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RESUMEN

El Glioblastoma es uno de los tumores primarios del sistema nervioso central mas frecuente en
adultos con una supervivencia media de 15 meses. Desde la publicacion del tratamiento Stupp estandar
en el afio 2005, ninguna terapia ha demostrado una mejora significativa en la supervivencia global de
los pacientes que lo sufren. Uno de los factores responsables de su alta agresividad y resistencia contra
las terapias existentes, es su heterogeneidad intra- e inter-paciente. Esta situacidon pone de manifiesto
la necesidad de crear tecnologias que de forma no invasiva y precisa sean capaces de crear subgrupos
de pacientes con una baja heterogeneidad, permitiendo la creacion de terapias mucho mas dirigidas.

La tecnologia de andlisis de imagen médica OncoHabitats define unas regiones de interés y
marcadores asociados dentro de las zonas de tumor activo y de edema, en funcién de la informacidn
hemodindmica obtenida a partir de las secuencias de perfusidon de los estudios de imdagenes de
resonancia magnética. En las pruebas de concepto realizadas se ha obtenido una correlacion
significativa entre estos marcadores y la supervivencia global del paciente. Sin embargo, para
establecerse como un biomarcador prondstico se debe de crear un estudio que englobe una mayor
cantidad de pacientes y de centros. Por esta razén, se ha desarrollado un estudio multicéntrico e
internacional de tipo observacional y retrospectivo, en el cual han participado 7 hospitales
pertenecientes a 4 paises diferentes, reclutando un total de 305 pacientes. En el presente trabajo se
han desarrollado todas las fases del estudio, excepto la obtenciéon de los resultados estadisticos
definitivos. Se ha comprobado que los resultados preliminares se mantienen en linea con los hallazgos
de los estudios piloto.

La validacion de OncoHabitats como biomarcador prondstico permitird su uso como herramienta
de decision en el seguimiento de pacientes con Glioblastoma.

Palabras clave: Biomarcador de imagen, Pronéstico, Heterogeneidad, Glioblastoma
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RESUM

El Glioblastoma és un dels tumors primaris del sistema nervids central més freqlient en adults
amb una superviveéncia mitja de 15 mesos. Des de la publicacié del tractament Stupp estandard I'any
2005, cap terapia ha demostrat una millora significativa en la supervivéncia global dels pacients amb
aquest cancer. Un dels factors responsables de la seua alta agressivitat i resisténcia contra les terapies
existents, és la seua heterogeneitat intra- i inter-pacient. Esta situacié posa de manifest la necessitat
de crear tecnologies que de forma no invasiva i precisa siguen capaces de crear subgrups de pacients
amb una baixa heterogeneitat, permetent la creacié de terapies molt més dirigides.

La tecnologia d’analisi d'imatge medica OncoHabitats defineix unes regions d’interés i marcadors
associats dins de les zones de tumor actiu i d’edema, en funcié de la informaci6 hemodinamica
obtinguda a partir de les sequéncies de perfusid dels estudis d’imatges de ressonancia magneética. En
les proves de concepte realitzades s'ha obtingut una correlacid significativa entre estos marcadorsii la
supervivencia global del pacient. No obstant aix0, per a establir-se com un biomarcador pronostic és
necessari crear un estudi que incloga una major quantitat de pacients i de centres. Per esta rad, s'ha
desenvolupat un estudi multicéntric i internacional de tipus observacional i retrospectiu, en el que han
participat 7 hospitals pertanyents a 4 paisos diferents, reclutant un total de 305 pacients. Donat que la
seua data de finalitzacid és desembre, en el present treball s’han dut a terme totes les fases de I'estudi,
excepte l'obtencid dels resultats estadistics definitius. S’"ha comprovat que els resultats preliminars es
mantenen en linia amb les troballes dels estudis pilot.

La validacié d’OncoHabitats com a biomarcador pronostic permetra el seu Us com a ferramenta
de decisio en el seguiment de pacients amb Glioblastoma.

Paraules clau: Biomarcador d’imatge, Pronostic, Heterogeneitat, Glioblastoma
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ABSTRACT

Glioblastoma is one of the most common primary tumours of the central nervous system in
adults with an average survival of 15 months. Since the publication of the standard Stupp treatmentin
2005, no therapy has shown a significant improvement in the overall survival of patients suffering from
it. One of the factors responsible for its high aggressiveness and resistance against existing therapies is
its intra- and inter-patient heterogeneity. This situation highlights the need to create technologies that
are non-invasively and precisely capable of creating subgroups of patients with low heterogeneity,
allowing the creation of much more targeted therapies.

The OncoHabitats medical image analysis technology defines regions of interest and associated
markers within the active tumor and edema zones, based on hemodynamic information obtained from
the perfusion sequences of magnetic resonance imaging studies. In the proofs of concept carried out,
a significant correlation has been obtained between these markers and the overall survival of the
patient. However, in order to establish itself as a prognostic biomarker, it is necessary to create a study
that includes a larger number of patients and centres. For this reason, a multicenter, international
observational and retrospective study has been developed in which 7 hospitals from 4 different
countries participated, recruiting a total of 305 patients. In the present work, all phases of the study
have been developed, except the obtaining of the definitive statistical results. It has been proven that
the preliminary results are in line with the findings of the pilot studies.

The validation of OncoHabitats as a prognostic biomarker will allow its use as a decision tool in the
follow-up of patients with Glioblastoma.

Keywords: Imaging Biomarker, Prognostic, Heterogeneity, Glioblastoma
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CAPITULO 1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo general del trabajo

En el presente trabajo se ha desarrollado un estudio clinico multicéntrico e internacional de tipo
observacional y retrospectivo. Incluye una cohorte de pacientes cuyos datos estan incluidos en SIH
(Sistemas de Informacién Hospitalarios) de Espaia, Bélgica, Noruega e Italia. Su finalidad principal
consiste en validar la capacidad prondstica de la tecnologia de andlisis de imagen médica OncoHabitats.
Dicho de otra manera, se pretende analizar si la correlacion existente entre los marcadores tumorales
de OncoHabitats y la supervivencia global del paciente es significativa.

1.2. Objetivos especificos

Con tal de poder alcanzar el anterior propdsito, se han tenido que realizar una serie de sub-
objetivos:

= Contribuir al disefio del estudio clinico observacional, retrospectivo, multicéntrico e
internacional.

= Coordinar la recoleccion de los datos clinicos y las imdgenes médicas de los pacientes
participantes.

= Gestionar los datos de los pacientes reclutados, incluidas sus imagenes médicas.

= Obtener la correlacién existente entre los marcadores de la tecnologia OncoHabitats y la
supervivencia global de los pacientes involucrados en el estudio, definida como resultado
primario del estudio.

= Comprobar que el resultado obtenido es compatible con los hallazgos del estudio piloto.

=  Mejorar los conocimientos estudiados a lo largo del master en cuanto al disefio de un estudio
en investigacion clinica, asi como a la gestidn de la calidad de los productos sanitarios.
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CAPITULO 2. INTRODUCCION

2.1. Introduccion al problema

2.1.1. Motivacién

Las IRMs (Imagenes de Resonancia Magnética) se han convertido en una herramienta esencial
para el estudio del cerebro humano, desempefiando un papel fundamental en el andlisis de los tumores
sélidos. El Glioblastoma es un glioma de rapido crecimiento considerado un arquetipo de tumor sélido
maligno. Ninguna terapia ha demostrado una mejora significativa en la supervivencia global de los
pacientes que lo sufren desde la publicacidn del tratamiento Stupp estdndar en el afio 2005 (Stupp R.
et al., 2005). La heterogeneidad presente en el Glioblastoma inter-paciente e intra-paciente es uno de
los factores responsables de la alta agresividad de este tumor sdlido, asi como de su resistencia contra
las terapias existentes (Juan — Albarracin J. et al., 2018). Esta heterogeneidad espacial y temporal, se
debe a las diversas capacidades bioldgicas adquiridas en las diferentes regiones del tumor a lo largo
del desarrollo de la enfermedad. Esta situacion pone de manifiesto la necesidad de identificar
tecnologias que sean capaces de crear subgrupos de pacientes con una baja heterogeneidad.

Se han desarrollado diferentes biomarcadores moleculares y de imagen con el objetivo de crear
subgrupos de pacientes, cuya probabilidad de éxito ante un farmaco diana difiera significativamente.
Estos biomarcadores presentan una serie de limitaciones. Por un lado, los moleculares se basan en
biopsias de tejido, lo cual proporciona Unicamente informacidn estdtica, en el momento de la cirugia,
ademas de tratarse de un procedimiento complejo de realizar. Por otro lado, los de imagen presentan
una fuerte variabilidad que dificulta la repetibilidad y reproducibilidad del calculo.

OncoHabitats es una tecnologia de analisis de imagen que describe la heterogeneidad del tumor
activo y del edema en base a su perfil hemodindmico. OncoHabitats utiliza IRM multiparamétricas,
adquiridas en la practica clinica diaria, para describir la heterogeneidad vascular a través de marcadores
obtenidos en los diferentes subcompartimentos que delimita en el tumor activo y en el edema. La
caracterizacion de la heterogeneidad hemodinamica del tumor a través de los marcadores de
OncoHabitats, puede proporcionar informacién muy util a la hora de definir estrategias de
estratificacion e inclusién en ensayos clinicos. De hecho, existen publicaciones que evidencian la
capacidad de estratificacion que posee dicha informacién hemodindmica en la seleccién de candidatos
para terapias antiangiogénicas, tales como Bevacizumab (BMZ).
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OncoHabitats fue testeado en un estudio piloto de 50 pacientes procedentes del Hospital
Universitari i Politécnic de la Fe (publicado en la revista Radiology). Los criterios de inclusién fueron:
(a) confirmacidn de Glioblastoma a través de biopsia, (b) acceso a las IRM pre-operatorias, incluyendo
potenciaciones en T1 antes y después del GBCA (Gadolinium-Based Contrast Agent), potenciaciones
en T2 y secuencias FLAIR (Flair-Attenuated Inversion-Recovery) y DSC (Dynamic Susceptibility Contrast),
y (c) pacientes sometidos al tratamiento Stupp estandar. En esta primera prueba de concepto se verificd
que la heterogeneidad vascular en el momento del diagndstico, descrita por los marcadores de
OncoHabitats, presenta una correlacion significativa con la supervivencia global de los pacientes,
considerando el impacto de factores relevantes conocidos tales como el uso del tratamiento Stupp
estandar. Ademads, se vio que los pacientes con larga o corta supervivencia se pueden diferenciar segin
el valor maximo del rCBV (relative Cerebral Blood Volume, por sus siglas en inglés) y del rCBF (relative
Cerebral Blood Flow) que presentan en los subcompartimentos del tumor activo y del edema (Juan —
Albarracin J. et al., 2018).

Se llevé a cabo otro estudio piloto con el objetivo de analizar la capacidad prondstica de
OncoHabitats en cuanto a la supervivencia de los pacientes, no solo en el momento del diagndstico
sino también en el de progresidn (o reaparicidn) del tumor. La cohorte utilizada estaba formada por 42
pacientes del Hospital Universitari i Politécnic de la Fe. Los criterios de inclusion fueron: (a) pacientes
con Glioblastoma recurrente entre el 1 de enero de 2009 y el 1 de enero de 2017, (b) acceso a IRM en
el momento de progresidn, incluyendo potenciaciones en T1 antes y después del GBCA, potenciaciones
en T2 y secuencias FLAIR y DSC, y (c) pacientes tratados con BMZ. Los resultados obtenidos en
progresion fueron consistentes con los del estudio en el momento del diagndstico. Ambos, presentan
una correlacién significativa entre la supervivencia global del paciente y los marcadores de
ONCOhabitats.

Recientemente, se ha llevado a cabo un tercer estudio piloto en el que se ha analizado la utilidad
de los marcadores proporcionados por OncoHabitats en la estimacién de la supervivencia global del
paciente con Glioblastoma. Se ha utilizado la cohorte obtenida en la primera prueba de concepto
reajustando los criterios de exclusidn. Se ha visto que estos marcadores presentan la capacidad de
mejorar los modelos de prondstico multiparamétricos basados en datos clinicos, morfoldgicos y
caracteristicas demograficas. Ademas, aportan un valor afiadido en la estimacidon de la supervivencia
al definir el rCBV y el rCBF no solo en las regiones de tumor activo y de edema, si no en los diferentes
subcompartimentos que son delineados en estos.

Sin embargo, la validacidn de la tecnologia requiere de un estudio de mayor alcance, tal y como
es un ensayo clinico fundamental (conocido mas comiunmente por su denominacién inglesa pivotal
clinical trial). Este tipo de estudios incluyen una cohorte mayor, de entre 150-300 pacientes, que
permita determinar la eficacia de la tecnologia. Por esta razén, en febrero de 2018, se ha iniciado un
estudio observacional, retrospectivo, multicéntrico e internacional que engloba un nimero mayor de
hospitales y de casos (NCT03439332), objeto del presente trabajo.
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Los principales criterios de inclusidn son: (a) pacientes diagnosticados de Glioblastoma entre el 1 de

enero de 2012 y el 1 de enero de 2017, confirmado con biopsia, (b) acceso a las IRM en las diferentes

etapas: pre-operatoria, post-radioterapia, progresién y seguimiento, incluyendo la potenciacién T1

antes y después del GBCA, la potenciacién T2 y las secuencias FLAIR y DSC, (c) pacientes sometidos al

tratamiento Stupp estandar. El alcance de este estudio es validar los resultados de los estudios pilotos

anteriores demostrando una diferencia estadisticamente significativa tanto de la supervivencia global

como de la supervivencia libre de progresién de los pacientes con Glioblastoma, de acuerdo a los

marcadores de OncoHabitats. Esto permitird establecer un biomarcador prondstico capaz de estimar

la supervivencia global y supervivencia libre de progresion de los pacientes con Glioblastoma, creando

subgrupos de menor heterogeneidad y fomentando la creacién de tratamientos personalizados a

grupos con caracteristicas similares.

En la Tabla 1 se muestra un resumen de los estudios realizados para testear OncoHabitats.

TiTULO DEL ESTUDIO

N

CARACTERISTICAS DE
DISENO

OBIJETIVO PRINCIPAL

ESTADO Y
PUBLICACION

Glioblastoma: Vascular Habitats
Detected at Preoperative Dynamic
Susceptibility-weighted Contrast-
enhanced Perfusion MR Imaging
Predict Survival

Prognostic image markers for
recurrent glioblastomas treated
with bevacizumab

Improving the estimation of
prognosis for glioblastoma
patients by MR based

Hemodynamic Tissue Signatures

Multicentre validation of
Hemodynamic MTS biomarkers
from pre-operative and post-
radioteraphy MRI in Patients with
Glioblastoma: predictors of overall
survival

50

42

60

305

Pacientes con Glioblastoma que
presentan IRM en el momento
del diagndstico y que han sido
tratados con el Stupp estandar

Pacientes con progresién de
Glioblastoma, tratados con
Bevacizumab

Pacientes con Glioblastoma que
presentan IRM en el momento
del diagndstico y que han sido
tratados con el Stupp estandar

Pacientes con Glioblastoma que
presentan IMRs en el momento
del diagndstico, en  post-
radioterapia, en progresion y
durante seguimiento, tratados
con el Stupp estandar

Analizar la significancia de los
marcadores de OncoHabitats
en la predicciéon de Ia
supervivencia global de los
pacientes con Glioblastoma,
en el momento del
diagnéstico

Analizar la significancia de los
marcadores de OncoHabitats
en la predicciéon de Ia
supervivencia global de los
pacientes con Glioblastoma,
en el momento de la
progresion

Analizar la utilidad de los
marcadores de OncoHabitats
en comparacion con los
marcadores clasicos y los
modelos de prondstico
basados eninformacidn clinica

Analizar la significancia de los
marcadores de OncoHabitats
en la predicciéon de Ia
supervivencia global y la libre
de progresion de los pacientes
con Glioblastoma, en el
momento del diagndstico, en
post-radioterapia, en
progresion y en seguimiento

Tabla 1. Estudios realizados para alcanzar la validacion de OncoHabitats

Completado —
Enero 2018

RSNA - Radiology

Completado —

no publicado
todavia

Completado —
Julio 2018

NMR in
Biomedicine
(aceptado para
publicacion)

En Proceso — Fecha
finalizacion prevista
diciembre 2018

Clinicaltrials.gov
(NCT03439332)

Orphanet
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2.1.2. Contexto clinico, técnico y regulatorio

2.1.2.1. Glioblastoma

Para introducir los conceptos clave de la patologia, en adelante se presenta una breve explicacién
de sus caracteristicas etioldgicas, fisiopatoldgicas, histopatoldgicas y clinicas.

El Glioblastoma es uno de los tumores cerebrales mas frecuentes en adultos, con una incidencia
anual de aproximadamente 1/33.330 y una prevalencia estimada de 1/100.000. En adultos, ocurre con
mayor frecuencia en los I6bulos frontal y temporal del cerebro. Puede ocurrir a cualquier edad, pero el
70% de los casos se observan en pacientes entre 45 y 70 afos. El Glioblastoma puede surgir en el
cerebro de novo, dando lugar a un tumor primario, o evolucionar a partir de astrocitomas u
oligodendrogliomas, gliomas de grado inferior, tratdndose de un tumor secundario. Suele tener una
rdpida progresion, de entre 2 y 3 meses, excepto cuando se desarrolla dentro de un astrocitoma
preexistente de bajo grado (glioblastoma secundario). Por lo tanto, presenta un mal prondstico,
especialmente en ausencia de reseccidén quirldrgica total, en pacientes mayores y ante déficits
neuroldgicos severos. De hecho, el Glioblastoma es un cdncer cerebral devastador con una
supervivencia media de 15 meses tras el diagndstico. Esto pone de manifiesto, la necesidad de crear
avances cientificos y clinicos.

De acuerdo a la clasificacion de los tumores del SNC (Sistema Nervioso Central) realizada en 2016
por la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), el Glioblastoma es un glioma difuso de grado IV que se
divide en tres subtipos: IDH (Isocitrate Dehydrogenase) — Wildtype (se corresponde con
aproximadamente el 90% de los casos, predomina en pacientes mayores de 55 afios y suele tratarse
del tumor primario también llamado Glioblastoma de novo); IDH — mutante (alrededor del 10% de los
casos, se presenta preferentemente en pacientes jovenes y se corresponde estrechamente con los
Glioblastomas secundarios, tumores que derivan de un glioma difuso de bajo grado tal y como el
astrocitoma); y NOS (Not Otherwise Specified) utilizado cuando la evaluacion del IDH no se puede
realizar (Louis D. et al., 2016). En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas clave de ambos subtipos:
IDH — wildtype e IDH — mutante.
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GLIOBLASTOMA GLIOBLASTOMA
IDH - Wildtype IDH - Mutante

Sinénimo Glioblastoma primario Glioblastoma secundario
Lesion precursora De novo Astrocitoma difuso
Proporcion de glioblastomas ~90% ~10%
Edad media en el diagnéstico ~ 62 afios ~ 44 afios
Proporcion hombres - mujeres 1.42:1 1.05:1
Supervivencia global media

Cirugia + radioterapia 9.9 meses 24 meses

Cirugia + radioterapia + quimioterapia 15 meses 31 meses
Localizacion Supratentorial Preferentemente frontal
Necrosis Extensa Limitada

Tabla 2. Caracteristicas clave del Glioblastoma IDH - Wildtype y del IDH —Mutante (Louis D. et al., 2016)

Este tumor sdlido presenta un comportamiento altamente infiltrante y profundamente invasivo,
con una fuerte proliferacién vascular, una gran angiogénesis y una microvasculatura extensa y
heterogénea que lo diferencia de los gliomas de bajo grado. Se ha demostrado que estos factores
tienen un efecto directo en el prondstico. Por lo tanto, la evaluacion temprana de la arquitectura
vascular altamente heterogénea del Glioblastoma podria proporcionar informacién clave para la
mejora en la toma de decisiones terapéuticas.

