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1. INTRODUCCION: HIPOXIA/ISQUEMIA TUMORAL EN SNC. VALOR

PRONOSTICO.

Los gliomas malignos (GM) (gliomas anaplasicos y el glioblastoma multiforme), suelen
estar altamente vascularizados, aunque frecuentemente presentan importantes areas de
isquemia’. Un flujo sanguineo tumoral disminuido produce una disminucién de la llegada de
quimioterapia (QT), de agentes radiosensibilizantes y de oxigeno (0,). Si llega menos QT, ésta
tendra menos efecto terapéutico. Si se produce hipoxia, se modificara el microambiente tumoral
y se favorecera la seleccion de clones celulares con fenotipo mas agresivos, con mayor
resistencia a los tratamientos* y con mayor capacidad de angiogénesis y diseminacion (local y a

distancia —metastasis-)°.

Por otra parte, el efecto bioldgico de la radioterapia (RT) depende del nivel de O,
intracelular. En presencia de O,, los radicales libres generados por la RT en la célula pueden
transformarse en radicales peroxilo, muy dificiles de reparar. Ya en 1953 se describié como las
células tumorales en hipoxia extrema (pero viables) son 3 veces mas resistentes a la misma

dosis de RT que si estan bien oxigenadas®.
1.1. Valor pronéstico

Los tumores cerebrales son, junto con los de cabeza y cuello y cérvix uterino, una
de las localizaciones donde estd mas aceptada la repercusion clinica que juega la hipoxia-
isqguemia tumoral. Asi, mientras en la mayoria de los tumores sdlidos los factores prondsticos
son de caracter principalmente macroscopicos (clasificacion TNM), la clasificacion prondstica de
los tumores cerebrales depende principalmente del tipo histolégico del tumor y del grado de
diferenciacion, que se establece de acuerdo al grado de: atipia, mitosis, proliferacion vascular
endotelial y necrosis’. Vemos que 2 de los 4 factores estan directamente relacionados con la

hipoxia-isquemia tumoral.

Por otra parte, tanto la técnica de electrodos polarograficos® como los estudios de PET
(positron emission tomography) con F-fluromisonidazol (*®*F-FMISO)*!° han evidenciado el
valor pronodstico adverso de la hipoxia en diversos tumores, incluidos los GM, siendo mayor la

hipoxia en glioblastomas multiformes que en astrocitomas anaplasicos.
2. DETERMINACION DE HIPOXIA/ISQUEMIA TUMORAL EN SNC.

En trabajos previos'*? hemos descrito distintas técnicas de determinacién de hipoxia

tumoral, que resumimos a continuacion.
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2.1 Técnicas

. Determinacion directa de pO, mediante microelectrodos, destacando las basadas

en electrodos polarograficos (con la que trabajé nuestro grupo)

. Espectroscopia por resonancia paramagnética con electrones de baja frecuencia.
. Espectroscopia Optica de cromdforos naturales.
. De imagen funcional y de espectroscopia mediante resonancia magnética nuclear

(RMN), principalmente mediante °F-RMN relaxometria y RMN-BOLD (Blood Oxigen

Level Dependent)

. No invasivas mediante varios ligandos especificos, destacando técnicas para PET
(como el ®F-FMISO) y SPECT (single-photon emission computed tomography - con

las que ha trabajado nuestro grupo).

. Inmunohistoquimicas (precisan de toma de biopsia) mediante marcadores
exogenos (con distintos nitroimidazoles) o con marcadores enddgenos relacionados
con la hipoxia tumoral (CA9, HIF-1a, VEGF, GLUT-1).

