorte excluida) y es posible gue entre estos casos haya diferentes diagndsticos
aplicando los criterios actuales de la OMS, algunos de estos casos pudieran incluso

cumplir criterios moleculares actuales de glioblastoma,

5.2.4. Reclasificacion de los tumores considerados como oligoastrocitomas en la

clasificacion anterior a 2016

En las clasificaciones previas, los tumores que tenian caracteristicas histologicas tanto
de oligodendrogliomas como de astrocitomas se clasificaban como oligoastrocitomas.
Pero estudios mas recientes han demostrado que, cuando se aplican criterios
moleculares, estos tumores tienen un genotipo oligodendroglial (con mutacién de IDH
y codelecion de 1p/19q) o bien astrocitario (mutacion de IDH, ATRX y p53)

En la cohorte inicial hemos encontrado un total de 40 casos con diagnostico de
oligoastrocitoma, lo que corresponde a un total del 22% de los casos (40/182 casos).
Tras la reclasificacion, 12 casos correspondian a los inicialmente considerados omo

oligodendroglioma, lo que corresponde a un 13% (12/91 casos).

Si tenemos en cuenta el total de casos inicialmente considerados oligoastrocitoma
(40), de esos casos, 12 tenian las caracteristicas moleculares de oligodendroglioma
(mutacion de IDH y codelecion de 1p/19Q). Esto indica que un 30% de los casos
considerados inicialmente oligoastrocitoma se reclasificaron hacia oligodendroglioma

porque tenian las caracteristicas genéticas de oligodendroglioma.

Sahm et al realizaron una reclasificacion de una serie de tumores oligoastrocitarios y
encontraron que la codelecion de 1p/19q y la mutacion de ARTX y p53 eran
mutuamente excluyentes, confirmando que estos tumores con caracteristicas
histoldgicas mixtas finalmente se caracterizaban a nivel molecular o bien como

oligodendroglioma o bien como astrocitoma 131,
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Ellos encontraron que en un 72% de los casos inicialmente considerados como
oligoastrocitoma tenian caracteristicas moleculares tipicas de oligodendrogliomay en
un 25% de astrocitoma.

Nuestras cifras son diferentes, ya que hemos encontrado que s6lo un 30% del total de
casos de tumores oligoastrocitarios se caracterizaban, desde un punto de vista
molecular como oligodendrogliomas.

Hay otras series con resultados mas cercanos al nuestro como la publicada por Kim S
et al, donde se ha encontrado un 13.7% de casos reclasificados a oligodendroglioma

anaplésico 141,

Para corroborar esta informacion hemos realizado una comparacion de la evolucion
de los tumores con caracteristicas morfoldgicas de oligodendroglioma y los de
oligoastrocitomas una vez reclasificados y todos con las caracteristicas moleculares
de mutacién de IDH y codelecion de 1p/19g. La mediana de supervivencia para los
considerados inicialmente oligodengrogliomas fue de 12.73 afios y de 13.06 para los
considerados inicialmente oligoastrocitomas, con una p=0.699.

Por lo tanto, estos datos refuerzan el comportamiento bioldgico similar una vez
reclasificados. De todas formas, hay que tener en cuenta que el escaso numero con
caracteristicas morfoldgicas de oligoastrocitoma en esta cohorte reclasificada puede
condicionar los resultados obtenidos.

5.2.5 Discusién de los datos clinicos de los oligodendrogliomas de grado Il en la

cohorte reclasificada.

Se han encontrado un total de 59 casos con diagndstico de oligodendroglioma grado 11
con las caracteristicas moleculares definidas por la OMS 2016, con mutacién de IDH
y codelecion 1p/19q.

La mediana de tiempo de seguimiento para estos pacientes fue de 8.35 afios.
Vamos a revisar a continuacion nuestros resultados de forma comparativa a los

estudios publicados de mayor relevancia, de fase 111y fase 1l, descritos previamente

en el apartado de la introduccion 4751 781 1771,

198



A continuacion, exponemos una tabla comparativa de nuestros resultados y de los

resultados de los diferentes estudios revisados ya en la introduccion para facilitar la

discusién de datos posterior:

Estudio | Disefio Tratamien | Criterios de inclusion 0os PFS 0os PFS | Tie Oligos
estudio to media | mediana % % mp IDH
na segu | mut/lp/
(afios) im 19q
Vaz Retrospe | -Observar | Oligodendorgliomas/oligo | 11.97 | 5.69 8.74 | SLP
MA et ctivo -RT astrocitomas (Grado I1/111) afios | 6.28
al -QT SG
-QT/RT 12.7afio
s
Shawet | Fase lll RT Bajo grado (todos) 72 6.43
al (n=203) 50.4Gy vs % afios
64.8Gy 'S
85
%
EORTC | Fase Il RT45 Gy | Gliomas bajo grado (astro, 58 47 74 No
22844 (n=379) vs RT oligoastro y oligo G2) pilo Vs Vs mes | datos
59.4Gy (15pac) 59 50 es
% % (6.2
afios
)
EORTC | Fase lll Observaci | Gliomas de bajo grado ITT: ITT:4.4 65.7 | 5 7.8 No
22845 (n=311) onvs (astro, oligoastro, oligo y 7.2vs | afiosvs Vs afio | afios | datos
RT 54Gy | pilocitico con reseccién 7.4 5.3 afios 68.4 | s
incompleta) afios No piloc: % 35
No 37vs44 Vs
piloc: 55
7.1vs %
7.9
RTOGY | Fase Il RT Gliomas de bajo grado y 7.8 4afiosvs | 5 5 11.9
802 (n=251) (54Gy) de alto riesgo: reseccion afios 10.4 afios | afio | afio | afios
vs RT incompleta y/o edad > 40 Vs HR 0.50 s63 | s
(54Gy) + 133 p=0.001 Vs 44
6 ciclos afios 72 Vs
de PCV HR % 61
adyuvante 0.59 %
p=0.0
03
EORTC | Fase lll RT Gliomas de bajo grado con | No 46 meses 48
22033 (n=707) (50.4Gy) al menos 1 factor de riesgo | alcanz | RT (3.83 mes
'S (edad >40 afios, PGR de la | ada afios) y 39 es (4
temozolo enfermedad, tamafio >5 meses afios
mide cm, cruza la linea media. temozolo )
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(dosis mida
densas) (3.25
afios)
RTOGO | Fasell RT Glimas de bajo grado con Noalc | 4.5 afios 5 3
424 (n=129) (54Gy) 3 factores de alto riesgo afio | afio
Compara | con (edad 40 afios, histologia s S
cion con temozolo astrocitara, cruza la linea 57 59.2
controles | mida media, diamécm, % %
histérico | concurren | neuroldgico) 3
S tey afio
secuencial S
(x12ciclos 73.1
) %
Wahl M | Fase Il Temozolo | Enfermedad tumoral 9.7 3.8 afios
etal. (n=125) mida residual afios Oligos:4.6
(Neuro ciclos Oligos | afios
Oncol mensuales :10.8
2017) x12
ciclos
RTOGY | Fasell Nada Gliomas de bajo grado en 5.5 afios 93 48 4.4
802 (n=116) menores de 40 afios con (grupo % % afios
observa reseccion completa desfavora
cion ble 4.9)

Empezando por el tamafio muestral, lo podemos poner en comparacion con los
principales estudios.

Hay que partir de la base de que, en los principales estudios ya publicados, se incluian
los tipos histoldgicos oligodendroglial, astrocitario y oligoastrocitario, sin seleccion
por criterios moleculares, de acuerdo con los estandares de diagnostico del momento
de realizacion de esos estudios. En muchos de ellos se ha afiadido un estudio
molecular posterior a la inclusion de pacientes.

Nuestra cohorte reclasificada se caracteriza por haber aplicado criterios moleculares
para el diagndstico.

En este sentido, a continuacion, revisamos los pacientes incluidos en los diferentes
estudios que cumplan los criterios diagnosticos moleculares de nuestra cohorte.

En el estudio RTOG9802 se incluyeron un total de 251 pacientes en total. Se
analizaron 117 muestras para IDH y encontraron mutacion en el 61% de los que
recibieron RT y 64% de los que recibieron RT y quimioterapia. Si analizamos los

numeros, podemos ver que en 70 casos (35 casos de los tratados con RT y 36 casos de
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los tratados con RT seguido de PCV), se pudo confirmar la mutacién de IDH
(corresponde a un 60-65% de los casos analizados). Habia muestra disponible para
deteccion de 1p/19q en 63 pacientes, por lo que los autores afirman que, con un
namero tan pequefio de muestras y eventos, no fue posible la realizacion de un
analisis de la evolucion de este subgrupo. Dado que parece probable que un
porcentaje en torno al 40% pudieran ser pacientes sin mutacion de IDH y por tanto
posiblemente pacientes con un comportamiento clinico mas cercano a un glioma de
alto grado, cabria plantearse si esto ha podido impactar en los resultados finales del
beneficio del tratamiento, como discutiremos méas adelante.

En el estudio EORTC 22033 se incluyeron 477 pacientes. Las mutaciones en IDH
fueron realizadas en el estudio en un analisis posterior. La codelecion de 1p/19q se
identifico en 117 de 357 tumores (33%). Las mutaciones en IDH se detectaron en 327
de 392 pacientes (83%). En este estudio aproximadamente un 20% no tenian
mutacion de IDH, con comportamiento, previsiblemente mas agresivo.

En el estudio RTOGO0424 se incluyeron un total de 129 pacientes. No se comunicaron
datos moleculares.

Estos estudios no aportan datos especificos sobre que los casos que cumplen ambos
criterios: mutacion de IDH y codelecion 1p/19q, si no cada uno de ellos por separado
Wahl et al [® incluyeron 120 pacientes, se disponia de tejido en 97 casos y 44 casos
(45%), fueron clasificados como codelecionados; IDH estaba mutado en 83 casos
(70%). De nuevo vemos que aproximadamente un 30% no tenian mutacion de IDH y
en la mitad de los casos no tenian codeleccion en 1p/19q, por lo que
aproximadamente la mitad de los pacientes no cumplirian los criterios de la OMS
2016 de oligodendroglioma (44 casos).

De los estudios mas iniciales, en los que se planteaban cuestiones relacionadas con las
dosis y momento de administracion de la radioterapia: se incluyeron en el EORTC
22844 un total de 379 pacientes a los que no se realiz6 estudio molecular y en el
estudio EORTC 22845 se incluyeron 311 pacientes y tampoco se realizé estudio

molecular.

Por tanto, nuestro tamafio muestral es méas pequefio que los estudios descritos, pero
cuando analizamos por criterios moleculares, el tamafio muestral de nuestra cohorte
vemos que adquiere una mayor importancia al ser una cohorte muy bien caracterizada

por criterios moleculares y en los que no disponemos de una informacion tan
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especifica y de larga evolucion en cuanto a datos clinicos y terpauticos. En los
estudios previos se han incluido hasta un 40% de casos sin mutacién en IDH
(RTOGY9802), un 20% IDH WT en EORTC 22033 y en el estudio de Wahl y colb 44
casos se pudo verificar que estaban codeleccionados. Otros estudios no aportan

informacion molecular.

En cuanto a la edad, la mediana de edad al diagndstico en nuestra muestra fue de
44.59 afos (22-75 afios). Comparativamente, fue de 40 afios en el estudio
RTOG9802, de 43 0 45 afios (segun la rama) en el estudio EORTC22033, de 49 afios
en el estudio RTOG0424, de 39 afios en el de Wahl. Por lo tanto, la mediana de edad
de nuestro estudio es similar a lo descrito en la literatura.

En nuestra muestra se puede observar que este tipo de tumores es mas frecuente en

varones (66%). Esto concuerda también con lo descrito en la literatura.

En cuanto a la extension de la cirugia, en nuestra muestra fue de solo biopsia en 6.8%
de los casos, reseccion parcial en 28.8%, reseccion subtotal en 25.4% y completa en
35.6% de los casos. En el estudio de la RTOG9802, el porcentaje de biopsia fue
mayor (47-48% segun la rama de tratamiento), y el de reseccion completa fue menor
(en torno a 10%). En el estudio de la EORTC 22033 también fue mayor el porcentaje
de biopsias (40%) y menor el porcentaje de resecciones completas (15-19%).

Para interpretar estas diferencias, hay que tener en cuenta que estos datos se han
extraido de informacidn recogida en las historias clinicas, y no se ha realizado una
revision centralizada de las imagenes postoperatorias por lo que puede haber un sesgo
en la informacion recogida en cuanto a la extension de la reseccion al tratarse ademéas
de un estudio restrospectivo.

Por otra parte, los estudios de fase Il con los que estamos realizando la comparacién
son estudios muticéntricos y en nuestra cohorte estamos analizando solo dos
hospitales, donde puede haber una mayor homogeneidad en cuanto a las indicaciones

y técnicas quirdrgicas.

En nuestra cohorte, se ha podido obsevar que la extension de la cirugia se asocia a una
mayor supervivencia (SLP y SG ) para los pacientes con reseccion completa, pero sin
alcanzar la significacion estadistica. La mediana de supervivencia global fue de 13

afios para reseccion no completa frente a 23 afios en los casos con reseccién completa.
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Los datos de supervivencia fueron similares en SLP y SG en los casos con reseccion

subtotal y parcial. Los pacientes en los que el procedimiento fue solo una biopsia

tuvieron peor evolucion, con mediana de SG de 6 afios frente a 23 afios en los casos

con reseccion completa.

En una revision sistematica publicada en el afio 2015 sobre la extension de la cirugia,

los autores consideraron que existia un impacto en SLP y que existe un nivel de

evidencia Il para recomendar una cirugia basada en reseccion total o subtotal en vez

de biopsia, siempre que sea posible y, ademas, también encontraron un impacto de la

extension de la cirugia en la supervivencia global, con un nivel de evidencia I11 54,

Hay que tener en cuenta las limitaciones de nuestra serie, al tratarse de una cohorte

retrospectiva y con un nimero no muy elevado de pacientes.

En cuanto a la supervivencia, la mediana de SLP en nuestra cohorte reclasificada, ha

sido de 7.13 afios y la supervivencia global ha sido de 13.35 afios.

Vamos a comparar a continuacién con las principales publicaciones en estos tumores,
entre los que estan el estudio RTOG9802 y EORTC22033.

1) El estudio RTOG 9802, que dividié los pacientes en alto riesgo y bajo riesgo. Para

los de bajo riesgo se realizd un seguimiento y los de alto riesgo fueron randomizados

a recibir RT o RT seguido de PCV. Fue un estudio positivo para la rama de

tratamiento combinado. El bajo riesgo se definid para pacientes con<40 afios y

reseccion completa.

