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1. RESUMEN

Introduccion: El glioblastoma es el tumor primario mas comun del sistema nervioso central.
Una mayor actividad del receptor de andrégenos se ha asociado previamente con un peor
pronostico de este tumor, pero no se ha establecido una relacion entre la actividad del receptor

de andrégenos (RA) y las caracteristicas de imagen.

Objetivo: Identificar la relacion entre la expresion y actividad del RA en el tejido del
glioblastoma y las caracteristicas de la resonancia magnética (RM) prequirurgica.

Material y métodos: Para este estudio se utilizaron datos de The Cancer Genome Atlas
(TCGA) y The Cancer Imaging Archive (TCIA). Solo se seleccionaron pacientes con datos de
proteinas y RM prequirdrgica. Los datos de ambas bases de datos se combinaron y analizaron
estadisticamente. Los volumenes de realce tumoral, necrosis y edema T2/FLAIR se estimaron
utilizando la plataforma en linea OncoHabitats, que utiliza redes neuronales convolucionales
de aprendizaje profundo. La actividad RA se determind calculando el AR-score, un indice
calculado mediante el uso de la expresion (a nivel de ARN) de 13 genes de respuesta a
androgenos, que se ha validado previamente en otras lineas celulares cancerosas. Se realiz6 un
analisis comparativo entre pacientes con AR-score alto o bajo (utilizando p50 como umbral).

Se realizaron analisis bivariados de correlacion y supervivencia.

Resultados: Se incluyeron 47 pacientes (22 mujeres; edad media 55,5 afios [DE = 14,32]). Los
pacientes con AR-score mas alto presentaron peor SG que aquellos con AR-score bajo (15,87
vs. 29,63 meses; p= 0,004). El andlisis de regresion lineal mostrd una relacion negativa entre
el AR-score y el volumen de necrosis (Beta=-0,411; p = 0,03). Ninguna otra caracteristica de
imagen se asocio con el AR-score. No se encontr6 asociacion entre la expresion de RA y los

volUmenes tumorales.

Conclusion: Existe una relacion negativa entre el volumen de necrosis y la actividad de RA.

Ningun otro volumen tumoral muestra asociacion ni con expresion RA ni actividad RA.
Palabras Clave:

Glioblastoma (GB); Receptor de andrégenos (RA); Resonancia Magnética (RM); AR-

Score; Supervivencia Global (SG).



2. ABSTRACT

Background: Glioblastoma is the most common primary tumor of the central nervous system.
A higher androgen receptor activity has been previously associated with a worse prognosis of
this tumor, but no relationship has been established between the androgen receptor (AR)

activity and imaging features.

Aim: The aim of the present work is to identify any relationship between the androgen receptor
expression and activity in glioblastoma tissue and the presurgical magnetic resonance imaging
(MRI) features.

Methods: Data from The Cancer Genome Atlas (TCGA) and The Cancer Imaging Archive
(TCIA) were used for this study. Only patients with protein data and presurgical MRI were
selected. Data from both databases was combined and statistically analyzed. Contrast-enhanced
tumor, necrosis and T2/FLAIR edema volumes were estimated using the online platform
OncoHabitats, that uses deep learning convolutional neural networks. The AR-activity was
determined by calculating the AR-score, an index calculated by using the expression (at RNA-
level) of 13 androgen-responsive-genes, which has been previously validated in other cancer
cell lines. Comparative analysis between patients with high or low AR-score (using p50 as

threshold) was performed. Bivariate correlation and survival analysis were done.

Results: Forty-seven patients (22 women; mean age 55.5 years [SD=14.32]) were included in
the study. Patients with higher AR-score presented a worse OS than those with low AR-score
(15.5 vs. 29.6 months; p=0.017). Linear regression analysis showed a negative relationship
between the AR-score and the necrosis volume (Beta=-0.411; p=0.03). No other imaging
feature was associated with the AR-score. No association between AR expression and tumoral

volumes was found.

Conclusion: There is a negative relationship between necrosis volume and AR activity. No

other tumor volume shows association nor with AR expression neither AR activity

Keywords:
Glioblastoma (GB); Androgen Receptor (AR); Magnetic Resonance (MR); AR-Score;
Overall Survival (OS).



3. INTRODUCCION

El glioblastoma (GB) es el tumor cerebral primario mas frecuente y agresivo en adultos,
comprendiendo el 45% de todos los tumores malignos del sistema nervioso central (SNC) y el
80% de los tumores malignos primarios del SNC (1). Son tumores mitéticamente activos
caracterizados por la proliferacion microvascular y la presencia de necrosis, caracteristicas
morfoldgicas que lo posicionan en el grado IV de la clasificacion de tumores cerebrales por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (2, 3) . En cuanto a su origen, existe la hipotesis
centrada en ciertas alteraciones genéticas que afectan a las células madre o progenitoras de la
neuroglia (4). Ademas, su localizacion habitualmente se limita a la region supratentorial

(I6bulos frontal, temporal, parietal y occipital) y rara vez se localiza en el cerebelo (2).

Se trata de un tumor cerebral intrinseco cuya mediana de edad en el momento de su
diagndstico se encuentra en los 65 afios, aunque puede ocurrir a cualquier edad (2). En paises
desarrollados, la incidencia anual ajustada por edad aumenta con los afios, observandose que
el GB en adultos es méas frecuente en numeros absolutos que la forma infantil (0,15 por 100.000
en nifios, 0,41 en adultos jovenes hasta el pico de 15,03 por 100.000 en pacientes de 75 a 84
afios) (3). Los hombres se ven afectados aproximadamente 1,7 veces mas que las mujeres (1,
2, 3,5, 6). Por otro lado, la incidencia de esta neoplasia es 2,0 veces mayor en caucasicos en
comparacion con otras etnias, con menor incidencia en los asiaticos y los nativos americanos
(3, 5).

3.1 Clasificacion del Glioblastoma

Podemos diferenciar dos subtipos de GB: el GB "primario” y el "secundario”. EI GB
primario generalmente se presenta de novo, mientras que el GB secundario se trata del resultado
de la progresion molecular y el aumento del grado de malignidad de un glioma de grado inferior
(11-111 de la OMS) con el tiempo (7). Uno de los descubrimientos mas importantes resultantes
de estudios gendmicos de alto rendimiento que ha modificado nuestra comprensién de los
glioblastomas fue la identificacion de mutaciones en las enzimas metabdlicas isocitrato
deshidrogenasa 1y 2 (IDH1/2) (3). Hasta el descubrimiento de las mutaciones de IDH1/2 como
marcador molecular, la distincion entre GB primarios y secundarios se basaba en observaciones
clinicas (6). Previamente, los GB se han clasificado sobre la base de perfiles de expresion de
ADNCc, con patrones distintivos proneural, clasico, mesenquimal y proliferativo (6). En 2010,

la subclasificacion del GB basada en la expresion génica sugerida inicialmente se refind ain
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mas utilizando 601 genes y datos de secuencia de 91 pacientes, lo que arrojé cuatro subtipos
designados como proneural, neural, clasico y mesenquimal, segun las similitudes con el perfil
de expresion genica conocido (3, 8). Posteriormente, en 2012, el perfil epigenético arrojé una
clasificacion de hasta seis subtipos (3).