Los métodos para diagnosticar esta enfermedad son los estudios radiolégicos, la tomografia
computarizada y la RM (Resonancia Magnética). Estas técnicas analizan principalmente su nivel de
invasion, asociado a un aumento heterogéneo del contraste y a la presencia de necrosis. Los sintomas
varian dependiendo de la localizacién del tumor, pero pueden incluir cualquiera de los siguientes:
dolores de cabeza persistentes, vision doble o borrosa, vémitos, pérdida del apetito, cambios en el
estado de dnimo y la personalidad, cambios en la capacidad de pensar y aprender, aparicién de
convulsiones y dificultad para hablar (AANS |Glioblastoma Multiforme, 2018).

El tratamiento estandar llamado Stupp en honor a su creador, se desarrollé en el afio 2005, y es
actualmente el tratamiento de primera linea utilizado en Glioblastoma. Consiste en la realizacién de
una reseccion tumoral lo mas completa posible, seguida de radioterapia fraccionada (60 Gy durante 6
semanas) con tratamiento concomitante y adyuvante del agente citostatico Temozolomida (TMZ). La
supervivencia media es de 14.6 meses al combinar la radioterapia con la quimioterapiay de 12.1 meses
al realizar Unicamente radioterapia.
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Por tanto, la utilizacién de la quimioterapia concomitante y adyuvante presenta beneficios
significativos. Esto conforma la Ultima mejora significativa reportada hasta el momento en el
tratamiento de la enfermedad (Stupp R. et al., 2005). La Figura 1 resume el tratamiento Stupp estandar
y muestra, ademds, el flujo de adquisicion de imdgenes, asi como los analisis moleculares e
histopatoldgicos llevados a cabo a través de biopsias tisulares, ambos dependientes de la etapa del
tratamiento. En caso de recaida, o reaparicion del tumor, se puede realizar quimioterapia de segunda
linea o re-cirugia. De hecho, el tratamiento antiangiogénico con BMZ es una opcidn ampliamente
estudiada ante el Glioblastoma recurrente.

3 wooks 5 woeks 6 weks 4 wWirahs 4 wogks cycles
IMAGE ACOUISITION  MR-0 MR-1 | RT doso dist MR-2{ MR-3.n
| | |
Histopath,
Molecular info
HISTOPATHOLOGY ‘ Tumar. Sulblype
| i

PRL-SURSLNY EURGLERY RADSOTHERAPY & TEMOZOLOMEDE POLL WL

TREATMENT Surgery AT + Concomitant
CHTH (TMZ)

Adjuvani CHTH. (TMZE)

Figura 1. Tratamiento Stupp de primera linea en Glioblastoma, donde RT se refiere a Radioterapia, CHTH a Quimioterapia,
LB a Biopsia Liquida y PET a Tomografia por Emision de Positrones (Stupp R. et al., 2005)

2.1.2.2. OncoHabitats

OncoHabitats se fundamenta en el método HTS (Hemodynamic Tissue Signature, por sus siglas
en inglés), el cual describe un conjunto de habitats vasculares dentro de la lesion del Glioblastoma,
basandose en algoritmos de agrupamiento estructurado multiparametrico de las caracteristicas que
ofrecen las IRM DSC, mas comuUnmente conocidas como IRM de perfusién. Concretamente, el método
HTS describe cuatro habitats: el HAT (High-Angiogenic Tumor por sus siglas en inglés) que representa
el area de tumor activo con mayor perfusion, el LAT (Low-Angiogenic Tumor) que se corresponde con
el drea de tumor activo con el perfil angiogénico mas bajo, el IPE (potentially Infiltrated Peripheral
Edema) que describe el drea adyacente de tumor no activo con elevados indices de perfusidony el VPE
(Vasogenic Peripheral Edema) correspondiente al edema remanente con bajo perfil angiogénico.
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1.

Los pasos que realiza el método HTS son resumidos a continuacién:

Preprocesado de las Imagenes de Resonancia Magnética.
Este paso se realiza tanto en las imagenes morfoldgicas, que se corresponden con la
potenciacion T1 antes y después del GBCA, la potenciacién T2 y la secuencia FLAIR, como en
las funcionales, tal y como la DSC o imagen de perfusién. Incluye los siguientes procesos:
=  Filtrado, con tal de reducir al maximo la contribucién del ruido en la sefial medida sin
alterar la sefial original.
— Para las imagenes morfoldgicas se utiliza el filtro ANLM (Adaptive Non-Local
Means, por sus siglas en inglés).
— Para las imdgenes funcionales se aplica un Anadlisis de Componentes
Principales (conocido mas comiUnmente por su acrénimo inglés, PCA) global.
= Correccién de inhomogeneidad (lenta variacion de los patrones de intensidad que se
producen en laimageny que tienden a ocultar detalles anatdémicos, bien por un campo
magnético no uniforme o por la sensibilidad no uniforme en la antena de recepcion).
Para ambas modalidades de imagen, se utiliza el filtro N4 de Tustison.
= Registro rigido intra-paciente con el que se determina la transformacion geométrica
que alinea los puntos del cerebro de una imagen del paciente, con los
correspondientes a los de otra imagen de ese mismo paciente.
= Registro afin al espacio MNI para conseguir que las imagenes de todos los pacientes se
encuentren alineadas en un espacio comun, llamado MNI.
= Extraccidn del cerebro con tal de eliminar el resto de estructuras, tal y como el craneo.
Para ello se aplica una técnica de Skull — stripping que realiza un registro no lineal de
la mdscara generada por el instituto ICBM (International Consortium for Brain
Mapping) con la imagen potenciada en T1 tras la inyeccion de gadolinio. Esta mascara
deformada es aplicada sobre el resto de imagenes morfoldgicas y sobre las funcionales
de ese mismo paciente.
= Escalado de intensidad con tal de acotar los valores posibles de laimagen a un intervalo
predefinido.
= Correccién del movimiento en las imagenes funcionales, dado que su tiempo de
adquisicidon es mayor que en las morfoldgicas y, por tanto, la probabilidad de que el
paciente se haya movido también es mayor.

Segmentacion de las ROIs (Regions Of Interest) de tumor activo y de edema. Se realiza a través
de un método supervisado basado en una red neuronal convolucional entrenada con el
és) de 2017. La
segmentacion produce tres clases: tumor activo, edema y necrosis, de las cuales las dos

conjunto de datos del BraTS (Brain Tumor Segmentation, por sus siglas en ing

primeras son utilizadas para la obtencion de los habitats, dado que la necrosis no presenta
actividad vascular. Este procedimiento requiere las siguientes imagenes morfoldgicas: T1 antes
y después del GBCA, T2 y FLAIR, en combinacién con los atlas de tejidos sanos.
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3. Cuantificacion de los mapas paramétricos DSC. Este paso consiste en obtener los mapas rCBV
y rCBF utilizando algoritmos estdndar. Por un lado, el rCBV se obtiene calculando la integral del
area bajo la curva de la gamma-variante ajustada (la cual describe el paso del agente de
contraste utilizado). Mientras que el rCBF se calcula seleccionando el mdaximo de la
deconvolucion de la AlF (Arterial Input Function, por sus siglas en inglés) con la gamma variante
(para cada uno de los voxeles que componen la IRM). Cabe destacar que la AIF se calcula
promediando como maximo 10 gammas variantes, cuyas caracteristicas satisfacen la definicion
de una arteria.

4. Obtencidén de los habitats HTS (subcompartimentos vasculares detectados en el Glioblastoma,
que tal y como se ha comentado alcanzan un total de cuatro: el HAT, el LAT, el IPE y el VPE). En
la Tabla 3 se muestra la relacidn que existe entre estos habitats y la vascularidad del tejido, asi
como la regidn del Glioblastoma a la que se refiere: bien tumor activo o edema.

HABITAT HTS VASCULARIDAD TEJIDO DEL GLIOBLASTOMA
HAT La mas alta Alta angiogénesis en el tumor activo
LAT Alta Baja angiogénesis en el tumor activo

Edema periférico potencialmente
IPE Baja
infiltrado en el tumor

VPE La mas baja Edema periférico vasogénico

Tabla 3. Hdbitats definidos por el método HTS

Estos subcompartimentos se obtienen a través del método no supervisado DCA-
SVFMM (Directional Class Adaptative Spatially Varying Finite Mixture Model). Este consiste
en un algoritmo de clustering que combina el modelado de mixturas de Gaussianas con los
campos aleatorios continuos de Markov, haciendo uso de la similitud y la redundancia local
de las imagenes. Tal y como se observa en la Figura 2, este proceso estd formado por dos
etapas:

a) Agrupamiento de dos clases: tumor activo y edema, haciendo uso de la
informacidn vascular.

b) Agrupamiento de dos clases usando Unicamente la informacion del rCBV y del
rCBF dentro de las ROls obtenidas en la etapa a).

El objetivo de la primera etapa consiste en refinar la segmentacién del tumor activo y del
edema, realizada previamente haciendo uso de las IRM morfolégicas (T1, Tlc, T2 y Flair),
introduciendo la informacidn de la perfusion, es decir, de la secuencia DSC (rCBV y rCBF).
Por esta razon, estas dos clases pasan a denominarse tumor activo en DSCy edema en DSC.
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La segunda etapa busca delinear o segmentar los dos hdbitats hemodinamicos en cada una
de las dos regiones anteriores: el HAT y el LAT en el tumor activo, y el IPE y el VPE en el
edema (Juan — Albarracin J. et al., 2018).

Morphological MRI “nhz 2 ROIs Hemodynamic Tissue Signature

Figura 2. Esquema de la metodologia utilizado por HTS para obtener los 4 habitats, donde EDpsc = edema en DSC, ETpsc =
tumor activo en DSC, HAT = High-Angiogenic Tumor, LAT = Low-Angiogenic Tumor, IPE = Infiltrated Peripheral Edema,
VPE = Vasogenic Peripheral Edema, T1c = T1-weighted contrast enhanced (Juan — Albarracin J. et al., 2018)

Esta tecnologia ha sido desarrollada por investigadores del grupo de investigacién BDSLab
(Biomedical Data Science Laboratory) perteneciente al centro ITACA (Institute of Information and
Communication Technologies, por sus siglas en inglés). Presenta un acceso publico con fines de
investigacion, no comerciales, en https://www.oncohabitats.upv.es.

2.1.2.3. Ensayo clinico fundamental

Las agencias regulatorias, tales como la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos
o la EMA (European Medicines Agency) de la Unién Europea, indican que poseer evidencias de uno o
mas estudios clinicos fundamentales sirve generalmente como base para determinar una garantia
razonable de seguridad y efectividad del dispositivo médico, capacitdndolo para solicitar una
aprobacién de mercado; ya sea una PMA (Pre-Market Approval) segun la FDA, o el marcado CE, segun
la EMA.
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Sin embargo, el alcance de estos ensayos es muy impredecible, siendo su buen diseiio un factor
directamente relacionado con el nivel de éxito. Por esta razdn, la etapa de disefio suele requerir una
gran inversion de tiempo y esfuerzo. Consiste, fundamentalmente, en generar un protocolo que detalle
los criterios de inclusién y exclusidon de los sujetos en el estudio, las variables que se recogerdn
obligatoria u opcionalmente y los resultados que se pretenden alcanzar, realizando una descripcion
detallada del analisis estadistico a realizar. A su vez, incluye las bases éticas y legales sobre las que se
sustenta el estudio clinico. La generacién de este documento es clave para alcanzar resultados exitosos.
Pues si se trata de un dispositivo que participa en una etapa tardia del proceso de la enfermedad, los
tratamientos previos a los que haya estado sometido el paciente, asi como la posologia, influenciaran
de forma directa en la funcionalidad de la tecnologia, y por tanto deberdn de recogerse en el protocolo,
asegurando una correcta interpretacion de los resultados.

Con tal de realizar un disefio adecuado se recomienda seguir una serie de buenas practicas:

1. Establecer un contexto de uso real. La funcionalidad esperada del dispositivo médico debe de
ser alcanzable y factible.

2. Seleccionar la poblacion de pacientes adecuada. En 2012 la FDA indicé que los ensayos clinicos
no estan disefiados para demostrar la efectividad de un tratamiento o dispositivo en una
muestra aleatoria de la poblacion general. Contrariamente, recomiendan seleccionar
pacientes cuyas condiciones no cambien con frecuencia, que tengan probabilidades similares
de adherencia al tratamiento, que presenten una tasa de progresion de la enfermedad
parecida y que tengan alguna probabilidad de respuesta al tratamiento. Ademads, es muy
importante que representen la demografia del grupo de pacientes real que utilizard el
dispositivo comercializado.

3. Asegurar la adherencia del paciente. El estudio expuesto en el presente trabajo es de tipo
retrospectivo, por lo que incluye pacientes fallecidos, de los cuales se utilizan sus IRM en las
diferentes etapas de la enfermedad: en el momento del diagndstico, tras la primera reseccién
quirdrgica, tras la radioterapia, en progresion, en caso de que exista, y en seguimiento. Por lo
gue este punto, se estaria respetando intrinsecamente, dada la definicidn del estudio.

4. Definir unos plazos alcanzables. Los ensayos clinicos deben completarse en el plazo
especificado. Una etapa que puede retrasar en gran medida el ensayo es el reclutamiento de
sujetos, por lo que habra que valorar de cudnto tiempo se trata y definir una fecha acorde a
este analisis. (Peatman B., 2015).

Otro aspecto clave en la realizacidn de este tipo de estudios es la deteccion de las diferencias
regulatorias existentes en comparaciéon con un ensayo clinico de un farmaco. Cualquier farmaco
requiere de la realizacidon de un ensayo clinico para alcanzar el mercado. Sin embargo, los dispositivos
médicos dependiendo de su clasificacion la exigen o no. La Unidn Europea, asi como Estados Unidos,
presentan una clasificacién de los PS (Productos Sanitarios) en tres grupos: clase I, Il y lll, ordenados
de menor a mayor riesgo. Aquellos dispositivos de clase | no requerirdn de la realizacion de un ensayo,
los de tipo Il podrian necesitarla y los de tipo Il estan obligados.
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El Real Decreto 1591 — 2009 de Productos Sanitarios, que traspone la directiva europea 93/42/CEE,
define los criterios de clasificacion, en el Anexo IX, en la seccion Ill. Aunque no existe una regla
especifica para un software informatico, el objetivo final de OncoHabitats es definir una regla de
estratificacion de pacientes que permita crear dos grupos: respondedores y no-respondedores, es
decir, a quiénes se tratara con el farmaco diana y a quiénes no. Por esta razén, es considerado un
dispositivo médico de alto riesgo, y por tanto de clase Ill, siendo estrictamente necesaria la generacion
de un estudio clinico que garantice su contexto de uso.

En la Tabla 4 se comparan las fases de un ensayo clinico de un dispositivo médico, con las de un
ensayo clinico de un farmaco. Tal y como se observa, el nimero de pacientes necesarios varia
drasticamente entre ambos grupos, siendo muy superior en los ensayos clinicos de farmacos. Una
posible causa de esta diferencia radica en el hecho de que la prueba de un dispositivo médico no suele
poder hacerse en sujetos sanos, por ejemplo, la de un nuevo implante quirdrgico, se cifie al grupo
experimental, es decir, al grupo que padece la enfermedad. En este sentido, el nimero de sujetos
disponibles decrece. Ademas, si se trata de una enfermedad rara, como es el Glioblastoma, con una
prevalencia e incidencia bajas, estos valores son aun inferiores (Emmett J., 2018).

ESTUDIO CLiNICO DE UN DISPOSITIVO MEDICO

Piloto:

Estudio pequefio (10-30 sujetos con la enfermedad)
determinar la seguridad y rendimiento preliminares

para

Fundamental:

Estudio grande (150-300 sujetos con la enfermedad)
determinar la eficacia y los efectos adversos

para

Post-aprobacion:

Estudio longitudinal posterior con tal de recolectar datos a largo
plazo

ESTUDIO CLINICO DE UN FARMACO

Fase 1:

Estudio pequefio (20-100 sujetos sanos voluntarios o bien con la
enfermedad) para determinar la seguridad preliminar y la dosis
mas adecuada

Fase 2:

Estudio grande (varios cientos de sujetos con la enfermedad) para
determinar la eficacia y los efectos adversos

Fase 3:

Estudio muy grande (varios miles de sujetos con la enfermedad)
para determinar la eficacia y monitorizar los efectos adversos

Fase 4:

Estudio post-mercado para recolectar datos a largo plazo

Tabla 4. Fases de un ensayo clinico de dispositivo médico y de un farmaco (Emmett J., 2018)

Finalmente, en base al marco americano, un dispositivo médico no requiere de la aplicacidn de
una IND (Investigational New Drug Application, por sus siglas en inglés), correspondiente al CFR (Code
of Federal Regulation, por sus siglas en inglés), titulo 21, parte 312, sino de una IDE (Investigational
Device Exemption, por sus siglas en inglés), correspondiente al CFR titulo 21, parte 812. De forma
breve, una IND es una solicitud de autorizacidon a la FDA para poder administrar un farmaco en
investigacién o un producto biolégico a humanos.
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Por otro lado, una IDE permite que el dispositivo en investigacion se utilice en un estudio clinico de
humanos con el fin de recopilar datos de seguridad y eficacia. Ademas, disponer de una autorizacién
para IDE permite que el dispositivo en investigacién pueda usarse en un ensayo clinico sin necesidad
de disponer de una PMA o de una Notificacién Previa a la Comercializacion 510(k), o bien del Sistema
de Calidad (excepcién en CFR, titulo 21, parte 820.30) (FDA U.S. Food & Drug Administration |
Investigational New Drug (IND) Application, 2018) (FDA U.S. Food & Drug Administration | How to study
and marker your device, 2018).

Dada la entrada en vigor del nuevo Cédigo sobre la Privacidad y Proteccidn de datos se considera
relevante citar su aplicabilidad al estudio de interés. La GDPR (General Data Protection Regulation, por
sus siglas en inglés), conocida en espafiol, como la RGPD, consiste en un conjunto de normas de
proteccién de datos para todas las entidades que operan en la Unidn Europea con independencia de
donde tengan su sede. Se trata del nuevo Reglamento (Unidn Europea) 2016/679 General de
Proteccidn de Datos que regula el tratamiento que realizan personas, empresas u organizaciones de
los datos personales (Comisidon Europea | éQué rige el Reglamento general de proteccion de datos
(RGPD)?, 2018). Una de las actualizaciones mas importantes de la legislacion de la RGPD se ha realizado
en el apartado de proteccidn de datos personales en la HIP / Cl (Hoja de Informacion al Paciente /
Consentimiento Informado). Sin embargo, nuestro estudio estd exento de Cl por ser de tipo
observacional, no experimental y usar informacién de pacientes vya fallecidos.

2.1.3. Justificacion

A pesar de varios aifos de investigacion y cientos de informes sobre biomarcadores tumorales,
el nimero de biomarcadores que ha alcanzado la practica clinica es verdaderamente bajo. Se han
citado una variedad de problemas para explicar estas bajas cifras, tales como disefios deficientes del
estudio, falta de estandarizacién y reproducibilidad, andlisis estadisticos inapropiados basados, a
menudo, en tamafios muestrales demasiado pequefios como para llegar a conclusiones significativas,
entre otros (McShane L. M. et al., 2005).