Estudio Disefio Tratamie | Criterios de inclusion 0S PFS Tiem | Oligos
estudio nto mediana mediana | p IDH
(afios) segui | mut/1p/1
m 9q
Vaz MA | Retrospec | Observac | Oligodendorgliomas/olig | 11.97 5.69 8.74 | SLP 6.28
etal tivo ion oastrocitomas (Grado afios | SG
-RT /1) 12.7afios
_QT
QT/RT
RTOG98 | Fase Il RT GBG de alto riesgo: 7.8 afiosvs | 4afiosvs | 11.9
02 (n=251) (54Gy) reseccion incompletay/o | 13.3 afios | 10.4 afios | afios
vs RT edad > 40
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(54Gy) + HR 0.59 HR 0.50

6 ciclos p=0.003 p=0.001

de PCV

adyuvant

e
RTOG98 | Fase Il Nada GBG en menores de 40 55afios | 44
02 (n=116) afios con reseccion (grupo afios
observac completa desfavora
ion ble 4.9)

1.1. En relacién con los resultados del estudio RTOG9802, para los pacientes

considerados de altos riesgo, en nuestra cohorte reclasificada encontramos similares
resultados a la rama del estudio considerada de alto riesgo y tratamiento con RT
seguido de PCV (en este caso la SLP fue de 10.4 afios y la SG fue de 13.3 afios) y

mejora los resultados de forma clara respecto a la rama tratada solo con RT (cuyos

resultados fueron de SLP de 4 afios y SG de 7.8 afios).

Teniendo en cuenta estos resultados, los datos de nuestra serie resultan de una SLP y
SG cercana a la rama de tratamiento concurrente, pero que sefialar que, en nuestra

muestra, sin embargo, solo un 10% recibieron quimio-radioterapia y el 50% no

recibieron tratamiento adyuvante.

Sin embargo, hay varias consideraciones a tener en cuenta:

a) La poblacion del estudio RTOG9802 incluyd distintos tipos histologicos y no
seleccionados por criterios moleculares:

Se incluyeron oligodendrogliomas, astrocitomas y oligoastrocitomas. Los
oligodendrogliomas eran un 40-45% del total.

De los pacientes analizados un 61-65% segun la rama, tenian mutacion de IDH.
Esto explicaria las cifras favorables en nuestra cohorte, seleccionada para tumores
de tipo histologico oligodendroglial, asociado habitualmente a un mejor
prondstico mientras que en el estudio de la RTOG9802 quedaron incluidos casos
de tipo astrocitario

También en nuestra cohorte habia criterios de seleccidén por mutacion de IDH

mientras que en el estudio ROTG9802 se incluyeron casos con IDH no mutado
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(35-40%), cuya evolucion clinica puede ser mas cercana a otros tumores mas
agresivos (tipo glioblastoma).

Si miramos més concretamente los datos para aquellos pacientes del estudio
RTOG 9802 con tipo histolégico oligodendroglial, la mediana de SLP y SG no ha
sido alcanzada con el tiempo de seguimiento. Y para los casos dentro del estudio
que cumplen las caracteristicas de mutacion de IDH (71 casos), la mediana de SG
fue de unos 10 afos para la rama de RT sola y no alcanzada para la rama de RT-
PCV.

Este estudio no aporta datos sobre la deleccion de 1p/19q.

Por tanto, los resultados del estudio de la RTOG9802 son positivos para la rama
con tratamiento combinado para una poblacidn no seleccionada por tipos
histol6gicos ni por criterios moleculares, quedaria pendiente de conocer si son
extrapolables a una poblacion bien caracterizada molecularmente, donde los datos
parecen apuntar a una mejor supervivencia incluso en el contexto de tratamientos

menos intensivos.

a) Por otra parte, nuestra cohorte es heterogénea en cuanto al tratamiento
postoperatorio recibido: No han recibido tratamiento adyuvante tras la cirugia el
49,2% de los casos (29 casos) y han recibido algin tipo de tratamiento
postquirdrgico en in 50.8% (30 casos). Recibieron radio-quimioterapia
postoperatoria en 6 casos (10%). Hay que tener en cuenta que se trata de tumores
de grado Il y es una serie con casos diagnosticados desde el afio 77, por lo que las
recomendaciones de tratamiento tras la cirugia han cambiado a lo largo del tiempo.
En este sentido, nuestra serie, a pesar de recibir un tratamiento menos  intensivo
(un 50% de los casos no recibe tratamiento adyuvante), los resultados alcanzados
son similares a los tratados de manera mas intensiva en el estudio RTOG9802.
De nuevo, consideramos que esto esta relacionado con la importancia prondstica
de la seleccion de los casos en nuestra cohorte teniendo en cuenta el analisis
molecular de 1p/19q e IDH. Cabria destacar la importancia de los factores que
puedan indicar cuales aquellos pacientes que puedan tener peor prondstico para
seleccionar las situaciones donde sea mas claro el balance riesgo/beneficio o se

pueda plantear un seguimiento.

205



b) Es de destacar que en nuestra muestra el 79% de los casos cumple los criterios
clinicos de alto riesgo del estudio RTOG9802 (mayores de 40 afios o cirugia no
completa). Por lo tanto, aunque este no ha sido un criterio de seleccion, la
mayoria de la muestra estaria en el grupo de alto riesgo.

c) Por otra parte, podemos ver que en nuestra cohorte los resultados para aquellos
pacientes tratados con radio-quimioterapia son de una mediana de SLP y SG no
alcanzada. Estas cifras son superiores a las obtenidas con otras opciones
terapéuticas, aunque sin alcanzar la significacion estadistica (radioterapia sola
17.39 afios, quimioterapia sola 8.89 afios, ningun tipo de tratamiento adyuvante
12.73 aflos). Haber recibido quimio-radioterapia supone mejoria respecto al
conjunto de todas las otras opciones de tratamiento.

d) Es de destacar la evolucion de los pacientes que no reciben ningan tipo de
tratamiento adyuvante, ya que su mediana de supervivencia no es
estadisticamente inferior a los que reciben tratamiento. Todo ello en el contexto
de una muestra donde cumplen criterios de alto riesgo (con criterios clinicos), un
79% de los casos.

De nuevo, esto nos hace reflexionar sobre el impacto prondstico de la
caracterizacion molecular y sobre como ello puede influir en las
recomendaciones terapéuticas. En una cohorte, caracterizada a nivel molecular,
puede tener un beneficio menos claro de un tratamiento intensivo y seria util
seleccionar aquellos casos a los que podria establecerse una indicacion de sélo

seguimiento.

1.2. Del estudio de la RTOG 9802 se hizo un seguimiento para aquellos que fueron
considerados de bajo riesgo (al tener <40 afios y reseccién completa). Eran 111 casos.
Encontraron una mediana de SLP de 4.9 afios. A su vez 3 factores resultaron
pronosticos en este estudio: didmetro preoperatorio > 4 c¢m, tipo histologico
astrocitoma/oligoastrocitoma y tumor residual en imagen > 1 cm.

En nuestra cohorte reclasificada también hemos querido analizar aquellos casos con
las mismas caracteristicas que en el estudio de la RTOG9802.

Para ello, hemos identificado los pacientes eran de alto riego y de bajo riesgo segun

las condiciones de la RTOG9802 (edad, >0< 40 afios y extension de la reseccion,
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completa o no). Por otra parte, hemos querido analizar, al igual que en el estudio de la
RTOG9802, la evolucion que tuvieron en los casos sin tratamiento postoperatorio.
Hemos encontrado una serie de 8 casos con criterio de bajo riesgo (<40 afios con
reseccion completa). La mediana de SLP fue de 6.19 afios (IC95% 4,18-8,21). La SG
no habia sido alcanzada.

Esto confirma la limitacién de los criterios clinicos para la clasificacion del riesgo:
De hecho, en estos casos que no recibieron tratamiento postoperatorio, la mediana de
SLP para los pacientes de grado Il y bajo riesgo fue de 6.19 afios (IC95% 4,18-8,21) y
para los considerados de alto riesgo fue de 8.44 afios (1C95%1.92.14.96). La mediana
de SG fue de 12.73 (IC 9.4-16.05) para los de alto riesgo y no alcanzada para lo de
bajo riesgo. De nuevo podemos observar que los criterios clinicos pueden no ser
suficientes para las decisiones terapéuticas.

Por otro lado, hemos analizado la evolucion de aquellos pacientes considerados de
alto riesgo (>40 afios o reseccion incompleta) y que no hayan recibido tratamiento
adyuvante. Hemos encontrado un total de 20 casos.

La mediana de SLP para los pacientes con oligodendroglioma de bajo grado y alto
riesgo que no han recibido tratamiento adyuvante fue de 8.44 afios (1C95%1.92.14.96)
y la SG fue de 12.73 (IC 9.4-16.05). Recordamos aqui que estos datos para el total de
la cohorte fueron de una SLP de 7.13 afios y la SG de 13.3 afios.

Por tanto, podemos ver un buen pronostico incluso si analizamos los pacientes con
alto riesgo y no recibir tratamiento adyuvante.

Estos datos pueden indicar que los datos clinicos para identificar el grupo de riesgo
pueden tener un valor mas limitado y que es posible que en este momento, en el que
se dispone de los datos moleculares, estos pueden tener un papel mas relevante, y
necesitamos estudios para confirmar estos datos y su aplicabilidad en la préactica
clinica y consecuentemente en el disefio de ensayos clinicos.

Al ser una serie retrospectiva no hemos podido disponer de datos para analizar los
otros factores prondsticos indicados, como tamafio preoperatorio o lesion residual

postquirurgica.
2) Vamos discutir tambien nuestros resultados en relacion al estudio de la EORTC

22033, este estudio estaba disefiado para comparar los tratamientos de RT y QT en

monoterapia.
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Estudi | Disefio Tratamiento Criterios de inclusion 0os PFS Tiemp | Oligos
0 estudio mediana mediana seguim | IDH
(afios) mut/1p/
199
Vaz Retrospec | Observacion Oligodendorgliomas/oligoastrocit | 11.97 5.69 8..74 SLP
MAcet | tivo -RT omas (Grado II/111) afios 6.28
al -QT SG
QT/RT 12.7afio
s
EORT | Fase lll RT (50.4Gy) | GBG con al menos 1 factor de No 46 meses | 48
C (n=707) vs temodal riesgo (edad >40 afios, PGR de la | alcanzada | RT (3.83 meses
22033 (dosis enfermedad, tamafio >5 cm, afios) y 4
densas) cruza la linea media 39 meses | afos)
temozolo
mida
(3.25
afios)

En nuestra cohorte, la SLP es superior a los pacientes tratados en monoterapia (0
radio o quimioterapia), 6.24/6.60 afios frente a 3.83/3.25 en el estudio EORTC 22033.
El estudio EORTC 22033 no aportaba datos de SG ya que esta todavia no habia sido

alcanzada.

Consideraciones a tener en cuenta;

a) Para los tratados con quimioterapia sola en nuestro estudio, la SLP fue de 6.6

afios y la radioterapia sola de 6.24 afios (superior a la encontrada en el EORTC
22033). La SG en nuestro estudio para los tratados con quimioterapia sola fue de
8.89 afios y con radioterapia sola fue de 13.06 afios. Las diferencias no alcanzan
significacion estadistica.

De nuevo, hay gue tener en cuenta que en el estudio EORTC22033 se realiz6 un
estudio molecular y encontraron codelecion de 1p/19q en 33% de los casos e IDH
mutado en 83%. Para los pacientes con IDHmut/codel la mediana de SLP fue de
55 meses (4.58 afos) para temozolomida y 61.3 meses (5.1 afios) para RT. Estas
cifras son mas cercanas a nuestra cohorte. De hecho, en nuestra serie, para los
pacientes tratados con solo RT la mediana de SLP fue de 5.84 afos y para los
tratados solo con QT fue de 6.60 afios.
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4) Los estudios con temozolomida en adyuvancia:

Estudio Disefio Tratamient | Criterios de inclusion [6F] PFS 0S% PFS | Tiem | Oligos
estudio 0 media | mediana % po IDH
na segui | mut/lp/
(afios) m 19q
Vaz MA | Retrospec | Observacié | Oligodendorgliomas/oligoast | 11.97 | 5.69 8.74 | SLP
etal tivo n rocitomas (Grado II/111) afios 6.28
-RT SG
-QT 12.7afio
QT/RT S
RTOGO | Fasell RT (54Gy) | GBG con 3 factores de alto No 4.5afios | 5 afios 3
424 (n=129) con riesgo (edad 40 afios, alc 57% afios
Comparac | Temodal histologia astrocitara, cruza 3 afios 59.2
i6n con concy la linea media, diamécm, 73.1% | %
controles secuencial neurolégico)
histéricos | (x12ciclos)
WahlM | Fase Il Temozolo Enfermedad tumoral residual | 9.7 3.8 afios
etal. (n=125) mida afios Oligos:4
(Neuro ciclos Oligo | .6afios
Oncol mensuales S
2017) x 12 ciclos 10.8

- RTOG2404 (RT+temozolomida) la SLP fue de 4.5 afios y SG no alcanzada.

De nuevo no seleccionados por criterios moleculares.

- En el estudio de Whal et al, con tratamiento postoperatorio con

temozolomida en monoterapia, la SLP fue de 3.8 afios y SG de 9.7 afios

o En el caso de los oligodendrogliomas la SLP fue de 4.6 afios y la de

SG fue de 10.8 afios. En el caso de los astrocitomas, la SLP fue de 3.3

afios y la SG fue de 7.1 afios.

o Enel caso de 1p/19q codel, la mediana de SLP fue de 4.9 afios y SG

9.7 afos. Para los casos IDH mut, mediana de SLP de 3.6 afios y SG

11.2 afios.

o Por lo tanto, podemos ver también que la seleccion de casos por

criterios histolégicos y moleculares, se asocia aun aumento en

supervivencia. En nuestra cohorte, ya que con el tratamiento de

quimioterapia en monoterapia hemos encontrado una mediana de SLP
de 6.6 afios y SG 8.89 arios.
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5) Por otra parte, hemos analizado en nuestra serie la evolucion de los pacientes que
han recibido tratamiento con radioterapia adyuvante frente a los que han permanecido
en observacion, con el objetivo de poder comparar con los datos aportados por el
estudio EORTC 22844 y EORTC 22845.

La SLP fue de 6.24 afios para los tratados con RT frente a 7.13 para los que se
mantuvieron en observacion, las diferencias no alcanzaron una significacion
estadistica. Los resultados para los tratados con radioterapia, son comparables a los
del estudio de la EORTC 22845, donde la SLP fue de 5.3 afios

En el grupo de observacion hay una diferencia mas clara, de 4.4 afios frente a los 7.13
afos en nuestra muestra.

Estas diferencias pueden deberse al caracter retrospectivo de este estudio, asi como al
tamafo muestral limitado y una mejor caracterizacion molecular en nuestra cohorte.
En cuanto a la SG en los pacientes con RT adyuvante fue de 17,39 vs 12.73 afios en
los que se mantuvieron en observacion. En el estudio de la EORTC la SG fue de 7.4
vs 7.2 afios, similar a la rama control de nuestro estudio. Sin embargo, es de destacar
la SG con RT que alcanza los 17.39 afios, claramente mejor que los 7.4 afios del
estudio de la EORTC 22845. Estas diferencias pueden estar relacionadas con el tipo

de pacientes incluidos en el estudio de la EORTC, sin seleccion a nivel molecular.