Es en 2016 que los GB son clasificados de nuevo por la OMS como: glioblastoma, IDH-
wildtype (aproximadamente 90% de los casos), que corresponde mas frecuentemente con el
previo clinicamente definido primario o de novo y predomina en los pacientes de méas de 55
afios de edad; glioblastoma IDH-mutado (aproximadamente 10% de los casos), que se
corresponde estrechamente con el antes denominado glioblastoma secundario con antecedente
de glioma difuso de bajo grado previo, surgiendo preferentemente en pacientes mas jovenes
(véase la Tabla 1); y glioblastoma NOS, un diagndstico que se reserva para aquellos tumores
para los que no se puede realizar una completa evaluacion de IDH (9).

Tabla 1. Caracteristicas diferenciales entre Glioblastoma IDH-Wildtype y

Glioblastoma IDH-mutado
Glioblastoma

IDH-Wildtype IDH-mutado
. L Glioblastoma
L Glioblastoma primario, g
Sin6nimos IDH-wildtype secundario,
IDH-mutado
. No identificable, Astrocitoma difuso
Lesion precursora X .
Desarrollo de novo Astrocitoma anaplasico
Proporcion de Glioblastomas ~90% ~10%
Edad media al diagndéstico ~ 62 afios ~ 44 afios
Ratio Hombre: Mujer 1.42:1 1.05:1
Supervivencia global media
- Cirugia+ RT 9.9 meses 24 meses
- Cirugia+ RT + QT 15 meses 31 meses
Localizacion Supratentorial Preferentemente frontal
Necrosis Extensa Limitada
Mutaciones en el promotor TERT 2% 26%
Mutaciones en TP53 27% 81%
Mutaciones en ATRX Excepcional 71%
Amplificacion EGFR 35% Excepcional
Mutaciones en PTEN 24% Excepcional

Adaptada de: ‘Key characteristics of IDH-wildtype and IDH-mutant glioblastomas’
extraido de: ‘The 2016 World Health Organization Classification of Tumors of the
Central Nervous System’ por Louis et al. (2016) (9)



En cuanto a los factores pronosticos de esta neoplasia, los méas concluyentes y mejor
replicados son la extension de la reseccion del tumor, la edad en el momento del diagnéstico y
el estado funcional de Karnofsky (KPS). Asi como varios marcadores tumorales de gran
importancia clinica, especialmente la mutacion de la isocitrato deshidrogenasa 1/2 (IDH1 / 2)
y metilacion de O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) (10). Se ha expuesto que
mutaciones IDH1 e IDH2 estan asociadas con un prondstico favorable y un tiempo de
supervivencia global prolongado independientemente del tratamiento. Por otro lado, MGMT
es una enzima de reparacion de ADN que protege a las células contra el dafio de la radiacion
ionizante y los agentes alquilantes. Una proporcidon significativa de glioblastomas expresa
niveles reducidos de MGMT, lo que hace que estos tumores sean mas susceptibles a los efectos
de los agentes alquilantes. Como consecuencia, las células de GB con (hiper)metilacion del
promotor MGMT responden mejor a la Temozolomida (TMZ), tratamiento estandar actual.
Ademas, la identificacion de amplificaciones y mutaciones de EGFR, especialmente
EGFRVIII, se ha asociado con un peor pronostico y en general se considera indicativa de alto
grado de malignidad (11,5).

En la actualidad, el tratamiento estandar incluye reseccion maxima segura seguida de
Radioterapia y Temozolomida (TMZ) concomitante seguida de TMZ de mantenimiento
durante 6-12 meses (1, 10). No obstante, la mediana de supervivencia global para los pacientes
recién diagnosticados es de 12-18 meses, de forma que pocos pacientes sobreviven mas alla de
los 2,5 afios y menos del 5% superan los 5 afios de supervivencia tras el diagnostico (5),
estimandose que los supervivientes a largo plazo (LTS) sélo viven aproximadamente entre 18
meses y 5 afios después del diagnostico, con riesgo de secuelas neurocognitivas y psicoldgicas
(12). Comprobandose que, a pesar de la investigacion y tratamientos actuales, no ha habido

una mejoria ni un cambio claro en el prondstico de esta enfermedad en la Gltima década (1).
3.2. Diagnostico del glioblastoma: Importancia de los estudios de imagen

La presentacion clinica de un paciente con GB puede variar mucho segun el tamafio, la
ubicacion del tumor y las estructuras anatomicas cerebrales afectadas (13). La destruccion
tisular y el edema también contribuyen a los sintomas clinicos y provocan un rapido deterioro
en algunos pacientes (3). Con ello, los pacientes suelen presentar sintomas relacionados con el
aumento de la presion intracraneal, que incluyen cefalea y déficits neuroldgicos focales o
progresivos, siendo la epilepsia una forma de presentacion en hasta el 25% de los pacientes y

puede presentarse en una etapa posterior de la enfermedad en hasta el 50% (13).



La técnica de imagen de eleccion para el estudio del GB es la Resonancia Magnética
(RM) (14). Ante el diagnostico de GB, por lo general, se recomienda realizar una cirugia cito-
reductora maxima como tratamiento estdndar inicial. Los neurocirujanos a menudo utilizaran
la RM de alta resolucion para la planificacion quirdrgica y la guia intraoperatoria, asi como
para determinar la agresividad de la reseccion en funcién del riesgo de dafio sobre las regiones

elocuentes cercanas (15).

En el estudio estdndar, generalmente se solicita una RM con contraste, con secuencias
potenciadas en T2 (T2-weighted), T2-fluid-attenuated inversion recovery (T2-FLAIR), ECO
gradiente, potenciadas en T1 (T1-weighted) y T1-weighted realzada por contraste (T1CE).
Muchas instituciones también capturan secuencias T2w eco gradiente y potenciadas en difusion
(15). En la RM, los GB aparecen como masas con realce de contraste en su margen como un
correlato de ruptura de la barrera hematoencefélica, hiperintensidad central en imagenes
ponderadas en T2 como correlato de necrosis e hiperintensidad perifocal en T2-weighted y T2-
FLAIR como un correlato de edema (3). La hemorragia y la distorsion o desplazamiento
ventricular también pueden estar presentes (13). Se ha establecido bien que la infiltracion
tumoral microscopica generalmente se extiende més alla de la anomalia de la sefial visualizada
en la RM (13). Los estudios de anatomia patoldgica demuestran una infiltracion tumoral
microscopica a lo largo del edema peritumoral, que aparece hiperintenso en las secuencias T2-
FLAIR. Mas del 90% de las recurrencias tumorales ocurrirdn dentro de esta envoltura T2-
FLAIR (15).

Las caracteristicas de imagen extraidas de secuencias de RM preoperatorias estandar y
avanzadas a través de métodos computacionales avanzados han mostrado evidencia para
predecir la supervivencia, el subtipo molecular y el estado mutacional en el GB, lo que puede
mejorar potencialmente el conjunto de biomarcadores en imagen disponibles (15).

Este desarrollo reciente en el campo de la RM y de sus implicaciones han estimulado
la necesidad de ahondar en la blsqueda de nuevas relaciones potenciales entre el perfil
molecular del GB junto con la informacion obtenida mediante la RM. Se trata de un area de
gran interes que puede contribuir sustancialmente a la seleccion de las alternativas terapéuticas

mas adecuadas para cada paciente.