La técnica de electrodos polarograficos fue considerada el “gold standard” para la
determinacion de oxigenacion tumoral en un Workshop especial del National Cancer Institute de
EEUU en 19922, Por ello, fue la primera técnica que intentamos conseguir para validar nuestros
estudios, lo que fue posible gracias a una beca FUNCIS 98/31. No obstante, su relativa
complejidad, requerimientos de tiempo y personal especializado, asi como el perfeccionamiento
de otras técnicas, ha hecho que en la actualidad se considere que existen varios métodos

potencialmente validos sin que ninguno sea claramente mejor**.
2.2 Experiencias previas
Destacaremos sobre todo los siguientes

« Estudios con Xenon-SPECT y Xenon-TAC:

Sin olvidar la existencia de importantes variaciones intratumorales e individuales, gracias

a esas técnicas>>1>16

, podemos decir que habitualmente: 1) el flujo sanguineo tumoral se sitGa
entre el flujo sanguineo de la sustancia blanca y la sustancia gris, 2) a nivel del centro del
tumor suele ser menor que a nivel peri-tumoral, 3) en el tumor es menor que en el cerebro
ipsilateral, 4) el flujo sanguineo en el hemisferio ipsilateral al tumor es menor que en el
hemisferio contralateral (“sano”) y menor que en pacientes del grupo control, 5) el flujo

sanguineo en tumores cerebrales G-IV es menor que en tumores G-III.
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« Estudios con electrodos polarogréficos:

Los estudios con determinacion directa de la pO, en estos tumores no son muy
numerosos, pero ha demostrado que comparado con el tejido sano, la pO, tumoral es mucho
mas baja, y en cambio es mucho mayor el porcentaje de areas hipdxicas (que en teoria son

radio-resistentes)®.
« Estudios de PET

También los estudios de PET con diversos marcadores de células hipoxicas (®F-FMISO,
8E_EF5, 18F-FAZA, ®*Cu-ATSM) han estudiado la presencia y valor de la hipoxia en GM. Estudios
de PET con !BF-FMISO sugieren una mayor captacidn del radio-isétopo en glioblastoma
multiforme que en astrocitomas anaplasicos o en tumores menos agresivos’ y ya comentamos

como en estos estudios la hipoxia en tumores cerebrales mostré un valor prondstico adverso®°.

2.3 Nuestra experiencia

Los resultados obtenidos con las distintas técnicas que hemos utilizado coinciden

con los previamente descritos en la literatura.

« SPECT cerebral con *™Tc-HMPAO:

El tumor (o el lecho tumoral si el paciente estaba operado) mostré un flujo sanguineo
significativamente menor (32%) que el de la zona peri-tumoral, y ambos a su vez un flujo
sanguineo significativamente menor que el de su respectivo lado sano contralateral (41% vy
32% menor, respectivamente). Es decir: los GM (o el lecho quirirgico) tenian una perfusion

disminuida’*°.

« Técnica de electrodos polarograficos:

Mediante determinacion directa de pO,, encontramos que la oxigenacion de los GM fue
significativamente menor que en el cerebro sano. Asi mismo, el porcentaje de valores hipoxicos

(zonas en teoria resistentes a RT) fueron significativamente mayores que en el cerebro sano'®
20

« PET con "*F-FDG:

Como era de esperar, se encontrd que la captacion (SUVmax) en los GM (o en el lecho
tumoral si el paciente estaba operado) era significativamente mayor (53%) que la de la zona

peri-tumoral y que la de su correspondiente rea en el lado sano contralateral (47%)* 1 2,
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« PET con **F-FMISO:

En 2007 empezamos a preparar junto con el Instituto Tecnoldgico de Servicios Sanitarios
S.A. (Centro Oncoldgico MD Anderson, Madrid) el primer ensayo clinico en Espafia con 8F-
FMISO-PET. El objetivo era estudiar, en pacientes con GM, su utilidad en la valoracion de la
hipoxia tumoral y su modificacion. Financiado con una beca del Instituto de Salud Carlos III
(FIS PI 06/1413), a finales del 2011 el ensayo todavia no ha podido empezar, pendiente de
finalizar adecuadamente los Ultimos tramites con la Agencia Esparola del Medicamento y
Productos Sanitarios (AEMPS).