En conclusion, en nuestra muestra hemos encontrado 59 casos con
oligodendroglioma grado Il IDH mutado y codelecionados.

La mediana de edad fue de 44.59 afios, es mas habitual en hombres y se localiza méas
frecuentemente a nivel frontal. Todo ello concordante con los datos publicados en
otros estudios.

Hemaos encontrado que se habia realizado reseccion completa en un 35% de casos y
biopsia en 6.8%. El resto, reseccion parcial o subtotal. En nuestro estudio hay una
mayor tasa de pacientes con reseccion completa y un menor porcentaje que se haya
realizado un procedimiento basado en solo biopsia respecto a otros estudios
publicados. Hemos podido objetivar una mayor supervivencia con la reseccion
completa pero no alcanza la significacion estadistica.

La mediana de SLP fue de 7.13 afios y la mediana de SG fue de 13.35 afios.

Los tratamientos postoperatorios recibidos fueron radioterapia en un 39%,

quimioterapia en un 22% y quimio-radioterapia en un 10%.
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No recibieron ningdn tipo de tratamiento adyuvante un 50% de los casos.

Esta situacion heterogénea en cuanto a las recomendaciones de tratamiento
postoperatoria, se explican, en cierta medida, por tiempo transcurrido (de 37 afos) a
los que corresponden los casos de esta cohorte. En este periodo de tiempo diferentes
publicaciones han ido estableciendo distintas recomendaciones de tratamiento.

En cuanto al tratamiento postoperatorio hemos podido encontrar un beneficio para
aquellos pacientes tratados con quimio-radioterapia frente al resto de opciones, pero
sin que se alcanzara una diferencia estadisticamente significativa.

Los datos de nuestra cohorte son similares a las de los estudios con tratamientos méas
intensivos de quimio y radioterapia, a pesar que el 50% de los casos no recibe ningun
tratamiento en adyuvancia. De hecho, la evolucion de los pacientes sin tratamiento
adyuvante es SLP de 7.13 afios y SG 12.73 afios. Todo esto en el contexto de una
poblacién donde el riesgo definido por criterios clinicos (>40 afios o reseccion
incompleta) lo cumplen el 79% de los casos. En nuestra opinion esto refuerza la
importancia de la caracterizacion molecular en el prondstico.

También se analiz6 de forma comparativa la evolucién de los pacientes de bajo y alto
riesgo clinico en los que se habia realizado seguimiento y la SLP fue de 6.19 y 8.44
afios, indicando la pérdida del impacto prondstico de los aspectos clinicos cuando se

aplican criterios moleculares.

5.2.6. Discusidn de los datos clinicos de los oligodendrogliomas de grado 11

En nuestro estudio se han analizado un total de 32 casos de oligodendroglioma
anaplasico (35.16% del total de casos analizados). Tras la reclasificacion, todos los

pacientes tienen las caracteristicas de mutacion de IDH y codelecion de 1p/19q.

La mediana de seguimiento fue de 8.53 afos.

Para la discusion de nuestros resultados vamos a prodecer a establecer comparaciones
con los prinicpales estudios clinicos publicados mas recientemente: los estudios de
fase 1l de la EORTC 26951, RTOG 9402, NOAO4, el estudio retrospectivo de
Lassman y el estudio de fase 11 BR0131 [B7I1131192[51][93]

A continuacion exponemos una tabla resumen con los resultados de los principales

estudios para facilitar la lectura de la discusion:
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N de T de seguim SG (afios) SLP SG (1p/19q) SLP (1p/19q) Observaciones otras
paciente afios afios datos moleculares
S
Vazetal 32 8.53 6 4 12 4.8
EORTC 26951 368 12 afios 2.55vs 13.2 9.3vsno 4.1vs13.08 -1p/19q el 25%(80 Solo el 30%
(RT vs 3.52 (sig) mes vs alcanzada (sig) €asos) completaron 6
RT>PCV x6 24.3 (no sug) - Factores Px: IDH ciclos de tto
Estudio fase 111 (sig) HR 0.56 mut, MGMT met, -Revision central
1p/19q cod confirmo el 70%
- Fac pred: IDH
mut, MGMT met
RTOG 9402 291 11.3 4.6vs 4.7 1.7vs 7.3vs 14.7 2.9 vs 8.4 afios - Codel 48% 54% recibieron 4
(RT vs PCV afios (no sig) 2.6 afi afios(sig) (sig) -IDH mut 74% ciclos
X4>R) (sig) -88 casos mut y
Fase 11 codel
NOA 04 318 pac 9.5 afios 6.5vs 8 2.7vs NoalcRTy 8.6 RT
RT vs PCV vs afios 25 PCVvs8a 9.4 pcv
T™Z (No sig) afios temo 4.46 temo
(no
Fase 11 sig)
RTOG Br0131 40 pac 8.7 afios No 5.8 Noalc (74% a7 | Noalc
Tmzx6>RT alcanzada afios afios)
Fase Il
Lassman. 1040 5.2 afios 6.3a 3la 85a 45a
Restrospectivo pac
308
codel

En primer lugar, el tamafio muestral de 32 pacientes podemos ponerlo en relacion con

los principales estudios publicados de oligodendrogliomas anaplasicos.

Vamos a comparar con el nimero de pacientes incluidos en los estudios de fase Ill

publicados.

En estos estudios, la diferencia fundamental, es que se incluyeron pacientes con

diagndstico de oligodendroglioma (o bien oligoastrocitoma) anaplasico siguiendo

criterios morfoldgicos de la WHO de 1993. El andlisis molecular se realizé

posteriormente.
En el estudio de la EORTC 26951 el total de pacientes incluido fue de 368 pacientes,

de los cuales 80 casos tenian codelecion (25%). IDH mutados en 81 casos. No se

detallan los casos que cumplan ambos criterios, mutacion de IDH y delecién de

1p/19q.

En este estudio se realiz6, ademas, una publicacién con datos moleculares por NGS

en 126 casos de los que se disponia de muestra histologica. Resultaron con codelecion

de 1p/19q y catalogados como tipo oligodendroglioma en 49 casos (todos ellos tenian
IDH mut y TERT mut).
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En el estudio de la RTOG 9402 se incluyeron un total de 291 pacientes, y tenian
codelecion 126 casos (48%). En un estudio molecular mas detallado con 210 muestras
disponibles, las mutaciones en IDH se pudieron identificar en 156 casos, la mutacion
y codelecidn se observaron en 88 casos.

En el estudio NOAO4 se incluyo un total de 318 pacientes. De las 181 muestras
analizables, 74 eran codelecionados (40.9%). IDH estaba mutado en 128 de 195
pacientes analizables (65.6%).

Ademas de los estudios de fase 111, otros estudios relevantes para oligodendrogliomas
anaplasicos son el estudio de fase |1 BR0131 y el estudio retrospectivo de Lassman.
El estudio BR0131 incluy6 40 pacientes, con codelecion en 23 pacientes.

En el estudio retrospectivo de Lassman se incluyeron 1030 pacientes, y de ellos, 301
pacientes tenian codeleccion de 1p/19q (48%).

Por lo tanto, nuestro tamafio muestral, con 32 pacientes con oligodendroglioma
anapléasico, no supone un numero elevado de pacientes, pero los estudios de fase I11
también presentan un nimero limitado de pacientes cuando se tienen en cuenta s6lo
los casos con estudio molecular y por tanto que cumplirian los criterios de
oligodendrogliomas anaplasicos actuales. Por esta razon, se puede considerar que
nuestra serie, al tratarse de una serie bien seleccionada por criterios moleculares,
aporta nuevos datos a los ya publicados.

Por otra parte, el nimero total de pacientes diagnosticados de oligodendroglioma
anaplasico de los que se identificaron inialmente fue de 63. De ellos 49 (77.8%) eran
oligodendrogliomas anaplasicos puros y 14 casos (22%), oligoastrocitomas
anaplésicos.

De esta forma el 50,8% de los pacientes inicialmente considerados
oligodendrogliomas anaplasicos, cumplieron los criterios diagnésticos teniendo en
cuenta los datos moleculares. En el estudio de la RTOG 9402 encontradon un 48% de
los pacientes presentaban la codelecion y en el estudio de la EORTC el 25%. En el
caso del estudio NOAO4, 40.9% de los casos resultaron codelecionados.

Por tanto, podemos decir que el porcentaje de pacientes reclasificados al aplicar

criterios moleculares es similar a otros estudios y se acerca al 50% de los casos.

En nuestra cohorte, la mediana de edad fue de 45.02 afios ( 32.96-68.29 afios). Por

sexo, se encontraron 11 mujeres (34.4%) y 21 hombres (65.6%).
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Estas caracteristicas son similares a las descritas en otros estudios:

La mediana de edad en el estudio de la EORTC 26951 fue de 48-49 afios, y en el
estudio RTOG 9402 fue de 43 afios. En el estudio NOAO4 de 42 y 44 afios (segln la
rama del estusio). En el estudio BR0O131 la mediana de edad fue de 45 afios y en el
estudio retrospectivo de Lassman la mediana de edad fue de 42 afios.

Por lo tanto, en nuestro estudio tenemos pacientes de una edad similar a los
principales estudios en oligodendrogliomas anaplasicos.

En todos estos estudios hubo una predominancia en varones.

En cuanto a la extension de la cirugia, en nuestro el grupo mayoritario ha sido el de
los pacientes que tuvieron una reseccion completa (en un 50%) y solo un 3.1 %
fueron biopiados como procedimiento quirdrgico. En un 25% se considerd la
reseccion como parcial.

Si comparamos estos resultados con los otros estudios:

En el estudio de la EORTC 26051, biopsia en un 15%, reseccion completa 31-41% y
reseccion parcial en el 50%.

En el estudio de la RTOG9402, biopsia 10%, reseccion parcial entre un 52-57% y
reseccion completa en un 27-37% de los casos.

En el estudio NOAO4 biopsia en un 25-31% de los casos, reseccion parcial entre un
57-61% y reseccion completa entre un 47-53%.

En el estudio BR0O131 se realiz6 sélo biopsia en un 3% y reseccion completa un 44%
En el estudio restrospectivo de lassman, la biopsia se realiz6 en 11% de los casos y un
85% se realizd una reseccion quirurgica.

Por lo tanto, nuestro estudio tiene un menor porcentaje de casos en los que el
procedimiento quirurgico ha consistido solamente en toma de biopsia. Por otra parte
la extension de la cirugia parece mas amplia en nuestra cohorte, con datos de
reseccion completa en un 50% de los casos. En el resto de estudios analizados, la
reseccion parcial ha sido la técnica mas habitual. Hay que tener en cuenta que estos
datos se han extraido de informacidn recogida en las historias clinicas, y no se ha
realizado una revision centralizada de las imagenes postoperatorias por lo que puede
haber un sesgo en la informacion recogida en cuanto a la extension de la reseccion al

tratarse ademas de un estudio restrospectivo.

El impacto encontrado de estos tratamientos en cuanto a supervivencia y cirugia en
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nuestra serie fueron los siguientes:

La mediana de supervivencia libre de progresion para los pacientes con reseccion no
completa fue de 4.37 afios (IC95% 3.01- 5.73) y para los pacientes con reseccion
completa fue de 4.8 (IC95% 1.67- 7.93) p=0.87.

Nuestra muestra tiene un numero reducido de casos, solo biopsia se habia realizado en
1 caso, reseccion parcial 8 casos y subtotal en 7 casos, y la mayoria de los casos
tienen una cirugia extensa por lo que se puede explicar que no se hayan encontrado
diferencias significativas.

Otros trabajos publicados indican el impacto de una cirugia mas extensa con una

mayor supervivencia y con un mejor control clinico.

Vamos a discutir en adelante los aspectos relacionados con los tratamientos
adyuvantes postoperatorios:

Hay se subrayar que nuestra serie es retrospectiva y hay casos muy antiguos (los
primeros de 1977), y en este periodo de tiempo las pautas de tratamiento han

cambiado asi como las recomendacionesterapeuticas.

1.Después del procedimiento quirdrgico, los pacientes recibieron diferentes opciones

de tratamiento postoperatorio:

1) Un 18.8% de los casos no recibieron ningun tipo de tratamiento
postoperatorio.
Los casos incluidos en esta decision de seguimiento, sin tratamiento
adyuvante, correponden todos ellos a casos donde se habia obtenido una
reseccion completa, la mayoria de ellos tratados antes del afio 2000: dos de

ellos tratados en los afios 80, dos en los afios 90 y uno en 2001 y 2005.

2) Recibieron tratamiento de quimio y radioterapia un 31.3% de los casos: estos
tratamientos fueron administrados en pacientes que iniciaron el tratamiento
postquirurgico desde el afio 2004 hasta el 2015 . El esquema de quimioterapia
mas utilizado fue de temozolomida. En un 56% de los casos la reseccion no
fue completa.

En el afio 2013 se objetiva mayor utilizacion del esquema de PCV como

tratamiento de quimioterapia postoperatoria. No se han podido establecer
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comparaciones entre los pacientes que recibieron temodal y PCV debido al
escaso numero de pacientes en cada una de las opciones de tratamiento de

quimioterapia.

3) Pacientes que recibieron radioterapia postoperatoria sin quimioterapia, en 9
casos ( 28.1%). Estos casos fueron tratados en los afios 80 y 90, la mayoria de

los casos con reseccion no completa (el 78%).

4) Pacientes que recibieron quimioterapia postoperatoria sola (sin radioterapia),
en 5 casos (un 15.62%). Estos casos se trataron entre 2009 y 2011, la mayoria
con reseccion total o subtotal (80%). La quimioterapia elegida en estos casos

fue temozolomida.

Estos datos ponen en evidencia la variabilidad en el tratamiento de esta enfermedad a
lo largo de las ultimas décadas.

Otros estudios han reflejado esta situacion terapéutica en esta patologia. Abrey et al
publicaron en el afio 2006 los resultados de una encuesta a miembros de la Sociedad
de Neuro-Oncologia en Estados Unidos. Reflejaba la situacion en cuanto a las
recomendaciones de tratamiento: el tratamiento més recomendado era el de
radioterapia con temozolomida seguido de temozolomida adyuvante (32%). Si nos
fijamos en el tratamiento recomendado para aquellos pacientes con pérdida de 1p/19q,
el tratamiento mas recomendado fue el de temozolomida sola 34%, seguido de
radioterapia con temozolomida concurrente y adyuvante en un 18% y de radioterapia
sola 11%. El estudio también ponia en evidencia que la mayor parte de los pacientes
se les hacia un estudio molecular 1,

Comparado con estos datos, en nuestra serie reclasificada de oligodendroglioma
anaplasico con mutacion de IDH y codelecién de 1p/19q, el tratamiento adyuvante
recomendado principalmente fue el de quimioterapia y radioterapia (31.3%) frente al
18% en el estudio de Abrey.