El estudio multicéntrico, objeto del presente trabajo, busca generar el suficiente nivel de
evidencia como para permitir un avance en la validacién clinica de OncoHabitats como biomarcador
prondstico de Glioblastoma. Un requisito indispensable para la comercializacion de esta tecnologia,
consiste en su certificacion como PS clase Ill. Como paso inicial para poder conseguir esta certificacién,
se ha planteado la obtencidn de un Qualification of Novel Methodology por parte de la EMA. Este
documento requiere de la elaboracion previa de un ensayo clinico fundamental, donde el estudio
multicéntrico de interés realiza un papel fundamental. Cabe destacar que a través del procedimiento
de Qualification of Novel Methodologies se puede obtener el Qualification Opinion o el Qualification
Advice. El primero de ellos, es generado por la agencia regulatoria para asesorar en el disefio de un
estudio clinico que permita validar un biomarcador.
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Mientras que el segundo, va mas all3, y certifica que la tecnologia de interés satisface el contexto de
uso predefinido y cumple con las caracteristicas descritas. El propdsito de OncoHabitats consiste en la
obtencidn de este segundo certificado para establecerse como un biomarcador prondstico avalado por

la EMA, que pueda ofrecer en un futuro un soporte a la decisién en el tratamiento del Glioblastoma.

Como ya se ha indicado, OncoHabitats ha sido desarrollado en el marco de la UPV. La ambicién
y potencial de esta tecnologia han propiciado la creacién de una spin-off llamada TextureCDx el pasado
mes de mayo. El alcance del estudio multicéntrico (que también emana de la universidad) es decisivo
para la transferencia de la tecnologia a la empresa recién creada.

En definitiva, la realizacidn de este estudio permite avanzar en el proceso de validacion de un
biomarcador de imagen prondstico capaz de ayudar en la gestidn del tratamiento de Glioblastoma, el
cual, a dia de hoy no presenta ninguna terapia lo suficientemente efectiva como para aumentar la
supervivencia de los pacientes en mds de un afio.

2.2. Antecedentes

Debido a que es poco probable que el tratamiento estdndar resulte en una remisién prolongada
de los tumores de Glioblastoma, se estan investigando nuevos tratamientos considerados terapias de
segunda linea. Aunque muchos ensayos en fase Il de estos nuevos quimioterapéuticos o farmacos
dirigidos han mostrado una potencial eficacia, no logran mejorar la supervivencia global o libre de
progresion de los pacientes, en los ensayos clinicos en fase Ill. Estas limitaciones se deben,
principalmente, al hecho de dedicar muy poco tiempo al disefio de estos ensayos, el cual deberia de
incluir el enriquecimiento de la poblacién objetivo para aumentar las probabilidades de éxito. Esto
pone de manifiesto el papel fundamental de la seleccién de pacientes no sélo en las terapias dirigidas
sino también en la investigacidn traslacional en general.

En los ultimos afos se han desarrollado diferentes tecnologias para estratificar a los pacientes
que sufren Glioblastoma de acuerdo a su perfil molecular, como un primer paso hacia el desarrollo de
tratamientos personalizados que se basen en los cambios genéticos Unicos de cada subtipo. Hasta
ahora, ninguna de las numerosas alteraciones genéticas y epigenéticas capaces de dividir estos
pacientes en subgrupos, tiene implicaciones en las decisiones de tratamiento. Esto subraya la
necesidad desesperada de desarrollar métodos de estratificacion mas precisos y efectivos. La
metilacion del promotor de la MGMT (O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa) es el predictor mas
potente del resultado o beneficio de la radioterapia combinada con la quimioterapia. Aunque se ha
comprobado que los pacientes con metilacidon del promotor de la MGMT tienen un mayor beneficio,
todos los pacientes, con o sin metilacidon del promotor, siguen siendo tratados con el tratamiento
estandar debido a la falta de pruebas clinicas basadas en la evidencia (Zhang K. et al., 2013).
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También se estdn desarrollando e investigando nuevas secuencias de RM que permitan
cuantificar las caracteristicas especificas de los tejidos tumorales. Por un lado, la MRSI (Magnetic
Resonance espectroScopy Imaging, por sus siglas en inglés) tiene un enorme potencial para
proporcionar informacién especifica sobre el éxito del tratamiento a través del estudio de los
metabolitos. Se estdn esperando ambiciosamente los resultados de los ensayos que investigan la
planificacion de la radioterapia a través del analisis de la MRSI. Por otro lado, los enfoques mas
prometedores radican en la secuencia de RM de perfusién mejorada con contraste, llamada DCE, la
cual revela cambios microvasculares en el tejido tumoral que, seglin se informa, estdn relacionados
con el grado tumoral y el resultado clinico. La aplicacién actual de la perfusién DCE es la discriminacién
no invasiva entre gliomas de bajo y alto grado, donde el grado tumoral es un factor clave que influye
en la eleccién del tratamiento (Von Neubeck C. et al., 2015).

Por otro lado, debido a que la heterogeneidad vascular del Glioblastoma ha sido considerada
como uno de los factores responsables de su alta agresividad y de su resistencia a terapias efectivas,
se han realizado diferentes estudios para analizarla. En 2008 se realizé un estudio con 189 sujetos en
el que se concluyd que la secuencia de perfusién DSC podia predecir el tiempo medio de progresion
en pacientes con gliomas de alto y bajo grado, de forma que pacientes con un rCBV maximo en la zona
de tumor activo superior a 1.75 presentaban un tiempo de progresion significativamente mas corto
(Law M. et al., 2008). En 2010 en un estudio piloto de 16 pacientes, se obtuvo también una correlacién
entre regiones de alta perfusién delineadas en el rCBV y la supervivencia libre de progresion, pero
tampoco encontraron una correlacion significativa con la supervivencia global de los pacientes (Sawlani
R. N. et al., 2010). De igual forma, otros estudios han analizado si el rCBV maximo obtenido de la
perfusién, es un biomarcador prondstico util de la supervivencia de los pacientes con Glioblastoma. Sin
embargo, todos ellos se centran en la regién de tumor activo, no consideran otros indices de perfusidn
como rCBF maximo, que también puede anadir informacion importante, y realizan una delineacién
manual de las ROIs, lo que disminuye la reproducibilidad y provoca que no se capte completamente la
informacién tumoral.

Otros autores estudiaron el edema periférico del Glioblastoma. Tres grupos de investigacion
diferentes analizaron la regidn peritumoral del Glioblastoma para explicar la heterogeneidad y la
posible infiltracién tumoral en el edema periférico. Los primeros usaron ROIls para entrenar una
maquina de vectores de soporte, la cual fue usada para generar mapas de heterogeneidad (Akbari H.
etal.,2014). El segundo grupo analizd la asociacidn entre las caracteristicas VASARI (Visually Accessible
Rembrandt Images, por sus siglas en inglés) y los datos moleculares, con la supervivencia global y la
libre de progresion (Jain R. et al., 2014). Cabe destacar que las caracteristicas VASARI se refieren a la
terminologia utilizada para describir las caracteristicas de RM de los gliomas humanos elaborada sobre
el proyecto Rembrandt (Cancer Imaging Archive | VASARI Research Project, 2018).
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Finalmente, los terceros investigadores hicieron uso de las IRM morfoldgicas y de las secuencias de
difusion y perfusién para analizar la regidon del edema, con un algoritmo de segmentacion no
supervisado (Artzi M. et al., 2014). Sus resultados se correlacionan con los hallazgos del estudio
preliminar de OncoHabitats en el subcompartimento de edema periférico infiltrado, correspondiente
al IPE, pues también concluyeron que la heterogeneidad vascular en el edema periférico se
correlaciona con la supervivencia global del paciente. Sin embargo, en estos tres estudios las ROl para
describir la heterogeneidad tumoral se delinearon manualmente y se realizaron pruebas estadisticas
sin correccién de comparaciones multiples, lo que disminuye el poder estadistico de las conclusiones.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

Atendiendo a la necesidad especificada en el capitulo 2 se ha llevado a cabo la creacién y el
desarrollo de un ensayo clinico, el cual permite un avance en la validacién prondstica de la tecnologia
OncoHabitats. Los pasos que se han realizado se resumen en el presente capitulo.

3.1. Diseiio del estudio

El primer paso ha consistido en la creacidn de un protocolo el cual describe toda la informacidn
relacionada con el disefio y la metodologia ensayo clinico. Su creacidn requiere de la participacién de
un equipo multidisciplinario en el que han intervenido tanto especialistas médicos, como estadisticos
e informaticos. Aunque este documento no ha sido elaborado por el autor del presente trabajo, es
necesario explicarlo dado que define las bases sobre las que se sustenta el estudio. Su estructura
general esta formada por la definicidn de los objetivos, tanto generales como especificos, y de la
hipdtesis que ha propiciado el interés del estudio, su disefio (que incluye la descripcidn del tipo de
ensayo, asi como el intervalo de tiempo al que debe de pertenecer el diagndstico de los sujetos
incluidos), los criterios de seleccidn, las variables que seran recogidas y de qué fuente procederan, los
resultados que se quieren obtener, el analisis estadistico a realizar y los principios éticos que cumple el
estudio.

La definicién de los criterios de seleccidn incluye tanto los de inclusién como los de exclusidn. Es
un paso verdaderamente importante pues una de las problematicas mds fuertes en los ensayos clinicos
es la incorrecta interpretacion de los resultados por no considerar la influencia de los factores de
confusion. De forma que se estaria creando una asociacion entre un factor, por ejemplo, la vascularidad
del tejido tumoral, y un resultado primario, la supervivencia del paciente, que no es real y que se debe
ala asociacion de este resultado con un factor de confusién que no se ha analizado. Con la creaciéon de
estos criterios se permite que el grupo de sujetos sea mucho mas homogéneo y que la variabilidad,
debida a factores demograficos o clinicos (que suelen ser factores de confusién per se), esté mas
controlada.

Las variables a recoger en el estudio se clasifican en dos grupos dependiendo de si son
obligatorias u opcionales. Para facilitar su recogida se ha creado un Excel formado por ventanas
emergentes en las que se van rellenando los campos de interés; aunque el autor del presente trabajo
no ha sido el encargado de elaborarlo. Las variables de recogida obligatorias incluyen la siguiente
informacidn: datos socio-demograficos, clinicos, informacién sobre la cirugia realizada, datos del
tratamiento Stupp (tanto de la quimioterapia como de la radioterapia), los hallazgos de imagen
encontrados, observaciones del paciente, si padece diabetes, hipertension o dislipidemia y finalmente
las siguientes IRMs:
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= |magenes morfoldgicas:
— Potenciacion T1 pre-GBCA (T1)
— Potenciacion T1 post-GBCA (T1c)
— Potenciacién T2
—  Flair
= |magenes de perfusion:
— Perfusién DSC potenciada en T2*

En la Figura 3 se muestra un corte axial de cada una de las secuencias anteriores. Es muy importante
que los sujetos que se incluyan en el estudio dispongan de estas 5 modalidades de imagen ya que todas
ellas son necesarias para la realizacidn del analisis HTS.

IRM-T1 IRM-T1 IRM-T2 FLAIR Perfusion DSC T2*
con gadolinio

Figura 3. Modalidades de imagen requeridas a los sujetos incluidos en el estudio

Por otro lado, el grupo de las variables opcionales estd formado por el perfil molecular y por las IRM
siguientes: perfusion DCE y DWI.

Los resultados a analizar, una vez obtenidos los marcadores de cada uno de los habitats, se
dividen en tres grupos: primarios, secundarios y exploratorios. El primario consiste en obtener la
correlacion existente entre la supervivencia global del paciente (en dias) y los marcadores HTS, donde
la supervivencia es obtenida como la diferencia entre la fecha de la IRM pre-operatoria y la fecha de
fallecimiento del paciente. El resultado secundario es equivalente al anterior, pero en lugar de analizar
la supervivencia global, se centra en la supervivencia libre de progresién del paciente, que es estimada
como la diferencia entre la fecha de la IRM pre-operatoria y la fecha de progresion del paciente (en
caso de que exista). Finalmente, se busca explorar la correlaciéon que existe entre los marcadores
obtenidos en los habitats y las IRM en diferentes instantes temporales, es decir, realizar un estudio
longitudinal.
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El estudio ha sido desarrollado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki sobre los principios éticos
de la investigacidn clinica con humanos y sigue la guia de buenas practicas del ICH (International
Conference on Harmonisation, por sus siglas en inglés). Tal y como se ha comentado, se trata de un
estudio observacional (en el que no se actua sobre el paciente, si no que se observan ciertos
comportamientos), retrospectivo (estudia datos pasados), multicéntrico (engloba informacion de
diferentes hospitales) e internacional (dichos hospitales pertenecen a diferentes paises). Ademas, los
pacientes que serdn incluidos deben de estar fallecidos y su diagndstico de Glioblastoma debe de
haberse realizado entre el 1 de enero de 2012 y el 1 de enero de 2017. Los datos y las imagenes
recogidas son tratadas de acuerdo a la Ley Orgénica 15/99 de Proteccion de Datos de Caracter Personal
y en base a la GDPR.

3.2. Formalizacion del estudio

El segundo paso realizado, consiste en la formalizacion del ensayo clinico, la cual se puede dividir
en cuatro bloques.

El primero de ellos, se basa en la necesidad de aprobacion del estudio por parte de un CE (Comité
de Etica) para cada uno de los paises participantes. Para el inicio del estudio no se requiere la
autorizacién previa de ninguna autoridad competente (tal y como la AEMPS, Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios) pero si es necesario presentarlo a un CE acreditado en el pais 'y
obtener su dictamen favorable. Por esta razon, el protocolo del estudio fue inicialmente aprobado por
el CE del Hospital Universitari i Politecnic de la Fe y por el de la Universitat Politecnica de Valencia. Si
bien es cierto, posteriormente se debe de tener la aprobacién del estudio de al menos un CE para cada
uno de los paises involucrados.

El segundo bloque, consiste en la clasificacidn del estudio por parte de la AEMPS. De acuerdo
con la Orden SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las directrices sobre estudios
posautorizacion de tipo observacional para medicamentos de uso humano, la AEMPS realizara una
clasificacién de aquellos estudios clinicos o epidemioldgicos no aleatorizados, realizados con seres
humanos o con registros médicos, y que recoja informacidn sobre medicamentos. Debido a que en las
variables del protocolo se pide informacidn sobre el tratamiento de los pacientes, es obligatorio
solicitar esta clasificacion. Las diferentes posibilidades de clasificaciéon que ofrece la AEMPS son: EPA-
LA (estudio posautorizacién de tipo observacional donde el medicamento es el factor de exposicion
investigado), EPA-AS (estudio posautorizaciéon de tipo observacional de seguimiento prospectivo
promovido por una Administracién Sanitaria o financiado con fondos publicos), EPA-SP (estudio
posautorizacion de tipo observacional de seguimiento prospectivo no incluido en las categorias
anteriores), EPA-OD (otros estudios posautorizacion) y NO-EPA (estudio observacional no
posautorizacidn, el medicamento no es factor de exposicion fundamental investigado).

19



Desarrollo de un estudio clinico observacional multicéntrico retrospectivo para validar la tecnologia
de andlisis de imagen médica OncoHabitats

El tercero, consiste en la generacion de un documento llamado MTA (Material Transfer
Agreement). Se trata de un acuerdo de transferencia de material que debe de ser aceptado y firmado
por cada uno de los hospitales participantes y por la Universitat Politecnica de Valéncia. Con la ayuda
del CTT (Centro de apoyo a la innovacidn, la investigacion y la Transferencia de Tecnologia) de la UPV,
se ha creado dicho documento el cual engloba una serie de clausulas que son explicadas brevemente
a continuacion:

=  Términos practicos de transferencia del material, en los que se indica que el centro sanitario
transfiere dicho material de una forma totalmente gratuita y anonimizada. La UPV se
compromete a usar el material dentro de la infraestructura de la universidad, concretamente
en el instituto ITACA.

= Confidencialidad, el material solamente puede utilizarse por la UPV para el uso que se ha
aprobado con el centro sanitario. Ademas, este material debe de ser destruido en un periodo
de 7 dias, tras la finalizacion del estudio y la solicitud del hospital correspondiente.

=  Propiedad intelectual, el centro sanitario posee todos los derechos sobre el material, mientras
gue el software y la infraestructura computacional son propiedad exclusiva de la universidad.

= Publicacién, todos los resultados que se deriven del estudio pertenecen a la UPV, aunque
deberdn de indicar la colaboracién con cada uno de los centros incluyendo un mdaximo de 2
autores por hospital.

= Responsabilidad, el centro sanitario debe de recoger el material de forma competente y
profesional y la universidad, debe de encargarse de almacenar y tratar los datos asegurando
gue no seran perdidos, dafiados o robados.

= Normativa general, este acuerdo es el Unico contrato valido y cualquier cambio que se realice
sobre este, por una de las dos partes, debe de ser notificado por escrito y aprobado por la
parte contraria.

= Duracidn, el acuerdo se hace vigente desde la fecha de firma hasta la duracién del estudio. Se
acepta que las tareas de investigacién duren hasta 2 aflos mds de la fecha de firma, aunque la
destruccidn de los datos de la cldusula de confidencialidad es independiente a estas tareas y
debe de aplicarse.

= Ley aplicable y jurisdiccidn, indica el gobierno que controla el estudio y que se encargaria de
solucionar un conflicto, en caso de que existiese.

=  Comunicados, describe las direcciones postales y de correo sobre las que se emiten todas las
comunicaciones.

=  Firmas, requiere de la firma del promotor del estudio, del director del centro sanitario y del
encargado del departamento del que proceden las IRM.

En el caso en que la ley aplicable proceda de otro gobierno, distinto al espafiol, es necesaria la firma
de un documento extra, Ilamado compromiso de financiacién en el caso de litigio de actividad no sujeta
a tribunales de Valencia. En este, el promotor del estudio, declara que es conocedor de que la entidad
participante no acepta someterse a los tribunales de Valencia si no que se somete a otra jurisdiccion,
y que en caso de que el contrato acabe en litigio y conlleve costes de asistencia juridica, estos recaeran
sobre la clave especifica del proyecto que sustenta el estudio.
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El cuarto y ultimo bloque se basa en la transparencia del estudio, requerida en los principios de

la Declaracidn de Helsinki. Esta busca que toda la informacion relacionada con el ensayo sea publicay

accesible por cualquiera. Para ello, se ha pensado en solicitar la publicacion del estudio a

ClinicalTrials.gov que es una base de datos de estudios clinicos financiados tanto publica como

privadamente, a lo largo de todo el mundo, proporcionada por el NIH (United States National Library

of Medicine). Actualmente, cuenta con 280.804 estudios pertenecientes a 204 paises diferentes. Por

lo que se ha visto como una fuente potente que ademas de garantizar la transparencia del estudio, le

da valor. Para publicar el estudio en esta plataforma, es necesario rellenar un documento que se divide

en los siguientes puntos:

1.

10.

11.

Identificacidn del estudio, incluye el nimero de identificacion Unico del protocolo (que es
proporcionado por Clinicaltrials.gov), un titulo breve y el oficial, un acrénimo que identifique
el estudio y finalmente la definicién del tipo de estudio.

Situacion del estudio, si aun no se ha iniciado el periodo de reclusiéon de pacientes, si se
encuentra reclutdandolos, si estos seran seleccionados de una poblacién en particular, si los
pacientes estdn recibiendo todavia un tratamiento, si el estudio ya esta completado, si ha sido
suspendido, etc. También incluye la fecha de inicio del estudio, es decir, la fecha estimada en
la que el estudio clinico estd abierto para reclutar pacientes, asi como la fecha en la que se
espera completarlo y haber obtenido los resultados especificados en el protocolo.
Patrocinador y colaboradores, se indica la entidad que ha iniciado el estudio, el investigador
principal, asi como los diferentes colaboradores.

Descripcion del estudio, incluye un breve resumen de hasta 5.000 caracteres, y una descripcidn
detallada de hasta 32.000.