3. MODIFICACION DE HIPOXIA/ISQUEMIA TUMORAL EN SNC.
3.1 Modificacion de hipoxia/isquemia tumoral y su relevancia

Segun la curva de radiosensibilidad en funcion del O, que comentamos
previamente, aumentar la pO, tumoral de +/- 0 mmHg a 3-4 mmHg podria duplicar el efecto de
la RT®. Esto no es sdlo un concepto tedrico. Un meta-analisis de Overgaard incluyendo mas de
10.000 pacientes en 86 ensayos aleatorios, demostré que la modificacion de hipoxia tumoral
durante la RT puede aumentar el control local y la supervivencia, si bien los estudios en

tumores cerebrales (escasos) no fueron concluyentes?.
3.2 Técnicas

Entre las técnicas de modificacion de isquemia/hipoxia en GM, las mas empleadas

han sido:

= Inhalacion de carbdgeno

Consiste en la administracion de una mezcla de 5-10% de anhidrido carbdnico (CO,) y
90-95% oxigeno (0,). Se busca asi que el efecto del CO, como estimulador del centro
respiratorio por via refleja y, sobre todo, por via directa, disminuya el efecto vasoconstrictor
propio de la inhalacién exclusiva del O, o de las situaciones de hiperoxia. A pesar de ello, a los
15-30 minutos de estar inhalando carbdgeno tiende a producirse una disminucion de la
oxigenacidn tumoral®. Para optimizar su efecto radiosensibilizante se aconseja administrar la
RT entre los 5-15 minutos de inhalacion. En tumores cerebrales la inhalacion de carbdgeno se
ha asociado con frecuencia con la administracion de nicotinamida (de accién vasodilatadora)
para intentar disminuir el efecto vasoconstrictor. Sin embargo, esta técnica no ha evidenciado
un claro aumento de perfusion tumoral®®, no ha mejorado los resultados terapéuticos, y en

cambio se ha asociado a mayor toxicidad®>?.
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= Oxigeno hiperbarico.

Mediante el empleo de camaras hiperbaricas se consigue que el paciente respire oxigeno
al 100%, a una presion ambiente por encima de la habitual de 1 atmdsfera absoluta (1 ATA).
De esta manera, se alcanza un gran aumento del O, disuelto en plasma, con lo que se aumenta
la capacidad de la sangre para transportarlo (habitualmente el O, se transporta basicamente

ligado a la hemoglobina).

El empleo de cdmaras hiperbaricas durante la RT es la técnica de modificacion de hipoxia
gue ha mostrado los resultados mas favorables en mdltiples localizaciones tumorales. Con su
empleo en tumores cerebrales se ha descrito un claro aumento de la oxigenacién tumoral®, y

en unién a RT, ha mostrado resultados prometedores en estudios no randomizados®*>!.

No obstante, en el meta-analisis de Overgaard® los resultados en tumores cerebrales no
fueron concluyentes, probablemente por el pequefio nimero de ensayos aleatorios y los pocos
pacientes incluidos en los mismos. Ademas, las camaras hiperbaricas precisan unas
instalaciones de elevado coste, no estan disponibles en la mayoria de los hospitales y, con
frecuencia, resulta dificil poder coordinar su utilizacion en un espacio temporal reducido de la
sesion de RT, pues el efecto radiosensibilizante se mantiene sélo alrededor de unos 15 minutos
después de la descompresién®®. Por contra, mantener la hiperoxia durante un tiempo

prolongado produce vasoconstriccién a nivel general y a nivel cerebral?*%,

Por Ultimo comentar por su repercusion que, en tumores no cerebrales, los limitados
ensayos clinicos aleatorios que intentaron modificar la hipoxia tumoral aumentando la
concentracion de hemoglobina mediante la administracion de eritropoyetina fueron un
fracaso®’. Sin embargo, hay que destacar que todos esos estudios estuvieron mal disefiados,
emplearon dosis y/u objetivos fuera de indicacion, y sus resultados adversos estaban
anticipados por los conocimientos radiobioldgicos y fisiopatoldgicos previos. La explicacion de
estos conceptos fue objeto de varias publicaciones del grupo en Clin Transl Oncol®, J Clin