Por otra parte, la recomendacién principal en el caso de la publicacion de Abrey fue
de temozolomida sola en un 34% y en nuestra serie de un 15.6%.

En cuanto a la recomendacion de radioterapia sola fue del 4% en el estudio de Abrey,
y del 28% en nuestra serie.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que no es hasta el afio 2013 que se conocieron
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los resultados finales de los estudios de fase I11 de la EORTC 26951 y RTOG 9402,
que indicaron un beneficio en SG para los pacientes codelecionados al ser tratados
con RT y quimioterapia con esquema PCV frente a radioterapia sola. De hecho, estos
estudios habian dado lugar a publicaciones en el afio 2006 donde se conocia que el
tratamiento concurrente aumentaba la SLP pero no la SG. Esto llevo al planteamiento
que un tratamiento secuencial era igual de eficaz en términos de supervivencia global.
Del estudio NOAO4 conocimos los primeros resultados en el afio 2009, reforzando los
datos favorables al planteamiento de una equivalencia entre el tratamiento de
radioterapia y quimioterapia en monoterapia.

Por otra parte, podemos comparar nuestros resultados con el datos aportados por el
estudio retrospectivo de Lassman et al. En este caso, un 20% de los casos habian sido
tratados con radioterapia, en nuestra serie ha sido de un 28%; quimioterapia sola en
un 20% de los casos ( frente a 15.2% en nuestra cohorte) y RT y quimioterapia
(concurrente o secuencial) en un 52% de los casos, frente a un 31% en nuestra serie.
Dada la naturaleza retrospectiva de nuestra serie, no hemos encontrado un claro
patron para la indicacion de uno u otro tratamiento. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que, a parte de la extension de la cirugia, otros parametros como el tamafio de
la lesion al diagndstico, clinica o localizacion no han podido recogerse de las historias

clinicas.

2. En cuanto a los datos de supervivencia global y supervivencia libre de progresion:
- Lasupervivencia global en nuestra serie para los oligodendrogliomas
anaplasicos fue de 12.01 afios (1C95% 5.66-11.35).
- Encuanto a la SLP, la mediana observada en nuestro estudio fue de 4.8

anos.

A) Vamos a analizar los datos de SG en relacion a los diferentes estudios de fase
I

La SG publicada en estos estudios fue la siguiente en los estudio de fase IlI:
- El estudio EORTC 26951 recordamos que es un estudio donde se randomizan los

pacientes a ser tratados tras la cirugia o bien com radioterapia o bien radioterapia

seguido de quimioterapia con esquema PCV.
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N de Tde SG (afios) SLP SG (1p/19q) SLP (1p/19q) | Observacion datos
pacient | seguim afios afios mol
es
Vazetal 32 8.53 6 4 12 4.8
EORTC 368 12 afios 2.55vs 13.2 9.3vsno 4.1vs13.08 -1p/19q el 25% (80
26951 (RT 3.52 (sig) mes vs | alcanzada (sig) €asos)
vs RT>PCV 24.3 (no sug)
X6 (sig) HR 0.56
Estudio fase
11

En el estudio EORTC26951 encontraron que la mediana de supervivencia global fue

de 3.52 afios vs 2.55 afios a favor de los tratados con quimioradioterapia versus los

tratados con radioterapia (p=0.018). Como hemos sefialado previamente, los criterios

de inclusion en el estudio seguieron los criterios de la OMS de 1993, siguiendo

criterios morfologicos, y ademas se incluyeron oligoastrocitomas que tuvieran al

menos un 25% de componente oligodendroglial. El estudio se complet6 con un

andlisis molecular, y se encontré que habia un 25% codelecionados (80 casos). Se

realiz6 un andlisis de este subgrupo y la SG fue de 9.3 afios para los tratados con RT y

no alcanzada para los tratados con quimioradioterapia (p=0.059), con 12 afios de

seguimiento. Este estudio no hay datos concretos para aquellos pacientes que, como

en el presente estudio, presentan mutacion de IDH y codeleccion de 1p/19q.

En cuanto a la SLP, la mediana para la poblacion global fue de 13.2 meses para

radioterapia frente a 24.3 meses para radioterapia y PCV (estadisticamente

significativo). Para los pacientes codeleccionados fue de 13.08 afios para el

tratamiento combinado frente a 4.1 para los tratados con RT sola.

- El estudio de la RTOG 9402 tambien randomizaba los pacientes con

oligodendroglioma anaplésico a RT o bien quimioterapia (PCV seguido de RT).

N de T de SG SLP SG (1p/19q) | SLP (1p/19q) Observaciones otras

pacient | seguim (afios) afios afios datos

es moleculares
Vaz etal 32 8.53 6 4 12 48
RTOG 9402 291 11.3 4.6 vs 17vs | 7.3vs14.7 2.9vs8.4afios | - Codel 48% 54% recibieron
(RT vs PCV afios 4.7 (no 2.6afn | afios(sig) (sig) -IDH mut 74% | 4 ciclos
x4>R) sig) (sig)
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Fase 111 -88 casos mut y

codel

En el RTOG9402, la mediana de supervivencia global fue de 4.6 y 4.7 afios. Al igual
que el estudio de la EORTC 26951, tambien se incluyeron los pacientes siguiendo los
mismos criterios morfoldgicos. Se afiadié posteriormente un estudio molecular, y se
observo que del total de casos, 126 presentaban codelecién de 1p/19q, y en estos
casos, la mediana de supervivencia global fue de 14.7 afios para los pacientes tratados
con quimioradioterapia y de 7.3 afos para los tratados solo con radioterapia.

La SLP, para los pacientes codelecionados, fue de 8.4 afios para la rama de RT+PCV

frente a 2.9 afios para la rama de RT sola p=<0.001.

- En el estudio NOA 04 se randomizaron los pacientes con oligodendroglioma
anaplasico, a recibir tratamiento con quimioterapia (PCV o temozolomida) o

radioterapia tras la cirugia.

N de Tde SG SLP SG (1p/19q) | SLP (1p/19q)
pacient | seguim (afios) afios afios
es

Vaz et al 32 8.53 6 4 12 4.8

NOA 04 318 pac | 9.5 afios 65vs8 | 27vs | NoalcRTy | 86RT

RT vs PCV afios 25 PCVvs8a 9.4 pcv

vs TMZ (No afios temo 4.46 temo

sig) (no
Fase 111 sig)

En el NOAO04 la mediana de supervivencia global fue de 6.5 afios para la rama de
quimioterapia y 8 afios para la rama de RT. Los criterios de inclusion en este caso
eran de gliomas grado Il1. Si en este estudio observamos la supervivencia encontrada
en los pacientes codeleccionados (un total de 74), todavia no alcanzada para PCV ni
larama de RT y temozolomida 8.09 afios (tras una mediana de 9.5 afios de
seguimiento).

La mediana de SLP fue de 30.6 meses (2.55 afios) para la rama de RT y de 31.9 meses
(2.65 afos) para la rama de quimioterapia. En pacientes con CIMP codel la mediana

de PFS fue de 9.4 afos para PCV, 4.46 para temozolomida y 8.67 para radioterapia.
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- Ademas de los estudios de fase Il estas los datos aportados por otros estudios:
El estudio retrospectivo de Lassman revisé una serie larga de casos con

oligodendroglioma anaplésico:

N de Tde SG SLP [ SG (1p/19q) | SLP (1p/19q)
pacient | seguim (afios) afios afios
es

Vaz et al 32 8.53 6 4 12 48

Lassman. 1040pa | 5.2 afios 6.3a 3la 85a 45a

Restrospectiv | ¢
0 308

codel

En este estudio retrospectivo, la mediana de SG fue de 6.3 afios y en los casos con
codeleccion la mediana de SG fue de 8.5 afios.
En este estudio, la SLP fue de 3.1 afios y de 4.5 afios para los pacientes

codeleccionados.

En definitiva los datos de SG en nuestra cohorte reclasificada son cercanos a los
resultados de la rama de pacientes con tratamiento mas intensivo de QT y RT en el
estudio RTOG 9402 y superiores a las ramas de monoterapia. Estos datos de
supervivencia en nuestra cohorte se han alcanzado aunque en nuestra serie solo un
31% de los casos se trataron con quimioterapia y radioterapia, y hubo un 18.8% de

casos que no recibié tratamiento adyuvante postoperatorio.

Los datos de SLP para nuestro estudio han sido de 4.8 afios y esta en linea con los
resultados del estudio retrospectivo de Lassman y mas cercanos a los tratados en

monoterapia en los estudios prospectivos de fase I11.

B) Hemos analizado los datos de supervivencia en relacién con las diferentes
opciones de tratamiento:
En el analisis comparativo de las diferentes opciones de tratamiento hemos observado
un mejor resultado para las opciones que incluyen quimioterapia (ya sea en forma de
tratamiento con quimio y radioterapia ya sea en monoterapia), donde las medianas no

se habian alcanzado.
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Es de destacar las cifras de SG alcanzadas en aquellos pacientes que no reciben

ningun tipo de tratamiento adyuvante, que analizaremos mas adelante.

Por otra parte estan los pacientes fueron tratados con RT en monoterapia, cuya

mediana de SG fue de 6 afios y es estadisticamente inferior a otras opciones de
tratamiento (que tenian una mediana de 12.27 afos).

Si revisamos los datos de RT en monoterapia en otros estudio podemos ver que en la
rama con de RT del estudio EORTC la mediana de SG fue de 9.3 afios y en el estudio
RTOG 9402 fue de 7.3 afos.

En el estudio retrospectivo de Lassman la mediana para los que habian recibido RT
fue de 8.7 afios.

Las cifras observadas en nuestra cohorte son inferiores, con una mediana de 6 afos.
Estos datos pudieran también guardar relacion con sesgos al tratarse de un estudio
restrospectivo y no randomizado por factores prondsticos.

Tambien en el estudio de Lassman encontraron que la rama de pacientes tratada con
RT era la que tenia peor tiempo hasta la progresion y de forma estadisticamente

significativo y en términos de SG también fue peor, pero sin alcanzar la significacion

estadistica.
Estudio SG RT monoterapia
(afios)
Vaz et al 6
EORTC 9.3
RTOG 9402 7.3
Lassman 8.7

En cuanto al tratamiento de quimioterapia, los datos indican un beneficio en
supervivencia en los casos que se administra (ya sea en forma de combinada con RT o
en monoterapia), frente aquellos que no la reciben.

Este beneficio también ha sido observado en el estudio publicado por Lassman, donde
el beneficio, en el caso de los pacientes codelecionados, fue de una mediana de 10.5
afios para QT sola, pero sin significacion estadistica.

En el estudio NOAO4, en los codelecionados, la mediana de SG para la ramade RT y
la rama de PCV no habia sido alcanzada y con temozolomida fue de 8.09 afios, por lo

que no parece que se confirme un mayor beneficio de la quimioterapia en estos

221



pacientes.

En resumen, para los pacientes tratados con quimioterapia en monoterapia, los datos

de nuestra cohorte y los diferentes estudios con los siguientes:

Estudio

SLP Qt monoterapia

SG QT monoterapia

Vazetal

8.2

No alcanzada

Lassman (pacientes codel)

3.9

10.5

NOAO04 (pac codel)

4.46 (temozolomida)

8.09 temozolomida

No alcanzada PCV

9.4 (rama PCV)

Por altimo, sefalar que hemos realizado un andlisis comparativo de la SG entre RT y
QT en monoterapia, con unas diferencias favorales a la quimioterapia de forma
estadisticamente significativo.

De nuevo sefialar que no descartamos que pueda estar en relacion con sesgos

relacionados con un muestra pequefia y retrospectiva.

Por ultimo, el estudio CODEL, que se disefi6 inicialmente con una rama de
quimioterapia sola con temozolomida, y se encontré una mediana de SLP de 2.9
afios. Esta rama se retir6 finalmente del estudio al analizar 36 pacientes (dentro de los
cuales 12 estaban asignados a la rama de temozolomida sola).

De una manera general estos datos indican que la administracion de quimioterapia en
la adyuvancia parece tener un impacto en la SLP como en SG en nuestro estudio.
La rama con quimioraditerapia tiene una tendencia a mejorar la SLP y SG pero sin
alcanzar la significacion estadistica.

Por su parte la administracion de radioterapia sola frente a otros tratamientos (que
incluyen la quimioteradioterapia ) ha resultado inferior en SLP (sin alcanzar la
significacion estadistica) y SG.

Nuestra muestra no permite realizar analisis del beneficio segun el tipo de
guimioterapia (PCV vs temozolomida), ya que solo un 3.1% de los pacientes
recibieron tratamiento con PCV.

Hay que tener en cuenta, sin embargo que el tamafio muestral es pequefio y estos

datos hay que analizarlos con cautela.
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C) Hemos querido analizar los datos de supervivencia en aquellos casos que no
habian recibido ningun tipo de tratamiento adyuvante.
Es de destacar la mediana de SG en estos casos que fue de 12.2 afios. En nuestra serie

esta situacion se did en 6 casos.

Por lo tanto, en esta cohorte bien clasificada por criterios moleculares, incluso en
aquellos casos en que no se administra tratamiento adyuvante tras la cirugia, se
observa una larga evolucién. Estos datos, de nuevo, en nuestra opinion reflejan la
importancia de la clasificacion molecular en el prondstico de los pacientes y por tanto,
su especial importancia en cuanto a su papel para clasificar el riesgo y establecer

indicaciones terapéuticas.

A modo de recapitulacion, la SG para pacientes de grado Il sin tratamiento fue de
12.73 afios y para los oligodendrogliomas de grado 11 sin tratamiento postoperatodio
fue de 12.2 afios. Es decir, en nuestra cohorte se puede observar que la caracterizacion
molecular diluye la importancia del grado como factor pronostico de la evolucion
natural de la enfermedad sin tratamiento adyuvante. También subraya que en estos
pacientes selecionados molecularmente, la evolucion natural de la enfermedad es

larga incluso sin tratamientoa adyuvante.

En resumen, en nuestra muestra hemos encontrado 32 casos con oligodendrogliomas
anaplasicos con IDH mutado y codelecionados.

La mediana de edad fue de 45.02 afios y hemos encontrado que es més habitual en
hombres (65.6%). Estos datos son concordante con lo publicado en estudios previos.
Hemaos encontrado que se habia realizado reseccion completa en el 50% de los casos
(16) y en un solo caso el procedimiento quirdrgico fue una biopsia. El tamafio de esta
muestra y teniendo en cuenta que la mitad de los pacientes feron considerados como
reseccion completa no permite extraer conclusiones pero no se ha podido encontrar un
impacto en la supervivencia segln la extension de la cirugia. Comparado con lo
publicado en otros estudios, la reseccion completa se acerca a la descrita en nuestra
cohorte y el porcentaje de biopsias esta entre un 10-15% en la mayoria de los
estudios. Es de destacar que comparativamente a lo publicado en los estudios de

oligodendrogliomas de bajo grado, en los anaplasicos hay una mayor tasa de
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reseccion completas y menos de biopsias. Sin embargo en nuestra cohorte no hubo
diferencias marcadas entre la extension de la cirugia entre los oligodendrogliomas de
grado 11y grado 11, con un alto porcentaje de resecciones completas y biopsia por
debajo del 10%.