Condiciones y palabras clave, se indica la enfermedad primaria o la condicidon que se esta
evaluando y una serie de palabras clave que describen el protocolo.

Disefio del estudio, realiza una distincidn segun si es experimental u observacional. Para el caso
observacional, se solicita informacién acerca de los centros involucrados, si los datos son
obtenidos a nivel retrospectivo, prospectivo u otros, asi como si se recogen muestras
bioldgicas.

Resultados, tanto los primarios como los secundarios u otros. Para cada uno de ellos, se
requiere el titulo, una breve descripcion (de hasta 999 caracteres) y la franja en la que se
analizan.

Elegibilidad, incluye la informacién descrita en los criterios de inclusion y exclusidon definidos
en el protocolo del estudio.

Contactos, localizacién e informacidn de los investigadores.

Referencias de las publicaciones que se han realizado, asi como si existe alguna pagina web de
acceso libre.

Subida de documentos, tanto del protocolo del estudio, como del plan de analisis estadistico
y/o del consentimiento informado.
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3.3. Reclutamiento y gestion de los datos

Una vez oficializada la colaboracidn con los centros participantes estos ya pueden proceder a la
comparticién de las variables, definidas en el protocolo del estudio, de una forma totalmente
anonimizada. Por lo que cada centro decide el método de anonimizacién de las imagenes a utilizar y
asocia un cédigo Unico y aleatorizado a cada uno de los pacientes que haga imposible su identificacion.
Con tal de poder compartir esta informacion ya anonimizada, el tercer paso ha consistido en la creacion
de un Servidor Seguro que presenta las siguientes caracteristicas:

= Utiliza el cliente WinSCP el cual se basa en el protocolo seguro de transmisidn de ficheros STFP
(Secure Transfer File Protocol), que emplea SSH (Secure Shell).

= Elinvestigador principal de cada uno de los centros sanitarios usa un usuario y contrasefia de
acceso Unicos, que solamente conocen el investigador principal de dicho centro y el promotor
del estudio (quién se ha encargado de crearlos y difundirlos).

= El periodo de reclutamiento ha finalizado el 1 de julio; el 31 de agosto, una vez comprobado
gue toda la informacién subida estd completa, se ha cerrado el acceso externo al servidor, de
forma que ningun usuario fuera de la UPV (Universitat Politécnica de Valéncia) puede entrar.
En este momento, el firewall propio de la universidad ha sido el encargado de asegurar el
correcto aislamiento del servidor.

= Una vez finalizado el estudio y tras la solicitud de cada centro, el promotor se encargara de
destruir el material en un periodo maximo de 7 dias.

Cada hospital al acceder al Servidor Seguro, con el usuario y contrasefia proporcionados por el
promotor del estudio, se encuentra una carpeta que solamente contiene el Excel para la subida de las
variables. Este permite adjuntar las IRM credndose una carpeta Unica para cada paciente a nivel local,
la cual contiene 3 sub-carpetas (pre-operatorio, post-operatorio y seguimiento) dentro de las cuales
hay 5 sub-carpetas mas (T1, Tlc, T2, Flair y DSC) que ya contienen las imagenes. Tanto estas carpetas
creadas automaticamente como el Excel completado, han sido subidos por los hospitales a la carpeta
correspondiente del Servidor, antes de la fecha establecida; el 1 de julio.

De forma periddica, se ha realizado un seguimiento de las IRM que los diferentes centros han
ido subiendo al Servidor, pues los protocolos de imagen de cada uno de ellos difieren
significativamente. La plataforma de OncoHabitats se ha tenido que reajustar para considerar las
peculiaridades de cada centro, como ha sido el proceso de anonimizacion del Hospital de Oslo que
diferia del resto y provocaba que la herramienta no detectara adecuadamente la zona cerebral. Todos
los hospitales han subido las imagenes en el formato DICOM (Digital Imaging and Communication in
Medicine). En cuarto lugar, se ha realizado el siguiente proceso sobre las imagenes:

1. Descompresién de las imagenes DICOM usando el software gdcmconv con el pardmetro ‘-w’
el cual indica descompresién de la imagen (Sourceforge | Tool to convert DICOM to DICOM,
2018).
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2. Transformacion del formato de imagen DICOM a NIfTI (Neuroimaging Informatics
Technology Initiative), haciendo uso del software dcm2niix con los parametros ‘-z’ puesto a
si, y ‘-b’ y ‘-p’ puestos a no. El pardmetro ‘-z’ puesto a si indica que la imagen NIfTI creada
esté comprimida. El b’ puesto a no, indica al software que no genere un archivo con el
mismo nombre que la imagen NIfTI en formato JSON, proporcionando informacién adicional
sobre el escaner. El ‘-p’ puesto a no, provoca que no se pueda seleccionar entre los dos
factores de escala de Philips (NITRC | dcm2nii: MainPage, 2018).

3. Clasificacién de las IRM. Cada uno de los hospitales participantes presenta un protocolo de
imagen diferente, lo cual provoca que el nombre de la imagen NIfTI una vez transformada
del formato DICOM, difiera significativamente entre hospitales. Ademds, imagenes de un
mismo hospital presentan nombres diferentes al incluir pardmetros de adquisicion distintos.
Esto dificulta el proceso de automatizacion que clasifica una imagen NIfTI en su
correspondiente modalidad de imagen, la cual podrd ser: T1, Tlc, T2, FLAIR o DSC. Por este
motivo, se ha tenido que crear un cdédigo especifico para cada hospital incluyendo sus
variaciones internas. Para ello, se ha usado el lenguaje de programacién Matlab R2015a.

4. Preparacion del conjunto de datos. Los tres procesos anteriores han sido aplicados a todas
las IRM, es decir, a las imagenes adquiridas en el pre-operatorio, en el post-operatorio y en
el seguimiento.

Tal y como se explicara en la seccién 3.4. el lanzamiento de los casos al Servidor se realiza
mediante un archivo batch. Este debe de encontrarse los datos de una forma especifica para ejecutar
el andlisis HTS adecuadamente. Ademas, necesita disponer de un fichero “xml’ el cual incluye un
identificador para el paciente, su edad y género, asi como el TE (Tiempo de Eco) y el TR (Tiempo de
Repeticidn) de la perfusion DSC. Estos dos ultimos parametros también estan almacenados en el
fichero ‘DSC.txt’". En la Figura 4 se muestra un arbol de la organizacién esperada, donde la ‘Carpeta
Datasets’ serd la lanzada al batch.
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DSC.txt
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Datasets P2 — Pre-operatorio— Hospital 2
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Figura 4. Organizacion de los archivos para el correcto funcionamiento del batch, donde el simbolo amarillo representa la

carpeta, el azul el lector de notas (ya sea por tratarse de un archivo ‘txt’ o bien de un archivo que puede leerse en esta
aplicacion) y el rojo, el icono del formato de imagen NIfTI
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3.4. Procesado de los datos

Una vez preparado el conjunto de datos para los pacientes de los hospitales participantes, el
quinto paso a realizar ha consistido en el lanzamiento de dichos casos al servidor de OncoHabitats.
Dado que el objetivo del presente trabajo consiste en analizar el resultado primario, es decir, la
correlacidn entre la supervivencia global y los marcadores HTS obtenidos en las IRM pre-operatorias,
el procesado de los datos solamente se realiza para el grupo de imagenes del pre-operatorio. Si se
accede la pagina web de OncoHabitats, y concretamente al servicio HTS, aparece un panel como el de
la Figura 5 para insertar cada una de las modalidades de imagen, el TE y el TR de la perfusion DSC e
informacidn clinica del paciente (un identificador, su edad y su género).

ONCDhahr‘tatS Bervices =  Splution  Techmolomy Team  Accoumt > Termsofuse = Private
ME IMAGING
Plegoe ups Brovse method or drag the images thet you want to anabyze ineach of the following boses.
- .

DECTE: 122,30 ms

DSCTR 145050 ms

CLIMICAL INFORMATION
Patient mender: # Mai= 0 Female Uk
Eatient ame: e

Patient identification:

Figura 5. Datos requeridos para el andlisis HTS en el servidor de OncoHabitats
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Con tal de evitar el proceso manual de insertar cada una de las imdagenes y la informacién clinica

y de perfusién para cada uno de los pacientes, el desarrollador de OncoHabitats ha implementado un

cddigo en Java que permite que el envio de los distintos casos se realice en modo batch, es decir, de

forma automatizada sin necesidad de intervencién del usuario. Se podria decir que la ejecucién en

batch realiza el mismo proceso que el que se haria una vez se clica sobre el botén ‘RUN HTS ANALYSIS’,

mostrado en la Figura 5. El servidor, una vez procesa un caso, envia un correo al usuario que lo ha

lanzado con un informe en formato ‘.pdf’ y una carpeta con los resultados en formato “zip’. Con tal de

no descargar ambos archivos de uno en uno, dicho batch posee un pardmetro de descarga que guarda

en la carpeta correspondiente de cada paciente ‘Pi —Pre-operatorio — Hospital i’ estos dos archivos

automaticamente. Tras descomprimir la carpeta de resultados (‘results.zip’), proporcionada por

OncoHabitats para cada uno de los pacientes, se observa que estd formado por 24 elementos y una

carpeta, tal y como se muestra en la Figura 6.

 MNI

=

deiesiieiait inlipisisisiRis e s el

Figura 6. Listado de los archivos contenidos en la carpeta ‘results.zip’ proporcionada por OncoHabitats

AIF bt
BrainExtractionMask.nii.gz
DSC_1.nii.gz

DSCMask.nii.gz
DSCMTS.nii.gz
DSCMormalizationMask.nii.gz
Flair.nii.gz

K2.nii.gz

Posteriors.nii.gz

R2G.nil.gz

rCBF.nii.gz

rCBV.nii.gz

report.pdf

rMTT.nii.gz
Segmentation.nii.gz

SMR.nii.gz

Tl.nii.gz

Tle.niigz

T2.nii.gz
transformDSCOGenericAffine.mat
transformFlairTLc0GenericAffine.mat
transform T1eMMNIDGenericAffine.mat
transformT1T1cdGenericAffine.mat
transformT2T1clGenericAffine.mat
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A continuacién, se explica brevemente el contenido de aquellos ficheros de la anterior carpeta

que han sido utilizados para comprobar si el andlisis HTS ha funcionado adecuadamente o no:

T1c.nii.gz, IRM potenciada en T1 tras la inyeccion de gadolinio ya registrada al espacio MNI.
T1.nii.gz, IRM potenciada en T1, registrada al espacio MNI tras la concatenacién de la
transformacion de la T1 = T1c = MNI.

T2.nii.gz, IRM potenciada en T2, registrada al espacio MNI siguiendo el mismo proceso que la
T1(T2 = Tlc = MNI).

Flair.nii.gz: secuencia Flair también registrada al espacio MNI siguiendo el mismo proceso que
paralaT1lylaT2 (Flair 2 Tlc = MNI).

Segmentation.nii.gz, incluye la segmentacién clasica del tumor formada por tres clases:
necrosis, tumor activo y edema.

DSC_1.nii.gz, primer dindmico de la secuencia de perfusién DSC registrada al espacio MNI
registrandose previamente a la T2 (por compartir caracteristicas de imagen) y concatenando
por tanto las siguientes transformaciones: DSC = T2 = Tlc = MNI.

rCBV.nii.gz y rCBF.nii.gz son los mapas de perfusién obtenidos de la DSC.

DSCMTS.nii.gz, es el resultado de la segmentacién de los 4 habitats, ademas de una clase mas
que se corresponde con aquellos pixeles que presentan un SNR (Signal to Noise Ratio) muy
bajo y que no son incluidos en la segmentacion.

SNR.nii.gz: indica la relacién sefal a ruido de las curvas gamma de la perfusidn. Valores oscuros
implican valores cercanos a 0y, por tanto, que la cantidad de sefial es practicamente la misma
que la de ruido.

R2G.nii.gz: indica el valor del ajuste a la gamma variante el cual permite la eliminacion del
reflujo del agente de contraste, entre otros factores. Valores mds brillantes implican valores
cercanos a la unidad y por tanto, mejores ajustes de la curva.

En sexto lugar, se ha creado otro Excel dénde las filas se corresponden con los sujetos de los

diferentes hospitales que podran lanzarse al servidor por disponer de todas las modalidades, y las

columnas, con las siguientes variables consideradas de interés para el posterior andlisis:

ID, cddigo numérico utilizado por el hospital para identificar de forma anonimizada cada uno
de los pacientes.

HOSPITAL, puede tomar los siguientes valores: ‘Alzira’, ‘Liege’, ‘Manises’, ‘Parma’ y ‘Vhebron’.
AGE, valor numérico que podra tomar valores entre 19 y 100 (incluidos).

GENDER, ‘F’ o ‘M’ dependiendo de si se trata de una mujer o de un hombre, respectivamente.
EXITUS, valor binario que valdra ‘Y’ cuando se conozca la fecha de fallecimiento de paciente.
Aungque es cierto que todos los pacientes que han sido incluidos en el estudio estan fallecidos,
en ocasiones se desconoce su fecha de fallecimiento por no estar registrada en el SIH. Por esta
razén, ha sido necesario crear esta columna, que en esos casos valdrd ‘N’. A su vez, se ha creado
una variable llamada CENSURED, que es la negacidn de EXITUS, es decir, los pacientes que valen
EXITUS ‘N’ son los que estdn censurados, CENSURED a ‘Y’.

RMO_DATE, hace referencia a la fecha en la que se adquirié la primera IRM, es decir, al
momento en que el paciente fue diagnosticado de Glioblastoma grado IV.

EXITUS_DATE, representa la fecha de fallecimiento del paciente registrada en el SIH.
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3.5.

FREEZE_DATE, se corresponde con la fecha del 1 de julio. Serd utilizada para el calculo de la
supervivencia en aquellos pacientes censurados (CENSURED, ‘Y’). Se ha utilizado este valor por
ser la data maxima en que se acepta la subida de informacidn de los pacientes al servidor.
SURVIVAL, se calcula a través de una condiciéon en la cual se indica que si el valor de la fecha de
fallecimiento estd vacio se calcule la diferencia entre la fecha de congelacidn y la fecha de la
RMO, pero si no esta vacio, se calcule la diferencia entre la fecha de fallecimiento y la fecha de
la RMO. De esta forma, se obtiene la supervivencia global del paciente en dias.

MGMT, puede tomar tres valores, ‘Positive’, ‘Negative’ o ‘Unknown’. Donde el primero
representa que el promotor MGMT se encuentra metilado, el segundo que no estd metiladoy
el tercero, que para ese paciente se desconoce la presencia de metilacién en el promotor.
RESECTION, ‘Biopsy’, ‘Total’, ‘Sub-total’ o ‘Unknown’. Indica el tipo de reseccidén quirdrgica
aplicada sobre el paciente.

RT_QT, ‘Complete’, ‘Only QT’, ‘Only RT’, ‘Incomplete’ o ‘Unknown’. Esta variable indica si el
tratamiento concomitante se ha realizado de forma completa, si solo se ha dado quimioterapia,
o solo radioterapia o bien, si alguna de las dos terapias ha quedado inacabada.
ADJUVANT_TMZ, ‘Y’ o ‘N’. Representa la existencia de tratamiento adyuvante, es decir, si al
paciente después de la terapia concomitante se le ha dado un segundo bloque de ciclos de
temozolomida indefinidos, que finalizan cuando aparece recidiva del tumor, el paciente decide
abandonar o bien existe evidencia de ineficacia.

BVZ, ‘Y’ o ‘N’. Algunos pacientes después de la quimioterapia adyuvante, son sometidos a un
tratamiento de segunda linea con un farmaco antiangiogénico tal y como el Bevacizumab.
PROGRESSION, ‘Y’ o ‘N’. Hace referencia a la existencia de recidiva o reaparicion del tumor.
EXCLUDED, ‘Y’ o ‘N’. El valor que toma esta variable es explicado en la seccién 3.5.2.

Analisis

Este apartado queda dividido en las diferentes tareas que se han llevado a cabo. Para realizar el

anadlisis es necesario disponer del archivo Excel con la informacién clinica y demogréfica de los

pacientes de los diferentes hospitales, asi como de las imagenes procesadas por OncoHabitats.

3.5.1. Obtencién de los marcadores HTS y carga de la informacidn clinica

Para generar los marcadores HTS a partir de las imdagenes procesadas por el servidor

OncoHabitats, se ejecuta una funcién implementada en el software Matlab R2015a. Esta funcidn

recorre las distintas imagenes y mdascaras resultantes y obtiene los marcadores de perfusién que

representan a cada uno de los habitats.
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Como resultado se genera una matriz de 4 dimensiones en la que la primera dimensién representa los
diferentes pacientes, la segunda el nimero de habitats obtenidos (que asciende a 6, por incluir a parte
del HAT, LAT, IPE y VPE; el tumor activo y el edema), la tercera indica la cuantificacién de la perfusion,
es decir, si se trata del rCBV o del rCBF, y la cuarta, la métrica utilizada, es decir, el maximo del mapa
cuantificado. Seguidamente, se citan los pasos que realiza esta funcién utilizando los resultados que
ofrece OncoHabitats, donde la extension “nii’ hace referencia al formato de imagen NIfTI, y ‘gz’ al
anterior formato, pero comprimido.

1. Carga de la segmentacidn clasica (Segmentation.nii.gz), de la segmentacién de los hdbitats
(DSCMTS.nii.gz) y de los mapas de perfusion (rCBV.nii.gz y rCBF.nii.gz).
2. Parael rCBV:
2.1.0btencidn de los valores de perfusién en el tumor activo concatenando el valor del rCBV
en los habitats HAT y LAT.
2.2.0btencidn de los valores de perfusion en el edema, concatenando el valor del rCBV en los
habitats IPE y VPE.
2.3.0btencion maximo (percentil 90) de los valores de perfusion almacenados para cada
habitat, para el tumor activo y para el edema.
3. Repeticién del paso 2, para el rCBF.

También se ha creado otra funcién con el software Matlab que lee y carga las variables del Excel
y que transforma el valor ‘Y’ de las variables légicas a ‘1, y el valor ‘N’ a ‘0’.

3.5.2. Definicién de los casos a excluir

Desde hace mds de una década se estdn estudiando los factores que afectan el prondstico de los
pacientes que sufren Glioblastoma. Los mas citados se muestran a continuacién:

= Reseccion tumoral: aquellos pacientes sometidos a una reseccién quirdrgica completa o total
presentan un mejor prondstico que los que sufren una cirugia sub-total. Siendo el mas
desfavorable el que presentan los pacientes sometidos a biopsia (Nikolov V. et al., 2018).

= Localizacidn tumoral: los pacientes con tumores en el I6bulo frontal presentan tiempos de
supervivencia mas largos que los que lo tienen en los I6bulos temporal o parietal.

= Edad del paciente: los pacientes menores de 40 afios presentan un mejor prondstico.

= Estado del paciente a través del KPS (Karnofsky Performance Status): valores altos implican
valores de supervivencia mas elevados.

De hecho, en un estudio realizado con 645 pacientes diagnosticados de Glioblastoma, los
mejores ratios de supervivencia se obtuvieron en pacientes que satisfacian al menos tres de las
siguientes caracteristicas: < 40 afos de edad, alto KPS, tumores localizados en el I6bulo frontal y
reseccion total, con un valor mediano de 17 meses (Simpson J. R. et al., 1993).
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La anterior informacidn, junto con la metodologia seguida en el estudio piloto, han propiciado la
creacién de unos criterios de exclusidn, independientes a los definidos en el protocolo del estudio, pues
estos son aplicados sobre los pacientes ya reclutados. Se dividen fundamentalmente en dos grupos:

1. Informacién del tratamiento: los pacientes a los que se les ha realizado una biopsia en lugar de
una reseccion quirdrgica, asi como los que Unicamente han soportado radioterapia o
guimioterapia, o incluso ninguna de estas dos terapias, son excluidos. Pues el mero hecho de
no haber estado tratados por el Stupp estandar provoca que su supervivencia sea menor,
independientemente del proceso angiogénico que presenten en las regiones de tumor activo
y de edema.