Oncol® y Lancet™.
3.3. Nuestra experiencia: Técnicas y Resultados

Por tanto, y por lo mostrado hasta aqui, todavia no se han establecido métodos
adecuados y accesibles para modificar la hipoxia en los GM. En nuestro centro, desde 1996,
hemos estado valorando 2 técnicas cuya capacidad de modificar el flujo sanguineo se habia
mostrado Util en patologias no oncoldgicas: estimulacion de la médula espinal (EME) y

Ozonoterapia.
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3.3.1 Estimulacion de la Médula Espinal (EME). Resultados

Consiste en la colocacion percutanea (y bajo anestesia local) de un electrodo
en la superficie posterior de la médula espinal, en nuestro caso a nivel cervical. Es una técnica
empleada habitualmente en las Unidades de Dolor Crénico y de Neurocirugia Funcional, y
resulta Util en el manejo de cuadros seleccionados de dolor y de patologia isquémica, tanto

38 39 como central®. Los trabajos expuestos en este articulo se fundamentan en la

periférica
experiencia previa con esta técnica, que dio lugar a 2 Tesis Doctorales que fueron, ambas,
Premio Extraordinario: en la Universidad de Salamanca (Dr. F. Robaina, 1997) y en la

Universidad Auténoma de Madrid (Dr. B. Clavo, 2005).

» Doppler trancraneal.

Con esta técnica hemos descrito, por primera vez, que en pacientes con GM la EME
puede aumentar (de forma significativa) la velocidad (cm/s) del flujo sanguineo en la arteria
cerebral media, tanto la velocidad sistdlica como la velocidad diastdlica. Esto ocurrid en casi
todos los pacientes estudiados, y tanto en las arterias del lado tumoral, como en las del lado

sano contralateral. En los distintos pardmetros descritos, el aumento fue de al menos un 18%!”
19,41,42

 Doppler carotideo.

Permite la cuantificacion del flujo sanguineo (en ml/min) en arteria cardtida comun.
Durante la EME los pacientes con GM mostraron un aumento significativo del flujo sanguineo (>
50%) a este nivel, tanto en el lado tumoral como en el lado sano contralateral’’***, Este
aumento tan marcado coincide con el descrito por otros autores en modelos animales®™ y por

nuestro grupo en pacientes con tumores de cabeza y cuello™.

« SPECT cerebral con *™Tc-HMPAO.

Nos permiti6 una valoracion semi-cuantitativa (indice respecto al cerebelo) de la
perfusion cerebral en tejido sano, peritumoral y tumoral. Durante la EME, los pacientes con GM
mostraron un aumento significativo de los indices de perfusion a nivel tumoral, que se situd en

un 15%7°%°,

« Estudios con electrodos polarograficos.

Nos permitid medir directamente la pO, (en mmHg) intratumoral antes y durante la
EME. Las determinaciones se realizaron en quirdfano, en el momento de la exéresis o biopsia
del tumor. Durante la EME encontramos un aumento significativo en la oxigenacion intratumoral

(que se duplicd) y una significativa disminucion (alrededor del 50%) en las distintas fracciones
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hipdxicas (que en teoria son resistentes a la RT)!¥2, Estos hallazgos podrian justificar la
potencial utilidad de la EME durante la RT. Pero al mismo tiempo, el aumento de perfusion en el
tumor o en el lecho tumoral (evidenciado con Doppler y SPECT) también facilitaria una mayor
llegada de QT, en concreto de Temozolomida, que actualmente forma parte del tratamiento

estandar de los glioblastomas multiformes™.