Los tratamientos postoperatorios recibidos fueron RT un 60%, quimioterapia un 50%
y quimio y radioterapia un 31.3%. no recibieron ningun tipo de tratamiento adyuvante
un 19% de los casos.

Esta diferencia en las recomendaciones terapeuticas se explica en el contexto de
diferentes las diferentes publicaciones en este ambito que se han dado en un periodo
de tiempo largo desde la inclusion del primer paciente en el afio 77.

En cuanto al tratamiento postoperatorio hemos encontrado un beneficio de los
pacientes que recibian quimioterapia adyuvante (radio y quimioterapia y
quimioterapia sola), cuya mediana de supervivencia no ha sido alcanzada y
entendemos que esta por encima de 12 afios que es la mediana de supervivencia
global de toda la cohorte.

Esta mediana de supervivencia de 12 afios es similar a la encontrada en la rama de
tratamiento intensivo (quimio-y radioterapia) de los estudios publicados, de la
EORTC 26951 y de le RTOG 9402. Todo ello a pesar que en nuestra cohorte solo
fueron tratados con radio y quimioterapia un 31% de los casos y en un 19 % no
reibieron ningun tratamiento. Por ello de nuevo planteamos la importancia prondstica
de la clasificacién molecular, lo cual podemos ver en nuestra cohorte, con una mayor
supervivencia a pesar de tener tratamientos menos intensivos.

Un 28% de los casos recibieron RT en monoterapia (9 casos), Los pacientes tratados
solo con RT, la mayoria con reseccién incompleta, se asociaron a una peor evolucion,
con una mediana de supervivencia estadisticamente inferior a otras opciones
terapéuticas (mediana de SG de 6 afios).

Otro aspecto a destacar es el de la evolucion de los pacientes que no recibieron ningln
tipo de tratamiento. La mediana de supervivencia en estos casos fue de 12.27 afios, y
esto de nuevo, consideramos que refuerza la importancia de la clasificacion molecular

de cara a establecer un mejor prondstico.

Para finalizar esta descripcion clinica, quedaria hablar de las limitaciones de nuestro
estudio:

1) Se trata de un estudio retrospectivo, por lo que hay que tener en cuenta
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posibles factores de confusion.

2) La extension de la reseccion se ha realizado en base a la impresion reflejada
en los informes del neurocirujano. No hubo una revision central.

3) No se realizo la recogida detallada del tratamiento postooperatorio ni aspectos

clinicos como sintomas o KPS.

5.3. Discusion de los datos moleculares de la cohorte tras aplicar los criterios de
la OMS de 2016. Cohorte reclasificada:
5.3.1. Discusion del proceso de reclasificacion segun los criterios de la
OMS 2016
5.3.2 Discusion de los datos moleculares de la cohorte reclasificada
5.3.3 Discusion de los datos de la via de las ciclinas en la cohorte

reclasificada.

5.3.1. Discusién del proceso de reclasificacion sequin los criterios de la OMS 2016.

A) PAPEL DE LOS DIFERENTES PARAMETROS MOLECULARES EN EL
PROCESO DE LA RECLASIFICACION

En nuestra muestra pudieron analizarse desde el punto de vista molecular 173 casos,
de ellos 91 cumplieron finalmente los criterios de oligodendrogliomas con mutacion
de IDH y codelecion de 1p/19q. Es decir, el 52.1% de los clasificados inicialmente
como oligodendrogliomas o bien oligoastrocitomas serian considerado como
oligodendrogliomas siguiendo los criterios actuales de 2016.

La causa principal de esta reclasificacion ha sido por no encontrar mutacién de IDH
en un 13.8% y la ausencia de codelecién de 1p/19q en un 33.5%.

El cambio de diagndstico sobre todo se produjo por codelecion negativa (51 casos) o
no posible su determinacion (7 casos).

En los casos que no se pudo determinar eran muestras pertenecian a pacientes
diagnosticados en los afios 70 o en los afios 80 y el material no se podia valorar.
Estos casos, no se pudo confirmar que cumplieran los criterios de oligodendrogliomas

(7.6%) y fueron también excluidos de la muestra final.
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En definitiva, en un porcentaje importante de casos (practicamente el 50%) no se
pudo confirmar el diagnostico de oligodendroglioma siguiendo los criterios de la
OMS de 2016.

Otros trabajos han analizado también los datos tras realizar reclasificacion de los
tumores cerebrales con criterios de la OMS 2016.

Valera-Melé et al revisaron, de forma retrospectiva, una serie de casos (147) de
tumores gliales (astrocitarios y oligodendrogliales grado Il y 11, glioblastomas y
ependimomas), del hospital Gregorio Marafion de Madrid y de ellos pudieron hacer el
estudio molecular en 74 casos. Encontraron un cambio de diagndstico en 23 casos
(31%). De los que hubo cambio en el diagndstico al aplicar los datos moleculares, en
el 87% tenian diagnostico previo de oligodendroglioma, la mayoria de grado Il. Estos
casos se reclasificaron a astrocitomas. La causa fundamental de este cambio de
diagnostico fue la de obtener una codelecion de 1p/19q negativa. Solo en 3 casos se
cambid el diagndstico de tumor astrocitario a tumor oligodendroglial. Los autores
sefialan que la mayor tendencia al cambio de diagndstico se dio en los pacientes con
oligodendroglioma inicial, con presencia de IDH1 positivo, pero codelecion 1p/19q
negativo.

Estos resultados se asemejan a los nuestros, donde el mayor porcentaje de cambios en
el diagnostico ha sido por no cumplir el criterio de la codelecion de 1p/19q (33.5% de
los casos) 115,

Otros estudios en los que también se ha realizado un estudio molecular tras la
inclusién de pacientes por criterios previos a los de la OMS de 2016 fueron los
estudios de fase 1l (para oligodendorglioma anaplasico, EORTC 26951 y RTOG
9402). En estos estudios los criterios de inclusién fueron que cumplieran los criterios
de oligodendoglioma o bien oligoastrocitoma con al menos 25% de componente
oligodendroglial. Utilizaron, por tanto, criterios morfolégicos para la inclusion de
pacientes.

En el caso del estudio de la EORTC 26951, se incluyeron 368 pacientes y de estos,
por revision central se confirmaron como oligodendrogliomas 257 pacientes. Los que
tenian muestra para analizar 1p/19q fueron 316 casos y de ellos solo el 25% tuvieron
codelecion (80 casos). En el estudio molecular por NGS, todos los pacientes con
codelecion de 1p/19q cumplian el criterio de mutacion de IDH. Por lo tanto, podemos

ver que al aplicar los criterios de la OMS 2016 un nimero importante de pacientes no
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cumpliria los criterios de oligodendroglioma (en este estudio en un porcentaje incluso

mayor que en nuestra serie).

En el estudio de la RTOG9402 se incluyeron 291 pacientes. Se detectd codelecion de
1p/19 en 126 de los 263 casos que habia informacion (un 48%). Ademas, de los
pacientes que se pudieron hacer ambos, tanto la mutacion de IDH como la codelecién

de 1p/19q (208 casos), en un 42% se encontraron ambos (88 casos).

En nuestra serie encontramos una cifra cercana a estos estudios, y hemos encontrado
que un 53% de los casos de los que se disponia de muestra para el analisis molecular,
finalmente cumplia los criterios requeridos. De los casos analizados, el resto no
cumplia criterios de mutacién de IDH y/o codelecion de 1p/19q.

En los estudios de fase 111 de oligodendrogliomas de grado 11 (RTOG9802 y
EORTC22033), también fueron incluidos los casos con criterios morfoldgicos y
después se hizo un analisis molecular.

En el estudio RTOG9802 se incluyeron un total de 251 pacientes, y se analizaron 117
muestras para mutacion de IDH, y estaba presente en aproximadamente el 60% de los
casos, habia muestra para 1p/19q en 63 casos.

En el estudio EORTC 22033 se incluyeron 477 pacientes y la codelecion de 1p/19q se
detect6 en un 33% de los casos y las mutaciones de IDH en el 83%.

Estos datos confirman que tanto en oligodendrogliomas de grado Il como grado Ill, la
reclasificacion de criterios morfoldgicos a criterios moleculares implica un porcentaje

importante de pacientes, que puede acercarse al 50%.

En otra serie publicada de 124 pacientes, en 3 de 46 casos eran considerados
astrocitomas y se reclasificaron a oligodendrogliomas (6%). En cambio 30 de 42
pacientes fueron reclasificados de oligodendrogliomas a astrocitomas por ausencia de
codelecion de 1p/19q (71%) 1161 ,

En nuestra serie se han reclasificado en una proporcion similar los

oligodendrogliomas de grado Il y de grado I11: 59 de los 119 casos considerados de

bajo grado se consideraron molecularmente oligodendrogliomas (52%) y 32 de los 63
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casos de alto grado se consideraron finalmente como oligodendroglioma grado 11
(50%).

Algunos autores han encontraron que el cambio de diagnostico se daba sobre todo en
oligodendrogliomas y especialmente en los de bajo grado (el 70% de los casos en los

que se cambi el diagnostico), debido a obtener una codelecion 1p/19q negativa 51,

Y otros, sin embargo, han encontrado que la frecuencia de la mutacion de IDH y la
codelecion de 1p/19q era més frecuente en tumores de bajo grado que en los de alto
grado, es decir, encontraron menor tasa de reclasificacion en los tumores de bajo

grado que en los de alto grado [0,

En este ultimo estudio también se pudo confirmar que la mayoria de los pacientes
reclasificados son aquellos que tienen diagnostico previo de oligodendroglioma y que
posteriormente no cumplen los criterios requeridos por la OMS, particularmente la

codelecion de 1p/19q.

B) PAPEL DE LA TECNICA DE NGS PARA LA RECLASIFICACION

Por otro lado, estéan las situaciones donde se ha utilizado el panel de NGS.
El panel result6 de ayuda para resolver casos con dudas diagnosticas.

B.1) Situaciones relacionadas con la codelecién de 1p/19q:

De 16 casos donde 1p/19q seguia siendo desconocido tras la técnica de FISH, en un
37.5% de los casos se pudo obtener informacion adiccional por esta técnica de NGS.
Sobre todo, teniendo en cuenta que muchas de estas muestras son antiguas (algunas
de las muestras son de los afios 70-80).

Se pudieron determinar 4 casos de codeleccion que no se habian podido determinar
por método FISH, esto corresponde a un 25% del total de las muestras analizadas
(4/16).

Encontramos 10 casos donde 1p/19q habia resultado no codelecionado, sin embargo,
los datos eran discordantes con otros resultados moleculares. De estos, 5 resultaron
estar codelecionados. Por tanto, se pudo reclasificar el 50% de los analizados.

Habia 4 casos con delecion parcial, en 1 caso se encontrd codelecién (25% de la

muestra).
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El total de casos que se pudo determinar finalmente por NGS la codelecion de 1p/19q
fue de 10 casos (de un total de 30 revisados por NGS), un 33%.

También Dubbink et al encontraron datos similares. Analizaron con técnica de NGS
los pacientes incluidos en el estudio de la EORTC 26951, con diagndstico de
oligodendroglioma anaplasico. Encontraron que por técnica NGS pudieron detectar
mas casos que los que habian detectado por técnica de FISH, con una discordancia
hasta de unos 20 de 133 casos analizados (15%) que no se habian diagnosticado por
FISH y si se diagnosticaron por NGS. Los autores en la discusion concluyen que el
porcentaje de paciente en los que se detectd la codelecion de 1p/19g es mayor con la
técnica de NGS que con la técnica de FISH, de manera que la consideran una técnica

mas sensible.

B.2) También hemos podido revisar es la utilidad de esta técnica en el caso de
discordancias con la mutacion de IDH.

En 5 casos no se habia detectado mutacién de IDH por IHQ ni HRM, pero habia datos
discordantes ya que se conocia que existia la codelecion de 1p/19q o mutacion de
TERT.

En 3 casos se encontré mutacion de IDH (uno en IDH2) y 2 en IDH1 (uno de estos no

estaba presente, ademas, el criterio de codelecion de 1p/19q y se excluyo).

Otro aspecto a tener en cuenta con la realizacion de técnicas NGS es que permite
asegurar la consistencia de los hallazgos moleculares, teniendo en cuenta que ya se
conoce que hay hallazgos que son mutuamente excluyentes y otros que suelen ir
asociados.

B.3) También, dentro de esta consistencia molecular, estan los datos relacionados con
TERT y también con ATRX.

Podemos mencionar que en nuestra muestra encontramos ATRX no concordante en 7
casos, en 2 de estos casos la IHQ presentaba dudas en cuanto a su expresion y al
realizar el panel de NGS se confirmd la ausencia de mutacién y en otros 5 casos que
se considerd que habia pérdida de expresién por IHQ, el resultado del panel de NGS
confirmd la ausencia de mutacion de ATRX. Por lo tanto, en nuestra muestra no
hemos encontrado casos con mutacion de ATRX, tras realizar el estudio por panel de

NGS. En 2 casos la muestra estaba muy artefactada y no se pudo analizar.

229



5.3.2 Discusion de los datos moleculares de la cohorte reclasificada.

La presencia de la mutacién de IDH fue un requisito para la reclasificacion.

Hemos podido constatar la presencia de mutacion IDH2 en aproximadamente un 10%
de los casos.

Otros autores han encontrado un porcentaje de mutaciones en IDH2 algo mas baja, en

torno a un 5% 1171,

Nosotros no hemos encontrado diferencias marcadas en el porcentaje de mutaciones
en IDH2 entre los oligodendrogliomas de grado Il y grado I1l. Tampoco los autores
del estudio previo han encontrado esas diferencias.

No hemos encontrado que el tipo de mutacion en IDH1 o IDH2 tenga un impacto

prondstico en la supervivencia y tampoco la mutacion IDH1 R132H sobre el resto.

Hemos encontrado mutacion en el promotor de TERT en un 88% de los casos y sélo
en un 4.4% resultdé WT (en 7 casos no se pudo analizar). La mutacion més frecuente
fue la C228 (45-62%).

Estos datos se encontraron en la cohorte global y también en los oligodendrogliomas
de grado 11 y grado I11. En los anaplasicos la presencia de la mutacion se confirmo
hasta en el 96.5% de los casos.

En el estudio de la EORTC 26951han encontrado mutacion de TERT en el 98% de los

casos dentro del grupo | (codelecionados).

No hemos podido comprobar que la mutacion de TERT o el tipo de mutacién tengan

impacto en la supervivencia.

En los oligodendrogliomas de grado 1I:
Se ha detectado mutacion en IH1 en el 88.1% de los casos y mutaciones en IDH2 en
11.9%. En el estudio de la EORTC 22033 encontraron un 3%.

Dentro de las mutaciones de TERT, un 45.8% estaban mutados en C228T y 37.3% en

C250T.