2. Calidad de las IRMs: en ocasiones, las imagenes presentan artefactos debidos al movimiento
del paciente que impiden su correcto procesamiento; pues presentan un SNR muy bajo. Los
sujetos cuyas IRM son de tan baja calidad, deben ser descartados, ya que los habitats obtenidos
tienen una pésima calidad, y pueden distorsionar los resultados del andlisis.

Esta es la razén por la que al Excel que incluye la informacidn clinica de todos los pacientes
correctamente procesados por OncoHabitats, se le ha afiadido una columna mas de valor légico
llamada EXCLUDED, que vale ‘Y’ para los casos excluidos, que son aquellos que cumplan el primer y/o
el segundo requisito, es decir, los que no han estado sometidos al Stupp estandar, y/o presentan IRM
de muy baja calidad. Cabe destacar que algunos sujetos pueden estar incompletos y por tanto, se
desconoce la informacion asociada al tratamiento estandar (si han sufrido una reseccidn, si les han
tratado tanto con radioterapia, como con quimioterapia, etc.). Estos son incluidos para el andlisis de
los resultados, aunque son marcados para seguimiento.

Para estudiar la presencia de outliers se ha realizado una representacién de los datos en forma
de diagrama de dispersion, situando en el eje x el valor del marcador y en el y la supervivencia. En base
a esta metodologia, aquellos casos que pasen a considerarse outliers sufrirdn una actualizacién en la
variable EXCLUDED del Excel, pasando de valer ‘N’ a ‘Y’. Una vez obtenido el diagrama de dispersién,
se considera como posible outlier aquel valor que se sale de la tendencia esperada, la cual esta
relacionada con el hecho de que valores bajos de perfusidn (es decir, bajos niveles de angiogénesis)
estan relacionados con altos niveles de supervivencia. A continuacidn, para asegurarse de que se trata
de un verdadero outlier se realiza el siguiente procedimiento:

1. Se obtiene su valor de supervivencia en el eje y para identificar el paciente de interés.

2. Através del Excel se obtiene su identificador y el hospital al que pertenece.

3. Seanalizan los resultados obtenidos con tal de comprobar si el analisis HTS ha fallado en alguno
de sus pasos al utilizar imagenes de muy baja calidad. Para ello, se utiliza el software de imagen
ITKSnap y se realiza el siguiente proceso:

a. SeabrelaTlc, ya registrada al espacio MNI, y sobre ella la Segmentation.nii.gz (dénde
la clase roja se corresponde con necrosis, la clase verde con edema, y la azul con tumor
activo). Se comprueba si la segmentacion del nucleo del tumor, es decir, de la necrosis
y del tumor activo, es adecuada.
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b. Se abren las secuencias Flair y T2, ambas registradas al espacio MNI, y sobre ellas la
Segmentation.nii.gz. Se comprueba si el edema estd bien segmentado, pues en estas
modalidades de imagen se ve muy diferenciado, y en la T2, si la necrosis esta bien
delineada, pues aparece muy brillante, incluso mds que el edema.

c. Se abre la DSC_1, el primer dinamico de la perfusion, y se observa si el registro estd
bien hecho. Para ello, se marca un punto de una estructura cerebral (como podria ser
el ventriculo) en la Tlc y se comprueba si coincide con el punto que se marca
automaticamente en la DSC_1.

d. Se abren el rCBV y el rCBF ajustando el mapa de colores con el que se visualizan y
saturando la imagen, es decir, se pone un mapa de colores dénde rojo indica alta
perfusién y azul baja, y se ajusta el contraste. Se comprueba si el anillo tumoral
presenta una alta perfusidn. Si esta no se observa podria deberse a una baja calidad
de la imagen de perfusién que provoque que la extraccion del mapa sea de baja
calidad, o bien que el tumor presente un foco de hemorragia (el cual en la DSC_1 se ve
muy oscuro).

e. Se abre el SNR. En condiciones normales, el SNR para la curva gamma del edema es
muy bajo, porque comprime los vasos y dificulta el paso del agente de contraste, que
es finalmente la representacion de esta funcién gamma. A su vez, la necrosis también
presenta un SNR bajo porque en esta regién existe mucha agua, pero no hay
practicamente sangre, se trata de una zona necrdtica. Sin embargo, la presencia de
SNRs bajos en otras zonas tumorales, indica la existencia de una baja calidad en Ila
imagen de perfusion, la cual dificulta el cdlculo de los habitats HTS. El umbral de SNR
que utiliza el analisis HTS es de 3, es decir, los pixeles de la imagen con un SNR inferior
a 3 no son utilizados para el cdlculo de los hdbitats y dan lugar a una quinta clase en el
fichero DSCMTS.nii.gz. Por tanto, se comprueba si el SNR para la zona del tumor es alto
o bajo.

f. Seabre el R2G y deigual forma al SNR, se comprueba si alcanza valores altos en la zona
del tumory por tanto, si se ha realizado un correcto ajuste.

g. Se abren los habitats DSCMTS sobre la rCBF visualizada en escala de grises. Las clases
son: rojo, HAT; verde, LAT; azul, IPE; amarillo, VPE; y azul celeste (pixel no cuantificable
por presentar un SNR inferior a 3).

Se comprueba si el HAT coincide con la zona de mayor perfusion del rCBV y del rCBF y
si la presencia de clase azul celeste es practicamente inexistente.

4. Sila calidad de las imagenes es adecuada, se analizan sus variables clinicas para ver si se trata
de un paciente con un Glioblastoma secundario (es decir, que deriva de un astrocitoma de bajo
grado preexistente) o bien si ha sido tratado con alguna terapia de segunda linea de uso poco
frecuente.
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3.5.3. Analisis exploratorio de los datos

Previamente al calculo del resultado primario se realiza un analisis exploratorio de los datos que
permitira estudiar en profundidad los casos que han sido subidos al Servidor. Su realizacién puede
poner de manifiesto relaciones entre diferentes variables que, aunque no son el punto de mira del
estudio multicéntrico, pueden aportar informacidn muy valiosa e util. Cabe destacar que este analisis
se realizard solamente con los casos que presentan el tratamiento Stupp estandar completo e imagenes
de buena calidad, es decir, que no son considerados casos excluidos u outliers.

Concretamente, en el estudio piloto se evalué como marcador el valor maximo (90 percentil) de
los valores de perfusiéon normalizados (i.e. rCBV y rCBF) dentro de cada uno de los habitats obtenidos
(i.e. HAT, LAT, IPE, VPE) mostrando una correlacidn significativa con la supervivencia de los pacientes,
pero no se evaluaron otras métricas como la media y la mediana. Ademads, el mapa rCBV maximo para
el habitat HAT fue el que presentd una correlacion mas significativa con la supervivencia de los
pacientes. Por ello, los diagramas de dispersidn que son citados en este apartado presentan en el eje x
el valor maximo del rCBV para el HAT.

En primer lugar, se realiza una representacion de los datos en forma de diagrama de dispersidn,
de igual forma que en la busqueda de outliers, pero se incluye una tercera variable: el hospital al que
pertenecen. Pues, los diagramas de dispersion pueden representar mds de 2 variables haciendo uso de
una escala de colores o de diferentes formas para los casos representados. Con este anadlisis se
pretende observar si existen diferencias entre centros, en el sentido, de que los datos de un hospital
se distribuyen diferente al resto o bien, los datos se distribuyen homogéneamente,
independientemente del centro del que proceden, etcétera. Esta representacidon es también muy util
para comprobar si los casos que no siguen la tendencia exponencial esperada (alta perfusion, baja
supervivencia) pertenecen a un Unico hospital y, por tanto, deben de ser estudiados (pues diferencias
en el protocolo de adquisicion de imagen podrian provocar que los marcadores obtenidos no sean
comparables entre si).

En segundo lugar, al diagrama de dispersiéon que representa la supervivencia respecto el
marcador, se le afiaden dos variables mas: el género y la edad. Con esta representacién se busca
corroborar si el conjunto de datos que conforma el estudio multicéntrico presenta las diferencias de
prevalencia de Glioblastoma de acuerdo al género y al grupo etario que han sido reportadas. En el
informe estadistico CBTRUS del 2010 al 2014 se obtuvo que el Glioblastoma es 1.58 veces mas comun
en hombres que en mujeres, en términos de incidencia (Ostrom Q. T. et al., 2017). En la plataforma de
Orphanet se indica que el Glioblastoma tiende a ocurrir en adultos de entre 45 y 70 afios de edad,
siendo 5 veces mas prevalente en las personas de mas de 65 aiflos en comparacion con los que tienen
entre 20y 64 (Orphanet | Glioblastoma, 2018).
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Atendiendo a la informacidn clinica de los sujetos que conforman la cohorte del estudio, en
tercer lugar, se ha considerado también de especial interés representar el diagrama de dispersion junto
con otras tres variables. La primera de ellas se corresponde con el tipo de cirugia realizada, es decir, si
se ha podido hacer una reseccion completa o sub-total del tumor. La segunda variable, estd asociada
con la presencia de quimioterapia adyuvante, es decir, analiza si al paciente ademds de la quimioterapia
concomitante, se le ha dado una segunda sesién de quimioterapia. La tercera y Ultima, esta referida al
tratamiento de segunda linea, el cual se corresponde con la terapia antiangiogénica con Bevacizumab.
Lo esperable, tal y como se muestra en la literatura, es que los pacientes que han sufrido reseccion
total presenten una supervivencia mayor, y por tanto, se encuentren en la zona superior del grafico, y
lo mismo para los que han estado sometidos a tratamiento adyuvante y a tratamiento de segundallinea.
A continuacién, se ha realizado un analisis de supervivencia a través del estimador de Kaplan—Meier
con tal de analizar la relaciéon de las tres variables anteriores con la supervivencia global del paciente.
Se ha hecho uso del test logrank para estudiar la significancia de la correlacidn entre ambas variables.
Con todo esto, se pretende estudiar si estas variables presentan una correlacion intrinseca con la
supervivencia global del paciente, aportando informacidn util para la gestién del Glioblastoma.

3.5.4. Obtencioén del resultado primario

El presente trabajo se ha centrado en estudiar el outcome primario que se corresponde con
analizar si los marcadores HTS obtenidos de las IRMs pre-operatorias, presentan una correlacion
significativa con la supervivencia global del paciente. La definicién de este primer resultado deriva del
hallazgo obtenido en el estudio piloto publicado en Radiology (Juan — Albarracin J. et al., 2018), el cual
define que existe una correlacidn significativa entre los marcadores HTS y la supervivencia global de
los pacientes procedentes de un Unico centro, en el momento del diagndstico. El propdsito primario
del multicéntrico consiste en comprobar si esta correlacién se mantiene al incluir sujetos procedentes
de diferentes centros sanitarios, con protocolos de adquisicién y equipos de RM diferentes. Es decir, se
busca comprobar si la correlacién entre los marcadores HTS y la supervivencia global del paciente estd
libre del sesgo procedente de la variabiliadad innata inter-centros, dado que en el estudio piloto
Unicamente se comprobd que estaba libre de la variabilidad intra-centro.

Para visualizar el grado de correlacidn existente entre la supervivencia global del paciente y los
diferentes marcadores (maximo del rCBV y del rCBF en los 4 habitats), también se ha hecho uso de la
representacion de los datos en forma de diagrama de dispersién. Seguidamente, se ha realizado un
modelado de riesgos proporcionales de Cox, también conocido como regresién de Cox, con tal de
investigar la significancia de la correlacién entre cada marcador y la supervivencia. Concretamente, se
ha evaluado el p-valor y los ratios de riesgo proporcionales, mas conocidos por su nombre en inglés
hazard ratios, con un intervalo de confianza del 95%. Este ratio indica el incremento de probabilidad
de que se produzca el suceso muerte cuando el valor de la variable prondstica aumenta en una unidad.
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Por ejemplo, un hazard ratio de 1.22 para la variable prondstica rCBVmax en el HAT indica un aumento
de un 22% de probabilidad de que se produzca el suceso muerte si aumenta el rCBV maximo del HAT
en una unidad. Es importante considerar que el aumento en una unidad en una variable prondstica
tiene un impacto diferente dependiendo del habitat en el que se produzca (por ejemplo rCBV en HAT
o rCBV en VPE), puesto que las caracteristicas vasculares/fisioldgicas son diferentes. Por ejemplo,
aumentar una unidad en el rCBV maximo del edema implica unas consecuencias mas graves que
aumentar una unidad en el rCBV maximo del tumor activo.

Finalmente, también se ha realizado un andlisis de supervivencia a través del estimador Kaplan
— Meier para todos los marcadores junto con el contraste de hipdtesis logrank. Con este andlisis se
pretende evaluar si existe una diferencia significativa entre ambas poblaciones. Por ejemplo, si se estd
evaluando el estimador para el méximo del rCBV en el HAT, se esta estudiando si la diferencia entre las
dos poblaciones, es decir, entre la que presenta un rCBV maximo alto (valor por encima de la media) y
la que posee un rCBV maximo bajo (valor por debajo de la media), es o no significativa. Lo ideal seria
que la diferencia fuese significativa, pues esto estaria indicando que el marcador es capaz de separar
dos poblaciones segln la supervivencia y, por tanto, se estaria hablando de un posible marcador
prondstico, que ante la entrada de un nuevo paciente podria, en funcién del valor de su marcador
hemodinamico, indicar a qué poblacién pertenece y por tanto, definir su prondstico. Tal y como se
obtuvo en el estudio piloto, lo esperable es que, al menos, el rCBV y el rCBF maximos para el HAT
presenten, tras realizar el logrank, un p-valor significativo.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

En este capitulo se definen los resultados alcanzados en cada una de las secciones del capitulo

4.1. Disefio del estudio

El estudio clinico observacional, retrospectivo, multicéntrico e internacional ha sido iniciado en
febrero de 2018 y tiene una duracién de 10 meses; hasta diciembre de 2018. La fecha maxima para el
reclutamiento de pacientes ha sido el 1 de julio de 2018.

Atendiendo a los criterios de seleccion definidos en el protocolo, los pacientes que han sido
incluidos en el estudio son aquellos diagnosticados de Glioblastoma clasificado como grado IV segln
la OMS, con una edad superior a 18 afios, con un KPS superior al 70% (lo que implica que el paciente
es capaz de cuidarse por si solo) y que disponen de las modalidades de RM citadas en la seccién 3.1.
en los diferentes periodos de tiempo; en el momento del diagndstico (en el pre-operatorio), después
de la cirugia (en el post-operatorio) y en seguimiento (donde se incluiran las IRM adquiridas si el
paciente ha sufrido una progresion de la enfermedad).

A través de colaboraciones previas al estudio y realizando una busqueda exhaustiva de los
centros sanitarios con interés por investigar en Glioblastoma, se ha conseguido el correo electrénico
de los responsables y se les ha enviado una invitacidn en la que se explica de forma breve las bases del
estudio y el propdsito que se pretende alcanzar. Algunos hospitales, pese a mostrar un gran interés en
colaborar en el estudio, no han podido hacerlo porque en su protocolo de imagen, no adquirian alguna
de las cinco modalidades requeridas. Este es el ejemplo del Taipei Medical University Hospital
(perteneciente a Taiwan) o bien, del St George’s Hospital (perteneciente a Londres). Finalmente, el
numero de centros participantes ha sido siete, los cuales pertenecen a cuatro paises diferentes:
Espafia, Bélgica, Parma y Noruega. Estos hospitales son:

= Hospital Universitario de la Ribera

= Hospital de Manises

= Hospital Clinic de Barcelona

= Hospital Vall d’"Hebron

= Centre Hospitalier Universitaire de Liege

= Oslo University Hospital

= Servizio Sanitario Regionale Emilia — Romagna, Azienda Ospedaliero — Universitaria di Parma
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4.2, Formalizacion del estudio

Los cuatro primeros hospitales del anterior listado, pertenecen a Espafia, y aunque con la firma
de un CE habria sido suficiente, tanto el Clinic de Barcelona, como Manises y la Vall d’"Hebrén han
emitido una aprobacidn del CE su hospital, al ser un requisito indispensable a nivel interno para poder
oficializar la colaboracidn con la universidad. La excepcidn ha sido el Hospital Universitario de la Ribera
el cual, con disponer de la aprobacion del estudio por parte de cualquier CE espafiol, ha tenido
suficiente. Cabe destacar que, aunque el CE del Hospital de Manises es el mismo que el del Hospital
Universitari i Politecnic de la Fe, el cual aprobd inicialmente el protocolo del estudio, ha sido necesario
emitir un nuevo documento, porque la primera aprobacién se realizé en el 2016 y era necesario
disponer de una mds actualizada. Los tres ultimos hospitales pertenecientes a Bélgica, Noruega y
Parma, respectivamente, han tenido que solicitar obligatoriamente la aprobacién del estudio por sus
CEs. En la Tabla 5, se indica la fecha en la que se ha creado cada una de estas aprobaciones. En el
presente trabajo, se ha realizado el seguimiento y el control necesarios para obtener las aprobaciones
emitidas en el 2018.

HOSPITAL PARTICIPANTE FECHA EMISION APROBACION POR CE

Hospital Universitario de la Ribera -

Hospital de Manises 09/05/2018
Hospital Clinic de Barcelona 28/07/2017
Hospital Vall d’Hebron 22/12/2017
Centre Hospitalier Universitaire de Liege 09/01/2018
Oslo University Hospital 27/04/2018
Azienda Ospedaliero — Universitaria di Parma 24/04/2018

Tabla 5. Fecha de emision de la aprobacion del estudio por parte del CE de cada hospital participante

El 20 de febrero se ha creado la solicitud para la clasificacion del estudio clinico por parte de la
AEMPS, quienes 2 dias después han emitido su resolucion, indicando que el estudio clinico es de tipo
NO-EPA. Pues, el medicamento no es el factor de exposicion, pero se recoge informacion relacionada
con el tratamiento al que ha estado sometido el paciente. En la Figura 7 se muestra dicha clasificacién.
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DEPARTAMENTO

agensia espaficls do DE MEDICAMENTOS
medleamentos y DE S0 HUMAND
@ profuctos sanitarios

ASUNTO: RESOLUCION DEL PROCEDIMIENTO DE CLASIFICACION DE
ESTUDIO CLINICO O EPIDEMIOLOGICO

DESTINATARIO: D® FUENSANTA BELLVIS BATALLER

Vista la solicitud-propuesta formulada con fecha 20 de febrero de 2018, por D*
FUENSANTA BELLVIS BATALLER, para la clasificacién del estudia titulade
“Multicentre validation of Hemodynamic MTS biomarkers from preoperative and
postradioteraphy MRI in Patients with Glioblastoma: predictors of overall
survival”, y cuyo promotor es D, JUAN M GARCIA GOMEZ, se emite resolucion.

El Departamento de Medicamentos de Uso Humano de la Agencia Espariola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), de conformidad con los preceptos
aplicables, ' RESUELVE clasificar el estudio citado anteriormente como “Estudio
Observacional No Posautorizacion” {abreviado como No-EPA).