3.3. Papel del Receptor de Andrdgenos en Glioblastoma

El sistema nervioso central (SNC) es un objetivo importante para los esteroides
sexuales como los estrogenos y los andrdgenos. Estas hormonas juegan un papel importante en
el desarrollo cerebral, crecimiento, maduracion, diferenciacion y funcion de las células
cerebrales, asi como comportamientos sexuales, agresivos y reproductivos, ademas del
desarrollo del lenguaje (16, 17). De igual manera, pueden estar implicadas en diversos
trastornos neuroldgicos y neoplasias (18). Asi pues, desde el SNC se puede sintetizar hormonas
esteroideas a partir del colesterol, proceso conocido como neuroesteroidogénesis, que actuan
en la formacién de sinapsis, la supervivencia neuronal y la proliferacion de astrocitos (19),
entre otras funciones. En la actualidad, el estudio de las funciones de los neuroesteroides en el
SNC se ha extendido a los tumores cerebrales, principalmente a los GB ejerciendo una variedad
de acciones importantes en la progresion de la neoplasia a traves de la promocidn de acciones

de proliferacion, migracion e invasion (20).

El receptor de andrégenos (RA) (NR3C4, subfamilia de receptores nucleares 3, grupo
C, gen 4) pertenece al grupo de receptores nucleares de hormonas esteroideas. Se trata de un
factor de transcripcion dependiente de ligando en el que su union a sus ligandos nativos (5a-

dihidrotestosterona (DHT) y testosterona (T)) controla la expresion de genes especificos (21).

La importancia del papel oncogénico entre receptores esteroides sexuales y los tumores
cerebrales fue descrito por primera vez en 1983, cuando ya se habia establecido el rol del RA
en canceres como el de prostata 0 mama (22). En este sentido, existen algunas evidencias de
que el RA se activa y expresa en células de GB. Recientemente, se ha demostrado una expresion
significativa de RA en GB en comparacion con cerebro sano (18). Fue en 2017 por Bao et al.
cuando se realizé el primer estudio sobre la relacion de los niveles de Testosterona (T) y el GB,
observandose niveles elevados en los afectados por esta neoplasia (23). A partir de estos
resultados, este estudio sugirio la posible relacion de la actividad del RA en la proliferacion del
GB (20). Asi pues, los estudios en relacion con la expresion y actividad del RA en GB cada
vez cobran mayor importanciay refuerzan mas la idea de una posible implicacion de este, como

se observa en canceres tales como el de prostata 0 mama.

Otros autores actuales han sefialado el importante papel de la presencia del RA en la
supervivencia de GB. En concreto, el estudio de Zalcman N., et al. realizado en 2018, ha

mostrado que el silenciamiento genético e inhibicidén farmacoldgica del RA induce la muerte
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celular del GB in vivo e in vitro. Ademas, describe la relacion entre la expresion de RA y la
agresividad del tumor a través de los hallazgos que mostraban una correlacion negativa entre
la expresion de RA y la puntuacion en la escala de Karnofsky (22). Rodriguez-Lozano et al.
(2020) también ha demostrado que tanto la T como la DHT promueven la migracion e invasion
de lineas celulares de GB humanas, sugiriendo que el metabolismo de la T en DHT mediado

por las dos isoenzimas de 5aR es critico para la progresion del GB (24).

Asi pues, atendiendo a la literatura cientifica desarrollada hasta el momento, en cuanto
a la relacion del RA con el GB, sugerimos investigar e integrar la posible relacion existente
entre los datos obtenidos de imagen de RM y de expresion y actividad del RA en pacientes con
GB, cuestion que hasta el momento no se ha abordado en la literatura. Debido al mal prondstico
que presenta esta neoplasia, estudios de estas caracteristicas proporcionan una gran
oportunidad para contribuir al conocimiento de biomarcadores en imagen, lo que puede llegar
a ser de gran utilidad en el contexto del paciente con GB, por su valor en la obtencion de una

perspectiva prondstica mas definida, asi como su uso para la toma de decisiones clinicas.

4. OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL

Este estudio tiene como objetivo principal analizar y describir la relacion entre las
caracteristicas de imagen de RM vy la expresion y actividad del RA en el GB en términos de

supervivencia global.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Determinar el valor prondstico, en términos de supervivencia global, de la expresion del RA
y actividad del RA en el GB asociado a los diferentes volimenes tumorales determinados en
estudios de RM (captacion de contraste -realce tumoral-, necrosis, edema).

- Analizar la relacion entre la expresién y actividad del RA en el GB y los diferentes voliumenes

tumorales.

11



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Diseno del estudio

Planteamos un estudio de caracter observacional retrospectivo de una cohorte de
pacientes con diagnostico de GB en el que se analizan la relacion existente entre los voliumenes
tumorales determinados a partir del estudio de RM prequirdrgico con la expresion y/o actividad
del RA.

5.2. Sujetos del estudio

Se ha empleado la base de datos The Cancer Genome Atlas (TCGA)
(https://www.cancer.gov/) y su base de datos asociada The Cancer Imaging Archive (TCIA)

(https://www.cancerimagingarchive.net). Estas bases de datos, cuya informacién es de acceso

libre para su uso en investigacion, incluye imagenes de resonancia magnética y datos clinicos

y moleculares respectivamente, de pacientes con GB, entre otros tumores.

A la hora de seleccionar los pacientes que se han incluido en el estudio, se han

considerado los siguientes criterios:

Criterios de Inclusion:
- Pacientes con GB incluidos en la base de datos del TCGA y TCIA.
- Pacientes con GB primario (IDH1 y 2 wildtype).

- Pacientes con datos de expresion de proteina disponibles

Criterios de exclusion:
- Pacientes en los que su estudio de imagen de RM prequirdrgico no incluya todas las
secuencias estandar: imagenes potenciadas en T1 con y sin gadolinio, potenciadas en
T2y secuencia FLAIR.
- Pacientes con estudio de imagen de RM prequirargico disponible en los que existan

problemas en el analisis morfoldgico de segmentacion.

Se parte de un total de 262 pacientes contenidos en la base de datos TCIA. De ellos
contamos con 106 pacientes a los que se les ha realizado un anélisis de expresion proteica en
la muestra tumoral. Se ha accedido a sus datos de estudio de RM, revisando cuales contenian
todas las secuencias de RM de interés a estudio (T1, T1C, T2 y FLAIR), descartando 51
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pacientes cuyos estudios no cumplian estos requisitos. Una vez concluido, contamos con un

total de 55 pacientes para analizar las caracteristicas de imagen.

5.3. Andlisis volumétrico de los estudios de imagen

El anélisis de las caracteristicas de imagen se llevé a cabo mediante la plataforma en

linea OncoHabitats (https://www.oncohabitats.upv.es/) (25). OncoHabitats es una tecnologia

de andlisis de imagen que utiliza redes neuronales convolucionales de aprendizaje profundo
que, a través de RM multiparamétricas adquiridas en la practica clinica diaria, describe los

diferentes subcompartimentos que delimita en el tumor activo y en el edema (26).

Para obtener las variables volumétricas, la plataforma requirié la introduccién de los
estudios de imagen de cada paciente, especificamente las potenciaciones T1 pre y post
Gadolinio, potenciacion T2 y secuencia FLAIR. Posteriormente, la plataforma realiza un
analisis morfoldgico de segmentacion y envia los resultados obtenidos con las variables
volumétricas: volumen de realce tumoral, de edema y de necrosis tumoral determinados en
centimetros cubicos (CC). A modo de ejemplo, puede observarse uno de los resultados

obtenidos en la figura 1.