Ninguno de estos aspectos moleculares tuvo impacto en la SG.
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En los oligodendrogliomas de grado IlI:
Hemaos encontrado positividad de IDH1 en 29 casos y de IDH2 en 2 casos (3.1%). En
el estudio de la RTOG 9402, en donde de 156 casos con mutacion, en 2 casos se

encontré mutacion para IDH2.

Hemos encontrado mutaciones en TERT en el 96.9% de los casos, al igual que otras
series como el estudio molecular realizado dentro del estudio de la ERTC 26591, con
un 98% de las muestras con mutaciéon de TERT.

5.3.3. Discusién de los datos de la via de las ciclinas en la cohorte reclasificada.

En primer lugar, hay que subrayar el hecho de que nuestra serie se ha seleccionado en
base a los criterios de la OMS 2016. Todos los casos tienen mutacion de IDH y
pérdida de 1p/19q.

Muchos de los trabajos previos que habian estudiado la via de las ciclinas en
oligodendrogliomas, habian utilizado criterios para seleccion de casos de tipo
morfoldgico. Estos estudios se publicaron en los afios 90 y principios del 2000. Con
los criterios actuales, en esas series fueron incluidos casos que quedarian clasificados
como astrocitomas o incluso como glioblastomas, por lo que hay que hacer un analisis
cuidadoso de los resultados.

Por lo tanto, nos ha parecido importante determinar si la via de las ciclinas es
relevante considerado desde una muestra mejor seleccionada, en base a la

reclasificacién actual de la OMS 2016.

Los datos moleculares de la via de las ciclinas analizados fueron p16, ciclina D1, y Rb
por IHQ.

A) Discusion de los resultados de la expresion de p16.

En nuestra serie hemos encontrado ausencia de expresion de p16 tanto en los
oligodendrogliomas grado Il como grado Ill. En el 16% (7 casos) de los

oligodendrogliomas grado Il se encontrd pérdida de expresion de p16.
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En los oligodendrogliomas de grado 111 esta pérdida de expresion ocurrio en un 32.1%
(9 casos).

Ademas, esta pérdida de expresion, en nuestra serie, se asocia a una peor
supervivencia global de forma estadisticamente significativa en los
oligodendrogliomas de grado 111 (con mediana de SG de 4.76 afios vs 17.49 afios en
ausencia vs presencia de expresion de p16) y también en el conjunto de los casos
(grado 11y grado 111), donde la mediana de supervivencia pasaba de 9.03 a 13.35 afios
en ausencia vs presencia de p16 y la HR fue de 0.41. En el analisis de los
oligodengrogliomas de grado Il la diferencia no alcanzé la significacion estadistica
(10.86 afos vs 13.35 afios).

Estos datos ponen en evidencia la presencia de la pérdida de expresion de p16 en

estos tumores, asi como su importancia pronostica.

Otros estudios previos habian analizado la importancia la via de las ciclinas en estos
tumores.

Los diferentes estudios han utilizado distintos enfoques: han analizado o bien pérdida
del cromosoma 9 0 CDKN2A o p16.

La alteracion de estas moléculas esta relacionada entre si: la pérdida del gen
CDKNZ2A, localizado en 9p21, esté relacionado con la delecion de 9p. CDKN2A
sintetiza p16.

Como hemos visto, pl16 es un inhibidor de CDK4/CDKS6, que estan implicados en la
fosforilacion de Rb y por tanto en progresién del ciclo de fase G1 a S. Actua por tanto

como gen supresor de tumores.

De los estudios realizados en los afios 90, Bigner y colab habian analizado la delecion
de 9p /CDKNZ2A en 55 oligodendrogliomas. Encontraron delecion en 42% de los
casos de grado Il frente a 14% en grado II.

Nuestros datos son similares con un 32% frente a 16% en grado Il (aunque nosotros
hemos determinado la expresion de la proteina por IHQ, y no la delecion).

Estos datos reflejan la importancia que pueda tener CDKN2A/p16 en los tumores de

tipo oligodendroglial y el paso de oligodendrogliomas de grado Il a grado 111 [,

Otros autores, como Cairncross et al describieron que la pérdida de CDKN2A se daba

sobre todo en los tumores con 1p/19q intacto. Los datos encontrados en el trabajo de
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Cairncross podrian indicar que CDKN2A podria estar implicado s6lo en tumores de
otro tipo histologico como el astrocitario (y no en el oligodendroglioma).

Sin embargo, nuestros datos, realizados sobre una serie con casos de
oligodendrogliomas con IDH mut y pérdida de 1p/19q corroboran los datos
encontrados por Bigner y colb, donde se observaba que habia asociacion de pérdida
9p/CDKN2A y oligodendrogliomas con pérdida de 1p/19q (el 70% de los casos con
pérdida de 9p tenian pérdida de 1p/19q).

De nuevo, debemos puntualizar que, a diferencia del trabajo de Bigner et al, nosotros
hemos determinado la expresion de la proteina p16 por IHQ, y no la delecion de
9p/CDKN2A [#51140],

También, por esos afios, otros estudios incidian en la importancia de la expresion de
CDKN2A/p16 como paso para la progresion tumoral, y encontraron que la falta de
expresion de CDKN2A/p16 pueda utilizarse para identificar aquellos tumores

astrocitarios y también en los oligodendrogliales, que pueden evolucionar peor B,

Estudios mas recientes también han encontrado la implicacion la pérdida de 9p o
deleccién de CDKN2A o pérdida de expresion de p16, en tumores oligodendrogliales.
Appay et al encontraron delecion homozigota en un 33% de los casos que analizaron
con oligodendrogliomas anaplésicos en una serie de 483 casos con IDH mutado y
pérdida de 1p/19q 1.

Otro aspecto a considerar es el de la pérdida de expresion de pl16 en los
oligodendrogliomas de grado 1. Nosotros hemos encontrado pérdida de expresion
p16 en los oligodendrogliomas de grado 111 (32.1%), pero también en los casos con
oligodendroglioma de grado Il (en un 16%).

Bigner et al encontraron pérdida del cromosoma 9 en un 21% de los casos de grado
I11, pero no encontraron delecion homozigota en ningun caso de bajo grado.

En el trabajo de Appay Yy colab no encontraron casos de delecion homozigota de
CDKNZ2A en los casos analizados de gliomas de grado 11 (codelecionados o0 no, un
total de 40 casos).

En ambos trabajos evaluaron la delecion a nivel cromosomico y en nuestro trabajo

hemos analizado la pérdida de expresion de la proteina, esto podria explicar los
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hallazgos divergentes. Consideramos que podria ser interesante analizar en el futuro

esta delecién en nuestra muestra.

Otro aspecto que se ha investigado en otros trabajos es la correlacion con hallazgos
histologicos.

En nuestra muestra, no se ha encontrado relacion estadisticamente significativa entre
la pérdida de expresion de p16 y la presencia de proliferacion microvascular en los
oligodendrogliomas anaplésicos: Chi2 0.802.

Aunque no se ha encontrado esta relacion desde el punto de vista estadistico, hay que
destacar algunos aspectos descriptivos: se ha observado que el 85% de los
oligodendrogliomas anaplésicos tenian proliferacién microvascular.

Ademas, selecionamos los casos en los que teniamos datos de datos de la presencia o
no de proliferacién microvascular y a la vez de la expresion de p16: de los casos con
pérdida de expresion de p16, el 88% de los que tenian proliferacion microvascular.
Es decir, parece haber una asociacion entre la pérdida de expresion de pl6 y la
presencia de proliferacion microvascular, aunque no haya alcanzado la significacion
estadistica, tal como han encontrado otros autores.

En cuanto a la necrosis, no se ha encontrado una relacion estadisticamente
significativa con la pérdida de expresion de p16: Chi2 0.175.

Estos datos han sido también analizados por otros autores,

Godfraind et al encontraron en los oligodendrogliomas anaplasicos, asociacion entre
la pérdida del cromosoma 9 y la presencia de proliferacion microvascular y la
necrosis. En su serie, 8 de cada 9 pacientes con oligodendrogliomas anaplasicos con
presencia de proliferacion microvascular, tenian delecion de 9p.

Figarella-Branger et al revisaron 203 casos de oligodendrogliomas anaplasicos y
encontraron que la proliferacion microvascular estaba asociada con pérdida del
cromosoma 9.

El nimero de pacientes analizados en nuestra muestra fue de 32 casos y encontramos
que en 9 casos con pérdida de expresion de pl6, en 8 de ellos habia proliferacion
microvascular. No se alcanzd, sin embargo, una diferencia estadisticamente

significativa. Los datos sin embargo corroboran a los publicados por Godfraind et al
[118] [43]

Publicaciones previas habian analizado la posible relacion entre la captacion de
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contraste en el RM y la pérdida de 9p.

Hemos querido analizar estos datos también en nuestra serie. En cuanto a la captacién
de contraste en la RM en los oligodendrogliomas anaplasicos no hemos encontrado
una correlacion estadisticamente significativa con la pérdida de expresion de 16: Chi2
0.668.

Sin embargo, Reyes- Botero et al revisaron 50 casos de oligodendrogliomas
anaplasicos y encontraron que la imagen de RM con realce de contraste se asociaba a
la pérdida de 9p y CDKN2A de manera estadisticamente significativa.

Es posible que esta discrepancia de otros trabajos esté relacionada con el escaso

numero de pacientes analizados en nuestra muestra.

En nuestro estudio, la pérdida de p16 se asocia de forma estadisticamente significativa
a un peor pronostico, de forma mas clara en los oligodendrogliomas de grado I11.
Varios estudios han incidido en el valor prondstico de la pérdida del cromosoma 9 o
delecion de CDKNZ2 o peérdida de expresion de p16.

Appay et al revisaron 483 casos de oligodendroglioma anaplasico con IDH mutado y
1p/19q codelecionado. Revisaron la delecion de CDKN2A, y también delecion de Rb
y CDK4.

En los pacientes con codelecion 1p/19q, la delecion de CDKNZ2A fue un factor
adverso de mal prondstico.

Ademas, vieron que la delecion de CDKN2A es un factor prondstico tanto en casos
sin codeleccidn (analizaron 428 casos), como codelecionados (483 casos). Sugieren
por ello la importancia de la utilizacion de CDKN2A como método para clasificar a
los gliomas IDH mutados (astrocitarios y oligodendrogliales)

Nuestro trabajo esta en la misma linea que estos datos, p16 (sintetizada por
CDKN2A) resulta ser un como marcador pronostico en oligodendrogliomas
anaplasicos.

Mas adelante discutiremos la correlacion entre la delecion cromosémicay la

expresion de p16 (191,

Un aspecto también muy interesante de este trabajo es que encontraron que esta

delecion de CDKN2A parece ser el primer factor de estratificacion del riesgo (mejor
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que los criterios de proliferacion microvascular y necrosis). Solo en ausencia de
delecion de CDKN2A, la presencia de estas 2 caracteristicas fue relevante.

Los autores en la conclusion sugieren que CDKN2A puede ser de gran interés para la
gradacion de estos tumores 51,

En nuestra cohorte, hemos analizado si la proliferacion microvascular o la necrosis,
objetivadas en la anatomia patoldgica, se correlacioba con la SG en los
oligodendrogliomas anaplésicos y no se ha podido demonstrar correlacion prondstica.
Por otra parte, hemos realizado un analisis multivariante incluyendo extension de la
cirugia, tratamiento adyuvante, grado tumoral y presencia o ausencia de pérdida de
expresion de p16. Se ha observado como Unico factor prondstico significativo la
pérdida de expresion de p16 (p=0.034).

Estos resultados corroboran los de Appay Y cols en su estudio: también realizaron un
analisis multivariante teniendo en cuenta la edad, la extensién de la cirugia,
tratamiento adyuvante y proliferacién microvascular y necrosis. CDKN2A se
mantuvo como factor prondstico independiente.

Estos datos implican que la pérdida de cromosoma 9/ delecién de CDKN2A/pérdida
de expresion de p16 podrian ser utilizados para categorizar el prondstico de estos
pacientes e incluso pueden tener valor por encima de la clasificacién del grado

tumoral segun los datos encontrados en nuestra serie.

De hecho, tras la reclasificacion de la OMS de 2016, y los datos procedentes de
diferentes estudios, se ha ido consolidando la importancia de los datos moleculares

para la definicion de los tumores cerebrales su gradacion y prondstico.

En esta linea, en los tumores astrocitarios se ha ido afianzando el papel de la
informacion molecular y un ejemplo de ello es la propuesta de incorporacion de
CDKNZ2A/B para la gradacion a tumores de mas alto grado.

De hecho, en la publicacion cIMPACT-NOW update05 se propone optimizar la
gradacion de los tumores de tipo astrocitarios basandose en mecanismos moleculares.
Recomiendan la introduccion de la delecion de CDKN2A/B para el sistema de

gradacion.
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Los estudios previos habian puesto en evidencia que la delecion homocigota de
CDKN2A y amplificacion CDK4 se asociaban a peor pronostico en los casos de
astrocitoma con mutacion de IDH.

Partiendo de esta evidencia, proponen una nueva denominacion para la siguiente
clasificacion de la OMS:

a) Astrocitoma, IDH mutado, grado 2 serian: Astrocitomas con IDH mutado,
escasa actividad mitotica, no datos de anaplasia, proliferacién microvascular o
Necrosis.

b) Astrocitoma, IDH mutado, grado 3: astrocitoma IDH mutado, con elevada
actividad mitotica, anaplasia histologica, pero sin proliferacion microvascular
0 necrosis ni delecion homocigota de CDK2NA/B

c) Astrocitoma, IDH mutado, WHO grado 4: astrocitoma con IDH mutado, con
proliferacion microvascular o necrosis o delecion de CDKN2A/B o cualquier
combinacion de estas caracteristicas. Se propone no usar el término de
glioblastoma, IDH mutado, WHO grado V.

Tal como acabamos de describir para los tumores de tipo astrocitario, los datos de
nuestra serie apoyan el valor de la pérdida de expresion de p16 como mecanismo
molecular que puede permitir clasificar el riesgo también en los oligodendrogliomas.
En nuestro caso solo hemos hecho estudio IHQ de p16, por lo que no podemos
extrapolar estos resultados a la pérdida de 9p/delecion de CDKN2A.

Uno de los trabajos mas iniciales en esta linea fue el de Miettinen et al publicado en el
afio 1999. Analizaron 42 oligodendrogliomas (no seleccionados por criterios
actuales), y encontraron que la delecion de CDKN2A/ pérdida de expresion de pl6 se

asociaba a un peor prondstico en los oligodendrogliomas.

Otros trabajos han buscado el papel de este marcador molecular en
oligodendrogliomas en casos seleccionados por criterios actuales.

En esta linea esté el trabajo de Michaud K et al en una serie de oligodendrogliomas
con mutacion de IDH y codelecion de 1p/19q.

En este trabajo se analizaron la expresion de p16, pero también la delecion de 9p.
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En los oligodendrogliomas grado Il no se encontrd delecién de 9p y en los
oligodendrogliomas grado 111 en un 55% de los casos. La delecion de 9p se relaciond

CON una peor supervivencia.