« PET con *®F-FDG (*®F-fluoro-deoxiglucosa):

Durante la EME se encontré un aumento significativo de la captacién de '8F-FDG a todos
los niveles. A nivel tumoral el aumento, ajustado por la actividad residual previa, se situd
alrededor del 20%, cercano a los valores de aumento obtenidos en los estudios de Doppler
transcraneal y SPECT*#!%2!| E| incremento del aporte/consumo de glucosa en el tumor durante
la EME podria servir para que células tumorales quiescentes pasaran a fases mas activas del
ciclo tumoral y por tanto mas sensibles a RT y a QT°. Al mismo tiempo, la EME podria inducir
una mejoria del drenaje tisular, habitualmente alterado en estos tumores y que supone un
factor importante en la produccién de acidosis y adicional resistencia a los tratamientos*. Estas
hipotesis estarian soportadas por estudios donde se correlaciona un mayor metabolismo de la
glucosa con mejor respuesta a Temozolomida®’. Nuestros resultados preliminares con
RT+EME+Temozolomida, evidenciaron un porcentaje de respuestas alrededor del 70%, muy

superior al descrito en la literatura para RT+Temozolomida®.

Por otra parte, hemos encontrado también que la EME podia aumentar el metabolismo de
la glucosa en el tejido cerebral “sano” contralateral®, lo cual podria tener potenciales

implicaciones en:

- el manejo de toxicidad cerebral general por los tratamientos oncoldgicos (RT, QT,
cirugia, antiepilépticos, etc), como sugiere nuestra experiencia con EME en pacientes con

radionecrosis™.

- su potencial utilidad en patologia isquémica/metabdlica cerebral, en especial en

accidentes cerebro-vasculares*’ >,

3.3.2 Ozonoterapia. Resultados

Esta basada en el empleo del ozono, forma alotrépica del oxigeno que
consta de 3 atomos en su molécula (Os). Diversos estudios han evidenciado su efecto
radiomimético®?, sinérgico con la QT>® y su capacidad para inhibir el crecimiento de lineas
celulares de cancer de pulmén, mama y Utero>*. Sin embargo, los mecanismos de accién
en su uso clinico son mucho mas complejos, envolviendo la modificacion del balance pro-
oxidacion/antioxidacion y su consiguiente repercusion en multiples sistemas/procesos del

organismo, con modulacidn de la respuesta inmune, inflamatoria y vascular entre otros™.
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Entre las multiples técnicas de administracion posible, aqui nos interesarian

principalmente: la auto-hemotransfusion, y la insuflacion rectal.

« Doppler trancraneal.

Con esta técnica describimos, por primera vez, que con solo 3 sesiones de ozonoterapia
se podia obtener un aumento significativo de la velocidad (cm/s) del flujo sanguineo en la
arteria cerebral media, tanto la velocidad sistdlica como la velocidad diastdlica. El aumento

medio fue mayor al 20% tras la 32 sesién, y se mantuvo mayor al 15% un semana mas tarde®®.

 Doppler carotideo

Nos permiti6 la cuantificacion del flujo sanguineo (en ml/min) en arteria carétida comdn,
observando un aumento significativo del flujo sanguineo a este nivel: del 75% tras la 32 sesion,

y del 29% una semana mas tarde®.

« Estudios con electrodos polarograficos.

Nuestro grupo fue el primero en describir que la pO, en el musculo tibial anterior se
correlacionaba de forma estrecha con la pO, intra-tumoral en tumores avanzados de cabeza y

cuellol’

. Asi mismo, mostramos como la ozonoterapia podia modificar de forma significativa la
oxigenacién tanto en musculo tibial anterior® como en tumores de cabeza y cuello®. La
potencial utilidad clinica de estos hallazgos quedd de manifiesto en los resultados de un estudio

clinico (FUNCIS 98/31) en pacientes con tumores avanzados de cabeza y cuello®.