GBM MORPHOLOGICAL SEGMENTATION

- Volumetry (am’)

ntra-cranial cavity Enhancing Tumor Edema Necrosis

ADS e ADSs Rel Abs e AL Re

150496 100.00 % 2423 1.61 % 29.96 1.99 % 8.31 0.55 %

- Intra-cranial cavity mask (axial / sogittal / coronal)

Figura 1. Ejemplo de informe de segmentacion de sujeto tcga-08-0358, producido

por la plataforma en linea OncoHabitats.
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Tras el analisis de todos los pacientes, un total de 8 no eran admitidos o producian
errores de segmentacion. Finalmente, contamos con un total de 47 pacientes del TCIA con
datos de proteina disponible, los estudios de RM requeridos y con estudio de segmentacion
adecuado. (\VVéase figura 2)

51 pacientes

156 pacientes oo csurhe

8 pacientes

Sin datos de con erroresde
proteina

completo de i
segmentacion

RM
206 106 55 47
pacientes pacientes pacientes pacientes

Figura 2. Diagrama de flujo en el que se describe el proceso de seleccién de los sujetos del estudio.

5.4. Tamano muestral

Se realizd un muestreo de conveniencia, seleccionando los pacientes recogidos en la
base de datos del TCIA'y TCGA que cumplian los criterios de inclusién y ninguno de exclusion
mencionados anteriormente. Se conformo una base de datos con una cohorte de 47 pacientes,

creando la base de datos definitiva para su posterior analisis.
5.5. Variables del estudio

Principal:

- Supervivencia global en meses (SG)

Secundarias:

- Expresion de receptor de androgenos a nivel de proteina

- Actividad del receptor de andrégenos (AR-score)

- Volumen de captacion de gadolinio (realce tumoral)

- Volumen de necrosis

- Volumen de edema

- Variables demogréficas (edad, sexo)

- Otras variables clinicas (indice de Karnofsky, tratamiento (uso de radioterapia,
Temozolomida, Bevacizumab, etc.))

- Otras variables moleculares (mutacion IDH, metilacion MGMT)
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5.6. Recogida y procesado de datos

Para la recogida de datos se accedi6 a la base de datos TCGA y a su base de datos
asociada TCIA. Se trata de un registro de datos clinicos y moleculares de mas de 11.000
pacientes con diferentes neoplasias a lo largo de los ultimos trece afios. En dicho registro se
incluyen datos clinicos y moleculares completamente anonimizados cuya informacion es de
acceso libre para su uso en investigacion. Este estudio se ha llevado a cabo cumpliendo con los
requerimientos del TCGA para la publicacion de informacion procedente de dicha base de
datos (https://www.cancer.gov/). Se realizé la descarga de los datos procedentes del TCGA a
través de Firebrowse (http://firebrowse.org/) (versién de datos TCGA 28-01-2016). Los
estudios de imagen de RM recogidos en el TCIA se descargaron a través de su plataforma

(https://www.cancerimagingarchive.net/).

Las imagenes de RM obtenidas se visualizaron mediante RadiAnt DICOM Viewer™,
donde se comprobd si los pacientes contaban con las secuencias descritas previamente.
Posteriormente, se procedié a realizar el analisis y segmentacion de los estudios de imagen a
través de la plataforma en linea OncoHabitats, para obtener las variables volumétricas de

interés, tal y como se ha explicado previamente.

5.7. Analisis de metilacion de MGMT

De la cohorte de pacientes del TCGA que fueron incluidos en el presente estudio, 41
pacientes presentaban datos de metilacion disponibles, habiéndose empleado la plataforma
Human Methylation 450 (HM450). Para determinar la metilacion de la enzima MGMT se
realiz6 segun los descrito en estudios previos (27 , 28). Por un lado, se transformo los valores

beta en valores M usando la siguiente formula:

# M = log2 (Beta/(1-Beta)) 14
Posteriormente, calculamos el logit(y) empleando el modelo propuesto por Bady et al
(2012) (26), donde Unicamente se tuvo en cuenta el valor M de dos islas CpG de MGMT
(cg12434587 and ¢g12981137):

#logit(y) = 4,3215+0,5271*cg12434587+0,9265*cg12981137

A partir de lo propuesto por Bady et al. (2012), el punto de corte para maximizar la
suma de la sensibilidad y especificidad es de 0.358 (27), utilizdndose este para indicar los

pacientes que mostraban o no metilacion de MGMT.
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5.8. Analisis de expresion del RA

Para la obtencion de la expresion proteica del RA se descargaron los datos de la
plataforma TCGA. Estos datos mostraron una distribucion normal (Kolmogorov-Smirnov;
p=0.089). Ademas, se dicotomizo utilizando la mediana (p50=0.026) y se utiliz6 la expresion

de RA para comparar tanto grupos de baja (<=p50) como de alta (>p50) expresion del RA.

5.9. Inferencia de la actividad del RA (AR-score)

Para la obtencidon de la actividad del receptor de androgenos se generd un indice que
incluia el nivel de expresién de genes de respuesta a androgenos (ARGS) a nivel de RNA, que
habian sido previamente validados (29). Este indice se ha denominado, al igual que otros
trabajos de nuestro grupo, AR-score (30, 31). Asi pues, se elabord una lista de 13 genes que
son inducidos por la activacion del RA tanto en las lineas celulares HPr-1ar (linaje de células
prostaticas normales) como por LNCaP (linaje de células prostéticas cancerigenas). Ademas,
se calcul6 un Z-score para la expresion de cada gen de cada muestra mediante la sustraccion
de la media acumulada de los valores de expresion de RNAseq y se dividid por la desviacion
estandar acumulada. La actividad del RA (AR-score) para cada muestra es computada como la
suma de los Z-scores de los ARGs seleccionados. EI AR-score mostr6 una distribucion normal
(Kolmogorov-Smirnov; p=0.115). Asimismo, empleando la mediana (p50= -0.46), también se
dicotomizé y se empleo la expresion del AR-score para comparar los grupos de bajo (<=p50)

y alto (>p50) AR-score.

5.10. Analisis estadistico

Se emplearon test estadisticos no paramétricos (U de Mann-Whitney para variables
continuas y Chi-Cuadrado / Prueba exacta de Fisher para variables discretas) para identificar
diferencias entre los grupos de baja y alta expresion del RA, al igual que entre los grupos de

bajo y alto AR-score. Se considero la significacion estadistica cuando p-valor<0.05.

Se realizaron anélisis de regresion de Cox uni y multivariados, en los que se incluyeron
variables clinicas, moleculares y de imagen en el analisis univariado, y se afiadieron al modelo
multivariado aquellas con un p-valor <0.05. También, se utilizaron las pruebas de Mantel —
Cox y de Kaplan-Meier para estudiar las diferencias de supervivencia global entre los grupos
de diferente expresion de AR y AR-score. La significacion estadistica para el analisis de

supervivencia se considero cuando p-valor<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Se han incluido un total de 47 pacientes (22 mujeres) con una edad media de 55.51 afios
(DE=14.32). De ellos, 37 recibieron el tratamiento postquirargico estandar del GB, consistente
en radioterapia + Temozolomida. El resto de los datos clinicos de los pacientes incluidos en el
estudio estan registrados en la Tabla 2 (continuacion en pagina 18).

El volumen medio de realce tumoral fue de 26.92 cc (DE=19.01), volumen medio de
edema 62.91 cc (DE=35.63) y volumen medio de necrosis 11.00cc (DE=11.44).