Por otra parte, analizaron la expresion de p16 por IHQ. Encontraron perdida de
expresion de p16 en 11/40 casos (27%); en un 22% sin deleccion de 9p y un 32% con

deleccion de 9p 7]

En este estudio de Michaud et al encontraron que la pérdida de expresion de p16 se
relaciond con peor supervivencia en oligodendrogliomas grado 111 con delecion de 9p,
pero no en los pacientes con 9p intacto ni en los de grado II.

Para los casos con 9p delecionado y pérdida de p16, la diferencia encontrada en
supervivencia fue de 2.33 afios y para los que mantenian la expresion de p16 fue de
4.5 afos, estadisticamente significativo. En nuestra serie las diferencias fueron méas
marcadas, de 4,76 vs 17.49 afios, también estadisticamente significativas.

Por otra parte, encontraron correlacion entre la sobreexpresion de p16 y peor
supervivencia en oligodendrogliomas grado Il y en los de grado 11 sin delecién de 9p.
En nuestro estudio no hemos encontrado esta correlacion.

Los autores en la discusion consideran que en los pacientes con delecion de 9p se
produce una disminucion de la expresién de p16 y esto lleva a la pérdida de inhibicion
de CDK4/6 y un aumento de la proliferacién celular. Sin embargo, en ausencia de
delecion de 9p, la evolucidn desfavorable de estos casos no ocurre a través de la
pérdida de expresion de p16 si no por otros mecanismos, y en estos casos, podria
Ilevar a una sobreexpresion de p16 que se activaria como supresor de tumores (pero

de forma ineficiente) para compensar otras vias oncogénicas activadas.

La pérdida del cromosoma 9 (donde se encuentra localizado CDKN2A/p16) también
ha sido estudiada en otros trabajos. Alentorn et al analizaron 216 pacientes con
tumores oligodendrogliales con pérdida de 1p/19q. La pérdida cromosdmica de
9p21.3 se detectd en un 42% de los casos y se asocio a peor pronéstico (tanto en SLP
como SG)[él,
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En nuestro trabajo hemos utilizado p16 por IHQ como marcador. No hemos podido
realizar la determinacion de la delecion de CDKN2A ni pérdida cromosomica de 9p,
y consideramos que los datos no se pueden directamente extrapolar.

De hecho, la delecion homocigota se determina bien por FISH, PCR cuantitativa.
MPLA o NGS. La expresion de p16 se analiza por IHQ [22],

En este sentido, un aspecto a tener en cuenta, por tanto, es de si la pérdida de
expresion de p16 es un buen marcador subrogado de la delecion de CDKN2A y o de
la pérdida del cromosoma 9.

Hemos encontrado pocos trabajos dirigidos a responder a esta pregunta en tumores
gliales. Purkait S et al buscaron, en glioblastomas, la correlacion entre la delecion de
CDKN2A y la expresion de la proteina p16. Se considerd p16 positivo cuando al
menos 1% de las células tumorales expresaba p16. Encontraron que la correlacién era
altamente significativa: el 85% de los pacientes con delecion de CDKN2A tenian
pérdida de expresion de p16. La pérdida de p16 tenia alta sensibilidad (81.5%) y muy
alto valor predictivo negativo (84.8%) (1201,

Bigner et al encontraron en su serie, al analizar los casos de oligodendrogliomas
anaplasicos, 10 casos con pérdida de 9p, de ellos 6 casos también se observé pérdida
de CDKN2A. En un caso no habia informacion de la pérdida de 9p y si de tenia
pérdida de CDKN2A. La concordancia fue del 60-70%.

Otras series como Rao et al y Bruns et al también encontraron una buena correlacion
entre la pérdida de expresion de p16 y la delecién de CDKN2A. En ambos estudios,

todos los casos con delecion homozigota de CDKN2A tenian pérdida de expresion de
p16 [121] [122]_

Otros trabajos no han encontrado una buena correlacion entre la expresion de p16 por
IHQ y la deteccidn de la delecion de CDKN2A. Los autores sefialan que, en cualquier
caso, la expresion nuclear basal que ellos han encontrado era muy baja en la mayoria

de las muestras para permitir una deteccion definitiva de la pérdida de expresion 1231
[119]

239



Aunque en nuestra serie no hemos determinado la delecion de CDKN2A,

consideramos que esta determinacion de CDKN2A podria aportar datos relevantes.

B) Discusion de resultados de ciclina D1

También hemos analizado la expresion de la ciclina D1. Hemos encontrado expresion
de ciclina D1 tanto en oligodendrogliomas grado Il como grado I11l. Hemos objetivado
una mayor expresion de ciclina D1 en los oligodendrogliomas de grado Ill. La
ausencia de expresion en los oligodendrogliomas de grado Il fue del 71% vy la
ausencia de expresion en los oligodendrogliomas de grado 111 fue del 32%.

Fiano et al publicaron los resultados de la expresion por IHQ de diferentes
compuestos de la via de las ciclinas. Encontraron que los niveles de ciclina D1
aumentaban con el grado de anaplasia, con una correlacion lineal con el MIB1 index

labeling 81,

Otros trabajos realizados en modelos animales sugieren que ciclina D1 y CDK4
tienen un papel importante en el desarrollo tumoral de los gliomas, asi como en el
microambiente tumoral influyendo en el crecimiento tumoral. La pérdida de CDK4
impedia el desarrollo tumoral. La pérdida de ciclina D1 impedia el paso hacia grados

mas altos de malignidad [“°1.

También se ha analizado el valor prondstico de la expresion de ciclina D1.

Se ha considerado alta expresion cuando se habia expresion por encima del 25%.
Hemaos encontrado 6 casos y se ha podido ver que existe una correlacién entre esta
sobreexpresion y un peor prondstico, en el conjunto de la serie y en los
oligodendrogliomas grado Il (mediana de 6.31 afios frente a 12.73 afios).

Tambien Michaud y colbs han encontrado esta correlacion de la sobreexpresion de D1
y peor pronostico, y en la discusion incluyen que su hallazgo debe ser confirmado con

otras series [*7],

D) Discusion de los resultados de Rb

Hemos analizado por inmunohistoquimica la expression de Rb. Se analizaron un total

de 81 casos. En 5 casos del total no se encontré expression por IHQ (5.5%).
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De esos 5 casos, en 3 casos oligodendroglioma grado 11y en 2 casos fueron
oligodendrogliomas grado Il1. No se ha podido definir un patron molecualr especifico
en estos 5 casos, todos tenian mutacion de IDH y delecion de 1p/19q, todos tenian
mutacion de TERT, p16 estaba expresado en 3 de ellos, en uno ausencia de expresion
y en otro no se pudo determinar y en cuanto a ciclina D1, s6lo en uno de esos cinco

casos se encontrd expresion de ciclina D1 (en un caso no se pudo determinar).

Nuestra serie corrobora los datos del escaso porcentaje en el que se produce esta
pérdida de expresion de Rb. También hemos encontrado un caso donde no habia
expresion de Rb ni tampoco p16, viéndose afectados 2 puntos de la misma via [,
Appay et al no detectaron ningun caso de oligodendroglioma anaplésico con delecién
homozigota de Rb1.

La mediana de SLP y SG no ha sido alcanzada en estos pacientes.

En sintesis:

Se ha analizado analizado una larga serie de pacientes con el diagndstico de
oligodendroglioma (se han incluido los grados Il y 111 y los casos de
oligoastrocitoma), durante un periodo de tiempo que abarca 37 afos (de 1977 a 2014).
Dicho de una forma esquematica, se ha reclasificado segin la clasificacion de la OMS
2016 aplicando criterios moleculares a todas las muestras tumorales. Se ha comparado
la supervivencia en la cohorte inicial y la cohorte reclasificada, y se ha analizado el
tratamiento de los pacientes al inicio y tras la primera recaida.

Asimismo, se ha analizado el impacto en la supervivencia de la reclasificacion y de

diversas alteraciones moleculares como p16, pRb y ciclina D1.
De una forma més detallada :

Los tumores oligodendrogliales son tumores poco frecuentes, como se ha podido

constatar en nuestro trabajo. Su frecuencia es de un 3% en los oligodendrogliomas y
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1.5% en los oligodendrogliomas anaplasicos de los tumores primarios malignos del
SNC.

Nuestra serie inicial, diagnosticada por criterios morfoldgicos, ha permitido analizar
datos generales de estos tumores:

1) Se confirma esta baja incidencia de estos tumores oligodendrogliales en su
conjunto, correspondiendo a unos 5 casos nuevos al afo.

2) Se ha podido constatar que es un tumor més frecuente en varones (60% de los
casos) y la mediana de edad ha sido de 45 afios. La localizacién mas habitual ha sido
en el I6bulo frontal (60%), seguido del I6bulo temporal (15%).

3) En cuanto al tratamiento, en esta serie inicial previo a la reclasificacién, se ha
podido objetivar que la cirugia habia sido completa en un 47 % de los casos,
indicando un esfuerzo importante para alcanzar una cirugia extensa en el mayor
numero de casos posible y la biopsia solo en un 7% de los casos. El tratamiento
postoperatorio fue con RT en la mitad de los casos y quimioterapia en
aproximadamente en un tercio de los casos. Las recomendaciones de tratamientos
postoperatorios han ido cambiando a lo largo del tiempo en funcién de la evidencia
cientifica.

4) En cuanto a la supervivencia, para los oligodendrogliomas de grado Il la mediana
de SLP ha sido de 5.95 afios y la SG de 13.06 afios y para los oligodendrogliomas de
grado Il la SLP ha sido de 4 afios y la SG de 6 afios. Estos datos estan en
consonancia con lo descrito en la literatura.

Otro dato que destacar es que hay una diferencia estadisticamente significativa entre
la SG de los oligodendrogliomas de grado 11 y grado 111 en esta cohorte inicial,
también de acuerdo con lo descrito en la literatura.

Posteriormente se ha reclasificado esta serie de casos con los criterios de la OMS de
2016. En esta cohorte reclasificada todos los casos cumplian el criterio de tener

mutacion de IDH y codelecién de 1p/19q.

En esta cohorte reclasificada se ha podido observar:
1) Baja incidencia de estos casos reclasificados.
2) Mayor incidencia de los tumores de grado Il que grado I11. Mayor prevalencia en

varones y mediana de edad de 45 afios. Localizacién preferente en el 16bulo frontal
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3) En cuanto al tratamiento, se ha realizado una reseccion completa en un 39% de los
casos Yy sélo biopsia en un 5.5%. Tras la cirugia recibieron tratamiento con
radioterapia y un 46%, con quimioterapia un 32% y ningln tratamiento un 38.5% de
los casos.

Por lo tanto, vemos, de nuevo el impacto de una cirugia lo mas amplia posible. asi
como las recomendaciones de tratamiento postoperatorio cambiante a lo largo de este
periodo de tiempo.

4) En términos de supervivencia, la mediana de SG en el total de esta cohorte
reclasificada fue de 12.73 afios.

En este punto se ha encontrado una diferencia importante respecto a la cohorte inicial,
y es que al comparar la supervivencia global para los pacientes con grado Il y grado
[11, no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas (mediana de SG
para los oligodendrogliomas de grado Il fue de 13.3 afios y de 12 afios para los
oligodendrogliomas de grado Ill. Se ha encontrado, por tanto, que la clasificacion
molecular modifica el impacto del grado en el pronéstico.

5) Se ha analizado la evolucion de los pacientes que cumplian los criterios
moleculares de oligodendroglioma (cohorte reclasificada) y de la serie que quedo
excluida por no cumplir estos criterios (denominada cohorte excluida). Las
diferencias encontradas han sido estadisticamente significativas: de 13.35 afios para la
cohorte reclasificada y de 7.52 para la cohorte excluida. Aungue no hemos procedido
a caracterizar desde el punto de vista molecular a esa cohorte excluida, posiblemente
entre los casos de esta cohorte excluida haya diagndsticos que incluyan otro tipo de

tumores diferentes al oligodendroglioma segun la clasificacion actual.

Ademas, se ha analizado la situacidn en el momento de la primera progresion de estos
tumores:

1) la mayoria de los pacientes han recibido de nuevo algun tipo de tratamiento (solo
un 9% no se habia tratado) y los tratamientos recibidos son muy variados incluyendo
cirugia, radioterapia y quimioterapia, dependiendo de la localizacion del tumor y del
tratamiento recibido inicialmente.

2) la mediana de supervivencia en el total de la cohorte reclasificada, tras la primera
progresion ha sido de 6 afios. Se ha objetivado un empeoramiento progresivo de la
supervivencia con cada progresion (mediana de 3 afios de la primera a segunda

progresion y 1.25 afios de la segunda a la tercera progresion).
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3) dentro de los casos diagnosticados inicialmente de bajo grado en los que se habia
dado una situacién de progresion, en un 54% de los casos habia datos radiologicos y/o

anatomopatoldgicos de un mayor nivel de agresividad (transformacion a grado Ill).

Por otra parte, se ha analizado los casos con diagnostico morfolégico de
oligoastrocitoma. Estos casos han representado el 13% de la cohorte reclasificada y
no se ha apreciado diferente evolucion en relacion con el resto de la cohorte
reclasificada. Del total de pacientes con diagndstico inicial de oligoastrocitoma el

30% se reclasifico con criterios moleculares de oligodendroglioma.

Posteriormente se realizé un analisis segun el grado histoldgico.

En el caso del oligodendroglioma de grado Il hemos localizado 59 casos. Los datos
epidemioldgicos siguen la misma linea de los descritos para el global de la cohorte.
En cuanto al tratamiento quirdrgico, se ha realizado una cirugia completa en un 35%
de casos y solo biopsia en 6.8%. Estos datos implican una cirugia mas amplia de lo
encontrado en otras publicaciones. Por otra parte, una cirugia completa se ha asociado
a una mayor supervivencia, sin alcanzar la significacion estadistica.

La supervivencia global para los OD grado Il fue de una mediana de 13.35 afios. En
cuanto a los tratamientos postoperatorios, se ha observado un beneficio para el
tratamiento de quimio y radioterapia, sin alcanzar la significacion estadistica.

Los datos de supervivencia son similares a los de los estudios con tratamientos
mas intensivos de quimio y radioterapia, a de pesar que el 50% de los casos no
recibio ningun tratamiento en adyuvancia. De hecho, los pacientes sin
tratamiento adyuvante mostraron una SLP de 7.13 afios y SG 12.73 afios. Todo
esto en el contexto de una poblacién donde el riesgo definido por criterios
clinicos (>40 afios o reseccidn incompleta) lo cumplian el 79% de los casos. En
nuestra opinidn esto refuerza la importancia de la caracterizacién molecular en
el pronostico.