Figura 7. Clasificacion del estudio por parte de la AEMPS

En cuanto a la firma del MTA, si ha sido necesaria para los 7 hospitales participantes. Por esta
razén, se ha creado un documento adaptado a cada uno de ellos, firmado antes del 1 de julio, que es
la fecha maxima en la que se acepta informacion de los sujetos participantes. En la Tabla 6, se muestra
la fecha en la que se ha firmado dicho documento por ambas partes, la universidad y el centro sanitario.
El contrato tanto con el hospital de Liege como con el de Oslo no esta sometido a los tribunales de
Valencia, si no a los belgas y a los noruegos, respectivamente. Por esta razén ha sido necesaria la firma
por parte del promotor del estudio, de 2 compromisos de financiacion en caso de litigio. Ademas, el
tipo de contrato que se ha firmado con el hospital de Manises difiere del resto, aunque incluye la misma
informacidn descrita en las cldusulas del MTA. Esto se debe a que su CE tiene un Unico modelo de
transferencia de material vdlido para los estudios no posautorizacion de tipo observacional.

HOSPITAL PARTICIPANTE FECHA FIRMA MTA
Hospital Universitario de la Ribera 23/02/2018
Hospital de Manises 04/06/2018
Hospital Clinic de Barcelona 06/03/2018
Hospital Vall d’"Hebron 09/03/2018
Centre Hospitalier Universitaire de Liege 12/02/2018
Oslo University Hospital 28/06/2018
Azienda Ospedaliero — Universitaria di Parma 04/05/2018

Tabla 6. Fecha de firma del contrato MTA
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También el 20 de febrero, el estudio multicéntrico ha sido publicado en ClinicalTrials.gov.
Previamente, se ha insertado toda la informacién requerida por la plataforma. El identificador Unico
del estudio es el NCT03439332 y toda la informacidn relacionada se encuentra en el siguiente link:
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03439332. Dado que los hospitales participantes se han ido

sumando después de esta fecha, se ha ido actualizando la informacién publicada, siendo el 7 de
setiembre el uUltimo dia que se ha realizado un cambio. Gracias a esta publicaciéon, el portal sobre
enfermedades raras y medicamentos huérfanos que constituye un consorcio de 40 paises en todo el
mundo, Orphanet, ha mostrado interés en el estudio y se ha puesto en contacto con la coordinadora
para publicarlo. Esta, tras revisar y completar la informacién que los encargados de Orphanet habian
elaborado ha permitido su publicacion en este otro portal, vigente desde el pasado mayo.

4.3. Reclutamiento y gestidn de los datos

Los casos pertenecientes al hospital de Oslo y al Clinic de Barcelona han sido tratados de forma
diferente a los del resto de hospitales. Por un lado, a los casos de Oslo se les ha aplicado los pasos 1, 2,
3 y 4; descompresion de las imagenes y conversion a formato NIfTI, clasificacién y preparacion,
respectivamente. Sin embargo, al lanzarse a OncoHabitats se ha visto que existe un problema en la
identificacion del tejido cerebral, debido al método de anonimizacién utilizado por este hospital. De
forma que, OncoHabitats estd siendo actualizado por el desarrollador de la tecnologia, que dard
respuesta a inicios de octubre. Por otro lado, los casos del Clinic de Barcelona no han sido subidos
adecuadamente al Servidor, pues los instantes temporales no han sido separados, y debido al método
de anonimizacion, no se puede recuperar la fecha de las imagenes y, por tanto, no se puede distinguir
a qué momento temporal pertenecen. Aunque el investigador del hospital lo estd analizando en la
fecha de redaccion de este estudio, no dara respuesta hasta finales de setiembre. Por estas razones,
los casos de ambos hospitales no son incluidos en los analisis exploratorio y del resultado primario
expuestos en el presente trabajo. Si bien es cierto, para la fecha esperada de finalizacién del estudio,
estos problemas ya se habran corregido y si seran incluidos todos los sujetos.

El hospital de Parma, en comparacién con el resto, presenta la peculiaridad de que no adquiere
IRM potenciadas en T2. En contrapartida, siempre adquiere DWI. Dado que esta secuencia de difusion
contiene una componente con las mismas caracteristicas de imagen que la potenciacion T2, el
desarrollador de la tecnologia de OncoHabitats ha creado una funcién capaz de extraer dicha
componente de la imagen de difusion, para que sea utilizada como una IRM — T2. Gracias a este
método, el hospital de Parma ha podido ser colaborador del estudio. Ademds, en algunos casos de
Liege se presentaba la misma problematica, la cual ha sido también correctamente solucionada.
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Tras el 1 de julio, fecha maxima de aceptacién de informacién de los pacientes, se ha realizado
un andlisis exhaustivo del nUmero de sujetos subidos por cada hospital al Servidor, asi como del nimero
de pacientes de los que se dispone de las 5 modalidades de imagen requeridas en el protocolo. La Tabla
7 muestra dicha informacion.

HOSPITAL PARTICIPANTE PACIENTES PACIENTES PACIENTES CON LAS 5
SUBIDOS INCLUIDOS EN EL MODALIDADES DE
ESTUDIO IMAGEN

Hospital Universitario de la Ribera 27 27 10
Hospital de Manises 16 16 15
Hospital Vall d’Hebron 47 47 37
Centre Hospitalier Universitaire de Liege 60 60 17
Azienda Ospedaliero — Universitaria di 51 51 49
Parma
Hospital Clinic de Barcelona 54 0 -
Oslo University Hospital 50 0 -

305 201 128

Tabla 7. Pacientes subidos por cada uno de los hospitales y pacientes que disponen de las 5 modalidades de imagen en el
momento del diagndstico

Si se analizan los valores de la Tabla 7 se observa que el numero total de pacientes es de 305. De los
cuales 104 son excluidos al pertenecer al Clinic de Barcelona y a Oslo, y presentar la problematica
anteriormente citada. De los 201 casos restantes, Unicamente 128 pueden ser incluidos en el estudio
al disponer de las 5 modalidades de imagen requeridas para el analisis HTS. De forma que el 36.32%
de los casos (considerando como cohorte total el valor de 201) han sido descartados de la muestra que
sera lanzada al Servidor.

4.4. Procesado de los datos

Los 128 casos mostrados en la Tabla 7 han sido organizados siguiendo la estructura de la Figura
4. De esta forma, la ‘Carpeta datasets’ ha sido procesada automaticamente a través del batch para
obtener los habitats y los marcadores para cada uno de los tumores presentes en estos pacientes.
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Previamente al estudio de la carpeta ‘results.zip’ es necesario comprobar si ha habido algun caso
de los 128 lanzados que ha fallado. En la Tabla 8 se muestra el nimero de casos por hospital que no ha
finalizado el andlisis HTS en el servidor de OncoHabitats. Suele deberse, principalmente, a un exceso
del tiempo méximo predefinido, probablemente debido a una complicacidn en el paso de registro, bien

rigido o afin.

HOSPITAL PARTICIPANTE PACIENTES CON LAS 5 PACIENTES PROCESADOS
MODALIDADES DE POR ONCOHABITATS
IMAGEN
Hospital Universitario de la Ribera 10 10
Hospital de Manises 15 14
Hospital Vall d’Hebron 37 85
Centre Hospitalier Universitaire de Liége 17 16
Azienda Ospedaliero — Universitaria di Parma 49 44
128 119

Tabla 8. Numero de casos incluidos en el estudio y numero de casos que han sido correctamente procesados por el servicio
HTS de OncoHabitats

En la Tabla 8, se observa que, de un total de 128 casos lanzados, el nimero final de casos que van a ser
analizados es de 119. Por tanto, del total de casos incluidos en el estudio, 201, el resultado primario se
calculara sobre el 59.20%, quedando inutilizados el 40.80% (de este porcentaje, el 4.48% se debe a un
fallo en el servidor y el 36.32% a la inexistencia de alguna de las modalidades de imagen).

En las Figuras 8,9, 10y 11 se muestran capturas de pantallas para un corte axial de cada una de las
imagenes que son generadas tras el analisis HTS almacenadas en la carpeta ‘results.zip’, para un sujeto
aleatorio: el paciente 8 del hospital de Liege.

Figura 8. T1c, T1, T2, Flair y DSC para el paciente 8 del hospital de Liege, todas ellas registradas al espacio MNI
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Figura 9. Segmentacion cldsica del tumor sobre la imagen T1c para el paciente 8 de Liege, donde la clase roja representa la
necrosis, la azul el tumor activo y la verde el edema

Figura 10. DSC, rCBV y rCBF para el paciente 8 de Liege, dénde los mapas de perfusion se encuentran mostrados con el mapa
de colores ‘jet’ y no en escala de grises

Figura 11. Segmentacion HTS sobre el rCBF, SNR y R2G para el paciente 8 de Liege
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45. Andlisis

4.5.1. Marcadores HTS

Una vez procesadas las imagenes proporcionadas por el servidor OncoHabitats se obtiene una
matriz de datos relativa a los marcadores HTS. Esta tiene un tamafo de 119 x 6 x 2 x 1. Pues el nimero
de pacientes que han funcionado adecuadamente tras lanzarse a OncoHabitats es de 119 (tal y como
muestra la Tabla 8), existen 4 habitats mas el tumor activo y el edema, se ha calculado el rCBV y el rCBF
a partir de la imagen de perfusidn y sobre estos mapas, se ha obtenido su valor maximo.

4.5.2. Casos excluidos

Atendiendo al primer criterio de exclusion definido en la seccién 3.5.2., de los 119 sujetos, 35
han sido excluidos por no satisfacer el tratamiento Stupp estdndar. En la Figura 12 se muestra el
diagrama de dispersién de todos los casos haciendo uso del valor mdximo del rCBV obtenido en el
habitat HAT. Los puntos naranjas se corresponden con los 35 casos excluidos al presentar el tratamiento
Stupp estdndar incompleto.
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Figura 12. rCBV madximo frente a la supervivencia del paciente de los 119 casos, donde los puntos naranja se corresponden
con los 35 casos excluidos por no presentar el tratamiento Stupp estandar completo
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En la Figura 12, se observa que los casos excluidos, pintados en naranja, se encuentran
mayoritariamente en la zona de baja supervivencia al presentar el tratamiento Stupp estandar
incompleto en alguna de sus fases.

Dentro del grupo de casos incluidos en el analisis, se observa la presencia de dos posibles
outliers, marcados y numerados en la anterior Figura 12. Con tal de comprobar si se trata de verdaderos
outliers se aplica el procedimiento de deteccidn explicado en la seccién 3.5.2. En primer lugar, se
obtienen los valores de supervivencia: 761 y 978. En segundo lugar, a través del Excel de informacién
clinica, se observa que se trata del paciente 2 de Manises y del 28 de la Vall d’"Hebron, respectivamente.
En tercer lugar, se analizan las imdgenes procesadas por OncoHabitats con tal de comprobar si el
analisis HTS ha fallado por tratar con imdagenes de baja calidad. En la Figura 13 se estan representando
todas las imagenes del paciente 28 de la Vall d’Hebron siguiendo el orden especificado en el

procedimiento.

Figura 13. Imdgenes del paciente 28 de la Vall d’Hebron. T1c con segmentacion cldsica superpuesta (a), T2 - T2 con
segmentacion cldsica superpuesta (b superior), Flair - Flair con segmentacion cldsica superpuesta (b inferior), rCBV y rCBF
(d), SNR (e), R2G (f) y rCBF con la segmentacion HTS superpuesta (g)
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Tal y como se observa en la Figura 13, la segmentacidn de la necrosis, del tumor activo y del edema
superpuesta sobre la imagen potenciada en T1 tras la inyeccién de GBCA, coincide con la estructura de
interés. Lo mismo ocurre cuando esta segmentacion se superpone sobre la imagen potenciadaen T2y
sobre la secuencia Flair. En la imagen d. se observa, como es de esperar, que el anillo tumoral presenta
una alta angiogénesis, representada en rojo tanto en el rCBV como en el rCBF. Sin embargo, en las
imagenes e. y f. se observa que el SNR presenta valores muy bajos en algunos puntos (representados
en negro) y lo mismo, para el ajuste a la gamma variante. Esto provoca que en la imagen g. aparezca
una gran cantidad de clase celeste (sefialada en la Figura) la cual no se corresponde con ningln habitat,
sino con aquellos pixeles que presentan un SNR por debajo de 3y, por tanto, no pueden ser clasificados
en su correspondiente sub-compartimento. Esto indica que las imagenes de RM presentan una baja
calidad no pudiendo definir los marcadores HTS y que, por tanto, este caso debe de ser descartado del
andlisis.

En cuanto al otro posible outlier, el paciente 2 de Manises, en la Figura 14 se muestra el analisis
de las imdgenes. Unicamente se representan las imagenes T1c con segmentacion cldsica superpuesta
y rCBF con la segmentacion HTS superpuesta, por ser las mas representativas del problema que
presenta este resultado.

a. g.

Figura 14. Imdgenes del paciente 2 de Manises: T1c con la segmentacion cldsica superpuesta (a) y rCBF con la segmentacion
HTS superpuesta (g). Las letras coinciden con el procedimiento explicado

En la Figura 14 se observa que la segmentacion cldsica superpuesta sobre la imagen potenciada en T1
tras la inyeccion de GBCA no es correcta, pues se ha considerado parte del craneo como tejido tumoral.
Esto se debe a una mala extraccién del cerebro. Dado que los habitats HTS se obtienen basdandose en
esta segmentacion cldsica, se estd describiendo parte de los habitats en la zona del craneo y, por tanto,
los valores de perfusién obtenidos no son correctos. De igual forma que el anterior paciente, este caso
es también excluido.
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En este momento el nimero de casos excluidos es de 37, 35 por no presentar el tratamiento
Stupp estdndar completo y 2, por presentar imagenes de RM de baja calidad que provocan que los
marcadores obtenidos no sean correctos.

Por otro lado, se ha observado que de los 82 casos incluidos (119 — 37), 21 no presentan la fecha
de muerte. Esto puede deberse fundamentalmente a dos razones. La primera de ellas, que los
pacientes hayan sido atendidos por un servicio de urgencias externo, o bien, por la unidad de atencion
hospitalaria a domicilio, de forma que dicha fecha no ha sido almacenada en el SIH. La segunda razon,
un fallo en el reclutamiento de pacientes por el propio centro sanitario, de forma que hayan incluido
un paciente que no estaba realmente fallecido. Para estos 21 sujetos, la fecha de fallecimiento
considerada es el 1 de julio, variable FREEZE_DATE en el Excel creado. Estos pacientes han sido
considerados como censurados (EXITUS ‘N’, CENSURED = negacién(EXITUS), CENSURED ‘Y’) y han sido
tratados con especial atencién en el andlisis de los resultados. En la Figura 15 se muestran los 82 casos
incluidos diferenciados segun el valor de la variable CENSURED, es decir, se muestran los casos de los
gue verdaderamente se conoce la fecha de fallecimiento, y por el otro, los que presentan en sustitucion
a esta data, la fecha de congelacion.
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Figura 15. rCBV mdximo frente a la supervivencia del paciente de los 82 casos incluidos, donde el azul relleno se corresponde
con los casos no censurados (se conoce su fecha de fallecimiento) y el azul no relleno con los censurados
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Tal y como se observa en la Figura 15, los valores censurados se encuentran dentro de la tendencia
esperada (bajos valores de perfusidon, es decir, bajo rCBV mdximo en el HAT, altos valores de
supervivencia). Por tanto, estos casos son incluidos en el analisis del resultado primario del estudio,
aunque son marcados para su seguimiento.

Atendiendo a los hallazgos del estudio preliminar, el valor del rCBV maximo para el HAT suele
oscilar entre 4 y 20 y valores bajos de perfusidn se corresponden con valores altos de supervivencia y
viceversa. Atendiendo a las anteriores afirmaciones, se han marcado una serie de pacientes en la
Figura 15. Por un lado, se observa que el paciente 30 correspondiente al hospital de Liege, sigue la
tendencia esperada, presenta un valor bajo de perfusidn y, por tanto, una alta supervivencia. En la
Figura 16 se muestra la delineacion de sus hdabitats en la zona de tumor activo y edema. Se observa
gue valores altos de perfusion, de color rojo en el rCBV, se corresponden con el habitat HAT, también
de color rojo en la segmentacion HTS, seguido del LAT, el IPE y el VPE, verde, azul y amarillo,
respectivamente, y en orden descendente de angiogenésis.

Figura 16. rCBV (izquierda) y rCBF en escala de grises con la segmentacion HTS superpuesta (derecha) para el paciente 30 del
hospital de Liége

Sin embargo, los pacientes 16 y 17 de Manises y el 25 de Alzira llaman la atencién por presentar
valores de perfusidn superiores a 20, y no poseer unos niveles de supervivencia muy bajos, inferiores
a 200 dias. Por este motivo, siguiendo el mismo procedimiento que en la deteccion de outliers, se han
revisado minuciosamente los resultados ofrecidos por OncoHabitats. En la Figura 17 se muestran los
habitats del paciente 16 de Manises, los cuales son coherentes con los valores de perfusidn registrados
en el rCBV. Con tal de buscar una explicacidn, se analiza su informacién clinica: se trata de un varén de
47 afios, que ha sufrido recidiva y que ha sido tratado con el tratamiento antiangiogénico bevacizumab.
En principio no presenta ninguna caracteristica extrafia de forma que se mantiene en la cohorte de
analisis del resultado primario.
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Figura 17. rCBV (izquierda) y rCBF en escala de grises con la segmentacion HTS superpuesta (derecha) para el paciente 16
del hospital de Manises

El paciente 17 de este mismo hospital, tal y como se observa en la Figura 18, presenta también unos
habitats bien delineados y coherentes con la informaciéon de la perfusidn. Sin embargo, si se avanza
unos cortes mads, se observa que estructuras sanas estan siendo consideradas como area tumoral y, por
tanto, se estan delineando los habitats de forma errénea, registrando valores de perfusién incorrectos.

Por este motivo, este paciente es excluido de la cohorte final del estudio.

Figura 18. rCBV (izquierda), rCBF en escala de grises con la segmentacion HTS superpuesta (centro y derecha, en cortes
axiales diferentes) para el paciente 17 del hospital de Manises

Finalmente, en cuanto al paciente 25 del hospital de Alzira, se observa en la Figura 19 que la
segmentacion de los habitats también se corresponde con el nivel de angiogénesis de la regidon tumoral
y no presenta ninguna caracteristica clinica sospechosa. De forma que no se excluye de la cohorte de

analisis.
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Figura 19. rCBV (izquierda) y rCBF en escala de grises con la segmentacion HTS superpuesta (derecha) para el paciente 25
del hospital de Alzira

De forma que el nimero final de pacientes excluidos asciende a 38. En la Tabla 9 se muestra un
resumen de las razones por las que se han excluido.

MOTIVO DE EXCLUSION NUMERO DE PACIENTES
EXCLUIDOS
Tratamiento Stupp estandar incompleto 35
Outliers = IRM de baja calidad 2
Incorrecta delineacion de los habitats HTS 1
38

Tabla 9. Numero de pacientes excluidos del andlisis y motivo de exclusion

Finalmente, se analiza el total de casos que son excluidos para cada uno de los 5 hospitales
incluidos en el presente trabajo. En la Tabla 10 se muestra esta cifra, junto con el nimero de pacientes
gue finalmente son incluidos por hospital.

HOSPITAL PARTICIPANTE PACIENTES EXCLUIDOS PACIENTES INCLUIDOS
Hospital Universitario de la Ribera 5 5
Hospital de Manises 9 5
Hospital Vall d’Hebron 13 22
Centre Hospitalier Universitaire de Liege 4 12
Azienda Ospedaliero — Universitaria di Parma 7 37
38 81

Tabla 10. Numero de pacientes excluidos del andlisis y nimero de pacientes incluidos por hospital
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4.5.3. Analisis exploratorio de los datos

A continuacidn, se realiza el analisis exploratorio de los 81 (119 — 38) casos que conforman la
cohorte que serd utilizada para analizar el resultado primario. Tal y como se ha comentado en la
metodologia, los diagramas de dispersidn que son representados en este apartado presentan en el eje
x el marcador rCBV maximo para el HAT, por ser el que presentd en el estudio piloto una correlacién
mas significativa con la supervivencia de los pacientes.