En cuanto a la supervivencia libre de progresion, se calcula, en esta cohorte de
pacientes, una mediana de 9.27 meses con un intervalo de confianza al 95% [7.02 - 11.15], y
una supervivencia global de 16.17 meses con un intervalo de confianza al 95% [13.04 - 19.2].
Por lo tanto, se ha reportado una supervivencia que coincide dentro de los rangos aproximados

descritos en la literatura sobre GB.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas, moleculares y de imagen de los pacientes incluidos

en el estudio

Edad
Sexo (Hombre: Mujer)

Escala de rendimiento de Karnofsky <80 (n =45)
Metilacion del promotor MGMT (n=41)

Expresion proteica del RA (RPPA)
AR-Score (n=27)

Fraccion del genoma alterada (n=45)
Grado/Score de aneuploidia (n=44)
Recuento de mutaciones (n=47)
Tratamiento adyuvante  No

RT+TMZ
Tratamiento con No
Bevacizumab Sj

Volumen de realce tumoral (cc)
Volumen de Edema (cc)
Volumen de necrosis (cc)

Ratio Necrosis / realce tumoral
Ratio realce tumoral / Edema
Ratio Necrosis / Edema

55.51 (DE=14.32)
25:22

14 (31.1%)

23 (56.1%)
0.0459 (DE=.3915)
-0.28 (DE=6.84)
0.22 (DE=0.15)
13.14 (DE=20.37)
56.28 (DE=74.67)
10 (21.3%)

37 (78.7%)

35 (74.5%)

12 (25.5%)

26.92 (DE=19.01)
62.91 (DE=35.63)
11.00 (DE=11.44)
0.40 (DE=0.32)
0.53 (DE=0.41)
0.21 (DE=0.24)

Supervivencia libre de progresion (meses [95% I.C.]) 9.27 [7.02 — 11.52]
Supervivencia global (SG) (meses [95% 1.C.]) 16.17 [13.04 — 19.29]
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Abreviaturas

RM: Resonancia magnéetica

RA: Receptor de andrégenos

MGMT: O6Metilguanina-DNA metil-transferasa
RT: Radioterapia

CC: Centimetros cubicos

DE: Desviacion estandar

TMZ: Temozolamida

I.C: Intervalo de confianza

6.2. Comparacion entre pacientes con baja y alta expresion de Receptor de
Andrdégenos

Los datos de expresion del RA a nivel de proteina mostraron una expresion media
normalizada de 0.0459 (DE=0.3915) en las muestras de GB. Se realiz6 un andlisis comparativo
entre pacientes con una baja (<=p50) y una alta (p>50) expresion de RA.

En el grupo de baja expresion de RA se observo mayor volumen de realce tumoral (27.3
cc vs 26.5 cc), mayor volumen de edema (65.0 cc vs 60.7 cc) y mayor volumen de necrosis
(11.1 cc vs 10.9 cc). Ademas, el grupo de baja expresion de RA mostr6 menor ratio
necrosis/realce (0.39 vs 0.40), menor ratio realce/edema (0.50 vs 0.57) y menor ratio
necrosis/edema (0.18 vs 0.24). Sin embargo, ninguna de estas diferencias alcanzd la
significacion estadistica (p > 0.05). Ademas, el grupo de baja expresion del RA mostrd una
mediana de supervivencia menor en comparacion con el grupo de alta expresion (16.17 vs
17.43 meses), aunque no alcanzé la significacion estadistica (Figura 3). No se identificaron

otras diferencias entre estos dos grupos de expresion de RA (Tabla 3, véase en pagina 19).

1.0

= Low AR
§ 0% == High AR
% p=.223
S 0.6
[72]
§ 04
'g .
o
C 02
0.0 . : .
0 20 40 o0
No. at risk Time (months)
Low AR 24 ]
High AR 23 10

Figura 3. Curvas de Kaplan-Meier comparando la supervivencia global en pacientes con alta y baja

expresion de receptor de andrégenos a nivel de proteina.
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Tabla 3. Analisis comparativo de las caracteristicas clinicas, moleculares y de Imagen
de RM de los pacientes con relacion a baja expresion de RA (<=p50) y alta expresion

del RA (>p50).

Baja expresion Alta expresion p-valor
Variable RA (proteina) RA (proteina)
N=24 N=23
Edad 54.5 (14.6) 56.6 (14.27) 0.489
Sexo (Hombre: Mujer) 11:13 14:9 0.385
Escala de rendimiento de 8 (34.8%) 6 (27.3%) 0.749
Karnofsky < 80 (n=45)
Metilacion del promotor MGMT 14 (66.7%) 9 (45.0%) 0.215
(n=41)
AR-Score (n=27) 0.51 (DE=6.37) 6.37 (DE=7.54) 0.435
Fraccion del genoma alterada 0.26 (DE=0.18) 0.17 (DE=0.09) 0.291
(n=45)
Grado/Score de aneuploidia 14.09 (DE=23.42) 12.18 (DE=17.30) 1.000
(n=44)
Recuento de mutaciones (n=47) 67.96 44.09 (DE=22.06) 0.291
(DE=101.95)
Tratamiento No 6 (25.0%) 4 (17.4%) 0.724
adyuvante RT+TMZ 18 (75.0%) 19 (82.6%)
Tratamiento con  No 18 (75.0%) 17 (73.9%) 1.000
Bevacizumab Si 6 (25.0%) 6 (26.1%)
Volumen de realce tumoral (cc) 27.3 (DE=18.60) 26.5 (DE=19.84) 0.537
Volumen de edema (cc) 65.0 (DE=25.02) 60.7 (DE=36.82)  0.407
Volumen de necrosis (cc) 11.1 (DE=10.14) 10.9 (DE=12.89) 0.625

Ratio Necrosis / Realce tumoral 0.39 (DE=0.31) 0.40 (DE=0.35) 0.815
Ratio Realce tumoral / Edema 0.50 (DE=0.37) 0.57 (DE=0.45) 1.000

Ratio Necrosis/Edema 0.18 (DE=0.14) 0.24 (DE=0.30) 0.831
Supervivencia global (SG) (meses 16.17 [12.81 — 17.43 [13.04 - 0.223
[95% I.C.]) 19.53] 19.29]
Test estadisticos Abreviaturas

- U de Mann Whitney RM: Resonancia magnética

- Prueba exacta de Fisher RA: Receptor de androgenos

- Chi Cuadrado MGMT: O6Metilguanina-DNA metil-transferasa

- Prueba de Mantel — Cox RT: Radioterapia

CC: Centimetros cubicos
DE: Desviacion estandar
TMZ: Temozolamida

I.C: Intervalo de confianza
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6.3. Comparacidn entre pacientes con baja y alta actividad del receptor de
andrdgenos

Tal y como se especifica en material y métodos, se utilizo la expresion de mRNA de 13
genes de respuesta a androgenos (ARGs) previamente validados en tejido prostatico (normal y
tumoral) para crear un indice que reflejara la actividad del RA (denominado AR-score). Los
datos de actividad de RA (AR-score) se obtuvieron de 27 pacientes, debido a que eran los
unicos de los que se disponia de datos de RNAseq, ellos mostraron una actividad media del
receptor de -0.28 (SD=6.84) en las muestras de GB. Se realizd un analisis comparativo entre
pacientes con una baja (<=p50) y una alta (p>50) actividad de RA, empleando la mediana
(p50=-0.46) como punto de corte.