También se analizé de forma comparativa la evolucién de los pacientes de bajo y
alto riesgo clinico en los que se habia realizado seguimiento y la mediana SLP fue
de 6.19 y 8.44 afios, respectivamente, indicando también la importancia de los
aspectos moleculares sobre los criterios clinicos. En esta serie ya caracterizada

por criterios moleculares, los criterios clinicos pierden impacto prondstico.
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En el caso de los oligodendrogliomas de grado I11, se han identificado 32 casos. Los
datos epidemiologicos de edad, sexo y localizacion siguen lo descrito en la cohorte
general.

En cuanto al tratamiento quirurgico, no se ha podido observar un impacto en
supervivencia en funcién de la extension de la cirugia, aunque hay que tener en cuenta
que el tamafio muestral es pequefio y que un 50% se considero reseccion completa;
solo 1 paciente fue biopsiado como procedimiento quirargico. Todo ello,
posiblemente hace dificil encontrar diferencias desde el punto de vista estadistico.

En los tratamientos postoperatorios, un 19% de los casos no recibieron ningun tipo de
tratamiento (unas cifras inferiores al caso de los oligodendrogliomas de grado Il, que
fue del 50%), y en este caso hubo un mayor porcentaje de tratamiento mas intensivos:
10% en los de grado 11 y grado 111 del 30%.

Revisado el impacto en la supervivencia segun el tipo de tratamiento se ha podido
observar, incluso en aquellos casos que no habian recibido ningun tipo de tratamiento
adyuvante, una larga evolucion, con SG de 12.27 afios, lo cual indica el impacto
pronostico que pueda tener la clasificacién molecular.

Para el resto de opciones de tratamiento, se ha podido apreciar un beneficio para el
tratamiento mas intensivo de quimio y radioterapia, sin alcanzar la significacién
estadistica y también para los pacientes que reciben quimioterapia como parte del
tratamiento adyuvante (que si alcanzo la significacion estadistica). En nuestra serie se
ha observado una peor evolucion en agquellos casos tratados con RT en monoterapia
(que también alcanzé la significacidn estadistica). Nuestros datos de SG global para el
tratamiento de RT en monoterapia han resultado inferiores a los de otros estudios
publicados por lo que puede haber sesgos relacionados con el caracter retrospectivo y
pequefio tamafio de la muestra.

Por ultimo, hemos comparado la mediana de supervivencia de aquellos casos que no
habian recibido tratamiento en el caso de los oligodendrogliomas de grado Il y
también los de grado 11, que fue de 12.73 y 12.2 afios retrospectivamente, apuntando

de nuevo la importancia prondstica de la clasificiacion molecular.

En cuanto al estudio molecular, por una parte, se ha revisado el propio proceso de
reclasificacion molecular. Ha habido un 52% de casos que han sido reclasificados

desde los casos iniciales por criterios morfoldgicos. Los criterios fundamentales que
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Ilevaron a esta reclasificacion fueron la ausencia de mutacion de IDH en un 14% de
los casos y la ausencia de codelecion de 1p/19q en un 33.5% de los casos. Estos datos
estan en linea con otras publicaciones previas.

El papel de la técnica de NGS permitid detectar la codelecion de 1p/19q en un 30% de
los casos analizados (10/30 casos), e indica la relevancia de ésta. Ademas, la NGS
permite asegurar la consistencia de los datos moleculares ya que facilita diferentes
resultados y permite cotejar diferentes resultados que pueden ir asociados o, por el

contrario, sean mutuamente excluyentes.

El estudio molecular de la cohorte reclasificada indic6 aproximadamente un 10% de
mutacion de IDH2 (en oligodendrogliomas de grado 11 12% y en oligodendrogliomas
de grado 111l en 6.3%).

La mutacion del promotor de TERT se ha objetivado en un 88% de los casos (en
oligodendrogliomas de grado Il en un 83% y grado Il en un 97%).

El tipo de mutacion de TERT ha sido la C250 en 36% y C228 en un 52%).

No hemos encontrado que ninguno de estos datos tenga un impacto en el prondstico.

En cuanto a la via de las ciclinas:

En nuestra serie se ha encontrado ausencia de expresion de p16 tanto en los
oligodendrogliomas grado Il como grado III. En el 16% de los
oligodendrogliomas grado Il se encontro6 pérdida de expresion de p16. En los
oligodendrogliomas de grado III esta pérdida de expresién ocurrié en un 32.1%.
Ademas, esta pérdida de expresidn, en nuestra serie, se asocia a una peor
supervivencia global de forma estadisticamente significativa en los
oligodendrogliomas de grado III (con mediana de SG de 4.76 afios vs 17.49 afos
en ausencia vs presencia de expresion de p16) y también en el conjunto de los
casos (grado Il y grado III), donde la mediana de supervivencia pasaba de 9.03 a
13.35 afios en ausencia vs presencia de p16, con una HR de 0.41. En el analisis de
los oligodendrogliomas de grado II la diferencia no alcanz¢ la significacion
estadistica (10.86 afios vs 13.35 afios).

Estos datos ponen en evidencia la existencia de la pérdida de expresién de p16

en estos tumores, asi como su importancia pronéstica.
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En cuanto a clina D1, también hemos analizado la expresion de la ciclina D1.
Hemos encontrado expresion de ciclina D1 tanto en oligodendrogliomas grado II
como grado III. Hemos objetivado una mayor expresion de ciclina D1 en los
oligodendrogliomas de grado III. La ausencia de expresion en los
oligodendrogliomas de grado Il fue del 71% y la ausencia de expresion en los
oligodendrogliomas de grado III fue del 32%.

También se ha analizado el valor pronéstico de la expresién de ciclina D1.

Se ha considerado alta expresion de D1 cuando habia expresién por encima del
25%. Se ha encontrado que existe una correlacidn entre esta sobreexpresion y
un peor pronostico, en el conjunto de la serie y en los oligodendrogliomas grado
II (mediana de 6.31 afos frente a 12.73 afios). Por Gltimo, en esta via de las
ciclinas, se ha analizado por inmunohistoquimica la expresion de Rb y se ha
observado su expresion en practicamente todos os casos analizados, solo en 5

casos del total no se encontr6 expresion por IHQ (5.5%).

6. Conclusiones

- Enlaserie inicial diagnosticada por criterios morfoldgicos se han identificado

182 casos de oligodendroglioma.

- Posteriormente se ha reclasificado esta serie de casos con los criterios de la
OMS de 2016 (con mutacién de IDH y codelecion de 1p/19q). En esta cohorte
reclasificada se han identificado 91 casos diagnosticados como
oligodendrogliomas segun estos criterios moleculares, en los que hemos

verificado su efecto pronostico:

O Esta cohorte presenta caracteristicas similares a la cohorte inicial en
cuanto a afectacion predominante en varones, edad, afectacion y
localizacion predominantemente frontal. También son similares los
tratamientos administrados, tanto en la extension de la cirugia como en

los tratamientos postoperatorios.

O Se ha comprobado el impacto prondstico al introducir la clasificacion

molecular:
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® El grado pierde su valor pron6stico: En la cohorte reclasificada,
la mediana de supervivencia global para el oligodendroglioma
grado Il fue de 13.3 afios y de 12 afios para los
oligodendrogliomas de grado 111, sin diferencias

estadisticamente significativas.

® Sin embargo, en la cohorte inicial por criterios
morfoldgicos, la mediana de supervivencia global fue
de 13 afos para los oligodendrogliomas de grado 11y de
6 afios para los oligodendrogliomas de grado Ill. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas.

®  Se han encontrado también medianas de supervivencia largas
comparables a las publicadas en estudios donde se habian
aplicado tratamientos postoperatorios mas intensivos, a pesar
que un 38% no recibia tratamientos postoperatorios y solo un

18% recibia quimio y radioterapia.

O Se harealizado un estudio de la via de las ciclinas, analizando la

expresion de p16, pRb y ciclina D1, con resultado prondstico:

®  Se ha encontrado ausencia de expresion de p16 en 16% en

grado Il y en un 32% en grado IlI.

®  Esta pérdida de expresion de p16 se ha asociado a una peor
supervivencia, de forma més clara en los oligodendrogliomas
de grado 11l (mediana de supervivencia de 4.76 afos vs 17.49

afios, estadisticamente significativa).

® | a sobreexpresion de ciclina D1 se asocié aun peor prondstico

(mediana de supervivencia de 12.73 vs 6 afios).
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Anexo 1

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Titulo del estudio: Alteraciones moleculares en tumores oligodendrogliales.

Investigador principal (Nombre, servicio, forma de localizarle)

M2 Angeles Vaz Salgado. Servicio de oncologia médica. Telefono 913368215

Centro Hospital Ramén y Cajal

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre el desarrollo del estudio en el que se le
propone participar. Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién
correcta y suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere 0 no participar en este
estudio. Para ello lea esta hoja informativa con atencion y nosotros le aclararemos las

dudas que le puedan surgir después de la explicacion.

Su participacion es voluntaria y puede revocar su decision y retirar el consentimiento
en cualquier momento sin que por ello se altere la relacién con su médico ni se produzca
perjuicio en sus cuidados méedicos. En caso de retirar el consentimiento para participar
en el estudio, ningln dato nuevo sera afiadido a la base de datos y puede exigir la
destruccion de todas las muestras identificables previamente retenidas para evitar la

realizacién de un nuevo analisis.

FUNDAMENTO

El estudio que se va a llevar a cabo es un estudio promovido por un investigador con el

fin de mejorar los conocimientos bioldgicos del cancer.

El objetivo final del estudio es saber las alteraciones moleculares que se producen en
el oligodendroglioma, y para ello se va a realizar un analisis del tejido tumoral extraido

en el momento en que se realizo la cirugia, incluido en parafina. EI conocimiento de las
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alteraciones a nivel molecular de esta enfermedad poco frecuente tiene por objetivo

altimo ampliar en un futuro las posibilidades terapéuticas para estos pacientes.

BENEFICIOS ESPERADOS E INCONVENIENTES

Los datos obtenidos del analisis de este estudio permitirdn un mejor conocimiento del
origen y desarrollo de los tumores y en concreto de los tumores oligodendrogliales, asi
como su posible comportamiento bioldgico. Los incovenientes que pueden derivar de
la realizacidn de esta recogida y anélisis de datos se relacionan con la posibilidad de
necesitar contactar con el paciente para recabar nuevos datos.

No es esperable que el paciente obtenga ningln tipo de beneficio directo, que no sea el
derivado de la ampliacion de conocimientos de esta enfermedad.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

La participacion en el studio es voluntaria.

El procedimiento para el studio consiste en el analisis de posibles alteraciones
moleculares que se estudiaran en el tejido incluido en parafina extraido tras la cirugia.
Por otra parte también se recogeran datos clinicos, de forma andnima. sobre la
evolucion y tratamientos recibidos.

Este studio molecular no implica ningin otro examen, ni intervencién, ni otro
procedimiento medico, ni otra molestia ni ningn otro riesgo adicional para Vd.

En lo referente al tratamiento de las muestras se seguira lo establecido en la Ley
14/2007 de Investigacion Biomédica y el RD 17161/2011 que regula el regimen de
utilizacion y almacenamiento de las muestras.

El responsible, en cuanto al tratamiento de las muestras, sera el Investigador Principal
y los médicos del Servicio de Anatomia Patoldgica implicados también en este proyecto
de investigacion. El tiempo de almacenamiento de las muestras sera hasta la
publicacion de los resultados del estudio que se estima en unos 24 meses. Las muestras
se almacenaran durante el studio, en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital
12 de Octubre, lugar donde se desarrollara el studio a nivel molecular y una vez

concluido éste se devolveran al archivo de Anatomia Patoldgica del hospital y seguira
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el proceso de habitual de almacenamiento de muestras. Para informacion en este sentido,
podra contactar con el Investigador Principal del estudio.

El nimero total estimado de participantes en el estudio seran unos 160 ( datos del
Hospital Ramdén y Cajal y del hospital 12 de Octubre de Madrid).

Por otra parte, se solicita también la colaboracion para ademas del proyecto actual,
poder utilizar la muestra para usos futuros, lo cual se especifica de forma explicita en

el consentimiento informado.

INFORMACION SOBRE LOS RESULTADOS

Cualquier nueva informacion referente a los datos extraidos del estudio, que se

descubra durante su participacién, le sera comunicada.

CONFIDENCIALIDAD

La confidencialidad y privacidad seran respetadas. Ningun tipo de informacion que
pueda revelar su identidad sera publicada sin su consentimiento especifico. Su identidad
no serd empleada en ningan informe del analisis. En los registros que partan de este
centro sera identificado solamente por un cédigo.

La base de datos que se confeccione no contendra datos relativos a la identificacion y
domicilio de los pacientes. Estos datos estaran relacionados con un orden numérico en
otra base de datos que sera guardada por el investigador principal.

Las muestras de tejido tumoral a analizar seran anonimizadas: Todas las muestras que
se obtengan para el estudio serdn codificadas de forma que no sea posible su
identificacion y no sera posible establecer de nuevo el nexo con sus datos personales.
Todos los datos recogidos para el estudio, procedentes de su Historia Clinica o
facilitados por usted mismo, seran tratados con las medidas de seguridad establecidas
en cumplimiento de la Ley Orgéanica 15/1999 de Proteccion de Datos de caracter
personal. Debe saber que tiene derecho de acceso, rectificacion y cancelacion de los
mismos en cualquier momento. Sélo aquellos datos de la historia clinica que estén
relacionados con el estudio seran objeto de comprobacion. Esta comprobacion la
realizara el Investigador Principal/Investigadores Colaboradores, responsables de
garantizar la confidencialidad de todos los datos de las historias clinicas pertenecientes
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a los sujetos participantes en el estudio. Los datos recogidos para el estudio estaran
identificados mediante un cédigo y solo el investigador principal/colaboradores podran

relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica.

No obstante, usted puede ejercitar los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion comunicandolo por escrito al Servicio de Oncologia Médica del hospital

Ramon y Cajal.

En caso de necesitar cualquier informacion o por cualquier otro motivo no dude en
contactar con los investigadores principales del estudio en el teléfono 913368263 Asi
mismo, en caso de dudas respecto a sus derechos debe dirigirse al Servicio de Atencion

al Paciente del hospital.

Firma del paciente Firma del investigador:

Para el proyecto actual y posible usos futuros

Solo para el proyecto actual

Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:

Este documento se firmara por duplicado quedandose una copia el investigador

y otra el paciente
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Titulo del Estudio:
Cadigo de protocolo:

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacidn es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

FECHA: FIRMA DEL PARTICIPANTE

Para el proyecto actual

Para el proyecto actual y posibles

usos futuros
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FECHA: FIRMA DEL INVESTIGADOR

262



MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Titulo del Estudio:

Alteraciones moleculares en tumores oligodendrogliales.

Cadigo de protocolo:

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

(nombre del investigador)

Comprendo que la participacion del paciente es voluntaria.
Comprendo que puede retirarse del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en sus cuidados medicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

FECHA: FIRMA DEL REPRESENTANTE LEGAL/TESTIGO

Para el proyecto actual
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Para el proyecto actual y posibles usos futuros

FECHA: FIRMA DEL INVESTIGADOR
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