En primer lugar, en la Figura 20 se muestra el diagrama de dispersion de la supervivencia frente
al marcador de interés en funcidn del hospital al que pertenecen los casos.
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Figura 20. rCBV mdximo frente a la supervivencia del paciente de los 81 casos incluidos donde el azul se corresponde con el
hospital de Alzira, el amarillo con el de Liége, el rojo con el de Manises, el verde con el de Parma y el negro con el de la Vall
d’Hebron

Como se observa en la Figura 20, los hospitales de Parma y la Vall d’"Hebron siguen la tendencia
exponencial esperada, es decir, bajos niveles de perfusidn presentan altos valores de supervivencia.
Sin embargo, el hospital de Manises y Alzira, no presentan suficiente nimero de muestras como para
poder analizar su distribucién. Finalmente, el hospital de Liege presenta una distribucidon bastante
vertical no asemejandose a la tendencia esperada.
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En segundo lugar, se realiza la anterior representacion, pero en funcién del género y la edad. En
la Figura 21 se muestran los 81 casos en funcién de si son hombres o mujeres y de si presentan una
edad comprendida entre 18 y 45 afios, 46 y 70 o bien mas de 70.
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Figura 21. rCBV madximo frente a la supervivencia del paciente de los 81 casos incluidos donde el naranja se corresponde con
hombres y el negro con mujeres, el triangulo con una edad de 18 - 45 afios, el circulo de 46 - 70y el cuadrado, de mds de 70

Como se observa en la Figura 21, el nimero de hombres es mayor que el de mujeres, concretamente
hay 48 hombres y 33 mujeres. A su vez, se aprecia que la edad mas prevalente es la comprendida entre
46 — 70 afios (forma circular).

En la Figura 22 se muestra la distribucién de edad en funcién del género. Tanto en hombres como
en mujeres, el percentil inferior se sitUa a los 52 afios, y el percentil superior, a los 69. De forma que el
rango intercuartil estd contenido en el intervalo de edad definido como el mas prevalente para sufrir
Glioblastoma.
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Figura 22. Distribucion de edad segun el género para los 48 hombres y las 33 mujeres

En tercer lugar, se ha representado el anterior diagrama en funcién de tres variables clinicas: el
tipo de reseccion realizada, si al paciente se la ha dado temozolomida adyuvante o no y si ha estado
tratado con el tratamiento antiangiogénico bevacizumab o con ningln tratamiento de segunda linea.
Esta representacidn se observa en la Figura 23.
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Figura 23. rCBV madximo frente a la supervivencia del paciente de los 81 casos incluidos donde el circulo se corresponde con
la realizacion de una reseccion completa, el tridngulo con una sub-total y el cuadrado desconocida; el color rojo si se ha dado
terapia adyuvante, el verde si no se ha dado y el azul cuando es desconocido; y finalmente, el relleno o no en funcion de si se

ha tratado con bevacizumab o no

En la Figura 23, se observa como los pacientes que presentan mayores niveles de supervivencia (por
encima de 1000 dias) han sido tratados con tratamiento adyuvante (color naranja en el grafico). En
cuanto al tipo de reseccidn realizada, lo esperable seria que los pacientes con reseccién completa
(circulos) se situasen en la parte superior del grafico, pues al tratarse de una eliminacién mayor del
tumor, el pronéstico del paciente deberia de ser mayor. Seguidamente, irian los pacientes con reseccién
sub-total (tridangulos). Sin embargo, se observa que ambas formas se distribuyen heterogénea por el
grafico, sin seguir la distribucion esperada. Finalmente, el nimero de pacientes sometidos a
tratamiento antiangiogénico con Bevacizumab es muy bajo, no pudiendo extraerse conclusiones
robustas.

Seguidamente, se ha realizado un andlisis de supervivencia a través del estimador de Kaplan—
Meier, representado en las Figura 24, 25y 26.
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En la Figura 24 se observa que las dos poblaciones que estan siendo analizadas en la curva Kaplan —

Meier, la que ha sido sometida a una reseccion total y la sometida a subtotal, no presentan una

diferencia notable, pues ambas curvas se encuentran entrelazadas presentando una separacion entre

ambas muy pequefia.
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Figura 25. Curvas de Kaplan — Meier comparando la supervivencia de la poblacion tratada con quimioterapia adyuvante y la

no tratada con este tratamiento
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En la Figura 25, se observa que las dos poblaciones de interés, la tratada con quimioterapia adyuvante
y la no tratada, presentan una diferencia notable. Lo que significa que el hecho de dar al paciente
tratamiento adyuvante o no, provoca una diferencia en la supervivencia del paciente, y por tanto, en
la determinacién de su prondstico.
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Figura 26. Curvas de Kaplan - Meier comparando la supervivencia de la poblacion tratada con Bevacizumab y la no tratada

En la Figura 26 se observa una diferencia notable entre las dos poblaciones, la que ha sido tratada con
Bevacizumab y la no tratada con este tratamiento de segunda linea. Sin embargo, el nimero de
pacientes tratados con este antiangiogénico es muy inferior al de pacientes no tratados, no pudiéndose
comparar las 2 poblaciones generadas.

En la Tabla 11 se muestra el p-valor obtenido con el test logrank en cada una de las
distribuciones, siendo la correspondiente al tratamiento adyuvante la Unica significativa.

VARIABLE CLiNICA DE INTERES p-valor (Test Logrank)
Reseccion 0.1267
Tratamiento adyuvante 0.0266*
Tratamiento 22 linea - Bevacizumab 0.2736

Tabla 11. P-valores obtenidos con el test Logrank para las diferentes distribuciones analizadas en el Kaplan — Meier de las
variables clinicas de interés; los p-valores significativos se encuentran resaltados en negrita y con *
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4.5.4. Resultado primario

Una vez realizado el analisis de calidad de los datos, asi como un estudio exploratorio de los
mismos, se procede al cdlculo del resultado primario del estudio clinico de interés. En primer lugar, se
representa el diagrama de dispersidn variando el marcador del eje x, el cual podra referirse al rCBV o
al rCBF, para los 4 habitats de interés, asi como para el tumor activo y el edema. En la Figura 27, los
marcadores utilizados son el valor maximo de ambos mapas de perfusion para los 4 habitats: HAT, LAT,
IPEy VPE.
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Figura 27. rCBV en los grdficos de la parte izquierda y rCBF en los de la derecha. Hdbitats HAT, LAT, IPE y VPE ordenados
desde la parte superior de la figura hasta la inferior

En la Figura 27 se observa que el rCBV maximo para el HAT es la representacién que presenta una
tendencia mas similar a la esperada, bajos niveles de perfusidn, altos valores de supervivencia. Seguida
de la representacidn del rCBF maximo del LAT. El resto de representaciones presentan los valores mas
dispersos alejandose de dicha tendencia.

En la Figura 28 se muestra el diagrama de dispersion utilizando como marcadores el rCBV vy el
rCBF mdaximos para el tumor activo y el edema.
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Tal y como se observa en la Figura 28, las representaciones de los marcadores HTS para el tumor activo

y el edema se asemejan a una nube de puntos no presentando la tendencia esperada, pues pacientes

con bajos niveles de perfusidn, presentan bajos niveles de supervivencia, cuando deberian de ser altos.

En segundo lugar, se ha realizado una regresién de Cox para investigar la significancia de la

correlacidn existente entre cada marcador y la supervivencia, para los 4 habitats, el tumor activo y el

edema. La Tabla 12 muestra los Hazard Ratio, junto con el intervalo de confianza al 95% y el p-valor.
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HAZARD RATIO 95% INTERVALO CONFIANZA P-VALUE
rCBV maximo
= HAT 1.0699 [1.0003 - 1.1444] 0.0490*
= LAT 1.0602 [0.9387 - 1.1974] 0.3462
= |PE 1.1065 [0.7788 - 1.5720] 0.5723
= VPE 1.1696 [0.7368 - 1.8568] 0.5063
=  Tumor activo 1.0667 [0.9756 - 1.1664] 0.1565
= Edema 1.1163 [0.7745 - 1.6088] 0.5553
rCBF maximo
= HAT 1.0269 [1.0040 - 1.0504 ] 0.0212*
= LAT 1.0817 [0.9186 - 1.2738] 0.3461
= |PE 1.1004 [0.6479 - 1.8690] 0.7233
= VPE 1.2320 [0.6795 - 2.2337] 0.4919
=  Tumor activo 1.0369 [0.9670 - 1.1120] 0.3089
= Edema 1.1143 [0.6500 - 1.9105] 0.6939

Tabla 12. Hazard Ratio, Intervalo de Confianza del Hazard Ratio y p-valores obtenidos en la regresion de Cox sobre el valor
maximo para los 4 habitats y el tumor activo. Los p-valores significativos aparecen resaltados en negrita y con un *

En la Tabla 12 se observa que tanto el rCBV maximo, como el rCBF maximo, para el habitat HAT,
presentan una correlacidn con la supervivencia global del paciente, estadisticamente significativa.
Ademas, se han obtenido unos Hazard Ratios superiores a 1 para todos los marcadores, lo que implica
gue ante un p-valor significativo, el aumento en una unidad de la variable prondstica conllevard un
incremento de la probabilidad de que se produzca el suceso muerte.

A su vez también se ha representado el p-valor para cada uno de los 5 hospitales incluidos en el
estudio, con tal de analizar si son significativos. Esto se muestra en la Tabla 13.
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ALZIRA LIEGE MANISES PARMA VALL D’'HEBRON
rCBV maximo
= HAT 0.2173 0.5633 0.5504 0.0241* 0.9786
= LAT 0.2731 0.4534 0.9522 0.1499 0.4007
= |PE 0.6914 0.6353 0.5692 0.1133 0.7348
= VPE 0.6663 0.3953 0.7629 0.8771 0.5763
=  Tumor activo 0.1503 0.3396 0.8669 0.0501* 0.6916
= Edema 0.7172 0.7829 0.5298 0.1686 0.7654
rCBF maximo
= HAT 0.1699 0.2189 0.7867 0.0354* 0.7753
= LAT 0.2236 0.2546 0.5242 0.4254 0.2395
= |PE 0.6311 0.8047 0.4833 0.1913 0.4221
= VPE 0.4086 0.2915 0.1860 0.9103 0.3799
=  Tumor activo 0.2868 0.1066 0.9959 0.2342 0.7471
= Edema 0.6324 0.9882 0.4166 0.2816 0.4555

Tabla 13. P-valores obtenidos en la regresion de Cox para los hospitales de Alzira, Liege, Manises, Parma y Vall d’"Hebron,
donde los p-valores significativos estdan marcados en negrita y con *

En la Tabla 13 se observa que la correlacién significativa del marcador rCBV y del rCBF maximo para el
habitat HAT aparece Unicamente en el hospital de Parma. Ademas, en este mismo hospital, aparece
una correlacién casi significativa entre el rCBV maximo para el tumor activo y la supervivencia global
del paciente.

En tercer lugar, se ha realizado un analisis de supervivencia también con el estimador Kaplan —
Meier y se ha aplicado el contraste de hipdtesis Logrank. En la Figura 29 se muestra el andlisis de
supervivencia para los habitats HAT y LAT, donde el criterio que separa las dos poblaciones es el valor
del mapa de perfusion, segun si es alto o bajo. Se considera que el rCBV mdaximo es alto cuando estd
por encima del valor medio, y bajo, cuando estd por debajo; y lo mismo para el rCBF maximo. En la
Tabla 14 se representan los p-valores obtenidos con el test Logrank. No se muestra el analisis de los
habitats IPE y VPE ya que tal y como se observa en la Tabla 14 presentan unos p-valores muy altos vy,
por tanto, no existe diferencia entre las dos poblaciones.
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Figura 29. Andlisis Kaplan — Meier para los marcadores HTS en los hdbitats HAT y LAT

MARCADOR HTS p-valor
(Test Logrank)

rCBV maximo

= HAT 0.0773
= LAT 0.1392
= |PE 0.9978
= VPE 0.9553

rCBF maximo

= HAT 0.1663
= LAT 0.8475
= |PE 0.3723
= VPE 0.9761

Tabla 14. P-valores obtenidos con el test Logrank para las distribuciones de los marcadores HTS

En la Figura 29 se observa que la mayor separacién entre las poblaciones la presenta el rCBF mdaximo
en el HAT. En la Tabla 14 se observa que el p-valor mds cerca de ser significativo lo presenta el rCBV
maximo en el HAT (0.0773).
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CAPITULO 5. DISCUSION

A lo largo del presente trabajo se han mostrado las diferentes fases que conlleva la realizacién
de un estudio clinico multicéntrico e internacional. En cada una de estas, se realizan tareas muy
diversas pero conectadas entre si.

Pese que el Glioblastoma es una enfermedad rara con una baja prevalencia e incidencia, el
numero de casos incluidos en el estudio es bastante alto, 305 pacientes. De los cuales 201 son incluidos
en el presente trabajo, pues los pertenecientes al hospital Clinic de Barcelona y al de Oslo presentan
una problematica que sera solventada para octubre, no pudiéndose incluir. Ademas, el nimero de
hospitales que finalmente han participado es bastante ambicioso. El hecho de que pertenezcan a 4
paises diferentes: Espafia, Bélgica, Noruega e Italia, permite que los resultados alcanzados en el estudio
sean mucho mas robustos al analizar la variabilidad inter-centros a nivel internacional. Sin embargo, el
requisito de que todos los hospitales presenten las 5 modalidades de imagen necesarias para realizar
el andlisis HTS (T1, Tic, T2, Flair y DSC) ha provocado que otros hospitales, también muy interesados
en colaborar en el estudio, no hayan podido hacerlo. Por esta misma razén, del total de casos subidos
por el conjunto de los 5 hospitales (201 pacientes) el 36.32% ha quedado inutilizado, tratdandose de
una alta cifra. Asimismo, no todos los casos han funcionado adecuadamente en la plataforma, pues un
4.48% han fallado y, por tanto, no se han procesado adecuadamente las imagenes de esos pacientes
no pudiéndose obtener los marcadores HTS. En definitiva, del total de casos subidos, Unicamente se
ha podido utilizar el 59.20%, practicamente la mitad de los datos han tenido que ser descartados
(Tablas 7 y 8).

El hecho de que los pacientes estén sometidos al tratamiento Stupp estdndar completo, es muy
relevante porque variaciones en este provocan diferencias significativas en la supervivencia de los
pacientes. Por lo que, incluir casos que no presenten el Stupp completo provocaria que las conclusiones
obtenidas en cuanto a la correlacidon existente entre la supervivencia global del paciente y los
marcadores HTS, estuviesen muy influenciadas por otros factores externos. La exclusién de los casos
ha sido fundamentalmente debida a este criterio, pero también se han descartado 2 pacientes por
presentar IRM de baja calidad y 1, por no presentar una segmentacion de los habitats HTS adecuada
(Tabla 9). El hospital que mds casos excluidos presenta es la Vall d’"Hebron, seguido por Manises, Parma,
Alziray Liege (Tabla 10). La Vall d’"Hebron es el segundo hospital que mds casos subidos presenta, siendo
Parma el primero de ellos. La razén de este orden podria deberse a cdmo de conservador sea el centro
sanitario, en el sentido de aceptar variaciones del tratamiento Stupp estandar. El problema subyacente
ha sido que los hospitales, tras aplicar los criterios de exclusién, han pasado a tener un numero de
casos muy bajo, lo que dificulta la obtencidn de resultados significativos a nivel de centro, pues por
ejemplo Manises y Alzira se han quedado con un total de 5 casos.
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Pese al reducido nimero de casos que finalmente son incluidos en el estudio, en la Figura 20 se
observa que siguen la tendencia esperada (bajos niveles de perfusién, alta supervivencia). Al analizar
todos los casos, independientemente del hospital al que pertenecen, se ha observado que satisfacen
la prevalencia por géneroy grupo etario que ha sido publicada en el informe CBTRUS y en la plataforma
Orphanet. Pues el nimero de varones con Glioblastoma es superior al de mujeres, siendo de 48 y 33,
respectivamente, y el rango intercuartil de la distribucion de edad se situa entre 52 y 69 afios, el cual
estd contenido en el intervalo considerado como el mas prevalente para sufrir Glioblastoma, entre 46
y 70 afios (Figuras 21y 22).

Un hecho que llama verdaderamente la atencion es la representacién de la Figura 23, pues se
esperaba que los pacientes que habian sufrido una reseccidn completa, frente los que la habian sufrido
sub-total, iban a presentar unos niveles de supervivencia mayores. Sin embargo, los datos aparecen
dispersos por todo el grafico sin seguir la distribuciéon esperada. Si bien es cierto, los pacientes con
mayores valores de supervivencia han estado sometidos a tratamiento adyuvante. Todo esto es
corroborado al realizar el test Logrank del andlisis de supervivencia de estas variables clinicas donde el
p-valor Unicamente es significativo para el tratamiento adyuvante, pero no para las otras dos variables
(Tabla 11). El hecho de que la reseccidn no haya sido significativa podria deberse a la subjetividad que
subyace el considerar la reseccién como completa o sub-total, pues podria ocurrir que lo que para un
médico es una cirugia total, para otro sea sub-total. Sin embargo, se ha analizado la significancia de
esta correlacidn (supervivencia — reseccion) a nivel de centro y tampoco se ha obtenido un valor
significativo.

En cuanto al analisis del resultado primario del estudio clinico, y en base a la representacién en
forma de diagrama de dispersidn realizada para los diferentes marcadores HTS y la supervivencia global
del paciente, se observa que el rCBV maximo para el HAT es el que presenta una tendencia mas similar
a la esperada (Figura 27). Esto coincide con lo publicado en el estudio piloto (Juan — Albarracin J. et al.,
2018), donde este marcador en este hdbitat presentd la correlacion mads significativa con la
supervivencia. El rCBF maximo del LAT también presenta una forma similar a la esperada. Mientras que
en el resto de representaciones los casos se encuentran mds dispersos no siendo tan sencillo visualizar
una tendencia entre los datos. Lo mismo ocurre, para el tumor activo y el edema donde los casos
forman una nube de puntos (Figura 28).

Tras la realizacidn de la regresion de Cox se observan unos p-valores significativos para el rCBV y
el rCBF maximos en el habitat HAT, lo cual también concuerda con los hallazgos obtenidos en los
estudios pilotos realizados. Aunque en estos estudios previos, el LAT y el IPE también mostraron p-
valores significativos, en el estudio multicéntrico no lo son (Tabla 12). Probablemente, el sesgo inter-
centros haya provocado esta falta de significancia, pues los diferentes hospitales incluidos en el estudio,
aplican protocolos de adquisicion de imagen muy dispares y utilizan equipos de RM diferentes.
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En cuanto a los Hazard Ratios, en el estudio piloto se obtuvieron los valores tanto para el rCBV como
para el rCBF maximo, ordenados de mayor a menor, para el IPE, LAT, VPE y HAT. Mientras que para el
estudio multicéntrico, ha sido, para el rCBV maximo, VPE, IPE, HAT y LAT, y para el rCBF maximo, VPE,
IPE, LAT y HAT. El Hazard Ratio mas grande obtenido en el estudio piloto fue para el rCBF maximo del
IPE, y para el multicéntrico, el rCBF mdaximo del VPE. Si se analizan los p-valores obtenidos en la
regresion de Cox por hospital, se observa que Unicamente son significativos para el centro de Parma,
en el rCBV y el rCBF maximo en el HAT y en el rCBV mdximo en el tumor activo. Probablemente, que
Unicamente sean significativos para este hospital esté relacionado con el nimero de casos por centro,
pues es el hospital de Parma el que presenta un mayor nimero de pacientes, concretamente 37.