Los pacientes del grupo de alta actividad del RA (AR-score>=p50) eran
significativamente mayores que los pacientes con baja actividad de RA (63.23 vs. 44.29 afios;
p=0.003). Ademas, probablemente en consonancia con lo anterior, la situacion funcional en el
momento del diagndstico de los pacientes con alta actividad del RA era significativamente peor
que en el grupo de baja actividad (p= 0.017). En relacion con la supervivencia global, los
pacientes con AR-score alto presentaban un prondstico peor que aquellos con AR-score bajo
(15.87 meses vs 29.63 meses; p= 0.004) (Figura 4). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las variables de interés volumen de realce tumoral, volumen
de edema, volumen de necrosis, ratio necrosis/realce, ratio realce/edema y ratio necrosis/edema
(Tabla 4, véase en la pagina 21).

= Low AR-Score
T>u 0.8 p=004 = High AR-Score
; 0.6
2]
8 0.4
'g K
:
L 0.2
0.0 , : ,
0 20 40 60
No. at risk Time (months)
Low AR-Score 14 10 3
High AR-Score 13 4 0

Figura 4. Curvas de Kaplan-Meier comparando la supervivencia global en pacientes con alta y baja
actividad del receptor de andrégenos (AR-score).
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Tabla 4. Analisis comparativo de las caracteristicas clinicas, moleculares y de Imagen

de RM de los pacientes con relacion a bajo AR-score (<=p50) y alto AR-score (>p50).

Baja AR-score Alto AR-score p-valor
Variable N=14 N=13
Edad 44.29 (16.47) 63.23 (9.72) 0.003
. 9:5 (64.3% vs 8:5 (61.5% vs 1.000
Sexo (Hombre: Mujer) 35.7%) 38.5%)
Escala de rendimiento de 2 (14.3%) 7 (63.6%) 0.017
Karnofsky < 80 (n=45)
Metilacion del promotor MGMT 9 (69.2%) 5 (62.5%) 1.000
(n=41)
Expresion RA (RPPA) 0.0245 -0.0503 0.616
(DE=0.4356) (DE=0.374)

Fraccion del genoma alterada 0.19 (DE=0.10) 0.26 (DE=0.18) 0.325
(n=45)
Grado/Score  de  aneuploidia 10.29 (DE=16.24) 23.25(DE=33.48) 0.067
(n=44)

Recuento de mutaciones (n=47) 69.00 53.15 (DE=33.12)  0.239
(DE=134.70)
Tratamiento No 1(7.1%) 6 (46.2%) 0.033
adyuvante RT+TMZ 13 (92.9%) 7 (53.8%)
Tratamiento con No 11 (78.6%) 10 (76.9%) 1.000
Bevacizumab Si 3 (21.4%) 3 (23.1%)
Volumen de realce tumoral (cc) 25.75 (DE=16.91) 19.46 (DE=14.13) 0.280
Volumen de edema (cc) 56.49 (DE=29.57) 53.91 (DE=37.65) 0.720
Volumen de necrosis (cc) 14.47 (DE=12.98) 5.13 (DE=3.34) 0.105

Ratio Necrosis / Realce tumoral 0.54 (DE=0.47) 0.30 (DE=0.16) 0.280
Ratio Realce tumoral / Edema 0.54 (DE=0.44) 0.56 (DE=0.53) 0.650

Ratio Necrosis/Edema 0.32 (DE=0.34) 0.14 (DE=0.12) 0.325
Supervivencia global (SG) (meses 29.63 [17.47 — 15.87 [13.86 — 0.004
[95% I.C.]) 41.79] 31.34]

Test estadisticos Abreviaturas

- U de Mann Whitney RM: Resonancia Magnética

- Prueba exacta de Fisher RA: Receptor de androgenos

- Chi Cuadrado MGMT: O6Metilguanina-DNA metil-transferasa
- Prueba de Mantel — Cox RT: Radioterapia

CC: Centimetros cubicos
DE: Desviacion estandar
TMZ: Temozolamida

I.C: Intervalo de confianza
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6.4. Evaluacidn prondstica de la expresion de RA y AR-score (Andlisis de

supervivencia)

Para analizar el valor pronéstico de cada una de las variables de interés, se realizd, en
primer lugar, un analisis de regresion univariado. En dicho anlisis, se observé como el AR-
score se asocid con un peor pronostico en relacion con la supervivencia global (HR=1.073,
95% C.I. [1.013 - 1.137]; p= 0.016) asi como la edad también se asoci6 a un peor pronostico
(HR=1.039, 95% C.I. [1.011 - 1.068]; p= 0.006). No se encontr6 una relacién estadisticamente
significativa en relacion con la expresion de RA. Asimismo, se observo, en relacion con las
variables de segmentacidn, un peor pronéstico con relacion al volumen de edema (HR=1.013,
95% C.1. [1.003 - 1.024]; p= 0.013), mientras que la ratio necrosis/edema se asocié a un mejor
prondstico (HR=0.214, 95% C.I. [0.048 - 0.942]; p= 0.041). Posteriormente, se realiz6 un
analisis multivariado donde se incluyeron las variables que mostraron significacion en el
andlisis de regresion de Cox univariado (p<0.05). Se relaciona significativamente a un peor
prondstico el AR-score (HR=1.097, 95% C.1. [1.001 - 1.203]; p= 0.048) y el volumen de edema
(HR=1.020, 95% C.I. [1.002 - 1.39]; p= 0.029) (Tabla 5, continuacién en la pagina 23).

Tabla 5. Anélisis de regresion univariado y multivariado.

Regresion de Cox Univariado

Variable Hazard Ratio 95,0% I.C p-valor
Edad 1.039 1.011 - 1.068 0.006
Sexo:
Hombre 1.330 0.704 — 2515 0.380
Mujer 0.752 0.398 — 1421 0.380
Escala de rendimiento de
Karnofsky < 80 0.639 0.321-1.271 0.202
Metilacion del promotor MGMT  0.660 0.329 - 1.324 0.242
Expresion de RA (RPPA) 0.687 0.317 —1.487 0.340
AR-Score 1.073 1.013 - 1.137 0.016
Tratamiento adyuvante
(RT+TM2) y 0.664 0.312 - 1.416 0.290
Tratamiento con Bevacizumab 1.215 0.569 — 2.596 0.615
Volumen de realce tumoral 1.005 0.988 — 1.023 0.537
Volumen de edema 1.013 1.003 - 1.024 0.013
Volumen de necrosis 0.989 0.962 - 1.016 0.426
Ratio Necrosis / Realce tumoral 0.537 0.203 - 1.424 0.211
Ratio Realce tumoral/ Edema 0.520 0.232-1.170 0.114
Ratio Necrosis / Edema 0.214 0.048 — 0.942 0.041
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Regresion de Cox Multivariado

Variable Hazard Ratio 95,0% 1.C p-valor
Edad 1.022 0.982 —1.063 0.292
AR-Score 1.097 1.001 - 1.203 0.048
Volumen de Edema 1.020 1.002 - 1.039 0.029
Ratio Necrosis / Edema 0.110 0.007 — 1.786 0.121

Abreviaturas

RA: Receptor de androgenos

MGMT: O6Metilguanina-DNA metil-transferasa
RT: Radioterapia

TMZ: Temozolamida

I.C: Intervalo de confianza

6.5. Relacion entre las variables volumétricas y AR-score

Para analizar la relacion entre las diferentes variables volumétricas del tumor obtenidas
de la segmentacion de las imagenes de RM y la actividad del receptor de andrdgenos (AR-
score) se llevo a cabo un andlisis de regresion lineal (Tabla 6). La Unica asociacion con el AR-
score que muestra significacion estadistica es con el volumen de necrosis, siendo esta una
asociacion negativa y de intensidad moderada (beta=-0.411; p=0.033) (Figura 5) (Tabla 6,
véase en la pagina 24). El resto de las variables volumétricas no mostré asociacion con el AR-

score.