« SPECT cerebral con **™Tc-ECD:

En pacientes con GM (proyecto FUNCIS 05/02) evaluamos el impacto de la Ozonoterapia
sobre la hipoxia tumoral y la calidad de vida, durante RT y Temozolomida. El estudio no se
pudo completar por diversas razones, y con el limitado nimero de pacientes incluidos no se

pueden sacar conclusiones, aunque hubo varios supervivientes a largo plazo.

» Queremos destacar que tanto en los estudios con Doppler arterial, como en los de
determinacion de pO, (muscular y tumoral), como en los preliminares con SPECT, los resultados
obtenidos fueron inversamente proporcionales a los valores basales: el ozono no produjo un

aumento sistematico, sino un "efecto de modulacion".
4. POTENCIAL DE ESTAS TECNICAS PARA TRATAR TOXICIDAD POR RT-QT

Entre los mecanismos por los que las radiaciones ionizantes causan toxicidad, se
encuentra la alteracion del lecho vascular irradiado, no sélo el tumoral, sino también el del

tejido sano. Los radicales libres y el estado pro-oxidativo que genera la RT acabara afectando
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especialmente capilares y pequefias arterias, llevando a un circulo vicioso de inflamacion e
isquemia®. El tratamiento habitual son medidas conservadoras y el empleo de corticoides.
Cuando estas medidas fallan y la opcidn quirdrgica no es posible o esta ligada a alto riesgo y/o
morbilidad, el manejo de toxicidad severa post-RT suele ser dificil, incluyendo el de la

radionecrosis cerebral®.

4.1 Oxigeno hiperbatico.

No es de extrafnar que las camaras hiperbaricas se hayan mostrado Utiles no solo
como radiosensibilizantes, sino también para tratar efectos secundarios de la RT cuando no
responden a tratamiento convencional u otras medidas conservadoras®®. Asi, las camaras
hiperbaricas se han utilizado en radionecrosis cerebral y leucoencefalopatia post-RT®* y han
demostrado su utilidad mediante ensayos clinicos aleatorios en proctitis radica®. Pero como ya

se comentd, su disponibilidad y accesibilidad son limitadas.
4.2 Estimulacion de la Médula Espinal (EME)

Hemos obtenido buenos resultados, y mantenidos en el tiempo, con el uso de EME
en el tratamiento de toxicidad cerebral secundaria a RT+/-QT+/-cirug|'a5°. Nuestros trabajos
describiendo su capacidad para aumentar el flujo carotideo y en arteria cerebral media en los

17,41,42,44

lados no afectos por tumor y aumentar el metabolismo del tejido cerebral sano™ y/o el

alterado por RT*, han servido para sustentar la hipdtesis de la potencial utilidad de la EME en

patologia isquémica cerebral*"!.

4.3 Ozonoterapia

Hemos mostrado la utilidad de esta técnica en un cuadro de isquemia-
hipometabolismo cerebral de dificil manejo en una paciente tratada con radiocirugia y patologia
vascular previa®®. Estos resultados respaldan los trabajos comentados previamente sobre su

I°® y regular el flujo sanguineo

capacidad para modular la oxigenacion en tejido no tumora
cerebral®. Adicionalmente, han dado lugar a que estemos preparando un ensayo clinico para
valorar su efecto en patologia vascular cerebral en colaboracion con los S° de Neurologia,

Urgencias y Radiodiagnostico.

Por otra parte, al igual que lo descrito con las camaras hiperbaricas, la ozonoterapia
también ha mostrado utilidad en el tratamiento de toxicidad por RT, QT y/o cirugia en diversas

localizaciones®”. Destacariamos:

- su utilidad en casos de dificil manejo por cistitis hemorragica post-RT®.
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- en casos de fistula/drenaje cronico secundario a RT, QT y cirugia por cancer de

mama®.
- en proctitis radica refractaria a tratamiento convencional”.

- actualmente tenemos en marcha un estudio para valorar el papel protector del ozono

en un modelo experimental de fibrosis pulmonar por QT (FUNCIS ID 08/89).
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