Finalmente, en el andlisis de supervivencia realizado se observa, visualmente, que la mayor
separacion entre las poblaciones la presenta el rCBF maximo en el HAT (Figura 29). Sin embargo, al
observar los p-valores, el mas cerca de ser significativo lo presenta el rCBV mdaximo en el HAT (0.0773,
Tabla 14). De igual forma, las peculiaridades intrinsecas a cada centro podrian estar enmascarando los
resultados, al estar comparando marcadores HTS que han sido obtenidos de imagenes con
caracteristicas distintas, no pudiendo ser comparables entre si.

Por lo que el resultado primario preliminar analizado en el presente trabajo concuerda con los
hallazgos obtenidos en los estudios piloto realizados anteriormente con la tecnologia médica
OncoHabitats. Esto permite estar mas cerca de la definicién de esta tecnologia como marcador
prondstico robusto y fiable. Pues alcanzar unos resultados significativos en una cohorte procedente de
diferentes partes del mundo es un factor clave para alcanzar la designacion de biomarcador.
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CAPITULO 6. CONCLUSION

Demostrar que un dispositivo médico nuevo es seguro y eficaz en humanos es una tarea
extremadamente dificil. Los estudios clinicos estan llenos de riesgos y hay muchas variables que deben
de tomarse en consideracién para alcanzar el éxito. Todo empieza en el disefio del ensayo, donde los
errores pueden resultar en un impedimento en el avance del proceso de aprobaciéon del nuevo
dispositivo. Dicho proceso no estd normalizado, de forma que las agencias reguladoras suelen
establecer requisitos especificos para cada caso. En ocasiones, involucrar alguna entidad con
experiencia en el lanzamiento de este tipo de productos al mercado puede ser una forma de reducir el
riesgo y permitir que el producto llegue a comercializarse. Sin embargo, el coste de esta
subcontratacion es desmesurado, no siendo econdmicamente viable para una spin-off, tal y como es
TextureCDx. Por esta razén, y dado que el autor del presente trabajo pertenece a dicha spin-off y posee
conocimientos en el sector, su funcién ha consistido en el desarrollo y coordinacién del estudio
multicéntrico que se ha expuesto.

El primer contacto con los hospitales fue muy positivo ya que mostraron un gran interés por el
ensayo clinico. Probablemente lo que les promovid a participar fue la solvencia de los resultados
previos y laambicién del estudio. Sin embargo, dada la carga de trabajo que presentan los profesionales
sanitarios, la recoleccidon de las IRM y de la informacidn clinica de los pacientes diagnosticados de
Glioblastoma fue un proceso arduo. De hecho, el autor del trabajo tuvo que desplazarse a alguno de
los hospitales siendo él mismo quién se encargd del recolectar la informaciéon del SIH y del PACS. Por lo
que el haber conseguido que el 1 de julio, fecha maxima para el reclutamiento de pacientes, toda la
informacidn clinica y las imagenes de los hospitales estuviesen subidos en el Servidor, ha sido un
verdadero logro y ha requerido de la inversién de una gran cantidad de tiempo y de esfuerzo.

Tras disponer de toda la informacién en el Servidor Seguro, se ha visto que existen grandes
diferencias entre los centros, sobre todo cuando pertenecen a diferentes paises. Esto ha requerido la
creacién de funciones especificas para cada hospital, asi como de diferentes remodelaciones de la
tecnologia médica OncoHabitats. Esta problemdtica ha retrasado en gran medida la obtencién de los
primeros resultados. Por este motivo, los resultados obtenidos en el presente trabajo son muy
preliminares y deben de pulirse. Aun asi, se ha visto que el resultado primario preliminar coincide con
los hallazgos obtenidos en los estudios pilotos realizados previamente en los que se demostré que
existe una correlacion significativa entre los marcadores HTS y la supervivencia global del paciente.
Esto permite aumentar la robustez de la tecnologia en la medida de que no solo funciona
correctamente para casos procedentes de un Unico centro, sino también de varios centros
provenientes de diferentes paises.
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En definitiva, existe una gran necesidad de estudiar cuales son las diferencias en los protocolos
de adquisicién y en los equipos de RM entre los diferentes centros sanitarios, para comprobar si estas
han afectado al cdlculo de los hébitats y de sus marcadores. Cada una de las modalidades de imagen
aporta un tipo de informacién diferente, pero necesaria para la delineacion de estos
subcompartimentos. Grandes diferencias entre imagenes de una misma modalidad podrian estar
dando lugar a resultados muy dispares, cuando se trata de la misma informacion.

Como se ha comentado la fecha de finalizacién del estudio es diciembre de 2018, por lo que los
meses restantes se estudiard toda esta informacién de contexto, la cual puede estar enmascarando los
resultados. De forma que los resultados obtenidos en el presente trabajo son preliminares y pueden
variar en la publicacidn futura del estudio multicéntrico. De igual forma, el resultado secundario y el
analisis longitudinal, expuestos en el protocolo del estudio, seran realizados también durante este
periodo.

Si bien es cierto, aun queda un largo camino por recorrer con tal de mejorar la gestion del
tratamiento del Glioblastoma. Pero la creacidon de herramientas, tal y como es OncoHabitats, es un
paso fundamental para estudiar el proceso de estratificacion de la poblacién que sufre este tumor y
conseguir que la medicina personalizada y de precision deje de ser algo ficticio y pase a ser algo practico
y usable. Sin embargo, la valorizacién de este tipo de tecnologias requiere de un fuerte esfuerzo y de
la participacion de varios equipos multidisciplinares. La realizacién de estudios clinicos es un
procedimiento indispensable y el comienzo de algo que, probablemente, algun dia pueda ayudar a los
pacientes que desgraciadamente sufren cancer, y mds concretamente, Glioblastoma.
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CAPITULO 7. LINEAS FUTURAS

El estudio multicéntrico finaliza en diciembre de 2018, por lo que durante los dos meses
restantes se estudiardn los factores asociados a la variabilidad inter-centros que pueden estar
enmascarando el verdadero resultado primario y se calculard el resultado secundario. A su vez se
analizard también la asociacion entre el prondstico del paciente y otras variables consideradas de
interés, tal y como es el perfil molecular. Mas adelante, se realizard una publicacién que englobard
todos los centros participantes y los hallazgos obtenidos.

Por lo que respecta a la validacion completa de la tecnologia médica OncoHabitats, la obtencion
de resultados positivos en el estudio multicéntrico de interés permitird la validacion de la capacidad
prondstica de OncoHabitats, es decir, de su capacidad para estimar el prondstico de los pacientes en
base a la informacion hemodinamica almacenada en el tumor. En ese momento, se solicitard el
Qualification Opinion como marcador prondstico, el cual servirda como punto de partida para solicitar
la clasificacién de OncoHabitats como Producto Sanitario clase Ill.

A continuacién, se analizard otro contexto de uso de la tecnologia; su capacidad predictiva o de
estratificacion, en el sentido de crear grupos de pacientes con diferentes probabilidades de éxito ante
un farmaco diana. Para ello, se realizard un estudio clinico retrospectivo aleatorizado. Este utilizara
datos provenientes de un ensayo clinico de una farmacéutica en fase 2 — 3, para asi disponer de dos
grupos de sujetos: los tratados con el fdirmaco experimental, y los tratados con el Stupp estandar o bien
con otro ya aceptado. Esto permitira validar la capacidad de OncoHabitats para predecir la respuesta
de los pacientes ante un farmaco.

Con estas evidencias predictivas se permitird la creacidn de un ensayo clinico prospectivo
aleatorizado fase 3, el cual dard lugar a la validacién del biomarcador OncoHabitats como un
Companion Diagnostic (CDx), es decir, como un acompafiante del diagndstico de la enfermedad, que
participard en el proceso de decisidon del tratamiento mas dptimo para ese paciente en particular.

De forma que el estudio multicéntrico es un paso fundamental e imprescindible para alcanzar la
comercializacién del producto. Se trata de un proceso en cadena, dénde cada eslabén depende del
anterior, siendo de vital importancia cumplir los objetivos propuestos en cada una de las fases para
poder saltar a la siguiente.
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CAPITULO 1. OBJETIVOS

El objetivo fundamental de este documento es valorar econdmicamente el trabajo realizado.
Permite ademas, recalcular el coste del proyecto en caso de que cambie algun factor. Se ha tenido en
cuenta el coste de mano de obra, de software y de hardware dada la indole de este trabajo.

CAPITULO 2. PRESUPUESTO DESGLOSADO

2.1. Coste mano de obra

El presupuesto del presente trabajo es fundamentalmente atribuido al gasto de personal, dado
que la realizacion de un estudio clinico, de tipo observacional y retrospectivo, requiere de la dedicacidn
completa de una persona que desempefie el papel de desarrollador y coordinador. Por un lado, debe
de asegurar que se dispone de toda la informacién necesaria para que el estudio clinico esté en regla.
Pues un fallo en alguna de esta documentacidn, podria provocar que los resultados que se alcancen no
puedan ser publicados por haberse obtenido sobre una base legal y ética incompleta. Por otro lado,
esta persona también debe de procesar toda la informacién compartida y obtener los resultados
definidos en el protocolo. Ademds, de realizar un fuerte seguimiento y soporte en los centros
participantes quienes, por la gran carga de trabajo, no pueden dedicar todo el tiempo que les gustaria
al estudio en el que participan.

2.1.1. Duracion de cada tarea

En la Tabla 15 se muestra el tiempo invertido en los diferentes paquetes de trabajo. Estos han
sido creados combinando la informacion de los capitulos 3y 4y se exponen segun el orden cronolégico
en el que se han llevado a cabo. Cabe destacar que algunas tareas presentan una duracién de Oh,
porque no han sido realizados por el autor del presente trabajo. El niumero total de horas
correspondientes a la realizacién del TFM es de 500 horas (20 créditos * 25 horas/crédito).
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NOMBRE DEL PAQUETE

DURACION (HORAS)

PAQUETE 1: DISENO DEL ESTUDIO
A)  CREACION PROTOCOLO
B) CREACION EXCEL DE RECODIGA DE INFORMACION

PAQUETE 2: FORMALIZACION DEL ESTUDIO
A)  APROBACION INICIAL DEL ESTUDIO POR UN CE
B) APROBACION DEL ESTUDIO POR EL CE DE CADA PAIS
C)  CLASIFICACION DEL ESTUDIO POR LA AEMPS
D) CREACION DEL MTAY FIRMA
E) PUBLICACION DEL ESTUDIO EN CLINICALTRIALS.GOV

PAQUETE 3: RECLUTAMIENTO Y GESTION DE LOS DATOS
A)  CREACION DEL SERVIDOR SEGURO
B) SEGUIMIENTO DE LAS IRM SUBIDAS AL SERVIDOR
C) REAJUSTE DE LA PLATAFORMA ONCOHABITATS
D) PROCESADO DE LAS IMAGENES DE RM

PAQUETE 4: PROCESADO DE LOS DATOS
A) CREACION DEL BATCH PARA EL LANZAMIENTO
B) LANZAMIENTO DE LOS CASOS
C) CREACION DE UN EXCEL COMUN

PAQUETE 5: ANALISIS

A) OBTENCION MARCADORES HTS Y CARGA DE INFORMACION

B) ESTUDIO DE LOS CASOS A EXCLUIR
C) OBTENCION DEL RESULTADO PRIMARIO

o

159

32
48
28
51

234

29

205

18
0
3
15

89
18
35
36

Tabla 15. Duracion en horas de cada tarea realizada en el trabajo

2.1.2. Calculo del coste de mano de obra

Para realizar las anteriores tareas ha sido necesario disponer de una persona con el master en

Ingenieria Biomédica por presentar conocimientos en el desarrollo de estudios clinicos y en la gestién

de la calidad de un producto sanitario. Ademas, en este master se abarca tanto el campo de la

ingenieria como el de la medicina, permitiendo el desarrollo de diferentes algoritmos y el

entendimiento de la informacidn clinica y anatdmica subyacente al tumor. Se ha encargado de realizar

las tareas de la Tabla 15 que presentan un valor diferente de O.

En la Tabla 16 aparece desglosado el coste de mano de obra, donde el coste unitario hace

referencia al coste de facturacién de la empresa.

71



Desarrollo de un estudio clinico observacional multicéntrico retrospectivo para validar la tecnologia

de andlisis de imagen médica OncoHabitats

COSTE MANO DE OBRA
PERFIL DURACION COSTE UNITARIO COSTE IMPUTABLE (€)
(HORAS) (€/HORA)
Ingeniero 500 55 27,500
Biomédico
TOTAL (€) 27,500.00

Tabla 16. Coste mano de obra para la elaboracion del trabajo

Por lo que el coste total de personal necesario en el trabajo, asciende a una cantidad de

veintisiete mil quinientos euros (27,500.00€).

2.2. Coste software

En la elaboracidn de este trabajo se ha utilizado una computadora con el sistema operativo

Microsoft Windows 10 Pro. Aunque su licencia presenta una duracién indefinida, se ha considerado la

duracidn de esta equivalente al tiempo de vida util de un ordenador de sobremesa (aproximadamente

6 afios).

Para la creacidon del codigo se ha utilizado el lenguaje de programacién Matlab en su versidn

R2015a. La Universitat Politécnica de Valéncia tiene licenciado este software y todas las toolboxes que

incluye, pero para realizar la valoracién econdmica real del software de este trabajo Unicamente se han

incluido las que han sido utilizadas. A continuacidon, se muestra la funcionalidad de estas para
corroborar su utilizacion en el trabajo:

= |mage Processing Toolbox proporciona un conjunto completo de algoritmos estandar de

referencia y apps de flujo de trabajo para el procesamiento, analisis y visualizacion de

imagenes, asi como para el desarrollo de nuevos algoritmos. Permite llevar a cabo

segmentaciones, mejorar la calidad (reducciéon de ruido, normalizacion geométrica y de

intensidad) y procesar imagenes 3D. Muchas de las funciones de esta toolbox soportan la
generacion de cédigo C/C++.

= Computer Vision System Toolbox proporciona algoritmos, funciones y aplicaciones para

disefiar y simular sistemas de procesamiento de imagenes y video. Permite realizar la

detecciony extraccion de caracteristicas entre muchas otras. También soporta la generacion
de cddigo C (“MathWorks - Fabricantes de MATLAB y Simulink - MATLAB & Simulink”, 2017).

Por otro lado, las aplicaciones ITKsnap versién 2.4.0, utilizada para la visualizacion de las

imagenes tridimensionales, gdcmconv, para la descompresion de las imagenes en formato DICOM, o
dcm2niix, para la conversion del formato DICOM a NifTl, son de acceso gratuito.
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Finalmente, todos los documentos creados, asi como el seguimiento y contacto con los centros
sanitarios, se ha realizado con el paquete Microsoft Office 365 personal. También se ha utilizado el
software gratuito Adobe Acrobat Reader DC.

En la Tabla 17 se cuantifica el coste imputable de estos softwares en funcidn del tiempo en que
han sido utilizados.

COSTE SOFTWARE
DURACION
PROGRAMA I(.:Icé:.ll\-lli:l?\Esliﬁ N DE DE LA PERIODO DE IMIE?J?A-::BLE
VA (€) LICENCIAS LICENCIA USO (MESES) SIN IVA * (€)
(MESES)
Microsoft
Windows 10 Pro 230.58 1 72 7 22.42
MATLAB R2015a 2,000.00 1 12 3 500.00
Image
Processing 1,000.00 1 12 3 250.00
Toolbox
Computer Vision
System Toolbox 1,250.00 1 12 3 312.50
ITKsnap 2.4.0 0.00 1 - 6 0.00
gdcmconv 0.00 1 - 1 0.00
dcm2niix 0.00 1 - 2 0.00
Microsoft Office
365 Personal 57.02 1 12 7 33.26
Adobe Acrobat
Reader DC 0.00 1 - 7 0.00
TOTAL 1,118.18

Tabla 17. Coste software para la elaboracion del trabajo

* Para el calculo del coste imputable sin iva (C) es necesario aplicar la siguiente formula de calculo
de la amortizacidn:

t*xc

C= T (1)

Donde t es el tiempo de uso, c el coste de adquisicion y T el tiempo de vida util. En la anterior
tabla, la t es el ‘periodo de uso’, la c el ‘coste de la licencia sin IVA’ y la T la ‘duracién de la licencia’.

El coste total de software necesario en el trabajo asciende a una cantidad de mil ciento dieciocho
mil con dieciocho euros (1,118.18€).
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2.3. Coste hardware

Para el desarrollo del trabajo se ha utilizado un Unico servidor con las caracteristicas que se
muestran en la Tabla 18. Cabe destacar que en el ‘coste del equipo sin IVA’ estd incluido el precio del
monitor utilizado, asi como del teclado y el ratén.

COSTE HARDWARE
COSTE DEL . COSTE
DESCRIPCION EQUIPO SIN IVA UNIDADES V(Ilagslgl)l' SESI(OMDI?SEDSE) IMPUTABLE SIN
(€) IVA * (€)
Corei7, 8 Gb
RAM Yy 2TB 908.26 1 72 7 88.30
disco duro
TOTAL (€) 88.30

Tabla 18. Coste hardware para la elaboracion del trabajo

* Se aplica la ecuacién 1 pero en este apartado la ¢ se refiere al ‘coste del equiposin IVA’yla T ala
‘vida util’.

El coste total de hardware necesario en el trabajo asciende a una cantidad de ochenta y ocho
con treinta euros (88.30€).
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CAPITULO 3. PRESUPUESTO TOTAL DEL PROYECTO

3.1. Presupuesto de ejecucién material

El presupuesto de ejecucidon material se calcula sumando los presupuestos parciales que
describen cada unidad de obra y su cantidad. En la Tabla 19 se muestran dichos presupuestos parciales
asi como la suma total, correspondiente al presupuesto de ejecucién material.

PRESUPUESTOS PARCIALES

UNIDAD DE OBRA COSTE IMPUTABLE SIN IVA (€)
Mano de obra 27,500.00
Software 1,118.18
Hardware 88.30
PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL (€) 28.706,48

Tabla 19. Cdlculo del presupuesto de ejecucion material

El presupuesto de ejecucion material asciende a veintiocho mil setecientos seis con cuarenta 'y
ocho euros (28.706,48€).

3.2. Presupuesto de ejecucion por contrata

El presupuesto de ejecucidon por contrata se calcula sumando al anterior presupuesto de
ejecucion material, los gastos generales y el beneficio industrial. Los gastos generales se calculan como
el 16% del presupuesto de ejecucién material y el beneficio industrial como el 6% del presupuesto de
ejecucion material. Los gastos generales se refieren a los gastos necesarios para llevar a cabo la
actividad de la empresa pero que no estan directamente relacionados con el producto o servicio que
esta ofrece, es decir, que no aumentan el beneficio de la empresa. Y el beneficio industrial, se
corresponde con lo que se gana verdaderamente al hacer el proyecto.

Para calcular el presupuesto total del proyecto se aplica el IVA al 21% al presupuesto de ejecucién
por contrata calculado (Pastor, J., 2017).

En la Tabla 20 se muestra el cdlculo del presupuesto de ejecuciéon por contrata asi como del
presupuesto total del trabajo.
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DESCRIPCION COSTE (€)
Presupuesto de ejecucidon material 28.706,48
Gastos generales 4.,593,04
Beneficio industrial 1.722,39
Presupuesto de ejecucién por contrata 35.021,91
IVA 42.376,51

PRESUPUESTO TOTAL DEL TRABAJO (€)

42.376,51

Tabla 20. Cdlculo del presupuesto total del trabajo

En definitiva, el presupuesto total del trabajo asciende a cuarenta y dos mil trescientos setenta

y seis con cincuenta y un euros (42.376,51€).
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