20+

Beta=-0.411; p=.033

AR-Score

Necrosis volume (cc)

-20-

Figura 5. Relacion entre el volumen de necrosis y la actividad del receptor de androgenos (AR-score).
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Tabla 6. Analisis de regresion lineal entre la actividad del receptor de andrdgenos

(AR-score) y las variables volumétricas obtenidas de la segmentacion del tumor.

Beta Error Estandar p-valor
Volumen de realce tumoral -0.073 0.46 0.716
Volumen de edema -0.157 0.96 0.433
Volumen de necrosis -0.411 0.28 0.033
Ratio necrosis / Realce tumoral -0.307 0.01 0.119
Ratio realce tumoral / Edema 0.139 0.01 0.488
Ratio necrosis / Edema -0.269 0.01 0.175

7. DISCUSION

El objetivo principal del presente estudio era el de analizar y describir la relacion entre
la expresion y la actividad del RA en el GB y las caracteristicas de imagen en RM, asi como
analizar la relacion entre la expresion y la actividad del RA y los diferentes volumenes
tumorales (captacion de contraste -realce tumoral-, necrosis, edema) y determinar su valor
prondstico, en términos de supervivencia global. Para ello, se llevdé a cabo un analisis
comparativo entre pacientes con baja y alta expresién de RA y otro de baja y alta actividad del
RA (determinada a partir del AR-score) en el que se integraron las variables volumétricas
combinadas con otras variables clinicas y moleculares. Se evidencid una relacion negativa entre
el prondstico y la actividad del RA y el volumen de edema de forma independiente. Ademas,
se observo la presencia de una relacion negativa entre la actividad del RA y el volumen de

necrosis tumoral. Estos hallazgos seran discutidos a continuacion.

En la literatura, varios autores han abordado previamente la relacion entre la expresion
de RAyel GB. Yu Xetal. (2015) realiz6 un estudio de comparacion entre tejido sano cerebral
y de GB en el mismo paciente, en el que mostraron una significativa mayor expresion del RA
por parte del GB, sugiriendo que la sefializacion de RA puede desempefiar un papel en el
crecimiento de GB (18). Asimismo, también otros autores contemplan que a medida que avanza
el grado de malignidad de los astrocitomas, la expresion de RA aumenta, siendo el nivel de
expresion mas alto en el GB (23, 32).

Sin embargo, la expresion del RA por si mismo no tiene por qué asociarse con un
peor pronoéstico. De hecho, en el presente estudio, la expresion del RA no se asocio con el
prondstico de estos pacientes, no asi su actividad. En efecto, se ha observado una menor

supervivencia global en aquellos pacientes que presentaban un alto AR-score.
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Estos resultados estan en la linea de algunos trabajos en los que se ha analizado el efecto
de los androgenos sobre cultivos de lineas celulares de GB. Estos estudios in vitro muestran
como los andrégenos a través de RA promueven la proliferacion, migracion e invasion de
celulas derivadas de GB (32). Ademas, en un estudio realizado por Zalcman et al. (2018), en
el que emplearon una muestra de 703 pacientes con GB obtenidos de la base de datos TCGA,
se destaco la correlacidn negativa significativa de la expresion de RA con la puntuacion en la
escala de Karnofsky, lo que podia sugerir la existencia de una relacién entre la expresion de
RA 'y la agresividad del tumor. Sin embargo, no hallaron correlacién entre la expresion de RA
y la supervivencia (22). En comparacion con este estudio, cabe destacar que en nuestra muestra
tampoco se obtuvo relacidon estadisticamente significativa entre la expresion de RA y la
supervivencia, sin embargo, si que se asocié a un peor pronostico la actividad del RA
determinada mediante el AR-score. Ademas, el AR-score se correlaciond negativamente con
la puntuacion en la escala de Karnofsky. Sin embargo, el peor pronéstico que hemos encontrado
en los pacientes con alto AR-score podria asociarse con la mayor edad de este grupo y la peor
situacion funcional que tenian en el momento del diagndstico. No obstante, el andlisis de
regresion de Cox muestra al AR-score como un factor de mal prondstico independiente
(HR=1.097, 95% C.I. [1.001 - 1.203]; p= 0.048). Por lo tanto, en este reducido grupo de
pacientes, parece que ni la edad ni la situacion funcional fueron las variables que se

relacionaban de forma mas estrecha con el prondstico.

Por lo tanto, coincidimos con el resto de autores en la probable importancia del RA en
el GB, sin embargo, nuestros datos sugieren que, en términos de prondstico, lo mas importante

no es la expresion de RA, sino su actividad (AR-score).

En cuanto la asociacién del mayor volumen de edema con un peor prondstico, este
resultado podria explicarse porque se ha comprobado que los tumores de alto grado presentan
niveles elevados de expresion de citoquinas pro angiogenicas como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), lo que genera una proliferacion vascular patologica, con neovasos
de caracteristicas diferentes de los vasos normales, habitualmente de mayor diametro y
permeabilidad alterada, que determinan la formacién de edema vasogénico (14). Este edema,
como se comento en la introduccion al trabajo, puede observarse mediante RM apareciendo
hiperintenso en las secuencias T2-FLAIR, donde se ha comprobado infiltracion tumoral

microscopica (15), lo que podria explicar el peor pronéstico observado.
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Por otro lado, en el andlisis de regresion lineal, se pudo observar que a medida que la
actividad del RA aumenta, disminuye el volumen de necrosis. Curiosamente, estudios recientes
encontraron que el RA podria desempefiar funciones diversas en la sefializacion de muerte
celular, ademas de en su proliferacion. Se contempla que el RA podria también modular esta
sefializacion de muerte celular para controlar la progresion en el cancer de préstata, asi como
inhibir la necrosis (33). La asociacion entre actividad del RA y el desarrollo de necrosis es
conocida desde hace varios decenios. En 1979, un estudio realizado por Monus et al. reportd
que los andrégenos podrian proteger las células corticales renales de la necrosis programada
inducida por la administracién de vasopresina (34). La necrosis programada se trata de un
término sugerido por la NCCD (Nomenclature Committee on cell Death) para referirse a la
necroptosis, fendmeno que hace referencia a la necrosis que ocurre de manera regulada. Asi se
ha informado que la necrosis programada es inducida por varios estimulos, como mencionamos
con la vasopresina (33). En esta linea, Monus et al. (1979) observé como el uso del
antiandrégeno Acetato de Ciproterona, con su inhibicion de la unién de andrdgenos al RA,
aumento6 la necrosis programada. Esto es sugestivo de que la sefializacion andrégenos/RA
podria desempefiar un papel negativo en la necrosis programada (33).

Igualmente, una revision por Eisermann y Fraizer (2017) expone los mecanismos de
angiogenesis mediados por el RA a través del VEGF (mediante translocacion nuclear) en
cancer de prostata. Tal es asi, que el VEGF se regula mediante la formacién del complejo RA
con Spl en la region promotora central de las células de cancer de préstata (35). Con ello, en
base a nuestros resultados, donde una mayor activacion del RA se relaciona a menor necrosis
tumoral, se sugiere la idea de que también suceda tal mecanismo en GB. De forma que la
angiogénesis mediada por VEGF a través del RA pudiera explicar la disminucion de necrosis
tumoral. Ademas, hay que destacar que el VEGF subtipo A constituye un gen de respuesta a
androgenos, es decir, su actividad esta inducida por la activacion del RA, hecho que ayuda a

entender mejor aln estos resultados (35).

Sin embargo, la presencia de un peor pronostico en pacientes con mayor actividad de
RA podria deberse Unicamente a la diferencia de edad entre grupos. Efectivamente, en nuestro
trabajo, aquellos pacientes con mayor edad presentaban mayor AR-score. El hecho de que en
el analisis multivariable el AR-score se comporte como un factor independiente resuelve en
parte esta cuestion, pero se plantean otras importantes. Basandonos en la presuncion de que

cabria esperar una menor activacion del RA en pacientes de mayor edad a consecuencia de
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unos niveles de concentracion de hormonas esteroideas inferiores (36), podriamos hipotetizar
con que la activaciéon del RA no sea unicamente dependiente de los niveles circulantes de
andrdgenos, sino que pueda deberse a los que se producen localmente a través del proceso de
esteroidogenes intratumoral. Como comentamos anteriormente, la produccion de
neuroesteroides mediada por el SNC supone un papel protector en el mantenimiento de la salud
del cerebro, protegiendo las células cerebrales contra el estrés (oxidativo/citotoxicidad). Por
otro lado, las células de GB también sintetizan y secretan hormonas esteroideas como la DHEA
a partir del colesterol (37). Se trata de un tipo de neuroesteroide que protege las células de
glioma de la apoptosis inducida por quimioterapia, lo que conduce a la resistencia a los
farmacos. En el estudio realizado por Armandari et. al (2014), utilizaron la Abiraterona,
farmaco quimioterapéutico inhibidor de la enzima CYP17A1 aprobado para el tratamiento del
cancer de préstata resistente a la terapia por deprivacion de andrégenos (ADT), CRPC
(Castrate-resistant prostate cancer en inglés) donde observaron que exhibe un potente efecto
supresor sobre los GB in vitro e in vivo (37). Otros estudios como el de Lin H-Y et al. (2019),
también subrayan que una estrategia dirigida a la esteroidogénesis, como la inhibicion de
CYP17A1, es una opcion potencial para el tratamiento del GB (19).

Estas ideas expuestas concuerdan con observaciones realizadas en referencia al cancer
de proéstata, donde también se ha informado de la expresion de CYP17A1, lo que implica
potencialmente la sintesis de andrégenos de novo a partir del colesterol en el propio tumor,
suponiendo mecanismos de resistencia que podrian explicar el sorprendente hallazgo de
elevadas concentraciones intratumorales de Ty DHT a niveles fisiologicamente significativos
a pesar de ADT en algunos pacientes (38). Asi pues, la evidencia acumulada ha demostrado
que los niveles de andrégenos intraprostaticos después de la ADT son suficientes para inducir
la progresion del cancer, justificAndose una posible regulacion positiva de ARN y enzimas de
esteroidogénesis como un mecanismo compensatorio para el bajo nivel de testosterona debido

a ADT (39). En este sentido, esta situacion podria darse igualmente en pacientes con GB.

Tras lo expuesto en la literatura y los resultados obtenidos en nuestro estudio, nos lleva
a plantearnos la similitud que podria existir entre el GB y tumores cuyo desarrollo y progresion
depende de la estimulacién androgénica y sus lineas terapéuticas estan enfocadas en la
modulacion del receptor de andrdgenos, tales como el cancer de prostata 0 mama. Ya sea a
través del bloqueo o privacion de andrégenos por farmacos, como en el cancer de préstata (40),

0 a través de tratamientos dirigidos a los receptores de androgenos como en el cancer de mama
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(41, 42). El conocimiento existente hasta la fecha en este campo refuerza la idea de proponer

la modulacién del RA como una posible opcidn terapéutica en el GB.

Este trabajo cuenta con una serie de limitaciones que deben ser sefialadas. En primer
lugar, se trata de un estudio con una muestra limitada, lo que puede implicar una falta de
potencia estadistica para identificar posibles relaciones entre la expresion y actividad del RA
con el resto de los volumenes determinados en resonancia. Sin embargo, los hallazgos de este
trabajo en el contexto de esta enfermedad podrian resultar lo suficientemente interesantes como
para seguir profundizando en su estudio, incluyendo un nimero mayor de sujetos. En segundo
lugar, y relacionado con la limitacién indicada previamente, muchos de los estudios de
resonancia que hubo que excluir no contaban con los requisitos para poder ser incluidos en la
plataforma en linea OncoHabitats (estudios no realizados de forma estandar). Ademas, dicha
plataforma mostro, en algunos casos, errores de segmentacion. Estos hechos hacen necesario
el uso y comparacion de OncoHabitats con otras herramientas de segmentacion para determinar
cuél de ellas es méas robusta y pueda emplearse en estudios de este tipo. Por ultimo, la
determinacion de la actividad del RA se ha hecho considerando genes de respuesta a
andrdgenos especificos de células prostaticas o de cancer de préstata. No existen estudios que
hayan analizado de forma especifica cuales son los genes de respuesta a andrégenos en GB.

Esta es una cuestidn que debera dilucidarse en futuros trabajos.

8. CONCLUSION

La actividad del RA, y no su expresion, se asocia con la presencia de peor prondstico
vital en pacientes diagnosticados de GB. Ademas, esta actividad parece guardar una relacion
lineal con el volumen de necrosis visualizado en los estudios de resonancia magnética
prequirdrgicos. Futuros estudios podran confirmar la posibilidad de emplear farmacos para la
modulacion de la actividad del RA, tal y como ocurre en el cancer de mama o de préstata, en

el tratamiento del GB.

De esta manera, este estudio contribuye a la evidencia sugiriendo que el RA constituye
una posible diana terapéutica para el GB, donde su modulacién podria constituir una linea de

tratamiento al igual que en otros tumores como el de prostata 0 mama.
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9. :QUE HEMOS APRENDIDO?

La experiencia de hacer un trabajo de esta naturaleza y magnitud con otra persona
requiere reunir cualidades que s6lo se aprenden a través de la practica. A pesar de las
dificultades que acarrea la actual situacion pandémica por la Covid-19, aprender a trabajar en
equipo resulto una tarea vital. Hemos tomado cada vivencia e inconveniente como el necesario

aprendizaje que supone realizar un estudio.

Dentro de las habilidades que hemos ido absorbiendo durante su elaboracion, ya sea
por el propio tema, la busqueda bibliografica ha sido uno de los pilares en nuestro estudio. Un
estricto perfeccionamiento en nuestras técnicas de busqueda ha supuesto una necesidad,
aprendiendo a discernir qué informacion es relevante y cudl no, a comprender e interpretar
criticamente articulos cientificos. Aun si en el plazo de nuestra formacion hemos requerido
herramientas de blsqueda bibliografica es ahora cuando sentimos que tras su reiterado uso

somos capaces de recabar, contrastar y citar informacion de calidad.

Otro aspecto, es que fue necesario seleccionar las secuencias potenciadas en T1, T2y
FLAIR de cada uno de nuestros pacientes. Esto ha supuesto adentrarnos de lleno en la
comprension visual de las estructuras cerebrales y sus lesiones a través de RM, asi como
identificar correctamente dichas secuencias. Es algo que sin duda supondra un inequivoco
beneficio en nuestro futuro profesional, a lo que se le suma la capacidad de interpretar

resultados estadisticos.

Todo ello engloba destrezas que el dia de mafiana nos potenciardn como futuras

investigadoras, algo que hemos experimentado al ser parte de un equipo mas grande.
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